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RESUMO

Ativinas agem através dos receptores ActRIB e ActRIIA e seus efeitos sdo
antagonizados pela inibina, folistatina e FLRG. As ativinas estdo relacionadas ao
crescimento ductal mamario e a diferenciagao lobulo-alveolar de camundongos. As
ativinas tém uma ag¢ao antiproliferativa em linhagens de células de cancer de mama in
vitro. Em contra parte, a folistatina e a FLRG (gene relacionado a folistatina), sao
inibidoras das ativinas. Esse estudo teve como objetivo avaliar a expressao e localizagao
da Folistatina e FLRG na mama humana normal e patolégica. Foram utilizados
fragmentos de tecido mamario de pacientes submetidas & mamoplastia redutora,
tumorectomia, quadrantectomia e mastectomia. Os tecidos analisados foram obtidos no
arquivo do Laboratdrio de Patologia Comparada do Departamento de Patologia Geral
do ICB-UFMG. As amostras foram submetidas a estudo imunohistoquimico
conjuntamente com grupos controle para coloracao para folistatina e FLRG. As laminas
foram analisadas quanto a intensidade de coloracao ¢ a area de coloragdo. Os resultados
foram submetidos a analise estatistica descritiva e a comparagdo entre os grupos foi
feita por analise de varidncia ndo paramétrica pelo teste Kruskal-Wallis. As diferencas
com valor de p<0,05 foram consideradas significativas e submetidas ao teste Dunn de
comparagdes multiplas. A folistatina e a FLRG mostraram-se presentes na mama
humana normal e patologica. A expressdo de folistatina parece estar aumentada nas
células estromais (citoplasma e ntcleo) dos fibroadenomas em relagao aos carcinomas
ductais invasores. A expressao de FLRG parece estar aumentada nas células epiteliais
(citoplasma e area) dos carcinomas ductais invasores quando comparados com o0s

controles.



ABSTRACT

Follistatin and FLRG expression and localization in normal and pathological breast.
Activins are growth factors from the transforming growth factor beta (TGFf)
superfamily that act through type I (ActRI) and type II (ActRII) receptors and have their
effects antagonized by inhibins and follistatin. Activins have been related to mammary
ductal elongation and lobular-alveolar differentiation in mice. Activins inhibits the
proliferation of brest cancer cell lines in vitro. By the other size, folistatina and FLRG
(folistatina related gene) are activins inhibitors. This paper aims to analyse Folistatin
and FLRG expression and localization in human normal and pathological breast. There
were used samples of breast tissue obtained from pacients submitted to mammoplasty,
tumorectomy, quadrantectomy and mastectomy. The analysed samples were obtained
from The Compared Pathology Laboratory files from ICB-UFMG. The samples were
submitted to immunhistochemistry assay for folistatina and FLRG together with
negative controls. The samples were analysed for colored intensity and colored area.
The results were submitted to statistical descriptive analyses and were matched by
Kruskal-Wallis test. Values of P less than 0,05 were taken as significance and submitted
to Dunn test of multiple matches. Folistatin and FLRG showed being present at normal
and pathological human breasts. Folistatin expression seems being increased in
fibroadenomas stromal cells (cytoplasm and nucleus) compared with ductal invasive
carcinoma. FLRG expression seems being increased in ductal invasive carcinoma

epithelial cells (cytoplasm and area) compared with normal controls.
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Introducao e revisao de literatura

1. Introducao e revisdo de literatura

1.1 Introdugéo

A mama constitui 6rgao fundamental para nossa identidade, afinal ¢ por sua presenga que
somos classificados como mamiferos. Sua principal fungio ¢é ligada & reprodugdo. E através da
mama que o sustento da prole dos mamiferos se da. Os filhotes de mamiferos dependem do leite
como alimento Unico durante o inicio da sua vida.Entretanto, nos humanos a mama possui outras
fungdes importantes. Ela tem papel fundamental na sexualidade, sendo a representatividade fisica
da sensualidade e feminilidade.

Seu funcionamento e regulagdo bem como suas alteragcdes e enfermidades ha muito
intrigam a humanidade. Esculturas e gravuras em paredes de cavernas, datadas de 2300 a.C., sdo
os primeiros indicios do interesse do homem em entender os complexos processos relacionados a
reproducdo animal e a producdo de leite (SVENNERSTEN-SJAUNJA & OLSSON, 2005).
Muito foi elucidado no ultimo século, com a descoberta dos hormdnios sexuais (estrégeno e
progesterona), prolactina, hormoénio lactogénico placentario, ocitocina e eixo hipotalamo-
hipofise-ovario.

Além disso, o cancer de mama ¢ hoje doenca freqliente entre as mulheres de todo o
mundo, em especial as ocidentais. E o segundo cancer mais freqiiente no mundo e o mais
freqliente entre as mulheres. A cada ano, representa cerca de 22% dos novos casos de cancer
entre as mulheres. O numero de casos novos de cancer de mama esperados para o Brasil em 2008
¢ de 49.400, com um risco estimado de 51 para cada 100 mil mulheres (Estimativa
2008/Incidéncia do Cancer no Brasil — INCA). Apesar dos recentes avangos no conhecimento da
tumorogénese, prevengdo, rastreamento, diagnostico e tratamento do Cancer de mama, restam
ainda lacunas.

Ha muito a estudar ¢ nem todos os aspectos de controle endocrino-metabolico da mama
estdo claros. Por exemplo, o papel das ativinas e inibinas no controle da reproducdo celular
mamaria ¢ na lactacdo ndo estd totalmente estabelecido. Também ndo esta claro o papel dessas
substancias na tumorogénese mamaria.

Ativinas e inibinas sdo fatores de crescimento relacionado ao desenvolvimento da
glandula mamaria. Pertencem a superfamilia de fatores de crescimento B (Transforming Growth
Factor B - TGF- B) e estdo envolvidas no controle de fungdes reprodutivas e nao reprodutivas
(VALE W, 1988). Suas subunidades sdo expressas nas células epiteliais ductais e lobulares do
tecido mamario de humanos, ratos e camundongos (ROBINSON & HENNINGHAUSEN, 1997;
DI LORETO et al., 1999; BUSSMANN et al., 2004).

Essas moléculas agem em suas células-alvo através de complexos de receptores
heteroméricos serino-treonina quinase do tipo II, (ActRIIA e ActRIIB) ou através de um receptor
do tipo I, (ActRIA e ActRIB). Quando estimulados esses receptores ativam proteinas Smads
responsaveis por regular a expressao génica (VALE W, 1988; BERNARD et al., 2001).

A Ativina A inibe a proliferagdo in vitro de linhagens de células de cancer de mama
(Kalkhoven et al., 1995; Liu et al., 1996; Cocolakis et al., 2001). Os mRNAs que codificam as
trés subunidades da ativina A sdo expressos em espécimes homogeneizados de Cancer de mama
(Reis et al., 2002). A expressdo do gene da subunidade BA da ativina esta aumentado em
carcinomas de mama invasivos € com metastases Osseas quando comparado a mama normal



Introducao e revisao de literatura

(Reinholz et al., 2002). A Ativina A dimérica ¢ detectada em homogeneizados de cancer de
mama em concentragdes duas vezes maiores que em tecidos ndo neoplasicos (Reis et al., 2002).
Mulheres pds-menopausadas com cancer de mama tém niveis séricos elevados de Ativina A que
diminuem ap6s mastectomia e quadrantectomia (Reis et al., 2002).

A folistatina (FS) ¢ uma proteina monomérica que possui acdo neutralizante sobre as
ativinas e, em menor intensidade, sobre as demais proteinas da superfamilia TGF-f (SIDIS et al,
2002). Adicionalmente, uma isoforma da folistatina, a proteina relacionada a folistatina (FSRP)
também conhecida como gene relacionado a folistatina (FLRG), se liga a ativina com a mesma
afinidade e irreversibilidade que a FS (SAITO et al, 2005).

A expressao da FS no tecido mamario foi caracterizada somente em uma espécie de
roedores, possuindo um importante papel na regulacdo da morfogénese desta glandula durante a
prenhez e a lactagdo em ratas (BUSSMANN et al., 2004), ndo havendo descri¢do de sua
expressdo em tecido mamario humano. A FSRP ndo foi caracterizada no tecido mamario de
nenhuma espécie.

O papel fisiologico destes fatores de crescimento no desenvolvimento da glandula
mamadria foi evidenciado pela utilizagdo de fémeas de camundongos geneticamente modificadas.
Quando adultos esses animais apresentaram desenvolvimento ductal e diferenciagdo do epitélio
alveolar limitado, além de ndo produzirem leite (ROBINSON & HENNINGHAUSEN, 1997).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a localizagdo e a intensidade da expressao da
folistatina e da proteina relacionada ao gene da folistatina na glandula mamaria normal e
patologica.

1.2 Revisdo da literatura
1.2.1 Morfologia da glandula mamaria

O parénquima da glandula mamaéria ¢ composto por estruturas epiteliais alveolares e
ductais, que estdo intimamente associadas a tecidos conectivos que compdem o estroma. O
estroma da glandula mamaria lactante ¢ primariamente composto por entidades celulares e
também por entidades ndo celulares que compdem os tecidos conectivos que circundam as
estruturas epiteliais (SILBERSTEIN, 2001). Os componentes celulares do estroma incluem as
células mioepiteliais, os fibroblastos, as células endoteliais associadas aos vasos sanguineos e
os leucocitos teciduais, enquanto os componentes nao celulares incluem o colageno e outras
proteinas conectivas teciduais (DJONOV et al., 2001). Em contraste com a glandula mamaria
lactante, existe uma quantidade consideravel de tecido adiposo no tecido mamario de fetos em
desenvolvimento e no tecido mamario de animais desde o nascimento até estagios avangados
de gravidez (SILBERSTEIN, 2001) (Figura 1).
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: ' Figura 1: Glandula Mamaria Normal corada para
folistatina por imunohistoquimica. Aumento de 20x.

Nos humanos, a glandula mamaria adulta é composta de 15 a 20 lobos de unidades
tubuloalveolares ramificados. Os lobos sdo separados entre si por ligamentos de tecido
fibroconectivo (ligamentos de Cooper). Nos espagos interlobulares, tecido adiposo abundante
estd presente associado a tecido fibroconectivo. O tecido conectivo intralobular ¢ muito menos
denso e contém pouco tecido adiposo. Cada lobo da glandula se abre num ducto lactifero e
este por sua vez se abre no mamilo. Cada ducto lactifero possui uma dilatacdo retroareolar
denominada seio lactifero. O epitélio ductal mostra uma transi¢do gradual de duas camadas de
células cuboidais no seio lactifero para uma simples camada de células colunares por todo o
sistema ductal remanescente. Entre o epitélio e a membrana basal subjacente encontram-se
células mioepiteliais de origem epidérmica (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

A morfologia da por¢ao secretora da glandula mamadria varia enormemente com a idade,
com a gravidez e a lactagdo. Na glandula inativa o componente glandular € esparso e consiste
fundamentalmente de elementos ductais. Nessa situagdo as unidades secretoras sao
organizadas como ductulos e nao como alvéolos. Durante a lactagdo os alvéolos comecam a se
desenvolver e no final da gestacdo o desenvolvimento alveolar passa a ser proeminente.
Préximo ao final da gestacao, a proliferacao celular da lugar ao intumescimento por acimulo
dos seus produtos secretores. A mama gestacional ¢ marcada por uma diminui¢ao da
quantidade de tecido adiposo e conectivo com aumento da infiltragdo de células
polimorfonucleares (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign
and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

1.2.2 Embriologia da Glandula Mamaria

As mamas sao consideradas glandulas sudoriparas muito modificadas e especializadas
(Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign and Malignant
Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004). O primeiro estagio de desenvolvimento mamario
ocorre com o surgimento de uma estrutura denominada ““fita ou listra mamaria” e continua
com a formagao da faixa mamaria, da linha mamaria, da crista mamaria, da elevagdo mamaria
¢ finalmente do botdo mamario (mammary streak, mammary line, mammary crest, mammary
hillock and mammary bud respectivamente) (LARSON, 1985).

A mama do recém nascido humano ¢ formada por 10 estagios fetais progressivos que se
iniciam na sexta semana de desenvolvimento fetal (Figura 2). As glandulas mamarias se
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originam das linhas mamarias, espessamentos ectodérmicos ventrais bilaterais que se
estendem das axilas as regides inguinais. O ectoderma sobre o torax invagina-se no
mesénquima com subseqiiente proliferacdo e desmembramentos. Durante a ultima parte da
gestacdo esse epitélio canaliza-se e diferencia-se em vesiculas de fundo cego vistas no recém-
nascido. Ao nascimento a mama contém 6 a 19 ductos que se estendem ao mamilo. Esses
ductos contém uma camada de células de citoplasma vacuolado e uma camada de células
mioepiteliais terminando em sacos dilatados de fundo cego. Esses sdo os denominados
ductulos, precursores das futuras estruturas lIobulo-alveolares (Bland & Copeland The Breast:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders,
2004).

Local do mamilo deprimido

Fosseta mamaria Aréola I
s I

Epiderme

Ducto
lactifero
Broto primario
(primardia da
glandula Brotos
mamaéria) secundarnos
Glandula
A fr B C mamaria D
Mesénguima Deme

Figura 2: Sequéncia evolutiva embriologica da glandula mamaria. Crista mamadria na Figura
A e os sucessivos estagios de desenvolvimento mamario.

1.2.3 Anatomia

A mama consiste de 15 a 20 lobos de tecido glandular tibulo-alveolar. O tecido conectivo
subcutaneo envolve a glandula e estende-se como septo entre os lobos e lobulos fornecendo
suporte para os elementos glandulares sem formar uma capsula tipica. A camada profunda da
fascia superficial envolve a mama posteriormente e repousa sobre a fascia peitoral no térax. A
bolsa retromamaria € um espaco distinto que pode ser identificado cirurgicamente na parte
posterior da mama entre a camada profunda da fascia superficial e a fascia peitoral. A bolsa
retromamaria contribui para mobilidade da mama na parede toracica. Ligamentos de Cooper
sdo espessamentos fibrosos de tecido conectivo que se estendem da fascia superficial profunda
(hipoderme) e se aderem a derme. Essas estruturas suspensorias permitem incrivel mobilidade
da mama enquanto provém suporte (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

Na maturidade, a mama tem uma forma protuberante conica unica e distinta. A base desse
cone ¢ circular medindo de 10 a 12 cm de didmetro com 5 a 7 cm de espessura. A mama
estende-se para a axila como cauda axilar (Cauda de Spence). Existe uma tremenda varia¢ao
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no tamanho das mamas. Tipicamente, uma mama nao lactante pesa entre 150 e 225g embora a
mama lactante possa pesar mais de 500g. A mama da nulipara tem tipicamente uma
configuragdo hemisférica enquanto na multipara a mama ¢ normalmente maior ¢ mais
péndula. Com o avancar da idade a mama normalmente diminui de volume, torna-se mais
plana, péndula e menos firme (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of
Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

A mama feminina madura estende-se inferiormente do nivel da 2* a 3? costelas ao sulco
inframamario que se encontra no nivel da 6 ou 7 costela e lateralmente da borda do esterno a
linha axilar anterior ou a linha axilar média. Posteriormente a mama repousa nas fascias do
peitoral maior, denteado anterior, obliquo externo do abdome e bainha do reto abdominal
(Figura 3) (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign and
Malignant Disorders. 3% Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

Musculo penoral maior

Musculo peitoral menor

Tecido adiposo

Lobos, glandulas lactiteras

Ductos lactiferos

Mamilo o aréola

Tecidos males

Costelas

Figura 3: anatomia da glandula mamaria.
1.2.4 Fisiologia Mamaria

A mama, como todo o aparelho reprodutor, ¢ sensivel aos hormdnios sexuais. Nos recém
nascidos de ambos os sexos a mama freqlientemente mostra um aumento transitorio podendo
produzir uma secrecao (leite de bruxa). Essa resposta transitoria ocorre em resposta aos
hormonios maternos que atravessam a placenta durante o desenvolvimento fetal. Ao
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nascimento as mamas sao similares em ambos os sexos, apresentando somente os ductos
lactiferos principais (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign
and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders).

As mamas permanecem subdesenvolvidas até a puberdade quando nas mulheres, por
influéncia do estrogeno e da progesterona produzidos pelos ovarios, as mamas aumentam
rapidamente. A estimulagdo hormonal provoca proliferagdao do tecido glandular, adiposo e
conectivo (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign and
Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

As alteragdes da puberdade sdo representadas por alteragdes do contorno, forma e
histologia. A seqiiéncia de altera¢des do contorno e forma das mamas foi descrita e
classificada em 5 estagios por Tanner (Figura 4). Estagio 1 (M1- pré-adolescente): ténue
elevagdo da papila. Estagio 2 (M2): elevacao da mama e da papila bem como aumento da
aréola. Estagio 3 (M3): Aumento maior ainda da mama. Estagio 4 (M4): a papila e a aréola
formam um monte secundério além da mama. Estagio 5 (M5): a aréola retrocede e a mama
toma seu contorno habitual da fase adulta (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

™

L]

5 % I i7" Figura 4: estagios evolutivos da mama na puberdade

segundo Tanner.

O sistema ductal imaturo, antes da puberdade, segue uma seqiiéncia progressiva de
maturidade 16bulo-alveolar durante a puberdade. Inicia-se pela fase de crescimento ductal: os
ductos se alongam, o epitélio se espessa e o conectivo periductal aumenta. Em seguida na fase
l6bulo-alveolar os ductos dividem-se e formam-se alvéolos rudimentares. Esses alvéolos
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terminam em estruturas chamadas de unidades tiibulo-ductais terminais. No inicio da
puberdade, a unidade tiibulo-ductal terminal ¢ chamada de 16bulo virginal ou l6bulo tipo 1. O
l6bulo tipo 1 € o lobulo predominantemente encontrado na puberdade. Ainda pela influéncia
hormonal, alguns dos 16bulos tipo 1 vao se diferenciar em l6bulos do tipo 2. Nos 16bulos tipo
2 as proeminéncias alveolares tornam-se menores € mais numerosas. Nessa fase essas
proeminéncias sdo denominadas ductulos ou alveoli. No entanto, a glandula permanece
incompletamente desenvolvida até a gestagao (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

A imaturidade do eixo hipotalamo-hip6fise no inicio da puberdade resulta em um periodo
de 1 a 2 anos de ciclos anovulatérios. Sao 2 anos em que a mama ¢ submetida a exposi¢ao
estrogénica sem oposicao. Essa exposi¢do estrogénica ¢ responsavel pela fase de crescimento
ductal. O estrogénio estimula a prolifera¢do ductal, a deposi¢do adiposa e contribui para as
fases subseqiientes. No entanto, o estrogénio ¢ incapaz de agir sozinho. Uma combinacao
minima de estrogénios, hormonio do crescimento e corticoides sdo necessarios para induzir a
proliferacdo ductal. A progesterona nao parece ser essencial para a fase precoce de
proliferacao ductal. Com a presencga de ciclos ovulatorios a exposicao a progesterona induz a
proxima fase, o crescimento tibulo-alveolar. No entanto, novamente, a progesterona somente
ndo ¢ capaz de induzir a maturidade da glandula. Prolactina, hormdnio de crescimento,
estrogénio e glicocorticoides sao necessarios para o desenvolvimento 16bulo-alveolar pleno. A
prolactina ¢ também essencial ao desenvolvimento 16bulo-alveolar. A prolactina age
indiretamente facilitando as agdes da progesterona na mama (Bland & Copeland The Breast:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders,
2004).

Durante o ciclo menstrual, a mama, como todo o aparelho reprodutor feminino, é
submetida a uma série de alteracdes ciclicas. Na fase folicular precoce, do primeiro ao sétimo
dia do ciclo, os alveoli sdo compactos com lumens pouco definidos e se assentam sobre
estroma denso. Nesse momento, observa-se somente um tipo de célula epitelial. Na fase
folicular (8 -14 dias do ciclo), observa-se estratificagdo progressiva do epitélio em trés tipos
celulares: luminal, mioepitelial e intermediaria. Fase lutea (15 — 29): aumento global no
tamanho dos lobulos, resultante da expansao luminal dos alveoli, aumento do numero de
alveoli, ingurgitamento das células mioepiteliais conseqiiente ao ingurgitamento com
glicogénio e diminui¢do do estroma. O tamanho maximo dos 16bulos e 0 maior nimero de
alvéolos ¢ atingido do 21° ao 27° dia. Nessa fase ocorre sintese ativa de proteinas e secre¢ao
apdcrina pelas células epiteliais luminares. O méximo de atividade mitdtica ocorre entre o 22°
e 0 24° dia logo ap0s o pico de progesterona e o segundo pico de estrogénio. A fase menstrual
ocorre do 28° ao 32° dia, apos a retirada do estrogénio e progesterona. Nessa tltima, diminui
a secrecdo e os lobulos diminuem em tamanho bem como os alvéolos em ntimero. Cada ciclo
menstrual estimula nova proliferacdo que ao final do ciclo nunca retorna ao seu nivel basal.
Essa proliferacdo positiva continua até meados da quarta década quando atinge uma
estabilidade e entdo regride apds a menopausa (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

Na gestacao ocorrem mais duas fases de desenvolvimento mamario. Precocemente na
gestacdo ocorre a primeira fase: proliferagao dos ductos distais a fim de criar mais 16bulos e
alveoli. Essa proliferagdo induz a formagao de 16bulos mais diferenciados: l6bulos tipo 3 e
tipo 4. A partir da metade da gravidez inicia-se a diferenciacao das estruturas 16bulo-
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alveolares em unidades secretoras. Os alveoli diferenciam-se em acinos. No ultimo trimestre,
as células epiteliais se enchem com goticulas de gordura. Os acinos entdo se distendem com
colostro (secreg@o eosinofilica e proteinacea) e o tecido adiposo e conectivo esta difusamente
substituido por proliferagdo glandular. O aumento da mama nesse periodo € conseqiiente a
distensdo dos acinos e ao aumento da vascularizacao (Bland & Copeland The Breast:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders,
2004).

Na gestacdo, estrogénio, progesterona e prolactina agem em conjunto para preparar a
mama para lactag@o. A prolactina continua tendo papel fundamental na diferenciagao
lobuloalveolar. A secre¢do de prolactina comega a aumentar a partir da 8 semanas e continua
subindo até o pos-parto. Embora tenha menor bioatividade que a prolactina, o hormonio
lactogénico placentério estd presente no final da gestagdo em uma concentragdo 30 vezes
maior que a prolactina. Isso sugere que o hormonio lactogénico placentario contribui para os
efeitos da prolactina no desenvolvimento gestacional da mama (Bland & Copeland The
Breast: Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis,
Saunders, 2004).

O estrogénio aumenta na gestagdo e acredita-se ter um efeito direto e indireto na
modulagdo da secre¢ao de prolactina. O estrogénio induz a diferencia¢ao dos lactotropos da
hipoéfise anterior, estimula a expressao génica da prolactina e suprime a secre¢ao do fator
inibidor da prolactina (dopamina). Durante a gestagdo a lactogénese € inibida pelos esteroides
sexuais, principalmente a progesterona (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

A habilidade de sintetizar e secretar leite ¢ denominada Lactogénese. A lactogénese é
dividida em 2 fases: 1 e 2. A lactogénese 1 comeca por volta da 15* a 16* semana e consiste na
sintese aumentada de proteinas. Os alveoli distendem-se com colostro. A lactogénese 2 ¢ a
secrecao significativa de leite ap6s o parto. Inicia-se com o colostro (combinagdo de elementos
nutricionais ¢ imunidade passiva), passa por um leite transicional e acaba com um leite maduro
composto de gordura e proteina numa solucao de lactose. A gordura, a lactose e a proteina sdo
secretadas de uma forma apdcrina. A lactose e a proteina também sdo secretadas de uma forma
merocrina (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign and
Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

Existem duas fases de involugao pos lactacional. A primeira é reversivel e esta associada
ao acumulo de leite. A segunda fase ¢ marcada por remodelamento e perda irreversivel da
diferenciacdo da glandula. Os l6bulos diminuem de tamanho com diminui¢do dos nimeros de
alveoli por lobulo. Os ductos ndo sdo envolvidos em oposicdo & menopausa quando ambos o0s
ductos e l6bulos reduzem em numero (Bland & Copeland The Breast: Comprehensive
Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders, 2004).

A prolactina € o principal hormdnio da manutenc¢do da lactag@o e da sintese protéica do
leite. Nao ocorre secre¢ao de caseina (principal proteina do leite) na auséncia de prolactina. A
ocitocina ¢ responsavel pela descida do leite. A ocitocina ¢é secretada pela hipofise posterior a
partir dos estimulos sensoriais da suc¢do do mamilo. A ocitocina estimula a contragao das células
mioepiteliais em torno dos acinos e pequenos ductos resultando na liberagao do leite (Bland &
Copeland The Breast: Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed.,
St. Louis, Saunders, 2004).
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Ap6s a menopausa ocorre apoptose do epitélio glandular, regressdo do estroma
interlobular e substituicdo adiposa. O tecido intralobular ¢ substituido por colageno. A
menopausa resulta na diminui¢do do numero de ductos e lobulos (Bland & Copeland The Breast:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Disorders. 3* Ed., St. Louis, Saunders,
2004).

1.2.5 Patologia mamaria.

Existe uma serie de entidades histopatologicas que acometem a mama. Entretanto, cabe
uma breve revisao das patologias abordadas no estudo.

Hiperplasia Ductal Florida sem Atipias: células proliferam além de trés a quatro camadas
e tendem a distender os espacos ou ductos envolvidos e cruzar estes espagos, formando pontes
ou preenchendo-os parcial ou totalmente. Fendas ou espagos periféricos irregulares, de
diferentes tamanhos e formatos, se formam devido a prolifera¢ao celular. Padrdes arquiteturais
e celulares variados caracterizam essas lesoes. Os nticleos t€ém padrdes variados, podendo ser
ovais, arredondados ou alongados. A cromatina ¢ fina e irregularmente distribuida. Mitoses
sdo vistas ocasionalmente. Essas lesdes possuem um risco subseqiiente para carcinoma invasor
de 1,5 a 2 vezes (Lucena, Silva Junior, Barra Propedéutica em Mastologia. 1* Ed., Rio de
Janeiro, Guanabara Koogan, 2005).
P S

Fibroadenoma: proliferagdo benigna de elementos estromais e epiteliais predominando
tipicamente os elementos estromais. E o tumor benigno da mama mais freqiiente. Mais comum
em mulheres antes dos trinta anos e nuliparas. Pode ser tinico, multiplo, uni ou bilateral e variar
de tamanho (1 a 10 cm). Os elementos epiteliais sdo derivados dos lobulos e o componente
conjuntivo contem pequeno numero de fibroblastos. Clinicamente manifesta-se como nodulo
moével, fibroelastico, bem delimitado e de contornos regulares. E encapsulado com forma
arredondada ou ovalada, de superficie externa lobulada e consisténcia firme. Ao corte apresenta
cor branca ou résea (Bogliolo Patologia. 5* Ed., Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 1994).

o H.C., 71,394 p, 24,037
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Figura 6: fibroadenoma, pega cirurgica.

Wi vmagas com - Figura 7: corte histologico de fibroadenoma,
maior € menor aumento.

Carcinoma ductal in situ ou carcinoma intraductal: proliferagdo epitelial com crescimento
limitado pela membrana basal do epitélio ductal ou lobular, ou seja, sem evidéncia de invasao do
estroma. No entanto, pode evoluir para carcinoma invasor tendo como local de origem a unidade
ductulo-lobular terminal. O termo ductal refere-se a padrdes especificos de proliferagdo celular
anormal associado a um proeminente envolvimento de ductos verdadeiros ¢ um alto risco de
recorréncia local, sem tratamento adequado. O carcinoma ductal in situ compreende um grupo
heterogéneo de proliferagdes neoplasicas ndo invasoras, com diferentes morfologias e risco
subseqiiente de recorréncia e transformagao invasiva. Podem ser classificados morfologicamente
nos seguintes tipos: comedo, cribriforme, papilar, sdlido, micropapilar, apocrino, hipersecretor,
endocrino e misto. Podem também ser graduados histologicamente em: alto grau, ndo alto grau
com necrose € ndo alto grau sem necrose. Esse ¢ o chamado sistema de Van Nuys ((Lucena, Silva
Janior ]}arra Proped€utica em Mastologia. 1* Ed., Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 2005).

Sy T I o , | _ -
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DUCTAL IV sgy , . o
2l S Figura 8: Carcinoma Ductal in Situ.
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Carcinoma Ductal invasor: neoplasia maligna caracterizada pela proliferacdo de células
epiteliais atipicas, que ap6s romperem o epitélio da unidade ductulo-lobular, invadem o estroma
fibroso ou fibroadiposo da mama e, conseqiientemente, possuem a capacidade de metastatizar.
Pode ser classificado morfologicamente em varios tipos sendo o mais freqliente o carcinoma
ductal invasor sem outras especificagdes. O carcinoma ductal invasor pode ser também
classificado de acordo com o grau histologico. O sistema de classificagdo mais usado nesse
sentido ¢ o sistema de Bloom and Richardson. Também conhecido como graduacdo histologica
combinada, esse sistema ¢ composto de grau de formagdo glandular, pleomorfismo nuclear, e
atividade mitdtica. Cada um desses parametros recebe uma pontuacdo baseada em critérios
especificos. Conforme o somatorio final dos pontos obtidos nos trés pardmetros o tumor pode ser
classificado em grau I (baixo), grau II (intermediario) e grau III (alto) (Lucena, Silva Junior,
Barra Propec_lutica em Mastologia. 1* Ed., Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 2005).

RCINOMA INFILTRAT : R AT

% Figura 9: Carcinoma Ductal Invasor em

Figura 10: Carcinoma Ductal Invasor

em maior aumento.
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1.2.6 Ativinas, inibinas e folistatinas.
Estruturalmente relacionadas a superfamilia de fatores de crescimento TGF-f3, as ativinas
e inibinas sdao dimeros protéicos que controlam diversos processos celulares como respostas
imunes, fun¢des enddcrinas, diferenciagdo, proliferacdo e morte celular (HARRINSON et al.,
2005). A atividade desregulada desses fatores esta freqiientemente associada a estados

patoldgicos decorrente da diferenciag@o celular e de processos metabolicos desordenados
(MASSAGUE et al., 2000).

As ativinas sdo secretadas como homo ou heterodimeros de subunidades . Embora
quatro diferentes genes transcrevam as subunidades 3 em humanos (BA, BB, BC e BE),
somente dimeros de BA e BA (ativina A), BB e BB (ativina B) e BA ¢ BB (ativina AB) se
mostram biologicamente ativos. As subunidades BA e BB da ativina podem se ligar a
subunidade a da inibina e formar heterodimeros, como a inibina A (BA e o) ou a inibina B
(BB e o) (HARRINSON et al., 2005).

Gaddy Kurten e colaboradores, em 1995 demonstraram que as ativinas sinalizam através
de interagdes com dois receptores transmembranicos serino/treonina quinase, os receptores do
tipo I e do tipo II. A ativina se liga inicialmente ao seu receptor do tipo II, ActRIIA e ActRIIB.
Tal ligacao recruta, fosforila e conseqiientemente ativa o receptor do tipo I, ActRIA e ActRIB.
Durante a ativacao, o receptor do tipo I se liga a um subconjunto de proteinas, as Smads,
reguladas por receptor (R-Smads), responsaveis por regular a expressao génica (DERYNCK et
al, 1998). As inibinas se ligam aos receptores do tipo II, ActRIIA e ActRIIB, antagonizando
competitivamente a sinalizacdo da ativina, inibindo o recrutamento do receptor do tipo .
Entretanto, tal antagonismo requer a presenga de um co-receptor, o betaglicano, que se liga a
inibina com alta afinidade (MATHEWS & VALE, 1991; LEWIS et al., 2000). Os receptores
ActRIIB sao passiveis de serem ligados por outros membros da superfamilia TGF-3. Dentre
eles podemos citar as TGF-f3s e as BMPs (Bone Morphogenetic Proteins). O complexo
ligante-ActRIIB se liga ao receptor ActRIA. Esses dois ultimos receptores apresentam,
portanto, um padrao promiscuo de ligacdo com outros membros da superfamilia TGF-3,
enquanto os receptores ActRIIA e ActRIB sdo ligados principalmente pelas ativinas e pelo
complexo ativina-ActRIIA, respectivamente (HARRINSON et al., 2005; LIN et al., 2006;
KOMATSU et al., 2007).

A folistatina ¢ uma proteina monomeérica que possui acao neutralizante sobre as ativinas e
em menor intensidade sobre as demais proteinas da superfamilia TGF-f3, como a miostatina.
Ela se liga a ativina, com alta afinidade, formando complexos inativos (HILL et al., 2002;
SIDIS et al, 2002). Em tecidos e fluidos humanos, a folistatina esta presente em pelo menos
trés isoformas: a) a FS315, que ¢ caracterizada como a isoforma que possui o maior
comprimento; b) a FS303 que presumivelmente ¢ derivada de processos proteoliticos e ¢) a
FS288 que ¢ produto de splicing alternativo. Curiosamente, suas habilidades de se ligarem a
proteoglicanos da camada superficial celular sdao diferentes, sugerindo diferentes propriedades
bioquimicas e, conseqiientemente, distintas fungdes entre as isoformas. (ALAN et al., 2004).

O gene relacionado a folistatina (FLRG), também conhecida como proteina relacionada a
folistatina (FSRP), ¢ um membro da familia das folistatinas, recentemente caracterizada, que
se liga a ativina com alta afinidade, neutralizando seus efeitos (HARRINSON et al., 2005).
Curiosamente, estudos de regulacdo da expressao génica demonstraram que a FSRP nao se
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liga aos proteoglicanos da camada superficial celular e possui um padrao de expressao nuclear,
ao contrario da FS que se liga aos proteoglicanos e possui um padrao de expressao
citoplasmatico (SAITO et al, 2005). Adicionalmente, a FSRP ¢ altamente expressa na
placenta, no testiculo, na pele e no tecido cardiaco, enquanto a expressao da FS ¢
consideravelmente maior no ovario e na pituitaria (WELT et al., 2002.) Esses dados sugerem
que ambas as folistatinas ndo sejam homologos funcionais, possuindo distintas fungdes entre
os tecidos.

1.2.7 Ativinas, inibinas e folistatina na glandula mamaria.

Apesar do grande niimero de estudos que investigam a biologia das ativinas, analises que
visam a caracterizar a sua expressdo e elucidar sua fun¢@o na glandula mamaria in vivo sao
muito parcas. Relatos demonstraram que as células epiteliais lobulares e ductais humanas
foram imunorreativas a anticorpos anti-a,, BA e BB, demonstrando sua expressdao na mama de
mulheres (DI LORETO et al., 1999). Recentemente, foi descrita a presenga das subunidades
[-ativina/inibina, dos seus receptores e das SMADS na glandula mamaria de camundongos e
de ratos (JERUSS et al., 2003; BUSSMANN et al., 2004).

O papel fisiologico da ativina B no desenvolvimento da glandula mamaria foi evidenciado
pela utilizagdo de camundongos fémea geneticamente modificadas. Quando adultas, elas
apresentaram desenvolvimento ductal e diferenciagdo do epitélio alveolar limitado e nao
produziram leite (ROBINSON & HENNINGHAUSEN, 1997). Com relacao ao papel da
ativina A, estudos utilizando camundongos knock-out para a subunidade BA nao puderam
relacionar essa proteina com o desenvolvimento da glandula mamaria, pois os animais (-/-)
nasciam com malformagdes no palato, levando-os a morte antes que o tecido mamario pudesse
se desenvolver (MATZUK et al., 1995).

Inumeras evidéncias indicam que hé sintese de RNA mensageiro, subunidades protéicas e
dimeros de ativina e inibina em carcinoma mamario humano (REIS et al., 2004), além de o
nivel de expressao do RNA mensageiro da cadeia BA ser maior em carcinoma mamario que
em tecido mamario higido (REIS et al., 2002).

Similarmente aos fatores TGF-f3, a ativina possui um efeito antiproliferativo sobre as
células epiteliais mamarias. Tal efeito pdde ser observado ao se adicionar ativinas A e B a
culturas de células mamadrias cancerigenas T47D. Esse efeito foi causado pela fosforilacao da
SMAD 3, que reorganizou o ciclo celular de forma a manté-lo entre as fases Go-Gj,
impedindo, conseqlientemente, que a célula entrasse em mitose e, portanto, ndo permitindo a
prolifera¢do celular (LIU et al., 1996; BURDETTE et al., 2005). Adicionalmente, estudos com
acinos mamarios em diferentes estagios de desenvolvimento, isolados em cultura e tratados
com ativina A e B, apresentaram uma menor taxa de proliferagdo celular quando comparados
aos seus controles (BUSSMANN et al., 2004).

Recentemente, a regulacdo do estradiol sobre a expressao da ativina B pelas células
epiteliais mamarias foi descrita utilizando culturas celulares T47D. Foi relatado que o
tratamento dessas células com estradiol diminuiu as concentracdes de mRNA da cadeia $B.
Demonstrou-se também que o complexo estradiol-ERa se liga a SMAD 3 fosforilada,
impedindo que a mesma se dirija ao nicleo e regule a transcri¢cao génica. Por outro lado, a
ativina reprimiu um fator de transcri¢do estradiol dependente, o trefoil factor 1, bloqueando
dessa maneira um classico efeito do estradiol (BURDETTE & WOODRUFF, 2007). Estes
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dados sugerem uma importante interagcao entre esses dois hormonios sobre células epiteliais
mamarias.

Em relagdo a folistatina, ela foi caracterizada somente na glandula mamaria de ratas.
Analises quantitativas de mRNA extraido de 4cinos isolados demonstraram um alto nivel de
expressdo de folistatina nesta parte da glandula (BUSSMANN et al., 2004). A expressdo da
FSRP nao foi descrita no tecido mamario de nenhuma espécie até a presente data.

Como nao existem trabalhos demonstrando a presenca da Folistatina e da FLRG (Gene
Relacionado a Folistatina) na glandula mamaria, o presente trabalho procura determinar a
presenca dessas proteinas na mama humana e sua relagdo em distintas condigdes patoldgicas.
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2. Justificativa e objetivos

2.1 Justificativa

Dado o papel importante que as ativinas exercem sobre o desenvolvimento
mamario e conseqlientemente sobre a lactacdo, e partindo da hipétese da ativina A
presente na mama poder atuar como limitador enddgeno do crescimento tumoral
faz-se necessario estudar a expressdo dos seus antagonistas naturais: Folistatina e
FLRG. Embora nédo haja relatos publicados sobre a expressdo de FS e FLRG no
tecido mamario humano, sua importancia para a regulagdo da atividade das ativinas
ja foi demonstrada em outros tecidos (SIDIS ET al, 2002). Sua presenca na
glandula mamaria somente foi demonstrada em acinos isolados de ratas
(BUSSMANN et al., 2004), portanto decidimos avaliar sua expresséo ( folistatina e
FLRG) no tecido mamario humano normal e patolégico.

2.2 Objetivo geral

Verificar a expressdo das cadeias de folistatina e FLRG na glandula mamaria
humana normal e patoldgica.

2.3 Objetivos especificos

Caracterizar, atraves de imunoistoquimica, a distribuicdo das cadeias de
folistatina e FLRG na glandula mamaria humana normal e patolégica.
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3. Material e métodos

3.1 Amostra

Foram utilizados fragmentos de tecido mamario de pacientes submetidas a
mamoplastia redutora, tumorectomia, quadrantectomia e mastectomia. Os tecidos
analisados foram obtidos no arquivo do Laboratorio de Patologia Comparada do
Departamento de Patologia Geral do ICB-UFMG. A amostra ficou assim
constituida: 8 casos de controle (mama normal) obtidos a partir de mamoplastia
redutora, 17 casos de fibroadenomas, 10 casos de carcinoma ductal in situ
(carcinoma intraductal), 15 casos de carcinomas ductais invasores, 16 casos de
hiperplasia ductal florida sem atipias para folistatina e 7 casos de controle (mama
normal) obtidos a partir de mamoplastia redutora, 17 casos de fibroadenomas, 10
casos de carcinoma ductal in situ (carcinoma intraductal), 15 casos de carcinomas
ductais invasores, 17 casos de hiperplasia ductal florida sem atipias para FLRG.

3.2 Consideracoes éticas.

Projeto de pesquisada aprovado pelo departamento de Ginecologia e pela
Comissao de ética em Pesquisa da UFMG.
3.3 Métodos
3.3.1Histologia e imunoistoquimica
3.3.2 Inclusdo e corte

As amostras de tecido mamario incluidas em parafina foram recuperadas do
arquivo do laboratério de Patologia Comparada do Departamento de Patologia
Geral do ICB-UFMG e seccionadas em cortes de 4um de espessura. Os cortes
foram desparafinizados em xilol e reidratados.

3.3.3 Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica utilizada foi a da avidina-biotina-peroxidase,
através do kit Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). A avidina ¢
uma glicoproteina de alto peso molecular que apresenta grande afinidade com a
biotina (vitamina que pode ser conjugada a enzimas, anticorpos e substancias
fluorescentes). Apos a incubacao do tecido com o anticorpo primario (mono ou
policlonal) especifico para a proteina ou peptideo em estudo, aplica-se o anticorpo
secundario (que se liga ao anticorpo primario) previamente ligado a uma molécula
de biotina. A avidina amplifica o efeito da biotina, pois cada molécula que se
acopla a biotina do anticorpo secundario liga-se simultaneamente a trés outras
moléculas de biotina conjugadas a peroxidase. Esta age sobre um corante especial e
os sitios antigénicos ficam corados de forma estavel, geralmente em tonalidade
amarronzada. Adaptagdes e particularidades do nosso protocolo para cada antigeno
estudado sdo apresentadas na TAB. 1.

As laminas com os cortes de tecido foram desparanifizadas em xilol (duas
incubacdes de 10 minutos) e reidratadas em concentragdes decrescentes de etanol
que variaram de 90% a 50% (uma incubacdo de cinco minutos em cada solucao) e,
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finalmente, foram imersas em agua destilada por 5 minutos. A segunda etapa foi
constituida pelo bloqueio da peroxidase enddgena, com imersdo das laminas em
uma solucgdo preparada a partir de 87 ml de metanol e 3 ml de H,0, a 30% por 30
minutos. A seguir, as laminas foram lavadas por imersdo em uma solucao de PBS.
Seguiu-se uma incubagdo dos cortes durante 60 minutos com soro normal de cavalo
ou de coelho, dependendo do anticorpo primario utilizado, com o objetivo de
ocupar os sitios antigénicos inespecificos e favorecer a ligacdo do anticorpo
secundario biotinilado ao seu antigeno alvo, o anticorpo primario.

A quarta etapa foi a incubacdo dos cortes com o anticorpo primario
especifico para o antigeno pesquisado, no caso a folistatina e a FLRG. O anticorpo
foi diluido em solu¢ao de PBS com albumina a 0,1% numa propor¢do ajustada para
o protocolo da folistatina ¢ da FLRG. Nessa etapa, os cortes foram cobertos com
aproximadamente 50ul da solugdo do anticorpo. Para evitar a evaporagdo ou
ressecamento dos cortes, essa incubacdo foi feita com as laminas dispostas em uma
camara umida e a dura¢do do periodo de incubagdo para todos os anticorpos
utilizados foi de 24 horas com temperatura de 4°C. A cAmara utilizada consistiu de
uma caixa plastica retangular rasa contendo agua destilada no seu fundo.
Terminado o tempo de incubagdo com o anticorpo primario, removia-se o
excedente mergulhando as laminas em PBS por 10 minutos e passava-se a quinta
etapa, incubagdo com o anticorpo secundario.

Foram empregados os anticorpos biotinilados antiimunoglobulina G
(antilgG) de coelho feito em cavalo (Vector Laboratories, Burlingame CA, EUA)
para os anticorpos primarios anti-FS e anti FLRG de cabra feito em coelho (Santa
Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz CA, EUA). Diluiu-se o anticorpo secundario
em solucao de PBS na propor¢ao de 1:200 e aplicaram-se 50ul da solug@o sobre os
cortes, que permaneceram em temperatura ambiente por 30 minutos. Terminada a
incubacao, foi removido o excedente de anticorpo secundario, apds imersao das
laminas durante 10 minutos na solu¢do de PBS, e iniciou-se a sexta etapa, que
consistiu em uma incubagdo dos cortes por 30 minutos com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Vectastain). As solugdes de avidina (solu¢do A) e biotina +
peroxidase (solucdo B) foram associadas e diluidas em PBS (1:200) cerca de 30
minutos antes da incubag¢do. Apds nova incubacgao de 10 minutos em PBS, os cortes
foram finalmente corados por uma solugdo de cromogeno DAB [3,3°-
diaminobenzine] (Sigma Chem. CO, St Louis, MO, USA) preparada minutos antes
e mantida ao abrigo da luz. Uma aliquota da solugdo de estoque da DAB (5mg/ml)
era diluida na propor¢do de 1:4 em PBS e acrescida de 10ul de perdxido de
hidrogénio a 30%. Os cortes foram cobertos com 50ul da solugdo de DAB, em
média por trés minutos, e imediatamente imersos em agua destilada para remover-
se o corante excedente.

Concluida a imunocoloragdo, os cortes foram submetidos a uma
contracoloracdo com hematoxilina e desidratados em concentra¢des crescentes de
etanol, variando de 50% a 90%, sendo, finalmente, imersos em xilol (duas
incubagdes de 10 minutos) e montados com laminula e entelan.

Controles negativos foram realizados em todos os ensaios, substituindo-se
os anticorpos primdrios anti-FS e anti FLRG por soro de coelho normal. Todos os
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anticorpos utilizados no presente experimento foram confeccionados a partir de

antigenos humanos.

3.3.4 Colorac¢ao imunoistoquimica da Folistina e FLRG.

Os anticorpos policlonais, IgG anti-FS e anti-FLRG produzidos em coelhos, foram

gentilmente doados pelo Dr. Wylie Vale, do Salk Institute, (La Jolla, CA, USA), na

forma de soro integral liofilizado.

TABELA 1

Protocolo utilizado para os diferentes ensaios imunoistoquimicos

Antigeno Soro normal  Anticorpo Anticorpo Controle
para bloqueio Primario Secundario Negativo
BA Ativina Cavalo 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em coelho coelho feito coelho (1:400)
(1:400) em cavalo
(1:200)
BB Ativina Coelho 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em cabra cabra feito em  cabra (1:200)
(1:200) coelho (1:200)
ActRIB Cavalo 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em coelho coelho feito coelho (1:200)
(1:200) em cavalo
(1:200)
ActRITIA Cavalo 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em coelho coelho feito coelho (1:200)
(1:200) em cavalo
(1:200)
o Inibina Coelho 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em cabra cabra feito em  cabra (1:200)
(1:200) coelho (1:200)
Folistatina Cavalo 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em coelho coelho feito coelho (1:200)
(1:200) em cavalo
(1:200)
FLRG Cavalo 1:30 Policlonal feito Anti-IgG de Soro normal de
em coelho coelho feito coelho (1:200)
(1:200) em cavalo
(1:200)

3.2.2.5 Leitura das laminas

As laminas foram examinadas com aumento de 20x, 40x ¢ 60X, sempre no mesmo
microscopio (Laboratério de Patologia Geral, ICB-UFMG), procurando manter-se a
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mesma intensidade de luz. Foram atribuidos valores as intensidades de coloragao
conforme descrito na tabela 2. Foi entdo avaliado a intensidade de coloragdo para
folistatina ¢ FLRG no citoplasma e no nucleo das células epiteliais (ductais) e no
citoplasma e no nucleo das células estromais. Os controles negativos foram usados para

revelar a coloragdo inespecifica, que foi desconsiderada.

Também foi avaliada a area de coloragdo do tecido epitelial da 1amina em relagao

a folistatina e ao FLRG. A escala para avaliagdo da 4rea esta descrita na tabela 3.

Os dados das andlises imunoistoquimicas foram submetidos a andlise descritiva. A
comparagdo entre os grupos foi feita por analise de variancia ndo paramétrica pelo teste
Kruskal-Wallis. As diferencas com valor de p<0,05 foram consideradas significativas e

submetidas ao teste Dunn de comparagdes multiplas.

TABELA 2

Escala de distribuicdo da intensidade de colorac¢do dos tecidos imunocorados.
Intensidade de Coloracéo Pontuacio

Ausente 0 (0)

Fraca 1 ()

Moderada 2 (+1)

Intensa 3 (+++)

TABELA 3

Escala de distribui¢@o de area de coloragao dos tecidos epiteliais imunocorados.
Area de Coloracio dos tecidos epiteliais Pontuacéo

Ausente 0 (0)

Fraca 1 (até25%)

Moderada 2 (de 25% a 75%)
Intensa 3 (maior que 75%)
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4. Resultados

4.1L ocalizacéo e Identificacdo da Folistatina na Mama Normal e Patologica.

Foram analisados, para folistatina, 8 casos de amostras teciduais de mamas normais (sem achados
patoldgicos) obtidos a partir de mamoplastias redutoras, 17 casos de fibroadenomas, 16 casos de
hiperplasia ductal florida sem atipias, 10 casos de carcinoma ductal in situ e 15 casos de
carcinoma ductal invasor. A folistatina foi analisada em relacdo a intensidade de coloracdo do
citoplasma e do nucleo das células epiteliais e também em relacédo a intensidade de coloragéo do
citoplasma e nucleo das células estromais, além da &rea epitelial de sua distribuicdo (figura 1). Os
dados quanto a intensidade e area de coloragdo para Folistatina foram analisados descritivamente
(tabela 1) e entdo submetidos a analise de variancia nao paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis
(tabela 2). Os grupos foram comparados entre si. As diferencas com valor de p<0,05 foram
consideradas significativas (tabela 2) e submetidas ao teste de Dunn de comparac¢des maltiplas.
Foram também identificados os grupos especificos com significAncia estatistica para cada
varidvel (tabela 3). Ocorreu significancia estatistica na analise da intensidade de colaracdo do
citoplasma das celulas estromais e na intensidade de coloracdo do ndcleo das células estromais
(tabela 3). Especificamente, os citoplasmas e nucleos das células estromais dos fibroadenomas
coram-se mais intensamente para folistatina que nos casos de carcinoma ductal invasor (Grafico 1
e 2).
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| Mama normal ( controle/mamoplastia).

| Fibroadenoma.

'. Hiperplasia ductal florida sem atipias.

| Carcinoma ductal in situ.

| Controle negativo (hematoxilina/eosina).

20



Tabela 1: resultado da coloracdo dos tecidos imunocorados para Folistatina (medianas).

Resultados

Folistatina Citoplasma Nucleo Area Citoplasma Nucleo
Epitelial Epitelial Epitelial Estromal Estroma
Mediana Mediana | Mediana | Mediana Mediana

Controle (mama normal/ | 1 1 2 0 0

mamoplastia redutora).

Fibroadenomas 2 1 2 1 1

Hiperplasia ductal florida sem | 1 1 2,5 0 0

atipias

Carcinoma ductal in situ 2 2 3 0 0

Carcinoma ductal invasor 2 1 3 0 0

Tabela 2: resultado do teste de Kruskal-Wallis para folistatina. Em negrito: achados

significativos.

Resultado Avaliado Valor de P
Folistatina Intensidade do citoplasma das | 0,1064
Células Epiteliais (ductais).

Folistatina Intensidade do nucleo das células | 0,3485
Epiteliais (ductais).

Folistatina Intensidade do citoplasma das | 0,0007
celulas estromais

Folistatina intensidade do nucleo das células | 0,0006
estromais.

Folistatina Area. 0,2508
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Tabela 3: grupos estatisticamente significativos para folistatina.

Grupo 1 Grupo 2 P

Folistatina : Folistatina: <0,05

Intensidade do citoplasma das células | Intensidade do citoplasma das células

estromais nos Fibroadenomas. estromais nos  Carcinomas Ductais
Invasivos.

Folistatina: Intensidade de coloracdo do | Folistatina: Intensidade de coloracdo do | <0,05

ndcleo das células estromais nos

Fibroadenomas.

nacleo das células estromais nos

Carcinomas Ductais Invasivos.

Grafico 1: coloracdo citoplasmatica das células estromais para folistatina.
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Gréfico 2: coloracdo nuclear das células estromais para folistatina.
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4.2 Localizacéo e Identificagdo da FLRG na Mama Normal e Patoldgica

Foram analisados, para FLRG, 7 casos de amostras teciduais de mamas normais (sem achados
patoldgicos) obtidos a partir de mamoplastias redutoras, 17 casos de fibroadenomas, 17 casos de
hiperplasia ductal florida sem atipias, 10 casos de carcinoma ductal in situ e 15 casos de
carcinoma ductal invasor. A FLRG foi analisada em relacdo a intensidade de coloracdo do
citoplasma e do nucleo das células epiteliais e também em relagdo a intensidade de coloragdo do
citoplasma e ndcleo das células estromais, além da area epitelial de sua distribuicdo (figura 2). Os
dados quanto a intensidade e area de coloracdo para FLRG foram analisados descritivamente
(tabela 4) e entdo submetidos a analise de variancia ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis
(tabela 5). Os grupos foram comparados entre si. As diferencas com valor de p<0,05 foram
consideradas significativas (tabela 5) e submetidas ao teste de Dunn de compara¢fes maltiplas.
Foram tambeém identificados os grupos especificos com significAncia estatistica para cada
varidvel (tabela 6). Ocorreu significAncia estatistica na analise da intensidade de colaracdo do
citoplasma das células epiteliais e na intensidade de coloracdo do nucleo das células epiteliais
além da é&rea epitelial de coloragdo (tabela 6). Especificamente, os citoplasmas das células
epiteliais e a area dos carcinomas ductais invasores coram-se mais intensamente para FLRG que
nos casos controle (Grafico 3 e 4). A intensidade de coloracdo para FLRG do ndcleo das células
epiteliais ductais foi estatisticamente significativa no global, porém analisando-se 0s grupos
separadamente aos pares ndo observamos nenhum grupo especificamente com P<0,05 (grafico
5).
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Figura 2: coloragdo imunohistoquimica para FLRG.

. Mama normal (controle/mamoplastia redutora).

'\ Fibroadenomas.

iperplasia Ductal florida sem atipias.

_ Carcinoma ductal in situ.

Carcinoma Ductal Invasor.

_ Controle negativo (hematoxilina/eosina).
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Tabela 4: resultado da coloracdo dos tecidos imunocorados para FLRG (medianas).

FLRG Citoplasma Nucleo Area Citoplasma Nucleo
Epitelial Epitelial Epitelial Estromal Estroma
Mediana Mediana | Mediana | Mediana Mediana

Controle (mama  normal/ | 1 0 1 0 0

mamoplastia redutora).

Fibroadenomas 2 1 3 0 0

Hiperplasia ductal florida sem | 1 0 3 0 0

atipias

Carcinoma ductal in situ 2 1 3 0 0

Carcinoma ductal invasor 2 1 3 0 0

Tabela 5: resultado do teste de Kruskal-Wallis para FLRG. Em negrito: achados significativos.

Resultado avaliado Valor de P
FLRG Intensidade do citoplasma das | 0,0087
Células Epiteliais (ductais)

FLRG Intensidade do nuacleo das Células | 0,0428
Epiteliais (ductais)

FLRG Intensidade do citoplasma das Células | 0,2597
Epiteliais (ductais)

FLRG Intensidade do citoplasma das Células | 0,3169
Epiteliais (ductais)

FLRG Area. 0,0017
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Tabela 6: grupos estatisticamente significativos para FLRG.

FLRG: Intensidade de coloracdo do
citoplasma das células epiteliais nos

controles

FLRG: Intensidade de coloracdo do
citoplasma das células epiteliais nos

Carcinomas Ductais Invasores.

<0,05

FLRG: Intensidade de coloragdo em

relacdo a area da lamina de controles

FLRG: Intensidade de coloracdo em
relacdo a area da lamina de Carcinomas

Ductais Invasores

<0,05

Gréfico 3: intensidade de coloracdo para FLRG do citoplasma das células epiteliais.
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Gréfico 4: intensidade da area epitelial de coloracdo para FLRG.
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Graéfico 6: intensidade de coloracéo para FLRG do nucleo das células epiteliais.
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5. Discussao

A expressao das subunidades e receptores de ativina/inibina e da folistatina foi
previamente demonstrada em humanos, ratos e camundongos. Esses fatores de crescimento foram
apontados como determinantes para o crescimento ductal e a producdo de leite de camundongas
(ROBINSON & HENNIGHAUSEN, 1997). Em mulheres, foi identificada uma perda da
expressao das ativinas quando o grau de malignidade das neoplasias mamarias aumentava
indicando que esses fatores de crescimento agem como supressores do crescimento tumoral
(JERUSS et al., 2003b) Estudos também demonstraram que as ativinas podem ser utilizadas
como marcadores de tumores mamarios em mulheres (REIS et al., 2004). A folistatina foi
unicamente caracterizada na glandula mamaria de ratas, onde foi apontada como a unica contra-
reguladora das acdes da ativina na glandula mamaria desta espécie até o presente momento
(BUSSMANN et al., 2004).

Conforme a leitura das laminas coradas por imunohistoquimica, sugere-se que tanto a
folistatina quanto a FLRG estao presentes no tecido mamario humano normal e patolégico. Esse
fato poderia ser confirmado por analises de RNA ¢ DNA.

Embora o local de sintese (células ductais ou células estromais) nao possa ser definido
com certeza pela imunohistoquimica, a fraca coloragdo das células estromais, tanto
citoplasmatica quanto nuclear, sugere que a Folistatina e a FLRG sejam tipicamente produtos das
células ductais. A coloracdo mais intensa das células ductais, tanto citoplasmatica quanto nuclear,
sugere que elas sejam a principal fonte e local de acao da Folistatina e da FLRG.

As ativinas e inibinas j& haviam sido identificadas na mama normal e no epitélio ductal.
Glandulas mamarias normais expressam subunidades o, BA, e BB de inibina/ativina sem
alteracdes por todo o ciclo menstrual, estando todas as trés subunidades localizadas nas células
epiteliais ductais e lobulares (Di Loreto et AL., 1999). As ativina A, inibina A, e inibina B em
suas formas diméricas, foram detectadas na secre¢dao de cistos nos casos de doenga fibrocistica
(Di Loreto et AL 1999). O mRNA de todas as subunidades de inibina/ativina foram identificados
nos tecidos mamarios e em células mamarias cultivadas. Assim, esperava-se também que a contra
parte inibidora das ativinas, no caso a Folistatina e a FLRG, estivesse presente nas células
epiteliais ductais e nelas exercessem sua fung¢ao, como foi o caso.

O sistema inibina/ativina parece estar presente em algumas condigdes patologicas na
mama. O mRNA codificando todas as trés subunidades do sistema foi identificado em
homogenados de Cancer de Mama (Reis et AL., 2002), a expressdo génica da subunidade BA esta
aumentada em tumores invasivos € com metastases Osseas quando comparada com tecido
mamario normal (Reinholz et AL., 2002) e a ativina A dimérica ¢ detectada em homogenados de
tecidos com Cancer de mama em concentragdes 2x maiores que nos tecidos normais ao redor dos
tumores (Reis et AL., 2002). Além disso, mulheres pés-menopausa com cancer de mama tém em
média niveis sorologicos de ativina A aumentados que caem abruptamente apds mastectomia ou
quadrantectomia sugerindo que a fonte principal foi removida (Reis et AL., 2002). A hipdtese da
producao aumentada da ativina A por células tumorais comparadas com células epiteliais ductais
normais ndo foi confirmada por dados imunohistoquimicos (Di Loreto et AL., 1999). Ao
contrario da ativina, os niveis de inibina ndo parecem significativamente elevados em mulheres
com cancer de mama (Robertson et AL., 2002).

O sistema inibina/ativina pode ter um papel importante na proliferacao celular das células
ductais tumorais. A ativina A inibe a proliferacdo de linhagens de células de cancer de mama in
vitro (Kalkhoven et AL., 1995; Liu et AL., 1996; Cocalakis et al., 2001). A ativina A também
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possui uma acdo imunomoduladora. A ativina A afeta a imunidade celular modulando a
quimiotaxia dos monocitos, a migragdo de mondcitos e a produgdo de citoquinas (Welt and
Crowley, 1998; Petraglia et al., 1991; de Kretser et al., 1999; Keelan et al., 2000). Assim o efeito
geral da ativina A seria de inibicao do crescimento tumoral.

A folistatina ¢ uma proteina monomeérica que possui acao neutralizante sobre as ativinas e
em menor intensidade sobre as demais proteinas da superfamilia TGF-f3, como a miostatina. Ela
se liga a ativina, com alta afinidade, formando complexos inativos (HILL et al., 2002; SIDIS et
al, 2002). O gene relacionado a folistatina (FLRG), também conhecida como proteina relacionada
a folistatina (FSRP), ¢ um membro da familia das folistatinas, recentemente caracterizada, que se
liga a ativina com alta afinidade, neutralizando seus efeitos (HARRINSON et al., 2005). Ou seja,
em termos gerais, a folistatina e a FLRG sdo antagonistas da ativina A e conseqilientemente
estimulam a proliferagdo celular das células epiteliais ductais. Dessa forma, ndo seria surpresa se
sua expressao estivesse desregulada nos tumores mamarios.

Na comparagdo da intensidade e area de coloragdo da folistatina, s6 houve significancia
estatistica para a coloragao do citoplasma (P=0,0007) e ntucleo (P=0,0006) das c¢€lulas estromais.
Essa significancia estatistica foi devido a um grupo especifico de comparagdo. A comparacao
entre o grupo de fibroadenomas e o grupo de carcinoma ductal invasor revelou um aumento da
intensidade da coloragdao das células estromais para folistatina, tanto para o citoplasma (P<0,5)
quanto para o nucleo (P<0,5) (Graficos 1 e 2), nos casos de fibroadenomas. A intensidade de
coloragdo da folistatina nas células estromais de fibroadenomas foi significativamente maior que
nos casos de carcinoma ductal invasor. Essa situagdo ¢ condizente com a hipotese de que a
folistatina ¢ um estimulador/modulador da proliferagdo celular estando sua expressao alterada nas
condi¢des de aumento da proliferagdo e atividade celular. Fibroadenomas sdo tumores benignos
com, muitas vezes, maior quantidade de material intercelular (coldgeno). Existem também
fibroadenomas com maior quantidade de fibroblastos (células estromais), esses sao chamados de
fibroadenomas hipercelulares. Nos carcinomas ductais invasores ocorre um predominio e
proliferagcdo de células ductais epiteliais. Assim, era de se esperar que a folistatina pudesse estar
aumentada nas células estromais dos fibroadenomas e ndo nas dos carcinomas ductais invasores.
E interessante notar que essa diferenca ocorreu nas células estromais e ndo nas células epiteliais
ductais, supostamente principal fonte da folistatina. Isso pode sugerir que as células estromais
tenham papel importante na modulagao do crescimento tumoral de fibroadenomas e que uma das
formas de modulacdo seja através da folistatina estando sua expressdo alterada nas células
estromais. Além disso, embora a folistatina seja um estimulador da proliferagdo celular e sua
principal localizagdo na mama seja o epitélio ductal, ela ndo parece ter sua expressao alterada nos
casos de carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal invasor.

Na comparacdo da intensidade e area de coloracdo para FLRG, houve significancia
estatistica para a coloragao do citoplasma (P=0,0087), nucleo (P=0,0428) e area (P=0,0017) de
coloragdo das células epiteliais. Essa significancia estatistica foi devido a um grupo especifico de
comparacdo. A comparagdo entre o grupo de controles e o grupo de carcinoma ductal invasor
revelou um aumento da intensidade da coloracao do citoplasma das células epiteliais ductais e da
area de coloragdo para FLRG. Embora haja diferenga estatistica (P=0,0428) em relagdo a
intensidade de coloragao do nucleo de células epiteliais ductais para FLRG, esse achado ¢ global
(na amostra como um todo) e ndo foi encontrado nenhum grupo especifico onde também
houvesse significancia estatistica (Figura 3, 4 e 5). Como a folistatina, a FLRG ¢ também um
inibidor da ativina. A FLRG liga-se a ativina com a mesma irreversibilidade e afinidade que a
folistatina (Saito et al., 2005). Nessa situacdo sua expressao aumentada nas células epiteliais
ductais de carcinomas invasores de mama sugere que nesses carcinomas ocorra uma desregulagao
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do sistema ativina/inibina favorecendo a acdo da FLRG em estimular de forma indireta
(inativagdo da ativina) a proliferagdo celular. E interessante notar também que nos carcinomas
ductais invasores predominou um aumento da FLRG e ndo da folistatina sugerindo que no caso
da mama humana, e especificamente em carcinomas invasores, a FLRG seja o antagonista da
ativina de maior importancia fisiopatoldgica.

A FLRG ¢ de expressio predominantemente nuclear. O fato de sua expressao
citoplasmatica estar aumentada nos carcinomas ductais invasores sugere que esse comportamento
aberrante possa ser conseqiiéncia da expressao de uma FLRG modificada. Situagdes de expressao
de proteinas e receptores modificados sdo comuns em células tumorais.
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6. Conclusdes

A Folistatina e a FLRG podem ser detectadas em tecido mamario humano normal
ou patoldgico (fibroadenomas, hiperplasia ductal florida sem atipias, carcinoma intraductal
e carcinoma ductal invasor) por imunohistoquimica.

A folistatina parece ser expressa predominantemente por células epiteliais ductais.

Nos fibroadenomas, embora a folistatina seja expressa predominantemente por
células epiteliais ductais, a sua expressao esta aumentada nas células estromais (tanto no
citoplasma quanto no nucleo).

A FLRG tem sua expressdo aumentada em carcinomas ductais invasores.

A FLRG, embora seja de predominancia nuclear em condi¢es normais, parece ter
predominancia citoplasmatica em carcinomas ductais invasores.

A FLRG parece ser 0 antagonista da ativina de maior importancia fisiopatologica
em humanos.
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