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RESUMO

O Carcinoma Inflamatorio de Mama (CIM) possui manifestacao clinica agressiva do cancer de
mama que cursa com sinais de inflamacdo, o que dificulta o diagndstico precoce, e com
acentuada evolucdo e de baixa taxa de sobrevida. Pode ainda observar caracteristicas distintas,
como: vias de sinalizacdo celular alteradas e maior frequéncia de muta¢es somaticas. Assim,
0 Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE) emerge nesse cenario apresentando
alta expressdo em tumores agressivos, como o carcinoma triplo negativo, associado, também,
a piores resultados clinicos. Objetiva-se avaliar a expressdo do RAGE e a sua associa¢do com
0s marcadores de agressividade tumoral em pacientes com CIM. Trata-se de um estudo
transversal com um grupo caso e outro controle, envolvendo amostras de CIM e Carcinoma
Né&o Inflamatdrio da Mama (CANI) de 34 pacientes com diagndstico histopatoldgico recrutados
no periodo de 2015.1 a 2020.2, no Hospital Haroldo Juagaba/Instituto do Céancer do Ceara,
sendo estes: 18 diagnosticados com CIM e 16 CANI. Foram realizados cortes histopatoldgicos
de 3 um em laminas sinalizadas, seguido de imunofluorescéncia com anticorpo policlonal anti-
RAGE e a expressao de RAGE foi semi quantificada usando o software Image J/FIJI. Os dados
clinicos, epidemioldgicos e patologicos foram coletados e analisados estatisticamente no
software SPSS, utilizando testes para comparacgdes entre 0s grupos. O presente estudo possui
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara sob n° 5.010.710.
Os resultados foram expressos com significancia estatistica (p<0,05). Foi evidenciado maior
nivel de expressao do RAGE em associacdo com o Ki67 (p=0.034) e o subtipo CMTN
(p=0.026) nos pacientes com CIM quando comparado ao grupo CANI. As fotomicrografias das
bidpsias apresentaram nichos infiltrativos, nucléolos proeminentes indicativos de carcinoma
ductal invasivo de alto grau. Na analise da imunofluorescéncia do RAGE, evidenciou expressao
aumentada (107,4 + 37,9) no grupo CIM quando comparado as amostras CANI (78,4 + 42,2).
Assim, conclui-se que a marcacdo do RAGE associado maior indice de proliferacédo e subtipo
molecular triplo negativo, considerado de maior agressividade e de pior progndstico, o que

evidéncia a relevancia desse receptor na pratica clinica e a sua contribui¢cdo como biomarcador.

Palavras-chave: Doenca inflamatoria; Inflamacdo; Cancer de mama; Receptor de Produtos

Finais de Glicacdo Avancada.



ABSTRACT

Inflammatory Breast Carcinoma (IBC) is a clinically aggressive manifestation of breast cancer
characterized by signs of inflammation, which complicates early diagnosis, and by rapid
progression and low survival rates. Additionally, IBC may exhibit distinct characteristics, such
as altered cellular signaling pathways and a higher frequency of somatic mutations. In this
context, the Receptor for Advanced Glycation End-products (RAGE) emerges as a significant
factor, showing high expression in aggressive tumors like triple-negative carcinoma, which is
also associated with worse clinical outcomes. This study aims to evaluate RAGE expression
and its association with tumor aggressiveness markers in patients with IBC. This is a cross-
sectional study involving a case group and a control group, including samples from IBC and
non-inflammatory breast carcinoma (non-IBC) from 34 patients with histopathological
diagnoses, recruited between 2015.1 and 2020.2 at Haroldo Juagaba Hospital/Cancer Institute
of Ceara, comprising 18 diagnosed with IBC and 16 with non-IBC. Histopathological sections
of 3 um were prepared on signalized slides, followed by immunofluorescence with polyclonal
anti-RAGE antibody, and RAGE expression was semi-quantified using the Image J/FIJI
software. Clinical, epidemiological, and pathological data were collected and statistically
analyzed using SPSS software, applying tests for comparisons between groups. This study was
approved by the Ethics Committee of the Cancer Institute of Ceara under No. 5.010.710. Results
were expressed with statistical significance (p<0.05). A higher level of RAGE expression was
observed in association with Ki67 (p=0.034) and the TNBC subtype (p=0.026) in patients with
IBC compared to the non-IBC group. Photomicrographs of the biopsies revealed infiltrative
niches and prominent nucleoli indicative of high-grade invasive ductal carcinoma. The RAGE
immunofluorescence analysis showed increased expression (107.4 + 37.9) in the IBC group
compared to non-IBC samples (78.4 + 42.2). Therefore, it is concluded that RAGE expression
is associated with a higher proliferation index and the triple-negative molecular subtype, which
is considered more aggressive and has a poorer prognosis, highlighting the relevance of this

receptor in clinical practice and its potential as a biomarker.

Keywords: Inflammatory diseases; Inflammation; Breast cancer; Receptor for advanced

glycation and products; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um termo genérico que contempla um grupo de doencas, mais de 100
diferentes tipos, que podem afetar qualquer parte do corpo devido o desenvolvimento rapido,
desordenado e incontrolavel de células anormais que crescem para além de seus limites, com
potencial agressivo na formacao de tumores, e que podem envolver tecidos adjacentes ou 6rgaos
a distancia. Estima-se que haverd 25 milhdes de novos casos, no Brasil, até o ano de 2030.
(INCA, 2022), evidenciando o cancer como um problema de satde publica nacional.

Dentre os diferentes tipos de cancer, destaca-se o cancer de mama (CM) que
corresponde a neoplasia de maior incidéncia, com elevada taxa de mortalidade, estando no
ranking dos canceres mais prevalentes entre as mulheres a nivel de Brasil. S&o esperados 704
mil novos casos de cancer para cada ano do triénio 2023-2025, sendo as regifes Sul e Sudeste
as mais afetadas, com 71,44/100 mil e 84,46/100 mil casos, respectivamente, seguidos do
Centro-Oeste: 57,28/ 100 mil, Nordeste: 52,20/100 mil e Norte: 24,99/100 mil (INCA, 2022),
destacando a importéncia do diagnostico precoce, devido melhora significativa das chances de
sucesso no tratamento e sobrevida. Programas de rastreamento e conscientizagcdo sdo essenciais
para a reducdo da mortalidade e aumento da qualidade de vida. Além disso, avangos na pesquisa
de biomarcadores e terapias personalizadas oferecem novas esperancas e op¢des de tratamento.

Para tanto, o diagndstico do CM fundamenta-se no exame clinico aliado a estudos
de imagem, sendo corroborado pela avaliagio histopatoldgica. E imperativo realizar uma
anamnese meticulosa, com énfase particular no estado menopausal, historico familiar de CM e
ovario, bem como um exame fisico abrangente, que incluindo a avaliacdo das mamas e
linfonodos regionais. Simultaneamente, deve-se atentar para sinais e sintomas que possam
indicar possiveis sitios de doenca metastatica. E imprescindivel a realizacdo de mamografia
bilateral, complementada por ecografia mamaria, se necessario (ROSA et al., 2022).

O estadiamento clinico e patoldgico inclui o estadiamento anatdmico, fundamental
para considerar o prognostico do paciente. A utilizacdo de perfis de expressdo génica validados
oferece informacdes progndsticas e preditivas adicionais, auxiliando na tomada de decisfes no
tratamento adjuvante. Um estadiamento sistémico preciso € crucial para determinar a extensédo
da doenca, prever o prognostico e personalizar o tratamento. Recentes avan¢os ha compreensao
da biologia do CM devem ser integrados ndo apenas nas decisGes terapéuticas, mas nas
recomendacdes para exames de imagem durante o estadiamento inicial, incluindo a avaliacéo
do risco individual de presenca de doenca metastatica (ROSA et al., 2022). Portanto, € preciso

compreender a complexidade que envolve diferentes variaveis, como: localiza¢do, tamanho,
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volume; extensdo, o tipo de tumor; presenca de invasao direta e linfatica; metastase a distancia;
diagnosticos histopatologicos; manifestacdes sistémicas; sinais e sintomas; sexo e idade do
paciente (COSTA et al., 2020).

Entende-se CM como uma doenca complexa e heterogénea, descrita por distintas
formas moleculares, tipos histologicos e caracteristicas clinicas que contribuem para o
progndstico da doenca, sendo este diretamente relacionado ao fator regressao ou progressao, e
que se encontra relacionado com o tratamento optado, a interagdo com o subtipo molecular e as
particularidades do individuo, como: idade, fatores enddcrinos, histéria reprodutiva, aspectos
comportamentais e ambientais, genéticos e hereditarios (SARTORI; FRASSON, 2015;
LUKASIEWICZ et al. 2021).

O perfil sociodemografico das mulheres brasileiras com CM corresponde a idade
igual ou superior a 50 anos (66%), ndo branca (64%), catolica (50%), casada ou em unido
estavel (57%), procedente da capital (52%), desempregada (62%), renda familiar entre 1 a 2
salarios minimos (87%) e escolaridade abaixo do ensino médio (53%). Relacionado ao
tabagismo e etilismo, possui 28% e 26% da amostra, respectivamente (ROCHA; MARQUES,
2020).

Quando relacionado aos aspectos clinicos epidemiologicos em mulheres brasileiras,
foi identificado o carcinoma ductal invasivo como o tipo histologico mais prevalente (95%),
com grau histolégico 1 ou 2 (57%), receptor hormonal positivo (64%), gene HER 2 negativo
(63%), estadiamento T4 (57%) e N1 (56%), sendo esse muito importante para analisar extensao
da doenca, progndstico e tratamento individualizado, com metastases principalmente para 0ssos
(57%), pele (44%), linfonodos locorregionais (42%), figado (38%) e pulmao (37%) (ROCHA,;
MARQUES, 2020).

Ressalta-se que no CM podem ser identificados: carcinoma inflamatério da mama
(CIM), que sédo inflamatorios devido ao bloqueio por células tumorais nos ductos
linfaticos que existem na pele sobre o tecido mamario, gerando sinais de inflamacdo com
presenca macica de émbolos tumorais nos vasos sanguineos e linfaticos da derme, onde o
eritema apresenta maior frequéncia de aparicdo dentre as alteraces associadas. Os pacientes
com esta condicdo apresentam sobrevida em cinco anos de 30% a 40%, enguanto 0s pacientes
com o carcinoma de mama ndo inflamatério (CANI) apresentam indices de 70% a 80% de
sobrevida, devido a sua particularidade no que tange a agressividade e evolucdo (SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2017; HESTER et al., 2021).

Além dos sinais identificados na clinica, o CIM possui caracteristicas genémicas

que os diferenciam do CANI. Os tumores CIM apresentam maior frequéncia de mutagdes
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somaticas quando comparados aos tumores de CANI. Nesse sentido, pacientes com CIM
frequentemente possuem mutacgdes em genes como TP53, PIK3CA e ERBB2 e, somado a isso,
as vias de sinalizacdo celular tém significativas alteragbes em seus tumores, podendo
influenciar na proliferacdo descontrolada de células, dando origem a tumores (MATSUDA et
al., 2017; LIANG et al., 2018).

O receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) consiste em um
receptor de reconhecimento de padrdes multiligantes encontrados em variados estados
inflamatorios cronicos (SIMS et al., 2010; KIM; JEONG; JANG, 2021). O RAGE, devido a
sua capacidade em se ligar e mediar efeitos dos produtos finais da glicacdo avangada (AGES),
pode ligar-se a uma classe diversificada de ligantes ndo-AGE em decorréncia da sua
competéncia de reconhecer ligantes enddgenos e exdgenos estruturalmente ndo relacionados,
denominando-o receptor de reconhecimento de padrdes (PRR) (HUDSON; LIPPMAN, 2018).

Tais ligantes podem ativar diferentes vias de sinalizacédo, dependendo do tipo de
célula e do ligante, como as proteinas de alta mobilidade do grupo (HMG), proteinas
S100/calgranulinas, beta amiloide (A), entre outros. Em sua maioria, podem ser definidas
como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) ou padrées moleculares
associados a danos (DAMPS), induzindo uma resposta pré-inflamatéria (PRUNEDA, 2021),
atuando como sensor imunologico inato, incluindo endotoxinas bacterianas, virus respiratorios
e DNA microbiano (HUDSON; LIPPMAN, 2018)

Essas descobertas sinalizam para a importdncia de serem consideradas as
heterogeneidades gendmicas de CIM, especialmente em subgrupos especificos, a exemplo do
tumor de mama triplo negativo (CMTN) e HER2+, dos quais associam-se a pior sobrevida livre
de metastase (MATSUDA et al., 2017; LIANG et al., 2018). Embora seja considerado um fator
clinico patoldgico distinto, esta doenca mostra heterogeneidade morfoldgica (tipo histolégico,
grau infiltrado inflamat6rio) e molecular com status do receptor de horménio e subtipos
moleculares intrinsecos. O receptor de HER2 e triplo negativo sdo frequentes, com estimativa
em 40% nos tumores HER2 (LIM et al., 2018; SEUNG et al., 2022).

O receptor HER2 atua como oncogene e sua amplificacdo gera superexpressao da
proteina HER2, um receptor quinase transmembrana. Esta expressao anormal ocasiona ativacao
constitutiva de vias de sinalizacao a jusante, promovendo a proliferacdo de células tumorais. A
presenca de HER2 positivo esta associada a mau prognostico, com recorréncia precoce e doenca
metastatica. Portanto, a sua descoberta como alvo terapéutico acionavel, altamente sensivel, foi
considerada um grande avango para o tratamento do CM (SWAIN; SHASTRY; HAMILTON,
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2023) e a compreensédo das variagdes gendmicas entre CIM e CANI podem contribuir para a
inovacdo terapéuticas mais eficazes no tratamento.

O desenvolvimento desse estudo foi motivado, inicialmente, pela participagdo no
grupo de farmacologia da inflamac&o e do cancer, no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos (NPDN) da Universidade Federal do Ceard (UFC) em colaboracdo ao
Instituto do Céancer do Cearé (ICC) e por entender que 0 cancer de mama permanece COmo uma
das principais causas de mortalidade entre mulheres globalmente, sublinhando a necessidade
de identificar biomarcadores e alvos terapéuticos que possam aprimorar 0 seu diagnostico,
prognéstico e/ou tratamento. Neste contexto, 0 RAGE tem emergido como um potencial
mediador da progressdo tumoral, desempenhando um papel multifacetado em diversas vias

celulares, o que evidencia a relevancia do estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao do receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) e
a sua associacdo com os marcadores de agressividade tumoral em pacientes com Carcinoma
Inflamatdrio da Mama (CIM).

2.2 Objetivos especificos

° Caracterizar o perfil clinico dos pacientes com Carcinoma Inflamatério da Mama e
Carcinoma Ndo Inflamatorio da Mama;

) Quantificar o percentual de expressdo do RAGE em amostras de Carcinoma
inflamatdrio ou ndo inflamatorio da mama;

) Verificar a associacdo entre a expressdo de RAGE e os dados patoldgicos dos

pacientes em estudo
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3 REVISAO DA LITERATURA

O cancer consiste em um tumor maligno que abrange mais de 100 diferentes tipos
de doencas e que comumente apresentam o crescimento desordenado de células anormais com
capacidade para invadir tecidos e espalhar-se para outras regides do corpo humano por meio
dos vasos sanguineos. Sdo estimados 25 milhdes de novos casos, no Brasil, até o ano de 2030.
Entretanto, no ano de 2023, foram previstos 0s principais tipos de cancer e a sua incidéncia
relacionada ao sexo nos seres humanos, conforme apontam os dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) (2022).

Espera-se 704 mil casos novos de cancer para o triénio 2023-2025, com 70% dos
casos previstos para as regides Sul e Sudeste, respectivamente 71,44/100 mil e 84,46/100 mil.
Entretanto, apresenta nimeros expressivos nas demais regides, como: Centro-Oeste com 57,28/
100 mil, Nordeste: 52,20/100 mil e Norte: 24,99/100 mil. Excetuando o cancer de pele ndo
melanoma, ocorrerdo 483 mil casos novos (INCA, 2022). O CM feminina e o de prostata foram
0s mais incidentes com 73 mil e 71 mil casos novos, respectivamente. Em seguida, o cancer de
célon e reto (45 mil), pulmé&o (32 mil), estdbmago (21 mil) e no colo do utero (17 mil) (SANTOS
et al., 2023).

O CM ¢ uma doenca complexa e heterogénea, descrita por distintas formas
moleculares, tipos histoldgicos e caracteristicas clinicas (SARTORI; FRASSON, 2015). Em
contexto nacional, € instituido como tipo de cancer mais frequente em mulheres e seus distintos
prognosticos contribuem para sua regressao ou progressao, de acordo com o tratamento optado,
a interacdo ao subtipo molecular e as particularidades do individuo, como: idade, fatores
enddcrinos, historia reprodutiva, aspectos comportamentais e ambientais, genéticos e
hereditarios (LUKASIEWICZ et al. 2021).

O cancer de mama é dividido em diferentes subtipos moleculares, a saber: Luminal
A, Luminal B, Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2 positivo) e
Triplo negativo (CMTN) (RAMOS et al., 2022; ALVES et al., 2024). Os Luminais A e B séo
caracterizados pela presenca de receptores hormonais (RH) e recebem esse nome devido a
semelhanca das células neoplasicas com as células luminais da mama normal (LUKASIEWICZ
et al. 2021). Assim, o subtipo Luminal A costuma se mostrar como tumores de histologia de
baixo grau (G1), bem diferenciados; com crescimento lentificado; acentuada taxa de controle
local; e maior sobrevida, implicando em melhor prognéstico (HENNIGS et al., 2016). Por outro

lado, o subtipo Luminal B possui acentuada expressdo de marcadores de proliferacdo; baixa
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expressdao de RH; e maior grau histolégico (G3), pouco diferenciado, 0 que acarreta pior
progndstico (ADES et al., 2014).

A superexpressao de HER2 mostra negatividade para RH e acentuada expressao da
oncoproteina HER2. Possui alta agressividade, apresentando grande indice de recorréncia
posterior a tratamentos quimioterapicos adjuvantes, bem como uma baixa sobrevida, gerando
um pior prognoéstico, (FRANCO, 2022).

O triplo-negativo (CMTN), conhecido como basal-similar, apresenta expresséo
negativa para receptores de estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP) e HER2 (ALVES
et al., 2024), o que se caracteriza por significativas taxas de crescimento e atividade
proliferativa, curso clinico agressivo, metastase precoce e prognostico negativo, tendo como
fatores contribuintes a genética, multiparidade, menopausa, obesidade, ndo amamentacao e
situacdo socioecondmica por influenciar significativamente nas praticas de prevencéao
secundaria (BARANOVA et al., 2022).

No cancer de mama, pormenoriza-se o Carcinoma inflamatério da mama, devido a
sua particularidade no que tange a agressividade, o que demonstra incidéncia variada em
diferentes regides do mundo, apresentando maior incidéncia em mulheres afro-americana
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017; HESTER et al., 2021).

3.1 Carcinoma inflamatorio da mama (CIM)

O carcinoma inflamatorio da mama (CIM) apresenta uma evolucéo rapida, e,
embora a introducao da terapia trimodal, a qual integra o procedimento cirurgico, radioterapia
e terapia sistémica que podem ser por meio de farmacos citotdxicos, hormdnios, monoclonais
e inibidores de tirosina quinase, a depender da necessidade de cada paciente e a preservacao da
seguranca oncologica, tenha avangado tecnologicamente, o progndéstico ainda é desfavoravel.
Os pacientes com esta condicdo apresentam uma taxa de sobrevida em cinco anos
correspondente a 30% a 40%, enquanto os pacientes com cancer de mama ndo inflamatério
(CANI) apresentam indices de 70% a 80% (HESTER et al., 2021).

Esses tumores séo classificados como inflamatérios devido ao bloqueio dos ductos
linfaticos na pele sobre o tecido mamario pelas células tumorais. Esse blogqueio resulta em sinais
de inflamacdo, caracterizados pela presenca abundante de émbolos tumorais nos vasos
sanguineos e linfaticos da derme. O eritema é uma das alteragdes mais comuns associadas,
podendo afetar a mama de forma generalizada ou limitar-se a uma regido especifica
(ROBERTSON et al., 2010; HESTER et al., 2021).
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Esses sinais podem atrasar o diagnéstico devido as semelhancas com outras
patologias mamarias, como a mastite, uma infec¢do do tecido mamario que também provoca
um quadro inflamatdrio. Essa sobreposicdo de sintomas pode contribuir para um diagndstico
tardio, tornando a definicdo de tratamentos eficazes um desafio na prética clinica. Além disso,
0 desconforto e a dor associados a biopsia podem limitar a realizagdo de estudos de perfil
molecular em amostras de CIM, agravando ainda mais as dificuldades no manejo da doenca.
(LIM et al., 2018).

Além dos sinais identificados na clinica, os CIM possuem caracteristicas gendmicas
que os diferenciam dos CANI. Os tumores CIM apresentam maior frequéncia de mutacdes
somaticas quando comparados aos tumores de CANI. Nesse sentido, pacientes com CIM
frequentemente possuem mutagdes em genes como TP53, PIK3CA e ERBB2 e, somado a isso,
as vias de sinalizacdo celular tém significativas alteracbes em seus tumores, como reparo de
DNA, RTK/RAS/MAPK e NOTCH, podendo influenciar na proliferacdo descontrolada de
células, dando origem a tumores (MATSUDA et al., 2017; LIANG et al., 2018). Dessa forma,
a compreensdo das variagfes gendmicas entre CIM e CANI contribuem para a inovagéo
terapéuticas, mais eficazes.

Essas descobertas sinalizam para a importancia de serem consideradas as
heterogeneidades gendmicas de CIM, especialmente em subgrupos especificos, a exemplo do
CMTN e HER2+, dos quais associam-se a pior prognéstico. Embora seja considerado um fator
clinico patolégico distinto, o CIM mostra heterogeneidade morfoldgica (tipo histologico,
intensidade do infiltrado inflamatdrio) e status molecular do receptor de horménio e subtipos
moleculares intrinsecos (MATSUDA et al., 2017; LIANG et al., 2018).

Os subtipos moleculares HER2-positivo e triplo negativo sdo comuns,
representando cerca de 40% dos casos de CM. Porém, o HER2-positivo com superexpressao
do receptor HER2, pode ser tratado com terapias direcionadas especificas, como o trastuzumabe
(Herceptin) e outros inibidores do HER2, que tém mostrado eficacia significativa no controle
da doenca. Ja o triplo negativo, que ndo expressa 0s receptores de estrogénio, progesterona e
HER2, é mais agressivo e possui opg¢des limitadas de tratamento, tornando 0 manejo mais
desafiador. Para esse subtipo, as opcOes terapéuticas frequentemente incluem quimioterapia e,
mais recentemente, imunoterapia e terapias alvo especificas, como inibidores de Poly (ADP-
ribose) polymerase (LIM et al., 2018; SEUNG et al., 2022).

Quanto aos fatores de risco modificaveis do CIM, tém-se a obesidade, mensurada
pelo alto indice de massa corporal (IMC). Esta descoberta é referenciada pelo registro no

Instituto Brasileiro de Controle do Cancer (IBCC), da Universidade de Texas, MD Anderson
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Cancer Center, EUA, em uma grande coorte (N= 617 casos) (CHO et al., 2022). Além disso,
mulheres com idade <26 anos e afro-americanas, tinham risco maior de desenvolver CIM triplo-
negativo (FOUAD et al., 2018).

Estudo aponta que a cada aumento de 5 kg/m 2 no IMC, o risco de cancer de mama
aumenta em 31%. Além do que a obesidade e o histérico familiar de cancer estdo associados a
um maior risco de CM em mulheres. Dentre 15.055 participantes, observou-se que quando o
IMC (indice de Massa Corporal) é > 24, o risco de cancer de mama aumenta proporcionalmente
com o aumento do IMC. Essa tendéncia € particularmente evidente em mulheres com histérico
familiar de cancer (CAO et al., 2024).

A presencga de um historico familiar de cancer pode intensificar a relacéo entre o
IMC e o cancer de mama, sugerindo que esses individuos podem estar em um risco ainda maior.
Estudos mostram que mulheres com historico familiar de cancer tém uma probabilidade
significativamente maior de desenvolver cancer de mama a medida que seu IMC aumenta,
comparadas aquelas sem tal histérico. A interacdo entre o IMC elevado e o historico familiar
pode potencializar o risco de cancer de mama, indicando a necessidade de uma vigilancia mais
rigorosa e estratégias de prevencdo mais intensivas para essas mulheres. Para mulheres sem
historico familiar de c&ncer, embora o risco de CM também aumente com o IMC elevado, a
intensidade dessa associagéo tende a ser menor. A relagdo do CM e o IMC é complexa e envolve
varios mecanismos biolégicos interligados, onde a interagdo entre o IMC elevado e fatores
moleculares inflamatorios pode criar um ambiente tumoral mais agressivo, devido
predisposicdes genéticas, o que leva a um aumento significativo no risco e na gravidade do CM
(CAO et al., 2024).

InvestigacOes feitas por Mohamed et al. (2014) mostraram que o Fator de Necrose
Tumoral (TNF) e a Interleucina-6 (IL-6) fomentam a inflamacdo crénica, a sobrevivéncia das
células tumorais e a angiogénese. O Fator Estimulante do Crescimento de Granuldcitos-
Macrofagos (GM-CSF) estimula a ativacdo e infiltracdo dos TAMSs, que secreta também
proteases como as metaloproteinases da matriz, facilitando a invasao e dissemina¢do do tumor.
A Interleucina-12 (IL-12) e a Interleucina-23 (IL-23) promovem a inflamacdo e a resposta
imunoldgica, mas podem contribuir para um ambiente favoravel ao tumor, enquanto infeccGes
virais associadas podem interagir com esses processos, exacerbando a progressao do cancer.

Nesse sentido, émbolos tumorais de CIM secretam proteases e citocinas que
facilitam a degradacdo, a invasdo e a motilidade da matriz extracelular, induzindo a
imunossupressdo e disseminagdo de células de carcinoma. Células infectadas com

citomegalovirus humano (HCMV) secretam citocinas e proteases associadas a angiogénese,
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imunossupressdo, invasdo e motilidade de células de CIM, visualizada na figura 1
(MOHAMED et al., 2014).

Figura 1- Embolos tumorais de Carcinoma Inflamatrio de Mama.
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Fonte: Adaptado de Mohamed et al. (2014, p. 531). Imagens realizadas no BioRender

Legenda: As catepsinas B estimulam a invasividade e a motilidade das células do carcinoma da mama);
metaloproteinases de matriz do tipo membrana (MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9) sdo biomarcadores preditivos para
agressividade; a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8), estimulam a auto-renovacéo das células-tronco
cancerigena (seta verde). Os macrofagos associados ao tumor exibem propriedades associadas a infeccdo por
citomegalovirus (HCMV) no cancer de mama inflamatdrio, incluindo secre¢do de citocinas e proteases que
induzem a migracéo celular, angiogénese e ativacdo da via de sinalizagdo NF- «B (seta laranja). Essa ativagdo da
via de sinalizagdo ocorre dentro do microambiente tumoral, via especifica e induzida pela infec¢gdo por HCMV
(seta azul).

3.2 Receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE)

O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) consiste em um
receptor de reconhecimento de padrdes multiligantes encontrados em variados estados
inflamatérios cronicos (SIMS et al., 2010; KIM; JEONG; JANG, 2021), apresentando uma
regido transmembrana de ancoragem que o fixa e auxiliam na sinalizacdo intracelular.

O RAGE ¢ uma molécula sinalizadora central no sistema imunolégico inato e tem
reconhecimento de padrdes multiligantes que propaga efeitos em varias doencas inflamatorias
e tumores por meio de conjuntos abundantes de classes diversificadas de ligantes, enddgenos e

exdgenos. E expresso em baixos niveis em tecidos normais, exceto no pulmo, local onde o
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RAGE, torna-se regulado positivamente nos locais onde seus ligantes se acumulam, estando
associados a uma doenca especifica (KIM; JEONG; JANG, 2021).

O RAGE, devido a sua capacidade em se ligar e mediar efeitos dos produtos finais
da glicacdo avancada (AGES), base das complicacdes diabéticas, pode ligar-se a uma classe
diversificada de ligantes ndo-AGE em decorréncia da sua competéncia de reconhecer ligantes
enddgenos e exdgenos estruturalmente ndo relacionados, denominando-o receptor de
reconhecimento de padrfes (PRR) (HUDSON; LIPPMAN, 2018).

Tais ligantes podem ainda ativar diferentes vias de sinaliza¢ao, dependendo do tipo
de célula e do ligante, como as proteinas de alta mobilidade do grupo (HMG), proteinas
S100/calgranulinas, beta amiloide (A), entre outros. Em sua maioria, podem ser definidas
como padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) ou padrdes moleculares
associados a danos (DAMPSs), induzindo uma resposta pro-inflamatoria (PRUNEDA, 2021) e
atuando como sensor imunologico inato, incluindo endotoxinas bacterianas, virus respiratorios
e DNA microbiano (HUDSON; LIPPMAN, 2018).

A composicdo dessa proteina € glicosilada, tendo seu peso molecular
aproximadamente 50 kDa e estruturacdo em trés diferentes dominios, a saber: um pequeno
dominio citoplasmatico (aminoacido 364-404) que é primordial a sinalizacdo intracelular, um
amplo dominio extracelular de ligacéo ao ligante da regido (aminoacidos 23-342) e um dominio
transmembranar hidrofobico (aminoacidos 343-363) (FERNANDEZ et al., 2020).

O dominio citoplasmatico se faz necessario para a interacdo com efetores a jusante
de RAGE, como a formina 1 diafana (DIAPH1), ERK1/2, TIRAP e DOCK?7, as quais sdo
essenciais para ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo RAGE. Quanto ao dominio
extracelular, este reconhece ligantes como produtos finais de glicacdo avancada (AGES),
desencadeando sinais intracelulares, desempenhando ativacdo de vias associadas a respostas
imunes, inflamatorias e/ou de estresse oxidativo. Por fim, o dominio transmembranar
hidrofobico exercerd papel fundamental na estrutura proteica, proporcionando a
homodimerizacdo hélice-hélice (FERNANDEZ et al., 2020).

Acrescenta-se ainda que este receptor possui potencial de desempenho duplo na
resposta inflamatoria, resultando em ativacao celular, envolvendo o fator de transcricdo NF-«xB
na interacdo com leucdcitos ou células endoteliais com seus ligantes e, por outro lado, pode
funcionar nas células endoteliais como receptor que interage diretamente com R2-integrinas de
leucdcitos, demonstrando portanto seu envolvimento direto no recrutamento de células
inflamatérias, ocasionando o desenvolvimento e progressao de estados patoldgicos, como 0 CM
(PRUNEDA, 2021).
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Quanto a expressdo de RAGE, essa se encontra amplamente aumentada em células
agressivas de CMTN, tanto em tumores primarios quanto em metéstases linfonodais (NASSER
et al., 2015). Para tanto, para melhor compreenséo, a figura 2 detalha as vias de sinalizacdo de
RAGE.

Isso posto, o contato de RAGE com seu ligante demonstra potencial de possibilitar
diversos meios de sinalizacédo intracelular, incluindo o estimulo e a translocagdo ao nucleo do
fator de transcricdo, gerando transcricdo de quimiocinas, citocinas, estresse oxidativo,
moléculas pro-inflamatérias e de adesdo, acarretando, entdo, em uma resposta inflamatoria
(FERNANDEZ et al., 2020).

O acumulo de AGEs estéa diretamente associado a diversas condigdes patolégicas,
como doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes, céncer, entre outras que
possuem relacdo com processos inflamatorios. O metilglioxal (MGO) tem relacéo direta com o
desenvolvimento dessas condi¢bes, sendo ele um subproduto da glicolise envolvido na
formacdo de AGEs (HUDSON; LIPPMAN, 2018).

Figura 2 - Vias de sinalizacdo de RAGE.
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Fonte: Elaboracgdo propria (2024). Adaptado de Hudson e Lippman (2018, p 35).
Legenda: O RAGE ativa a sinalizago intracelular pré-montando em dimeros e multimeros na superficie celular,
antes da ligacdo do ligante. O RAGE multimérico acopla os ligantes utilizando interacfes eletrostaticas entre o
dominio VC1 positivo (+) ao negativo (-). Apds a ligacdo, alteragcBes conformacionais intracelular do RAGE
permitem interagdes intracelulares, incluindo mDial. A sinalizagdo RAGE ocorre por meio de Rho GTPases
(verde) e quinases (rosa) ativando fatores de transcricdo (amarelo). A ativacdo de RAGE gera mudancas na
expressdo génica e alteracdo da funcgdo celular (migracdo, sobrevivéncia, inflamagéo e regulagdo positiva da

prépria expressao).

Considerando o contexto de cancer, o metilglioxal (MGO) tem papel significativo
na formacdo e avanco metastatico e, quando ha inibicdo, resulta na reducéo do crescimento de
tumores. Entretanto, em razédo de seu potente efeito citotoxico, a elevada concentragdo de MGO
pode estar relacionada a apoptose. Portanto, 0 MGO, ao se ligar ao receptor RAGE, ativa vias
de sinalizacdo que promovem inflamacéo e estresse oxidativo, contribuindo para a progresséo
e a metastase do cancer. A inibicdo dessa interacdo pode reduzir o crescimento tumoral e a
disseminagdo metastatica, oferecendo uma estratégia terapéutica potencial para o tratamento do
cancer (MAGNA et al., 2023; PRUNEDA, 2021).

Em avaliacdo das contribui¢des funcionais do RAGE no CM, foi percebido que ha
propensdo reduzida para o crescimento de tumores na mama quando ha deficiéncia em RAGE,
destacando-o como um possivel biomarcador para 0 mau prognostico e, desta maneira,
revelando um papel funcional para a sinalizacdo na ligacdo da inflamacao ao desenvolvimento
agressivo do cancer de mama (PRUNEDA, 2021).

De tal forma é sabido do potencial que 0 SRAGE demonstra na modulacédo celular
e levanta a perspectiva de sua utilizacédo terapéutica em enfermidades inflamatdrias e diversos
tipos de canceres, tendo em vista o progndstico favoravel. Pode-se considerar, portanto, que 0s
resultados obtidos em estudos anteriores podem indicar o SRAGE com potencialidade para se
tornar biomarcador na deteccdo precoce do cancer (PRUNEDA, 2021).

Em estudo feito por Rigiracciolo et al. (2022) foi revelado a importancia do RAGE
no TNBC, onde foi identificado uma alta expressdo dos ligantes S100A8 e S100A9 em
diferentes subtipos de CM e, por consequéncia, associando-o a piores resultados clinicos.

Além disso, descobriu-se que uma alta expressdo de RAGE também esta
correlacionada a menor taxa de sobrevida global em pacientes com CM, sugerindo em seus
resultados que a via de transducdo RAGE-FAK-YAP poderia ser explorada como um sistema
passivel de tratamento para interromper o subtipo agressivo TNBC (RIGIRACCIOLO et al.,
2022).



29

4 METODOS

4.1 Tipo e Local de Estudo

Trata-se de um estudo transversal com um grupo caso e um grupo controle. Foram
incluidas amostras de pacientes com carcinoma inflamatdrio da mama (caso) e ndo inflamatorio
da mama (controle).

O presente estudo foi realizado com pacientes atendidas no Instituto do Cancer do
Ceara (ICC)/ Hospital Haroldo Juacaba localizado em Fortaleza no Estado do Ceard, que
apresenta uma estrutura com mais de 30 especialidades médicas e referéncia no tratamento
oncoldgico a nivel Norte e Nordeste. Realiza, também, atendimentos no ambito do Sistema
unico de Saude e por meio de convénios (HOSPITAL HAROLDO JUACABA, 2024).

4.2 Populagdo e amostra

A populacdo estudada refere-se a pacientes diagnosticados com carcinoma inflamatorio
da mama (CIM) e carcinoma ndo inflamatério da mama (CANI), no ICC/Hospital Haroldo
Juacaba, correspondendo a um total de 51 prontuarios de pacientes no periodo de 2015.1 a
2020.2 por conveniéncia. Dentre as amostras, apenas 34 amostras foram selecionadas para

experimento da expressdo do RAGE, sendo esses: 18 referente ao CIM e 16 amostras de CANI.

4.3 Critérios de elegibilidade

Critérios de Inclusao:

e Pacientes com o diagndstico clinico e histopatolégico de CIM e CANI;
e Amostras consideradas satisfatdrias, segundo critérios: boa visualizacgdo em
microscopio; sem desgaste ou perca de material; e fixadas adequadamente no bloco de

parafina.

Critérios de exclusdo:

e Diagndstico diferencial, como mastite ou abcesso na mama.
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4.4 Coleta de dados

Para o desenho do presente estudo, foram realizadas as seguintes etapas: I-
Identificacdo dos pacientes; Il — Laminas de hematoxilina e eosina; 111- Imunofluorescéncia

para RAGE. Detalhadas em separado para melhor compreensao das etapas, conforme figura 3

a seguir:
Figura 3 — Etapas do desenho do estudo.
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Fonte: Elaboragdo propria (2024).

4.4.1 ldentificacdo dos pacientes e demarcacao da area tumoral

Os pacientes foram triados pelo software de gestdo empresarial TASY, que € um
prontuario eletrénico utilizado pela equipe do hospital, que tem como objetivo atender as
necessidades de organizacdo de saude, como informacbes de pacientes, profissionais,
medicamentos, equipamentos e outras informacdes importantes de forma rapida.
Posteriormente, os pacientes foram selecionados conforme os critérios de inclusdo pela
Oncologista do ICC (L.M.A), por se tratar de um diagndstico clinico primariamente.

Nessa fase, foram solicitados acesso as laminas do servi¢co de patologia do ICC
referente aos pacientes selecionados para compor a amostra do estudo. Em seguida, as laminas

de Hematoxilina & Eosina (HE) incluidas no estudo foram analisadas e demarcadas a area
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tumoral e/ou presenca de émbolos pela patologista responsavel (M.P.S.S.C) do laboratério de
patologia Livino Pinheiro, vinculado ao ICC.

De posse dos dados, foram extraidas informacBes referentes ao perfil
sociodemografico (idade, sexo) e aspectos clinico-patolégico (indice de massa corporea,
historico familiar de céancer, tipo histolégico, estadiamento dos tumores, receptores de
estrogeno, receptor de progesterona, HER2, indice de proliferacdo Ki67 e subtipo molecular)
do prontuério do paciente. Em relacdo a obesidade, essa foi calculada segundo os critérios da
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), que consiste em uma férmula que corresponde:
peso/altura™2, sendo considerado paciente com oobesidade grau | quando IMC for acima de 30
Kg/m?.

4.4.2 Analise histopatologica

A andlise das laminas se deu utilizando a fotomicrografia das amostras dos
pacientes com tumores primarios, CIM e CANI, utilizando o microscopio optico com aumento
de 100x e 200X no Laboratorio de Osteofarmacologia, que compde, também, o NPDM. As
imagens de HE foram analisadas pela patologista da UFC (D.1.M.)

Assim, foram solicitados os blocos parafinicos ao ICC contendo tecidos de bidpsia
dos pacientes com CIM e CANI, sendo analisados conforme a referéncia numérica dos laudos

anatomopatologicos do diagnostico para realizagcdo de imunofluorescéncia para RAGE.
4.4.3 Imunofluorescéncia para quantificacdo da expressao de RAGE

Das 38 amostras utilizadas nesse estudo, para a etapa de imunofluorescéncia sé
foram possiveis de serem analisados 34: 18 CIM e 16 CANI, devido a baixa qualidade da
imagem para visualizacdo. As laminas sinalizadas foram cortadas (3 pum de espessura) no
micrétomo do setor de Patologia e Medicina Legal da UFC. Inicialmente, realizou-se a
desparafinizacao e permeabilizacdo com Triton X-100 0,2% em solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS). As ldaminas foram marcadas com o anticorpo policlonal RAGE anti-rabbit (Clone
AGER PA5-24787, Invitrogen) na diluicdo 1:50. Apds overnight 12 horas, foram lavadas em
PBS e incubadas com um anticorpo secundario 568 anti-anti-rabbit 1:100 durante 45 minutos a
temperatura ambiente, contendo a descri¢do do anticorpo.

Os nacleos foram corados com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 10 minutos.

De acordo com testes-piloto realizados em outros estudos, foi analisado que a expressdo do
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RAGE em pulméo possui alta expressdo, sendo esse selecionado para compor o controle
positivo, na concentragdo de 1:100. Para o controle negativo, foi utilizado amostra de mama
(1:50) diferenciando-o0 com a inser¢do do PBS/BSA 5% sem o anticorpo priméario conforme
protocolo do experimento utilizado no LAFICA.

As laminas foram visualizadas usando o sistema de imagem multi-espectral
(Cytation 3, fabricante BD Biosciences). Em seguida foi realizada a analise da expressao por
meio da quantificacdo da intensidade de fluorescéncia para RAGE e DAPI (marcador de

nlcleo), utilizando o software Image J/F1JI, versdo 1.53.
4.5 Anélise dos dados

Foram empregadas estatisticas descritivas, incluindo medias e desvios-padrdo para
variaveis continuas, além de distribuicGes de frequéncia expressas em valores absolutos e
relativos para variaveis categoricas.

A normalidade dos dados foi verificada por meio dos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk, a homogeneidade das variancias foi avaliada mediante o teste de
Levene, conforme propriedade respectiva para dados paramétricos e ndo-parametricos,
seguidos do teste para a comparacao entre os grupos em relagéo as variaveis continuas.

Recorreu-se, também, ao teste t de Student, além da avaliacdo das variaveis por
meio do teste Qui-Quadrado de Pearson ou, quando apropriado, o teste exato de Fisher. Na
analise comparativa das variaveis categaricas utilizou-se o teste Qui Quadro de Pearson, exceto
nos casos em que os valores de frequéncia esperada foram superiores a cinco (>5), foi adotado
o teste de Fisher. O nivel de significancia adotado foi p <0,05.

A andlise estatistica foi realizada com o software Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS), versdo 17; software GraphPad Prism®, versdo 8.01.

4.6 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Haroldo Juacaba/ICC, sob n° de parecer 5.010.710 (ANEXO 1) e lavrados pelo termo de fiel
depositario referente a guarda/consentimento das amostras da pesquisa. Por se tratar de pesquisa
com acesso aos prontuarios dos pacientes, foi garantido a seguranca e o sigilo da identidade dos
participantes. Ressalta-se ainda o cuidado especial para ndo exaurir o material biolégico dos
blocos de parafina para fins de pesquisa, entendendo que as coletas para biépsias de cunho

cientifico sdo rotineiras no hospital.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise clinica e patoldgica dos participantes

O presente estudo foi realizado com amostras de 34 participantes, sendo 18 com o
diagndstico de CIM e 16 com CANI. A figura 4 mostra as fotomicrografias de biopsias de
Carcinoma inflamatério da mama evidenciado pelo carcinoma ductal invasivo com presencga de
nichos infiltrativos. Por sua vez, o CANI também evidenciou alteracGes histopatoldgicas de

carcinoma invasivo.

Figura 4 — Fotomicrografias de amostras de CIM e CANI

Legenda: CIM: (A, C) As setas indicam ninhos infiltrativos de carcinoma ductal invasivo de alto grau (H&E, 100x
e 200x). CANI: (B, D) Carcinoma invasivo com laminas de células com nicleos aumentados e nucléolos
proeminentes (H&E, 100x e 200x).

No que se refere aos dados gerais das pacientes, a Tabela 1 apresenta os dados

clinicos e patolégicos dos pacientes CIM e CANI.
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Tabela 1 — Dados clinicos e patolégicos dos pacientes com CIM e CANI

CANI CIM

Caracteristica (N=24) No. (%) (N=27) No. (%) P

Idade mediana em anos

(min-méx) 57 (32— 91) 55 (36 — 83) 0,996
Idade
< 45 anos 8 5 0,335
> 45 anos 16 22
Historico familiar
N0 11 (45,8%) 14 (51,9%) 0,781
Sim 13 (54,2%) 13 (48,1%
Obesidad

nesicade 18 (85,7%) 18 (72,0%) 0,304
Néo (IMC <30) 3 (14,3% 7 (28,0%
Sim (IMC > 30) (14,3%) (28,0%)
Linfonodo (N) 5 (21,7%) 3 (11,1%) 0,444
NO 18 (78,3%) 24 (88,9 %)
N1-N3
mgtaStase 10 (41,7%) 14 (51,9%) 0,577
M1 14 (58,3%) 13 (48,1%)
RE- 7 (29,2%) 8 (29,6%)
RE+ 17 (70,8%) 19 (70,4%) 0,999
RP- 8 (33,3%) 10 (37,0%)
RP+ 16 (66,7%) 17 (63,0%) 0,999
HER2 - 19 (79,2%) 22 (81,5%)
HER2 + 5 (20,8%) 5 (18,5%) 0,999
Ki67 <20% 7 (30,4%) 5 (18,5%)
Ki67 > 20% 16 (69,6%) 22 (81,5%) 0,507
Triplo-negativo
N0 20 (83,3%) 21 (77,8%) 0731

Sim

4 (16,7%)

6 (22,2%)

Legenda: IMC: indice de massa corporal; RE: receptor de estrogénio; HER2: receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano; CIM: Céancer de mama inflamatdrio; N: linfonodo; RP: Receptor de Progesterona; CMTN:
cancer de mama triplo negativo. A anélise estatistica foi realizada por meio do teste Qui-quadrado.

Os pacientes com CIM apresentaram padrdes comparaveis de obesidade, historico
familiar, envolvimento de linfonodos, metastases e niveis de expressdo de ER, PR, HER e Ki-
67 acima de 20% (p> 0,05). O namero de individuos com cancer de mama triplo negativo

(CMTN) dentro dos grupos também foi semelhante (p>0,05), segundo a tabela 1.



O indice proliferativo aumentado mensurado pela marcacéo por imunohistoquimica
para Ki67 durante o diagnostico demostrou um percentual de 81,5 para o CIM e 69,9 para o
CANI quando analisados com o Ki67 acima de 20%. Observa-se também que o percentual de
pacientes com CMTN foi maior em pacientes com diagndstico de CIM (22,2%) versus o CANI
(16,7%). O Ki-67 >20% é um indicador importante de alta taxa de proliferacdo celular,
associado a uma natureza mais agressiva do tumor. Esse dado é crucial para a avaliagcdo do
progndstico, planejamento do tratamento e monitoramento da resposta ao tratamento no cancer
de mama. O conhecimento dos niveis de Ki-67 ajuda a orientar as decisdes clinicas e a

personalizar 0 manejo da doenca.

5.2 Imunofluorescéncia para expressdo do RAGE

Foi identificado uma baixa expressao na marcacao para 0 CANI e alta expressao na
marcacao para CIM, na imunofluorescéncia e técnicas de imagem celular, a partir da coloracao
e visualizacdo de diferentes componentes celulares, utilizando o RED, DAPI e MERGE (Figura
5). Essa abordagem permitiu uma analise mais detalhada da distribuicdo e intensidade da
expressdo RAGE nas amostras de CANI e CIM microscopicamente. Os resultados apontaram

que ha maior porcentagem do RAGE em pacientes com CIM.

Figura 5 - Fotomicrografias da expressdao do RAGE por imunofluorescéncia em paciente CIM
e CANI

RED DAPI MERGE

CANI

Baixa expressdo na marcagao

IMUNOFLUORESCENCIA
RAGE 1:50

CIM
Alta expressdo na marcagdo
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Legenda: Todas as analises de imagem foram executadas utilizando o microscépio de imunofluorescéncia Cytation
do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos. RED — vermelho em inglés; DAPI — Marcador de
nicleo; MERGE — Co-marcacdo do DAPI e RAGE.

As anélises de imagens da expressdo do RAGE resultaram na quantificacdo da
expressdo do anticorpo nas amostras de CIM e CANI, visualizados na figura 6. Dessa forma, a
analise da imunofluorescéncia do RAGE evidenciou uma expressao aumentada (107,4 + 37,9)
no grupo CIM quando comparado as amostras CANI (78,4 + 42,2) (p = 0,042).

Figura 6 — Quantificacdo da expressdo do RAGE
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Legenda: Quantificacdo da expressdo do RAGE utilizando o método da imunofluorescéncia. Foram analisadas 34
amostras, sendo n=18 para CIM e n=16 para CANI, com médias total por participante correspondendo a 107,4 e

78,4, respectivamente.

Dentre os achados, os participantes correspondentes a pessoas com idade inferior a
45 anos ao diagnostico apresentaram uma intensidade de fluorescéncia para RAGE de 83,7 %
(DP: 28,7) para o CIM, por sua vez, evidenciou-se uma menor expressdo de RAGE 65,1 %
(DP: 36,4) para o CANI. Para a idade superior a 45 anos, a média de intensidade de
fluorescéncia para RAGE foi de 112,2 % e DP: 38,4 no CIM e média de 86,4 % com DP: 45,1
para CANI. Ambos as médias de percentual de expressdo nao apresentaram significancia (p=
0,190). Quanto ao historico familiar, esse apresenta resultados estatisticos semelhantes, nao

apresentam significancia (p=0,180) relevante se presenca ou ndao de CIM ou CANI nos grupos
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familiares. Apesar das diferengas numéricas entre presenca e auséncia de carcinomas, elas ndo
influenciaram nos resultados deste estudo, conforme detalhado na Tabela 2.

Cabe ressaltar, que a percentagem de expressao de RAGE foi significativamente maior
em amostras de CIM no subtipo molecular de cancer de mama triplo negativo (136,8 = 6,8) em
comparacdo com amostras CANI (33,6 £ 35,9) (p = 0,026). Além disso, as amostras de CIM
apresentaram expressao aumentada de RAGE em comparacdo as CANI (121,1 + 36,5 vs. 64,2
+ 33,5) de acordo com o Ki-67 acima de 20% (p = 0,034) (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise de associacdo entre a expressdo de RAGE e o CIM e CANI segundo as
caracteristicas clinico e patoldgicas.

% Expressdo de RAGE

Caracteristica CIM CANI P
Média £ DP Média £ DP
Idade
<45anos 83.7 £ 28.7 65.1 £ 36.4 0.109
> 45 anos 112.2 + 38.4 86.4 +£45.1

Histérico familiar

Né&o 97.3+35.6 84.3 £48.0 0.180
Sim 117.0 £40.9 68.5+31.4

Obesidade

Né&o (IMC <30) 101.5+34.4 86.6 + 40.9 0.086
Sim (IMC = 30) 133.8 £ 33.0 8.2+0.0

Linfonodos

NO 141.7+£0.0 97.7+0.0

N1-N3 105.4 £ 38.0 75.7 £ 44.6 0.131
Metéastase

MO 107.4 £ 35.0 96.6 £ 8.6

M1 107.5 £ 40.7 74.2 £45.9 0.141
RE- 108.4 £ 49.4 51.3+36.7

RE+ 110.6 £ 38.0 90.7 £39.9 0.094
RP- 98.6 +44.7 76.1+57.4 0.144
RP+ 1141+ 37.6 80.21 £29.2

HER2- 111.4 £ 39.6 84.4 +44.4 0.147
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HER2+ 92.6 £ 0.0 60.3+32.4
Ki67 <20% 95.0 £ 33.2 96.7 +47.4
Ki67 = 20% 121.1 +36.5 64.2 £ 335 0.034*

Triplo-negativo
Néo 1155+ 353 87.7+40.3 0.026*
Sim 136.8 + 6.8 33.6+35.9

Legenda: CIM - Carcinoma Inflamatério da Mama; CANI - Carcinoma Nao inflamatorio; DP — Desvio padrdo;

IMC - indice de Massa Corporal; N - Linfonodos regionais; NO - Auséncia de linfonodos; N1 - presenca de
linfonodos (1); N2 - presenca de linfonodos (2); N3 - presenca de linfonodos (3); MO - Auséncia de Metastase a
distancia; M1 - Presenca de Metastase a distancia; RE- - Receptor de estrogénio negativo; RE+ - Receptor de
estrogénio positivo; RP- - Receptor de progesterona negativo; RP+ - Receptor de progesterona positivo; HER2- -
HER2 negativo; HER2+ - HER2 positivo; Ki67 <20% - presenca inferior a 20% da proteina nuclear Ki67; Ki67 >

20% - presenca superior ou igual a 20% da proteina nuclear Ki67.
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6 DISCUSSAO

Demonstramos que as amostras de CIM apresentaram maior expressdao de RAGE
do que as amostras de carcinoma n&o inflamatdrio da mama. Apesar de o grupo CIM apresentar
graus mais elevados e tumores com resultado negativo para receptores hormonais ou triplo-
negativos, ndo encontramos diferenca estatistica comparando os parametros clinico patolégicos
entre os grupos CIM e CANI. Esse resultado pode ser explicado com base em nossos critérios
de elegibilidade, nos quais 0s casos e controles apresenta fen6tipos mais homogéneos de
tumores avangados, apenas a resposta inflamatdria foi o diferencial para o grupo CIM. Por outro
lado, a estratificacdo dos pacientes quanto a expressdo de RAGE evidenciou um impacto
significativo com base no perfil de proliferacdo e subtipo molecular de maior agressividade
como os tumores triplo-negativos.

Em relacdo ao CM, estudos apontam que a expressdo de RAGE se encontra
significante aumentada em compara¢do ao grupo controle, saudavel, demonstrando forte
associacdo entre os niveis séricos de RAGE com o crescimento tumoral e sua agressividade.
Em 2020, houve aproximadamente, 2,26 milhdes de novos casos diagnosticados no mundo,
sendo 685 mil mortes associadas ao CM. Corroborando os achados do presente estudo, onde
demonstra clara relacédo entre o perfil de expressdo de RAGE e o desenvolvimento do cancer
de mama inflamatério (HANTOOSH; KADHIM, 2022).

Dentre os tipos de cancer, tém-se 0 CMTN, tipagem agressiva e com prognostico
desfavoravel para a satude das mulheres, que apresenta superexpressao de RAGE e contribui
para a sua progressdo. E definido como CM sem expressdo de receptor de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP) e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER?2).
Apesar dos avancos para o tratamento dessa condi¢cdo, CMTN, ainda ndo foram desenvolvidos
medicamentos peptidicos eficazes para o seu combate, além da falta de alvos clinicos
reconhecidos, os resultados ainda se mostram insuficientes no tratamento (DA et al., 2023).

Entre nossos casos de CIM, 22,2% foram diagnosticados como triplo-negativos. Foi
demonstrado o impacto do fen6tipo agressivo e pior prognostico em Carcinoma inflamatorio
da mama classificados como tumores triplo-negativos. Para esse subtipo molecular, CMTN,
estima-se que o tempo de sobrevida global seja de 33 meses em comparacao a todos 0s subtipos
moleculares de pacientes com carcinoma inflamatorio da mama. Em contraste, pacientes com
CIM triplo-negativos apresentam menor taxa de sobrevida, ou seja, menos de 24 meses, quando

comparados a todos 0s outros subtipos de cancer de mama (LI et al., 2011).
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O RAGE com o CMTN, é um marcador de agressividade entre os subtipos de CM,
com alta taxa de recorréncia, baixa taxa de sobrevida durante os primeiros 3 anos apds o
diagndstico, alta frequéncia de metastases e com diferencas substanciais em seus perfis
gendmicos e transcriptbmicos, sdo geralmente intrataveis quando metastizados (HU et al.,
2024; LEE et al., 2018). No entanto, os resultados do presente estudo sdo discordantes no que
tange a alta frequéncia de metastases em relacdo aos estudos supracitados, podendo ser
justificado por fatores como o perfil biolégico especifico do tumor, barreiras fisicas e
bioldgicas, mecanismos moleculares especificos que inibem a disseminacdo e a resposta
imunoldgica do paciente. Esses fatores contribuem para a complexidade da metéstase e ajudam
a entender as variagOes na agressividade e na capacidade de disseminacdo dos diferentes
subtipos de CM.

A expressdo de RAGE é regulada positivamente em células agressivas de cancer de
mama triplo-negativas e desempenham papel funcional na ligagdo da inflamacdo ao
desenvolvimento agressivo de CM (NASSER et al., 2015), onde a expressdéo de RAGE
apresenta significancia elevada em CMTN quando comparado ao ndo-CMTN. Estudo realizado
por Dai et al. (2023) sugeriu que a regulacéo positiva do RAGE possui significado clinico e se
encontra associado a mau prognostico no CMTN. E provavel que o RAGE desempenhe um
papel na progressdo do CMTN.

Para Nasser et al. (2015), a expressdao do RAGE é significativamente aumentada
em amostras de tumor do tipo basal (principalmente CMTN) em pacientes com cancer de mama
invasivo em comparagdo com tumores do tipo nao basal (principalmente cancer REa +). Os
dados apresentaram maior incidéncia do subtipo Triplo negativo, cujo presenca no CIM foi
fortemente correlacionada. Esse subtipo de cancer de mama esta super-representado no CIM,
compreendendo 25-30% dos casos (LINCE et al., 2024).

Dentre os fatores de risco associados ao desenvolvimento e ao prognéstico do CM,
estdo o excesso de peso corporal, obesidade, sendo apontado como um determinante de mau
prognostico da doenca (SILVA et al., 2023; GUO et al., 2022). A obesidade ainda se encontra
associado a desregulacdo da via de RAGE e na sinalizacdo, alarmina S100A7, promovendo
angiogénese, inflamacéo e progressdo deste tipo de cancer (MUOIO et al., 2021).

Em um estudo retrospectivo realizado por Kadi et al. (2023), o CMTN pode nédo
estar associado a um risco maior de morte em relacdo ao Cancer de Mama Triplo-Positivo
(TPBC), mas que fatores, como: idade, diagnostico, intervencdo cirurgica e invasao

linfovascular podem estar associados ao aumento do risco.
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Ao contrério, Masuda et al. (2013) avaliou se o comportamento agressivo do CIM
esta ligado ao subtipo CMTN, mostrando que a classificagdo do subtipo CMTN néo é afetada
pelo status de CIM ou CANI e o cancer de mama inflamatério triplo negativo e 0 ndo
inflamatorio triplo negativo tiveram os mesmos subtipos usando perfis de expressdo de mMRNA.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, foi possivel identificar que fatores
como: idade, historico familiar, obesidade, presenca de acometimento de linfonodos, receptores
de estrégeno, receptores de progesterona, receptores do fator de crescimento epidérmico
humano e metastase ndo apresentaram associacdo com a expressao de RAGE em CIM e CANI.
Porém, a presenca de Ki67 >20% e a auséncia de CMTN, sendo, respectivamente (p=0.034) e
(p=0.026), estdo associados a expressdo do RAGE, revelando-os no grupo CIM quando
comparado ao CANI.

Jackson e seus colaboradores (2023) apontaram que a idade € um elemento
importante a ser observado no diagndstico da doenca, entendendo que o seu aumento é um fator
de risco significativo e que contribui para o desenvolvimento do CM. Sugeriram ainda que a
probabilidade da taxa de sobrevivéncia ao CM tenha correlacdo com a idade no momento do
diagnostico. A associagdo com um padrdo clinico-patologico Unico, caracterizado por
diferencas nas abordagens de tratamento, como a utilizacéo de estratégias de reducao de escala,
resulta em desfechos inferiores que podem impactar negativamente e de maneira independente,
independentemente do subtipo e do tratamento aplicado.

Tais caracteristicas Unicas podem exigir uma personalizacdo mais rigorosa das
estratégias terapéuticas, levando em consideracéo fatores gendmicos e moleculares especificos
para otimizar os resultados clinicos. A falta de resposta a tratamentos convencionais sublinha a
necessidade de desenvolvimento de terapias inovadoras e direcionadas. No entanto, o presente
estudo identificou que a idade ndo apresentou significancia (p= 0,190) para a expressdo do
RAGE na presenca ou ndo de CIM ou CANI, discordando dos autores supracitados em relacédo
a correlacdo com a idade (JACKSON et al., 2023).

Outro fator relacionado CM na literatura, tém-se o IMC possui associacdo a
incidéncia, recorréncia e mortalidade de CM (Chen et al., 2023). Para a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), os padrdes estabelecidos sdo: baixo peso: <18,5 kg/m?; normal: 18,5 a <25,0
kg/m?; excesso de peso: >25 a < 30 kg/m?; e obesidade: > 30,0kg/m? (LI et al, 2023).

Estudo realizado por Fayanju et al. (2017), responsavel por avaliar a relacdo entre
o IMC com a resposta patoldgica completa (RPC) e os niveis de células tumorais circulantes
(CTC) no CMI, onde foi constatado que dos 73 pacientes, apenas 16 (22%) foram classificados

dentro da normalidade (IMC > 18,5 a < 25 kg/m?) ou estavam abaixo do peso (<18,5 kg/m?),
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enquanto 18 (25%) estavam com sobrepeso (>25 a < 30 kg/m?) e 39 (53%) eram obesos (: >
30,0kg/m?), sugere que um IMC elevado pode estar associado a uma menor eficacia do
tratamento e a maiores niveis de CTCs. Isso pode ser devido a fatores como a farmacocinética
alterada dos medicamentos, a inflamagdo cronica e o impacto do tecido adiposo no
microambiente tumoral. Esses fatores ressaltam a importancia de considerar o IMC ao planejar
o0 tratamento e monitorar a progressdo da doenca em pacientes CM. No entanto, os resultados
desse estudo apontaram baixa correlagcdo ao relacionar o IMC em pacientes com CIM e CANI.

Quando relacionado a presenca de linfonodos (p= 0,131), o presente estudo ndo
apresentou diferenca significativa entre esse parametro e expresséo RAGE, assim como
também para a presenca de metastase (p= 0,141), no CM, embora possa estar associados,
conforme aponta a literatura, com outros tipos de cancer, onde influenciam no crescimento do
namero de nodulos metastaticos e na superexpressdo do RAGE, contribuindo para a metastases,
como por exemplo de adenocarcinoma pulmonar em camundongos xenoenxertados tumorais
(CHEN et al., 2020). Porém, ressalta-se que para 0 CM, ndo houve resultados significativos.

Ao relacionar a expresséo RAGE a presenca da proteina nuclear Ki67> 20%,
estudos sugeriram que essa avaliagdo combinada € um importante marcador de mau prognostico
e preditivo, sendo um biomarcador de proliferacdo celular (HE et al., 2012). O presente estudo
corrobora os achados, sendo significativo (p= 0,034) a relacdo entre Ki67 > 20% com a
expressdo do RAGE para CIM e CANI.

Assim, a marcacdo do RAGE sugere pior progndstico, o que destaca a relevancia
desse receptor na pratica clinica e contribui para o avanco dos estudos na area de oncologia, por
ser um receptor alvo terapéutico. Quanto as limitacbes do estudo, tém-se o quantitativo de
amostras em condi¢cdes adequadas e/ou disponibilizadas para as analises, 0 que pode limitar a
poténcia estatistica, dificultando a deteccdo de diferencas significativas entre grupos. Sugere-
se 0 desenvolvimento de novos estudos para confirmacdo e expansdo dos achados, com

amostras maiores, permitindo generalizacdo dos resultados e maior validade externa.



43

7 CONCLUSAO

Em conclusdo, demonstramos uma expressdo aumentada do RAGE em tumores
com CIM em comparagdo com o CANI. Adicionalmente, os pacientes com CIM e tumores
altamente proliferativos e de um subtipo molecular agressivo, apresentaram percentagens de
expressdo aumentadas de RAGE.

Foi identificado que os fatores relacionados & idade, histérico familiar,
acometimento de linfonodos, receptores de estrogeno, receptores de progesterona, receptores
do fator de crescimento epidérmico humano e metastase ndo foram significativos para a
expressdo de RAGE em CIM e CANI. No entanto, a presenca de Ki67 > 20% e de triplo
negativo nos participantes, foram associados com a expressao aumentada de RAGE no CIM

quando comparado ao CANI.
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APENDICE A - CONTROLE NEGATIVO E POSITIVO DE
IMUNOFLUORESCENCIA

NEGATIVO RED NEGATIVO DAPI NEGATIVO MERGE

CONTROLES
IMUNOFLUORESCENCIA
RAGE

1:100

POSITIVO RED POSITIVO DAPI POSITIVO MERGE

Legenda: as imagens foram executadas, sendo o controle positivo de um corte histoldgico pulmonar e o controle
negativo de mama, utilizando o microscopio de imunofluorescéncia Cytation do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos. DAPI — Marcador de nlcleo; RAGE — Receptor para produtos finais de
glicacdo avancada; MERGE- co-marcacdo do DAPI e RAGE.
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