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RESUMO

IMUNOEXPRESSAO DA PROTEINA TIROSINA FOSFATASE DO TIPO
RECEPTOR N2 NO CURSO CLINICO DO CARCINOMA INFLAMATORIO DA
MAMA: ASSOCIACAO COM MACROFAGOS E CELULAS ENDOTELIAIS

O Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) ¢ uma apresentacao clinica rara, que afeta
de 1 a 5% dos pacientes com cancer de mama, com rdpida evolucdo e progndstico
desfavoravel. Ao cursar com sinais flogisticos de inflamacdo, tais como hiperemia,
edema e dor, questiona-se uma entrelagada contribuicdo do sistema imunoldgico, bem
como o papel de tirosinas fosfatases em sua evolu¢do. Indicios apontam um grande
aliado na progressao neoplasica no CIM: o microambiente tumoral. Assim, hipotetizou-
se que a Proteina Tirosina Fosfatase do Tipo Receptor N2 (PTPRN2), os macréfagos e
as células endoteliais estdo contribuindo para o curso clinico agressivo da doenga.
Entretanto, o papel da PTPRN2 no CIM nao foi investigada, o que torna esse trabalho,
inovador. Objetivou-se analisar a expressdo de PTPRN2 no tumor primario e no tecido
adjacente de carcinoma inflamatério, além de macréfagos (CD68) e células endoteliais
(CD34) nos grupos CIM e CANI (Carcinoma Nao Inflamatério), associando-os com
parametros clinico-patologicos e curvas de sobrevida. Trata-se de um estudo
retrospectivo transversal, com 34 pacientes incluidas, sendo 18 de CIM e 16 de CANI
no Hospital Haroldo Juagaba. A quantificagdo da expressao do PTPRN2, CD68 e CD34
foi analisada por imuno-histoquimica e imunofluorescéncia. A PTPRN2 demonstrou
forte positividade citoplasmatica nas células tumorais do tumor primario. Na andlise
intergrupal entre CIM e CANI, a idade média das pacientes foi de 57 anos, com a
maioria apresentando sobrepeso/obesidade, Ki-67 superior a 20% e positividade para
metdstase a distancia. Na expressdo de PTPRN2, ndo foi visualizada diferenca
estatistica pela analise do patologista e pelo histoescore. Por imunofluorescéncia, o
percentual de darea fluorescente para PTPRN2 foi aproximado entre os grupos.
Entretanto, as amostras com presenga de receptores hormonais e HER2 exibiram maior
pontuagdo. Pela andlise de deconvolucao, a maior expressao de PTPRN2 foi vista nas
amostras com prognostico mais favoravel. A avaliacdo da expressao de CD68 por
imunofluorescéncia revelou maior infiltragdo de macréfagos nas amostras de CIM, com
associacdo significativa em amostras HER2 amplificadas. Além disso, houve infiltracdo
diferencial de células endoteliais no CIM em amostras com receptor de estrogeno

negativo e subtipo molecular triplo negativo (p<0,05). As curvas de sobrevida global



ndo apresentaram diferenca. Na andlise de correlagdo foi visualizado que PTPRN2 e
CD68 estdo negativamente correlacionados, enquanto CD68 e CD34 estdo
positivamente correlacionados. Dessa forma, o presente trabalho demonstra que a
imunomarcagdo da PTPRN2 foi mais expressa no tumor primario que no tecido
adjacente do CIM. Evidenciou-se maior expressdo no subtipo Luminal ¢ HER2
amplificado no CIM e CANI. Além disso, foi maior expressa em tumores iniciais ndo
inflamatérios triplo negativo em relacdo ao CIM, indicando papel na doenca. A
infiltracdo de macréfagos e de células endoteliais se destacaram no microambiente

tumoral CIM e estdo correlacionados como potencializadores da doenga.

Palavras-chave: PTPRN2; cancer; microambiente tumoral; biomarcadores moleculares.



ABSTRACT

IMMUNOEXPRESSION OF PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE RECEPTOR
TYPE N2 IN THE CLINICAL COURSE OF INFLAMMATORY BREAST CANCER:
ASSOCIATION WITH MACROPHAGES AND ENDOTHELIAL CELLS

Inflammatory Breast Carcinoma (IBC) is a rare clinical presentation, affecting 1 to 5%
of breast cancer patients, with rapid progression and an unfavorable prognosis. Due to
its inflammatory signs, such as hyperemia, edema, and pain, the intertwined roles of the
immune system and tyrosine phosphatases in its progression are questioned. Evidence
suggests a significant ally in neoplastic progression in IBC: the tumor
microenvironment. Thus, it was hypothesized that the Protein Tyrosine Phosphatase
Receptor N2 (PTPRN2), as well as macrophages and endothelial cells, contribute to the
aggressive clinical course of the disease. However, the role of PTPRN2 in IBC has not
been investigated, which makes this work innovative. This study aimed to analyze the
expression of PTPRN2 in the primary tumor and adjacent tissue of inflammatory
carcinoma, as well as macrophages (CD68) and endothelial cells (CD34) in the IBC and
Non-IBC (Non-Inflammatory Carcinoma) groups, associating them with clinical-
pathological parameters and survival curves. This is a retrospective, cross-sectional
study of 34 patients, including 18 with IBC and 16 with non-IBC, at Haroldo Juacaba
Hospital. PTPRN2, CD68, and CD34 expression was quantified by
immunohistochemistry and immunofluorescence. PTPRN2 demonstrated strong
cytoplasmic positivity in the tumor cells. In the intergroup analysis between
inflammatory and non-inflammatory breast carcinoma, the mean age of patients was 57
years, with most being overweight/obese, with Ki-67 greater than 20% and positive for
distant metastasis. No statistical difference was observed in PTPRN2 expression, as
determined by the pathologist's analysis or histoscore. By immunofluorescence, the
percentage of fluorescent area for PTPRN2 was similar between the groups. However,
samples with the presence of hormone receptors and HER2 exhibited higher scores. By
deconvolution analysis, higher PTPRN2 expression of PTPRN2 was observed in
samples with the most favorable prognosis. Evaluation of CD68 expression by
immunofluorescence revealed greater macrophage infiltration in IBC samples, with a
significant association in HER2-amplified samples. Furthermore, there was increased

endothelial cell infiltration in IBC samples with negative estrogen receptor and triple-



negative molecular subtypes (p < 0.05). The global survival curve showed no
difference. Correlation analysis showed that PTPRN2 and CD68 are negatively
correlated, while CD68 and CD34 are positively correlated. Thus, the present study
demonstrates that PTPRN2 immunostaining was more highly expressed in the primary
tumor than in adjacent IBC tissue. Higher expression of the luminal subtype and
amplified HER2 was observed in IBC and CANI. Furthermore, it was more highly
expressed in early non-inflammatory triple-negative tumors compared to CIM,
indicating a role in the disease. Macrophage and endothelial cell infiltration were
prominent in the IBC tumor microenvironment and are correlated with disease

progression.

Keywords: PTPRN2; cancer; tumoral microenvironment; molecular biomarkers.
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1.INTRODUCAO
1.1 Cancer de Mama

O Cancer de Mama (CM) avangou como um problema sanitario que prejudica
milhares de mulheres ao redor do mundo, sendo o tipo de neoplasia mais diagnosticado em
mulheres em 157 paises diferentes, excluindo o cancer de pele nao melanoma, tornando-se a
principal causa de morte entre as mulheres (UICC, 2024). S6 no Brasil, em 2022, o CM
correspondeu 30,8% de todos os canceres diagnosticados no publico feminino, registrando
94.728 casos, como consta na Figura 1 (GLOBOCAN, 2022). Embora o mundo tenha
evoluido em numero de tendéncias terap€uticas com novas técnicas de diagnostico
diferencial e tratamento personalizado (Bem-Dror et al., 2022), é possivel observar que as
taxas continuam subindo cada vez mais. No Brasil, as estimativas para cada ano do triénio
2023-2025 apontam para uma incidéncia em torno de 73.610 novos casos de cancer de
mama, portanto, a cada 100 mil mulheres, ¢ expresso um risco de 66,54 novos casos,

sendo 3.080 ocorréncias apenas no Ceara (INCA, 2022).

Figura 1 — Prevaléncia de canceres em 2022 em mulheres no Brasil

| MULHERES

OUTROS

COLO DO
UTERO

PULMAO
Total: 307 482

ORDEM: LOCAL DO CANCER: NUMERO DE CASOS: PERCENTUAL:

1° 94 728 30.8%
20 29 954 9.7%
3° OID 25601 8.3%
4° ® ruLmio 19409 6.3%
5¢ @ coLo po UTERO 18715 6.1%

OUTROS 119 075 38.7%

NUMERO DE NOVOS CASOS EM 2022, FEMININO, TODAS AS IDADES

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2022.

Legenda: O grafico de setor faz uma representacdo proporcional ao nimero de canceres que afetam a
populacdo feminina brasileira no ano de 2022. Cada setor do circulo separado por cor representa um tipo
de neoplasia encontrado, sendo classificado por ordem de frequéncia. A cor cinza representa os tipos
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de neoplasias menos frequentes. Assim, os dados foram representados pelo ntimero total de casos
seguido do seu percentual. O cancer de mama ocupou a primeira posi¢do, seguido de cancer
colorretal, tireoide, pulméo, colo do ttero e outros.

No que se refere as taxas de mortalidade no Brasil, 17.825 o6bitos foram
contabilizados por cancer de mama em mulheres, equivalente a aproximadamente 17 mortes
por 100 mil mulheres em 2020 (INCA, 2022). Na Unido Europeia, a taxa diminuiu de 15,0
em 2017 para 14,4 em 2021 a cada 100 mil mulheres. Enquanto nos paises de transi¢ao
houve um aumento médio de 1,9% nas taxas. Ao mesmo tempo em que a Dinamarca
apresentou declinios favoraveis na mortalidade, Polonia ¢ Roménia contrastaram com essas
tendéncias (Wojtyla et al., 2021). Corroborando as evidéncias de aumento da mortalidade
por cancer de mama nos paises subdesenvolvidos, o Brasil ndo acompanha as tendéncias e o
avangado desenvolvimento dos paises mais ricos.

Esses elevados nimeros se associam com diferentes fatores de risco, podendo
estes serem controldveis e ndo controlaveis como indica a Figura 2. Para além dos fatores
estimulantes j& documentados, tais como consumo de dalcool, uso prolongado de
contraceptivos orais, idade avangada, menarca precoce, obesidade, envelhecimento
populacional e até mesmo o aborto (Rojas ef al., 2016; Kashyap ef al., 2022). Em alguns
paises menos desenvolvidos, a falta de informacdo somada a dificuldade de acesso ao
rastreamento, diagnostico precoce e falta de tratamento sdo os principais desencadeadores
(Porroche-Escudero, 2017). Embora haja paises desenvolvidos com prevencdo seletiva e

demorada ou com privatizagdo restritiva que restringe o acesso a uma grande populagao.

Figura 2 — Fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancer de mama
|
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Fonte: Autoria propria (2024).
Legenda: Na imagem estdo representados alguns dos fatores de risco associados ao desenvolvimento do
cancer de mama. Eles foram separados em fatores de risco controlaveis, ou seja, que pode ser evitado ou
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controlado com a adog@o de um estilo de vida mais saudavel e mais responsavel, enquanto do lado oposto
estdo os fatores de risco que ndo se pode controlar, tais como idade, ser mulher e mutagdes ou
interferéncias que ocorrem com o genoma, predispondo o aparecimento de doengas, como o cancer.

O cancer de mama ¢ heterogéneo (Barzaman et al., 2020), podendo
apresentar-se em diferentes classificagdes morfologicas (Turashvili; Brogi, 2017), que vao
abranger particularidades macroscopicas e microscopicas das células tumorais, distintas
classificagdes histologicas (Weigelt et al., 2010), que abordam o grau histolégico do tumor e
suas arquiteturas complexas, além de diferentes classificagdes moleculares (Zhang, 2023),
que referenciam seus subtipos e status de receptores hormonais, sendo eles Receptor de
Estrogeno (RE), Receptor de Progesterona (RP) e Receptor tipo 2 do fator de crescimento
Epidérmico Humano (HER2), explorando ainda o indice proliferativo celular (Ki-67).

Em termos de classificagdo morfologica, temos bem documentado trés tipos
mais prevalentes de cancer de mama, sendo eles: Carcinoma Ductal Invasivo (CDI), que é o
mais comum, originando-se nos ductos mamarios, mas que pode se espalhar e invadir outras
partes da mama; o Carcinoma Ductal /n Sifu, que ¢ o menos preocupante, haja vista seu
confinamento celular maligno aos ductos mamarios; e o Carcinoma Lobular Invasivo (CLI),
sendo o mais dificil de ser detectado devido sua tendéncia a multipolaridade e bilateralidade
(Nolan et al., 2023; Turashvili; Brogi, 2017). Uma alteracdo no sistema de estadiamento
desconsiderou o carcinoma lobular in situ como um cancer maligno, agora ele ¢ considerado
benigno, embora ainda possa apresentar-se um marcador de risco aumentado para
desenvolvimento de malignidade no futuro (Teichgraeber et al., 2021).

Dentro da classificagdo histoldgica, uma andlise microscoOpica mais minuciosa
faz-se necessaria, uma vez que estd a mercé do grau de diferenciacdo celular tumoral
exprimindo sua agressividade, e do tipo histoldgico, que espelha a arquitetura do tumor,
com a presenga ou auséncia de necrose, émbolos tumorais e/ou infiltragdo linfovascular.
Além de ser possivel mensurar o marcador de proliferacao celular (Ki-67), que auxilia
na avalia¢do da agressividade tumoral (Weigelt et al., 2010). A diferenciagdo na biologia
celular denota a maneira pela qual as células que estdo se proliferando, possibilitando
perceber respostas @ mudanga de fenotipo, sendo um procedimento dinamico dirigido por
diferentes fatores inter-relacionados, influenciando no sustento intra e intertumoral, na
progressao e no prognodstico (Rakha et al., 2022).

J& a classificagdo molecular faz mengao a expressdo de biomarcadores tumorais,
como os receptores hormonais, RE ¢ RP e a expressdao ou amplificacdo do gene HER2

(Perou et al., 2000). A equipe multidisciplinar da American Joint Committee for Cancer
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(AJCC) revisou a nova edi¢do do manual de estadiamento do cancer enfatizando os
marcadores moleculares como mediadores somativos no progndstico, na escolha e na
resposta a terapia (Giuliano et al., 2017). Dessa forma, o estadiamento TNM, que foi
proposto em 1943 como forma de otimizar a linguagem dentro da comunidade internacional,
vem sofrendo atualizagdes ao longo dos anos (Olawaiye et al. 2021). O TNM faz meng¢ao
a classificagdo do tumor (T), dos linfonodos regionais (N) e das metéstases a distancia (M),
que juntos fornecem informagdes importantes para o curso clinico da doenga. Outrossim,
cabe destacar na Tabela 1 os quatro subtipos moleculares de carcinoma mamario mais
comentados, dentre eles, Luminal A, Luminal B, Her2 amplificado e Triplo Negativo, que se
distinguem entre si devido a expressdo ou auséncia diferencial de receptores hormonais

(Zhang, 2023; Turashvili; Brogi, 2017).

Tabela 1 — Parametros imunohistoquimicos determinantes na classificacao molecular
do cancer de mama

TRIPL
LUMINAL A LUMINAL B HER2 NEG ATI(\)/ 0
RE Positivo Positivo Negativo Negativo
RP Positivo Positivo ou Negativo Negativo Negativo
HER2 Negativo Positivo ou Negativo Positivo Negativo
Ki67 <14% >14% - -

Fonte: Adaptado de HE et al., 2019

Legenda: RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 2 do fator de

crescimento epidérmico humano; Ki67: indice de proliferagio celular.

Luminal A e Luminal B sdo os mais comuns dentre os subtipos moleculares,

pois abrangem cerca de 60% dos canceres de mama e sao designados pela expressao de RE e
melhores taxas de resposta patologica, embora ndo haja diferenga significativa na expressao
dos receptores de estrogeno (Zhang, 2023). O HER2 amplificado ¢ o subtipo mais
homogéneo em termo molecular, uma vez que ¢ caracterizado apenas com a superexpressao
de HER2 (Provenzano et al., 2018), apresentando alto grau histologico e comportamento
agressivo. Entretanto, os tumores apresentando essas caracteristicas sdo mais sensiveis a
quimioterapia convencional com resposta consideravel, otimizando a sobrevida das
pacientes (Zhang, 2023). O grau histologico supracitado, esta de acordo com o Sistema de
Pontuacdo de Nottingham, que determina um escore de classificagdo em graus 1, 2 e 3 para
as células tumorais, indicando quao diferentes elas se tornaram das células normais (Rakha
et al.,2008).

O triplo negativo, por sua vez, ¢ identificado pela auséncia de receptores
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hormonais ¢ HER2 por imuno-histoquimica, sendo molecularmente diferente, com
comportamento clinico agressivo e pobre prognodstico (Derakhshan et al., 2022; Zhang,
2023; Katie et al., 2010), sendo mais raro e dificil de ser tratado (Patel e al., 2024). Ha
evidéncias indicando que esses tumores triplo negativos surgem com maior frequéncia em
mulheres que apresentam mutacdes no gene BRCA 1/2 e em mulheres mais jovens com
etnia africana ou hispanica (Katie et al., 2010), levando a novos estudos em um campo
transdisciplinar de pesquisa que ultimamente tem sido evidenciado: a antropologia
oncologica (Newman, 2023; Newman; Kaljee, 2017), que estuda a influéncia da carga
genética e epigenética das diferentes ragas e etnias na carcinogénese.

A classificagdo do CM esta diretamente relacionada a escolha dos esquemas
terapéuticos (Fisusi; Akala, 2019), disponibilizados nos Protocolos Clinicos e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) de Cancer de Mama, cuja sigla remete a documentos que determinam
critérios para o diagndstico, tratamento e recomendagdes de conduta a serem devidamente
seguidos pelos gestores do Sistema Unico de Saude (SUS), a fim de obter seguranga,
efetividade e melhor resultado terapéutico e prognodstico dos casos.

O tratamento neoadjuvante surgiu como uma alternativa pré-cirirgica, que
apresenta objetivos como a diminuicdo do tamanho tumoral, a fim de que este se torne
operavel, a otimizagdo visando uma cirurgia mais conservadora e local, a avaliacdo da
quimiossensibilidade in vivo e ao tratamento de possiveis micrometastases existentes
(Choquenaira-Quispe, 2023), além de disponibilizar informagdes acerca da possivel resposta
individual de cada paciente quanto a um regime quimioterapico (Asselain et al., 2018).
Dentre os grupos farmacoldgicos e regimes existentes mais utilizados estao os Taxanos (T) e
as Antraciclinas (A) (Choquenaira-Quispe, 2023). Dentro do grupo dos taxanos
encontramos docetaxel (DTX) e paclitaxel (PTX) como os mais optados, ja no grupo das
antraciclinas temos a doxorrubicina (DOX). Na maioria das vezes faz-se uso de esquemas
terapéuticos antineoplasicos combinados a outros tipos de farmacos com diferentes
mecanismos de acdo para potencializar a resposta do organismo, como ¢ o caso da
ciclofosfamida, um agente alquilante de DNA (Fisusi; Akala, 2019; Jones; Brodsky, 2009).

Enquanto taxanos possuem a capacidade de interferir no ciclo celular, resultando
no bloqueio da metafase com a estabilizagdo dos microtibulos no ciclo mitdtico, as
antraciclinas sdo capazes de inibir a topoisomerase II, impedindo a replicagdo do DNA,
ambas levando a morte celular (Katzung; Trevor, 2017; Brasil, 2024). Estudos vém
abordando a potencialidade desses grupos farmacoldgicos na apresentagdo de uma maior

taxa de resposta patologica completa e diminui¢do no nimero de 6bitos, como ¢ o caso da
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meta-analise de Asselain e colaboradores (2018), onde expuseram estudos com trés grupos
de mulheres classificadas quanto ao regime neoadjuvante a qual foram submetidas, com
1sso0, 0 grupo que ndo recebeu antraciclina ou taxano teve uma taxa de mortalidade de 34%,
enquanto pacientes que receberam antraciclina sem taxano tiveram uma uma taxa de
mortalidade de 40%, ja pacientes que tiveram acesso as duas classes farmacoldgicas, a taxa
foi reduzida a 14% (Asselain et al., 2018).

Ja a terapia adjuvante ¢ indicada quando hé risco consideravel de recidiva
locorregional ou sistémica, e ¢ realizada cronologicamente apds terapia primaria (que em
cancer de mama, ¢ a cirurgia, conservadora ou niao) em pacientes submetidos ou ndo a
radioterapia (Fisusi; Akala, 2019). Na Tabela 2 estdo apresentados alguns dos atuais

regimes  terap€uticos neoadjuvantes e adjuvantes no cancer de mama:



Tabela 2 - Regimes terapéuticos determinados pela PCDT

REGIME DESCRICAO MECANISMO DE ACAO
AC Doxorrubicina + ciclofosfamida | Ag¢des citotoxicas, ligando-se ao
DNA e inibindo a topoisomerase Il e
alquilam o DNA impedindo a
replicagdo celular, respectivamente.
AC-T Doxorrubicina + ciclofosfamida, | Taxanos (docetaxel ou paclitaxel)
associado ou ndo a fatores atuam nos microtubulos,
estimuladores de colonias de estabilizando-os no estado
macrofagos/granuldcitos, polimerizado.
seguido de docetaxel e paclitaxel
FAC Ciclofosfamida + doxorrubicina | 5-Fluorouracil é um analogo de
+ 5-fluorouracil pirimidina que interfere na sintese de
timidilato (DTMP) e,
consequentemente, na sintese de
DNA.
FEC Ciclofosfamida + epirrubicina+ | Epirrubicina ¢ uma antraciclina com
5-fluorouracil acao citotoxica, sendo bem menos
cardiotoxica.
CMF Ciclofosfamida + metotrexato + | Metotrexato inibe a sintese de
5-fluorouracil purinas e possui a¢do sobre a sintese
do DTMP.
TAC Docetaxel + doxorrubicina + -
ciclofosfamida

Fonte: Adaptada de Brasil (2024).
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas: AC (Antraciclina e Ciclofosfamida); AC-T (Antraciclina,
Ciclofosfamida e Taxano); FAC (5-Fluorouracil, Antraciclina e Ciclofosfamida); FEC (5-Fluorouracil, Epirrubicina
e Ciclofosfamida); CMF (Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-Fluorouracil) e TAC (Taxanos, Antraciclina e
Ciclofosfamida).
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Embora tenha havido evidentes avangos, alguns subtipos de neoplasia de mama

seguem com um pobre prognostico (Sarhangi et al., 2022), como destaca-se uma

apresentacao clinica bastante incomum e de extrema necessidade de pesquisas, cuja

patogénese ainda ndo foi completamente estabelecida: o Carcinoma Inflamatério da Mama.
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1.2 Carcinoma Inflamatdrio da Mama (CIM)

O Carcinoma Inflamatoério da Mama (CIM) ¢ uma apresentacdo clinica de
cancer de mama incomum, potencialmente agressivo e de mau progndstico (Cristofanilli et
al., 2007), diferentemente do Carcinoma Nao Inflamatéorio da Mama (CANI), cuja
prevaléncia na sociedade ¢ apontada, sobretudo entre a parcela mais periférica com baixo
acesso aos sistemas integrados de satde e com idade mais avangada (Rocha Filho, 2017;
Aguiar et. al, 2018). Os critérios clinicos mostrados na Figura 3 sdo peculiares e lembram
processos inflamatdrios na mama (Singletary; Cristofanilli, 2008). Dentre eles, podemos
citar dor, eritema difuso em mais de um ter¢o da mama, edema ou espessamento cutaneo,
aumento da temperatura local, inchaco, ingurgitamento da mama com mudancgas na pele,
como aspecto peau d’orange (no qual o seio mimetiza uma casca de laranja), anormalidades
no mamilo e presenga de émbolos tumorais em canais linfaticos da derme (Jagsi et al.,

2022).

Figura 3 — Apresentagdo de sinais clinicos na mama com cancer inflamatério
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Fonte: Adaptado de Morrow et al., (2017).

Legenda: Desenho representativo de oito mamas contendo caracteristicas clinicas presentes em pacientes
diagnosticadas com cancer de mama inflamatorio. Alguns como casca em pele de laranja representada
com bastante pontos pretos no desenho ¢ um dos sinais mais especificos da doenga, seguido de eritema e
edema.

Uma das marcas patologicas fortes do CIM ¢ a inexisténcia de uma massa

tumoral palpavel em cerca de 50% das pacientes diagnosticadas (Fouad et al., 2017),



31

contribuindo para a diagnéstico errado e confuso de mastite ou algum processo
infeccioso na mama, levando os pacientes a passarem por tratamentos com antibioticos por
um periodo prolongado antes do diagndstico acurado (Singletary; Cristofanilli, 2008). Ou
ainda, ha relatos que durante a bidpsia as pacientes sentem bastante dor e desconforto,
favorecendo o limitado niimero de amostras e diagnoéstico preciso (Lim et al., 2018). Por
isso, um dos manejos médicos realizados baseia-se na fotografia dos seios das pacientes
apos cada procedimento terapéutico, como forma de acompanhar a evolu¢do da aparéncia
clinica/fisica mediante resposta ao tratamento com antibidticos ou sem (Singletary;
Cristofanilli, 2008).

Além disso, a identificacdo de lesdes microscopicas chamadas émbolos tumorais
linfovasculares, cuja definicdo aponta para células tumorais que se descolam do tumor
primario e possuem capacidade de invadir a corrente sanguinea e os vasos linfaticos
dérmicos (Figura 4), sendo outra marca que merece grande destaque na biologia do CIM
(Rosen, 2001). Embora nao seja especifico da doenca, sua identificagdo complementa o
diagnostico, podendo servir ainda de explicacdo para os diversos eventos na progressao

tumoral (Fouad et al., 2017; Jagsi et al., 2022).

Figura 4 — Fotomicrografia de émbolo tumoral invadindo vaso linfético

Fonte: Dados da pesquisa, 2025.
Legenda: A fotomicrografia apresenta trés émbolos tumorais dentro de vasos linfaticos. A ponta da seta
preta esta apontando para o émbolo tumoral mais superior na imagem. Aumento de 200x ¢ visualizado.
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O comportamento agressivo associado ao crescente acumulo de dados sobre suas
caracteristicas moleculares e epidemioldgicas Unicas, sustentam a hipdtese de que o
CIM pode ser uma entidade bioldgica distinta (Robertson et al., 2010; Charafe-Jauffret et
al., 2008) e multicéntrica (Fouad et al., 2017), cujo conceito refere-se a uma doenga
potencialmente sistémica. Uma das assinaturas imunofenotipicas do CIM ¢ a frequéncia de
tumores RE negativo, predispondo-os a se apresentarem com pior grau histoldégico, como
triplo-negativo ¢ HER2 amplificado (Charafe-Jauffret et al., 2008) que, como ja descrito,
sa0 os subtipos mais desfavoraveis, com grande influéncia no cendrio de sobrevida (Somlo
et al., 2004).

Outra caracteristica intrinseca ao CIM que contribui para sua rapida progressao e
agressividade ¢ a inclinag@o a intensa angiogénese e alta atividade proliferativa das células
(Charafe-Jauffret ef al., 2008), resultando em sua potencial dissemina¢do sistémica. Sendo
essa uma peculiaridade potencialmente responsavel pela habilidade metastatica local e a
distdncia que essa doenga possui (Robertson et al, 2010; Charafe-Jauffret e al., 2008).
Dessa forma, investiga-se a contribui¢do do ambiente hipoxico para o exacerbado perfil
angiogénico (Colpaert et al., 2003), uma vez que esse perfil hipdxico ¢ capaz de afetar o
comportamento das células cancerigenas (Dekker et al., 2022).

Diante da potencialidade a metastase, CIM possui pior progndstico e piores
resultados (Menta et al., 2018), acredita-se que suas células possuem caracteristicas
distintivas que o tornam peculiar (Silvera; Schneider, 2009). E essa répida progressdo da
doenga leva o tempo de sobrevida livre de doenca ser inferior a cinco anos (Dawood et al.,
2011; Boussen et al., 2008), mesmo com as opcdes de tratamento multimodal existentes
(Levine; Veneroso, 2008). No mais, a importancia em estudar essa doenca finca-se na
necessidade de detalhar mais sobre sua patogénese e estabelecer bem os seus aspectos,
principalmente no que tange as suas variagdes em sua apresentagdo, influenciada pela raca,
etnia e localidade (Robertson et al., 2010).

Hodiernamente o manejo clinico do CIM consiste em terapia sist€mica, cirurgia
e radioterapia, mas ainda had necessidade de estruturagdo de esquema terapéutico mais
preciso e com foco molecular na identificagdo de novos alvos (van Golen, 2024). Portanto,
terapias-alvo com especificidade para o CIM ainda ndo estdo disponiveis, embora diferentes
fungdes na biologia das vias de sinaliza¢dao tenham sido atualmente investigadas e descritas
(Wang et al., 2020), abrindo margens para um direcionamento na compreensao de novas
abordagens terapé€uticas especificas (Yamauchi et al., 2012).

No que se refere aos fatores de risco, uma classificacdo descritiva indica que o
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CIM pode estar associado a distintos padroes de risco alteraveis, sobretudo entre grupos
étnicos (Fouad et al., 2018). Diferentes estudos t€ém trazido a metilagio do DNA no
carcinoma inflamatério como fator de alto risco, tanto em suas caracteristicas como na
terapéutica (Faldoni et al., 2020; Van der Auwera et al., 2009; Mohamed et al., 2014). Além
disso, estudos apontam que ser mulher, ser negra e ter raizes africanas aumentam a chance
em até 50% de desenvolver carcinoma inflamatorio da mama (Hance et al., 2005; Levine et
al., 2008), além do alcool e exposi¢ao quimica (Levine; Veneroso, 2021). Especula-se que
essas premissas possam ser respondidas a partir da epigenética. Assunto que hodiernamente
tem sido bastante associado ao CIM.

E por que a epigenética torna-se tdo importante no estudo do cancer? Porque ha
diferentes estudos confirmando que o panorama epigenético ¢ modificado no cancer humano
(Esteller, 2011). A epigenética consiste na mudanga da expressdo génica por fatores
ambientais sem lesar a sequéncia original de DNA (Feinberg; Levchenko, 2023). Dentre os
mecanismos epigenéticos, podemos destacar a metilagdo do DNA, as modifica¢des de
histonas e os fatores de remodelamento da cromatina associados ao posicionamento
nucleossomal (Feinberg, 2007; Ahmad et al., 2017) conforme interajam de maneira
supressora ou ativadora de genes supressores tumorais interferindo em vias de sinalizagao.

Além da diversidade de vias ativadas no carcinoma inflamatério, pesquisas
atuais tém investido esfor¢os no perfil gendmico da doenca. Achados revelaram que ha uma
frequéncia elevada de alteragcdes gendmicas no CIM (Ross et al., 2015). Van der Auwera e
colaboradores (2009) descobriram que a frequéncia de metilagdo de dois genes, sendo eles
RARbeta2 e APC, foram substancialmente maiores em pacientes com cancer inflamatorio
do que em pacientes com cancer ndo inflamatorio, concluindo que esses genes podem
fortalecer um pilar para a classificagdo molecular da doenga.

Apesar do CM ser extremamente estudado, pesquisas atuais comegaram a pensar
no tecido peritumoral como preditor de respostas e determinante no curso da doenga. Lau e
colaboradores (2023) trazem o papel da diversidade estromal decorrente de um
microambiente tumoral modificado afetando a progressdo da doenca como um tema mal
compreendido na tumorigénese (Lau et al., 2023). Gadaleta e colaboradores (2022) trazem a
tona um termo criado em 1953, a cancerizagdo de campo, teoria que atribui a contaminagao
dos tecidos histologicamente normais as células tumorais, tratando o tecido adjacente
normal como um campo sutilmente alterado capaz de predispor a progressdo da doenca
(Gadaleta et al., 2022).

Esses estudos nos levam a refletir que seria interessante trabalhar com o tecido
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peritumoral e a influéncia do tumor em sua presenca, ou vice-versa. Com isso, o presente
estudo busca caminhos investigativos que abranjam cendrios adjacentes ao tumor, além de
perspectivas emergentes com a busca de biomarcadores moleculares que possam estar
envolvidos com o curso clinico da doenga.

A busca por biomarcadores no CIM tem aberto um amplo espaco promissor para
perguntas e pesquisas que otimizam e direcionam o conhecimento sobre suas multifaces.
Recentemente, pesquisadores identificaram e descreveram uma proteina tirosina fosfatase
atuando de forma importante nas modificagdes epigenéticas durante a evolucdo das células
tumorais em distintas variagdes de neoplasias, incluindo no cancer de mama (Sorokin et al.,
2015). Ela ¢ denominada Proteina Tirosina Fosfatase do tipo Receptor N2 (PTPRN2), ¢
esses achados propdem um cendrio de modifica¢do epigenética revelador na patogenia do
CIM. Por isso PTPRN2 tornou-se um possivel biomarcador promissor na investigagdao de

novos marcadores progndsticos no CIM.
1.3 Proteina Tirosina Fosfatase do Tipo Receptor N2 (PTPRN2)

A Proteina Tirosina Fosfatase do Tipo Receptor N2 (PTPRN2) ¢ participante da
familia das Proteinas Tirosina Fosfatase (PTPs), enquadrando-se na categoria de proteinas
fosfatases classicas, uma vez que possui especificidade na remocao de grupos fosfato (PO4)
dos residuos de tirosina controlada por ligante e ¢ similar a receptores transmembranares
(Tonks, 2006; Chiarugi, 2005). A heterogeneidade nos dominios reguladores determina
diferentes caracteristicas importantes dentro do grupo, como sua localizagdo subcelular,
interagcdes com proteinas e moléculas, especificidade do substrato e atividade fisiologica
(Nunes-Xavier, 2019).

As proteinas fosfatases se distinguiram em familias distintas, enquanto as
proteinas quinases evoluiram de um unico ancestral comum (Tonks, 2006) e, embora sejam
mecanica e estruturalmente diferentes, quinases e fosfatases tendem a trabalhar em conjunto
em vias de sinalizagao (Hornberg et al., 2005). Enquanto a quinase amplifica a sinalizagao,
o controle da duracdo da resposta fica a mercé da fosfatase (Hornberg ef al., 2005).

As Proteinas Semelhantes a Receptores Transmembranares (RPTPs)
demonstram propriedades de moléculas de adesdo celular em sua porcao extracelular e sua
atividade tem sido implicada no dominio PTP (Tonks, 2006). Uma estrutura desse tipo
possibilita a conexao direta entre os eventos mediados pela adesao extracelular e a regulacao
de vias de sinalizagdo dentro da célula (Xu; Fisher, 2012). Entretanto, a PTPRN2 foi

codificada com auséncia de atividade fosfatase, em decorréncia de uma critica variante em
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seus aminodcidos no dominio catalitico, por uma troca da alanina pelo acido aspartico
(Magistrelli, 1996). Quando Magistrelli (1996) alterou bioquimicamente as variantes
modificadas em sua estrutura, a PTPRN2 apresentou atividade fosfatase como suas irmas.
Em contrapartida, um estudo vai retificar essa ideia, debatendo que, embora PTPRN2 nao
seja tdo ativa quanto suas semelhantes, ela pode apresentar fun¢des enzimaticas sutis, como
exemplo do modelo em cancer de mama que foi publicado demonstrando que a PTPRN2 foi
responsavel pela regulacdo da dindmica da actina, a0 promover metastase ¢ migracao das
células por meio da atividade fosfatidilinositol fosfatase nos ajustes do nivel de P1(4,5)P2 na
membrana plasmatica (Sengelaub et al., 2016).

O gene que codifica a proteina PTPRN2 estd posicionada na banda do
cromossomo teldomero 7q36.3 nos humanos e pode ser encontrada associada a8 membrana
plasmatica (Nunes-Xavier, 2019), sendo descrita com diferentes nomenclaturas, tais como
fogrina, IAR, ICAAR, PTP-NP, [IA-2f3 e NE-6 (Gulino et al., 2021). Ela foi primariamente
descrita como o principal auto antigeno B-celular pancreatico para o diabetes mellitus tipo 1
(Van den Maagdenberg et al., 1998), algum tempo depois seu excelente papel na secrecao
de insulina também foi publicado (Caromile et al., 2010), e atualmente pode ser encontrada
em cenarios clinicos distintos, tais como em tumores de prostata (Yin et al., 2021), de mama
(Sengelaub et al., 2016) e de meningioma (Sadagopan et al., 2023) e com contribui¢ao na
preservacao reprodutiva de camundongos (Sokanovic ef al., 2023).

Uma vez que PTPRN2 esta expressa em tecidos humanos normais, surgem
evidéncias que em diferentes tipos de neoplasias sua expressdao pode estar aumentada,
interferindo de forma prognostica em alguma etapa do curso clinico da doenga (Yin; Guo,
2021). Ela foi identificada com inferéncias em diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer
de mama. Dentre esses estudos, encontrou-se uma isoforma imatura da PTPRN2 com uma
expressdo aumentada além do normal no tecido neopldsico mamario, o que potencializou a
resisténcia a apoptose nas células cancerigenas da mama, conferindo um valor progndstico
(Sorokin et al., 2015).

Diante dos seus papeis-chave na regulagdo de crescimento e sobrevivéncia
celular, varias fungdes oncogénicas e supressoras tumorais foram exclusivamente conferidas
a alguns membros das PTPs cléssicas, e algumas dessas enzimas estdo sendo estudadas e
sugeridas como propicios alvos na terapia anticancerigena (Nunes-Xavier, 2019; Zhengyuan
et al., 2023). Dentre elas, a PTPRN2 tem ganhado destaque nas investigagdes oncologicas
por ter sido revelado um papel positivo na invasdo e progressao do cancer colorretal (Yin et

al.,2021). O que sugere um papel oncogenico na neoplasia.
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Além disso, Zhengyuan e colaboradores (2023) buscaram descrever o papel das
Proteinas Tirosina Fosfatase do Tipo Receptor (PTPRs) no cancer, e observaram que grande
parte estd comprometida com proliferacdo, apoptose e migracao de células tumorais
humanas através da fosforilagdo reversivel de residuos de tirosina e consequentemente da
manuten¢do de vias de sinalizag@o ja conhecidas na carcinogénese. Diante da classificagdao
em oito subfamilias de PTPRs, as proteinas PTPRN2 e PTPRN foram agrupadas na
subfamilia RS8, consideradas proteinas promotoras do desenvolvimento tumoral por
interferirem em vias de sinalizagdo ja conhecidas na carcinogénese, como a PTPRN
associada a via PI3K/AKT e via Ras (Zhengyuan et al., 2023). A relacdo da proteina
PTPRN2 com essas vias de sinalizacdo ainda ndo esta totalmente estabelecida e
documentada na literatura, mas ha razdes para considerar uma possivel associagdo,
principalmente quanto ao seu papel na progressdo tumoral como ilustrada na Figura 5.
Diante disso, experimentos complementares como um docking molecular, cultivo celular ou
plataformas de organoides seriam necessdrios para entender um pouco mais sobre a
PTPRN2 e sua interferéncia nessas vias.

Dado esse possivel envolvimento molecular com vias de sinalizacao associadas
ao aparecimento do cancer, pode ser uma informagao a mais somada ao papel na progressao
tumoral que esta sendo estabelecido para a PTPRN2 ao longo dos anos. Uma vez que a alta
expressao de PTPRN2 tem sido fortemente correlacionada com pior progndstico e resultado
clinico ruim no cancer de mama (Sorokin et al., 2015), bem como na resposta prejudicial aos
inibidores de checkpoint imunoldgicos associados ao KLK2 no céncer de prostata
(Paniagua-Herranz et al., 2024). De acordo com esses achados de padrao de expressdo de
PTPRN2 e sua relagao com resultados prognoésticos desfavoraveis, a PTPRN2 pode vir a ser

um oportuno biomarcador preditivo de progndstico no carcinoma inflamatdrio mamario.


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Lv/Zhengyuan

37

Figura 5 — Possivel envolvimento da PTPRN2 com vias de sinalizagdo bem
estabelecidas na carcinogénese
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Fonte: Autoria propria (2025).

Legenda: A interacdo da PTPRN2 com vias de sinalizagdo PI3K/AKT e Ras ainda ndo esta estabelecida,
mas desconfia-se que PTPRN2 esteja indiretamente envolvida com elas através da desfosforilagdo de
fosfatidilinositdis na membrana plasmatica, desequilibrando a ativagao de PI3K/AKT e Ras.

A arquitetura proteica e molecular pode ser resultado da acumulagdo de
diferentes mutacdes causada por fatores diversos e distintos, como a metilagdo do DNA, a
ativagdo de oncogenes e de genes que trabalham na supressdo tumoral (Ilango et al., 2020)
como discutido no inicio do trabalho. Relatam-se diversas proteinas associadas a alteragdes
genéticas e epigenéticas, gerando um ambiente oportuno para modificacdes na expressdao
génica nas neoplasias. A expressdo de PTPRN2, por sua vez, tem sido recorrentemente
relacionada a padrdes epigenéticos em diferentes doengas, principalmente no cancer. Nesse
contexto, uma das razoes que potencializaram a progressao maligna do cancer colorretal foi
a correlacao positiva entre PTPRN2 e ativagdo de mecanismos de metilagao se relacionando
positivamente ao gene homeobox (HOX), a partir de mecanismos de hipermetilagdo (Yin;
Guo, 2021).

Outrossim, um estudo pesquisando a contribui¢do da correlacdo epigenética de
PTPRN2 com o desenvolvimento da obesidade infantil encontrou ilha CpG geneticamente

controlada cgl158269415 de PTPRN2 com sinais de metilagdo em criangas com IMC
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elevado, sugerindo que essa relagdo pode estar sendo um processo contributivo no
desenvolvimento da doenga que atinge o publico infantil (Lee, 2019), sendo esse resultado
de grande importancia, uma vez que possibilita espagos para discussdo e questionamentos,
contribuindo para as pesquisas ja documentadas sobre os fatores de risco do CIM, como o
alto nivel de massa corpdrea (Schairer et al., 2013). Embora a expressao de PTPRN2 em
diferentes canceres tenha sido publicada ao longo dos anos, ainda ndo hd documentada a
investigacao da expressao e do potencial papel da PTPRN2 no CIM. Por isso, aqui busca-se
analisar a expressao da proteina em amostras de tumor e tecido adjacente em pacientes
com CIM, descrever a correlagdo com caracteristicas clinico-patoldgicas dessas
pacientes, visando analisar a exequibilidade de PTPRN2 como um novo biomarcador
progndstico no CIM e a interacdo entre células do sistema imunolégico e células

cancerigenas moldando a progressao tumoral.

1.4 Microambiente tumoral no CIM

Nos anos 2000, Hanahan e Weinberg (2000) descreveram seis propriedades que
tornam as células saudaveis em células malignas, com crescimento desordenado. Dentre
elas, a resisténcia a morte celular programada (apoptose), a auséncia de resposta a sinais que
inibem o crescimento, a capacidade de crescer independentemente de sinais externos, a
habilidade de invasdo a tecidos circundantes, a capacidade de se replicar indefinidamente e a
manuten¢do da angiogénese (Hanahan; Weinberg, 2000). Historicamente, acreditava-se que
células cancerigenas por si s6 eram capazes de orquestrar tamanha performance na neoplasia
(Onuchic; Chammas, 2010).

Outrora vistas apenas como um conjunto de células que se orquestram para
tentar destruir o tumor, auxiliando na homeostase, atualmente as células do sistema
imunologico tém sido estudadas dentro de um ambiente que nutre, fortalece e ajuda a
progressdo neopldsica: o Microambiente Tumoral (MAT). Ha alguns anos o MAT vem
ganhando melhor compreensdo diante da sua complexidade e sustentacdo ao cancer (De
Visser; Joyce, 2023). Ele ¢ definido como uma rede complexa de células nao cancerigenas,
moléculas, compostos e estruturas ao redor das células malignas que favorecem a
estruturacdo, nutricdo, expansdo e avanco do cancer (Arneth, 2019; Noy; Pollard, 2014)

como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 — Conjunto de células e moléculas que se organizam no Microambiente
Tumoral
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Fonte: Adaptado do site faCellitate:
https://facellitate.com/es/the-importance-of-the-tumor-microenvironment-in-cancer-research/

Legenda: Representagdo do microambiente tumoral com diferentes células circundando o tumor (células
representadas em marrom sdo as células tumorais, enquanto o conjunto de células e moléculas que
formam o microambiente tumoral estdo em diferentes cores).

Ele ¢ composto por fibroblastos, células endoteliais, células do sistema
imunoldgico, tais como macrdéfagos, células T, células dendriticas, estroma, citocinas e
proteinas, sendo essas células do sistema imune geralmente inflamatorias (Freitas, 2019). E
sdo exatamente essas células ndo malignas que apresentam fung¢do cambiante e de
sustentacdo em diferentes estagios da carcinogénese (Hanahan; Coussens, 2012).

Portanto, o cancer ndo estéd isolado e nem progride de maneira solitaria (Arneth,
2019). Além disso, o crosstalk entre o tumor e o microambiente tumoral resulta em efeitos
variaveis, os quais potencializam a expansdo tumoral e seu curso clinico e patoldgico
(Watnick, 2012). Wang & Han (2018) afirmam que o acompanhamento das modifica¢cdes no
MAT sera essencial na caracterizacdo de novos alvos fazendo uso de seu status celular e
molecular conforme o tumor se desenvolve. Adicionalmente, o reconhecimento de vias
moleculares que cooperam para a mobilidade e invasdo das células cancerigenas ¢
primordial para compreensdo de como se da o inicio da motilidade celular tumoral e como o
préprio microambiente rege a migracdo dessas células tumorais (Wang; Eddy; Condeelis,
2007). Dessa forma, as células ndo malignas também passam a ter suas fungdes

determinadas pelas células cancerigenas (Freitas, 2019).
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Ha estudos que reportam que cada cancer tem seu proprio microambiente
tumoral composto por uma variedade de células que se organizam para sustentar aquele tipo
de tumor (Buttura, 2021; Freitas, 2019). No que tange ao CM, o suporte do estroma
mamario com seus diferentes componentes extracelulares e células ndo tumorais atuam na
estruturacdo da malignidade celular e na progressao tumoral (Silva et al., 2016). O cancer
inflamatério da mama segue esse padrao, pois dentro do seu MAT tém-se diferentes tipos de
células individuais residindo, cada um com suas distintas cooperagdes biologicas interagindo
de maneira proativa ¢ dinamica a fim de incorporar um microambiente singular para as
células do CIM (Lim; Woodward; Wang et al., 2018). Portanto, diversos estudos tém-se
concentrado em descrever a relevancia do MAT para o estabelecimento e progressao do
CIM (Morrow; Etemadi; Yeo; Ernst, 2017).

Pesquisas sugerem que o papel do microambiente ¢ critico para o fendtipo
molecular no CIM, tanto pelo contato proximo quanto pela liberagdo de citocinas
(Woodward et al., 2015; Di Bonito et al., 2019). A relevancia do estudo do MAT dentro das
neoplasias, sobretudo no CIM, abre margens para o entendimento da patogénese tumoral e
para desenvolvimento de estratégias terap€uticas no tratamento alvo. Ao passo em que o
método tradicional antigo, que consiste no combate limitado e focado nas células
neoplésicas, vem perdendo seu lugar de destaque e sendo modificado por aplicacdes de
tratamentos que abrangem também o microambiente tumoral (Xiao; Yu, 2021). Pois, se nao
for possivel combater as células cancerigenas propriamente dita, o conjunto de moléculas e
de células ndo malignas infiltradas no microambiente tumoral torna vidvel o acesso a
arquitetura tumoral, podendo ser um meio mais direto de atingir o tumor, seu crescimento e
sua progressao (Wang et al., 2018).

Nesse estudo o foco estd na investigagdo da expressdo de macrofagos e de

células endoteliais em amostras de pacientes com CIM.
1.5 CD68: Glicoproteina marcadora de macrofagos

Dentro do microambiente tumoral hd uma célula com capacidade fagocitica que
estd presente em todos os estdgios da progressdo tumoral: o macréfago (Noy e Pollard;
Jeffrey, 2014). Os macrofagos sdo um grupo de células que se apresentam de forma
inomogénea, tanto em caracteristicas externas e secretoras quanto funcionais e estruturais,
apresentando variaveis formas que sdo definidas a partir de sua funcionalidade e maturagao,
possuindo papel bem definido na homeostase e reparagdo tecidual (Appelberg, 2005). Eles

estdo entre as células da imunidade inata mais abundante no MAT (Christofides et al.,
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2022). Devido sua fungdo fagocitica, sua morfologia de facil identificagdo contribui com
quantidade significativa de lisossomas, dentro dos quais concentram-se diferentes enzimas
hidroliticas com efetiva atividade em pH acidificado, tais como glicosilases, lipases e
nucleases (Appelberg, 2005) possibilitando a digestao dos elementos e particulas.

Ha uma plasticidade intrinseca do macréfago no contexto das doengas,
sobretudo no cancer, uma vez que eles podem se distinguir em dois fendtipos, sendo:
Macrofago M1 e Macrofago M2 (Boutilier e Elsawa, 2021). Eles possuem participacao ativa
na resposta imune, na inflamacao ¢ na homeostase dos tecidos, portanto, a depender das
condi¢des e dos estimulos do MAT, irdo se diferenciar em M1 ou M2 (Pan et al., 2020).

Macréfagos com perfil M1 sdo caracterizadas células pro-inflamatorias, com
capacidade de orquestrar respostas citotdoxicas no tumor, ao produzir e liberar citocinas
proinflamatorias, como Interleucina 1 e 12 (IL1, IL-12), além de possuirem resposta na
imunidade inata contra invasao patogénica (Boutilier ¢ Elsawa, 2021). Com isso, o fen6tipo
M1 exercerd um papel anti-tumoral.

Em contrapartida, ao invés de apresentarem capacidade tumoricida mediante sua
natureza, os macroéfagos com perfil M2, assumirdo um fenotipo que vai passar a favorecer o
tumor, ou seja, passarao a apresentar um status pro-tumoral (Christofides et al., 2022). Os
macrofagos M2 sdo células anti-inflamatorias que regulam a remodelacdo tecidual,
angiogénese e cicatrizagdo de feridas. Eles secretam citocinas anti-inflamatorias como 1L-4
e a IL-13, que estdo envolvidas em processos anti-inflamatdrios. Os macréfagos M2 sdo os
chamados Macréfagos Associados aos Tumores (TAMs).

Nos ultimos anos, iniimeros estudos concentraram suas pesquisas oncoldgicas
destacando o papel dos TAMs como potencializadores neoplésicos (Vitale et al., 2019;
Gajewski et al., 2013). Noy e Pollard (2014) fizeram uma pesquisa ampliando a visdo dos
mecanismos de acdo dos TAMs destacando os macrofagos como impulsionadores da
angiogénese, da invasdo e da mobilidade das cé€lulas malignas no tumor primario, enquanto
preparam o campo para a metastase.

Os TAMs possuem uma representagdo significativa, entre 50 a 80% no MAT e
promovem o desenvolvimento tumoral de formas peculiares, como no controle das respostas
imunes resultando na inducao do crescimento e sobrevivéncia tumoral (Aras; Zaidi, 2017),
com promo¢do do nicho pré-metastatico no local secundéario da neoplasia (Doak et al.,
2018) e contribuicdo na resisténcia das células cancerigenas com possivel recidiva apods
tratamento (Mehraj et al., 2021). Estudos exprimem uma comunicagao direta entre células

tumorais e macréfagos resultando na saida de células malignas para o sangue, através de um
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processo chamado intravasamento (Noy; Pollard, 2014). No mais, outros achados afirmam
que os TAMs ndo se restringem a um tipo tumoral ou a um estdgio especifico, pelo
contrario, podem atuar em qualquer estagio e independentemente da classe tumoral (Pan et
al., 2020; Mantovani et al., 2017).

Diante disso, pesquisadores decidiram visualizar a relagdo dos TAMs com
cé¢lulas malignas de CIM e a correlagdo com suas particularidades, incluindo o pior
prognostico. A infiltragdo de TAMs no CIM sugere um papel no comportamento proprio da
patologia em contraste com o cancer de mama nado inflamatério (Morrow et al., 2017).
Outro grupo de pesquisadores também buscou identificar a influéncia dos macréfagos no
CIM, através do uso de meio condicionado por macrofagos em linhagens de células de CIM
e descobriram que esse meio foi capaz de preparar a maquinaria celular do carcinoma
inflamatorio para, em resposta a um quimioatraente, tornar-se exageradamente migratoria
(Allen et al., 2016).

Estudos tém focado suas pesquisas na resisténcia surpreendente do CIM ao
tratamento, ¢ achados levam a discussao da contribuicio dos TAMs na resisténcia a
quimioterapia e radioterapia, supostamente essa premissa se relaciona com a secre¢ao de
fatores que promovem a sobrevivéncia das células cancerigenas (Rahal et al., 2018).
Numerosos trabalhos publicados envolvendo a ablagdo de macrofagos no tumor resultam na
diminui¢do da taxa de metéstase e progressdao tumoral. Por essa razdo, pesquisas tém sido
desenvolvidas no intuito de viabilizar a complexidade do sistema imunoldgico como
ferramenta de combate a agressividade no CIM (Lim et al., 2018; Rahal ef al., 2018).

CD68 ¢ uma glicoproteina panmacrofagica, ou seja, ela marca macrofagos do
tipo MO e foi utilizada no estudo para verificacio da infiltragdo desse tipo celular no
carcinoma inflamatério, a fim de identificar qual sua relagdo com a progressdo e
agressividade desse subtipo agressivo, uma vez que estudos afirmam que os macrofagos

habitam no centro de um microambiente de invasao (Condeelis; Pollard, 2006).

1.6 CD34: Glicoproteina marcadora de Célula Endotelial (CE) e Célula Precursora
Endotelial (CPE)

Algumas células ndo imunoldgicas que fazem parte do microambiente tumoral
desempenham compromisso com a carcinogénese, de maneira que interagem com 0O curso
patologico e até mesmo podem estar envolvidas com a agressividade no CIM, como ¢ o caso
das Células Precursoras Endoteliais (CPEs) e Células Endoteliais (CEs) (Lim et al., 2018).

CPEs sao um subtipo de células que expdem marcadores endoteliais, liberadas da medula
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Ossea na corrente sanguinea para desenvolvimento de novos vasos em resposta a estimulos
especificos (Asahara et al.,, 1997). Essas células possuem sinalizagdo paracrina, o que
permite uma viavel comunicacdo com células vizinhas, de forma a coordenar atividades
(Debatin et al., 2008).

No mais, como ja bem definido e discutido, o tumor ndo se nutre sozinho, no
entanto, necessita de todo aporte estromal somado ao MAT para progredir rumo a metéstase
(De Visser; Joyce, 2023). As células endoteliais podem ser encontradas no MAT auxiliando
na progressao do tumor, visto que sdo extremamente comprometidas com a expansao da
vasculatura por meio da atuacdo na angiogénese, imunomodulagdo e suporte a
microvasculatura que esta se formando (Mikalsen et al., 2011). A concep¢do dos vasos
sanguineos relacionada ao tumor estd a mercé da angiogénese, sendo seu resultado mais
promissor, visto que ¢ uma das mais importantes assinaturas ja registradas no cancer,
responsavel pela extensdo e desenvolvimento tumoral, fazendo com que ele se espalhe por
todo o organismo (Pereira ef al., 2008). A angiogénese ¢ um dos processos mais importantes
para a sobrevivéncia e difusdo do tecido maligno (Boutilier; Elsawa, 2021).

As proteinas da familia CD34 apresentam padrdes de expressdo sobrepostos e
tém um dominio extracelular abundante em prolina, serina e treonina. Entdo, assim como
componentes que fazem parte de sua morfologia extracelular podem desempenhar papel na
regulacdo da adesdo celular, outros da estrutura intracelular podem favorecer uma ligacao
com o citoesqueleto de actina e diversas proteinas intracelulares (Radu ef al., 2023). Assim,
coerente com alguns de seus mecanismos de a¢do, como o trafego de células e formagado de
vasos, CD34 tem sido ligada e associada ao curso progressivo do cancer (Pereira et al.,
2008). Ela passou a ficar mais conhecida e referida em muitas pesquisas oncoldgicas, uma
vez que a formacao de novos vasos mediada pela presenca de células precursoras endoteliais
¢ essencial para desencadear a metastase, estagio implacavel de muita agressividade (Karar;
Maity, 2011).

CD34 foi estudada no cancer de mama, cancer gastrico, cancer colorretal e
cancer de pele e pesquisadores continuam utilizando essa proteina como biomarcador para
avaliar a presenga e abundancia da angiogénese em diferentes neoplasias (Pereira et al.,
2008; Mikalsen et al., 2011). No que tange ao carcinoma inflamatério da mama, estudos
enfatizam a presenga abundante de CD34 em suas amostras facilitando e/ou promovendo a
formagao de novos vasos sanguineos e metastase (Lim ef al., 2018). Além disso, destacam
que esse tipo de tumor ¢ capaz de apresentar maior expressdo de RNAm de fatores

angiogénicos, a saber VEGF, Angl e Ang2 em relagdo aos tumores de cancer nao
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inflamatérios (Shirakawa et al., 2002).

Como evidenciado neste trabalho acima, ha um forte indicio apontado para um
papel ativo e efetivo da CD34, na progressdao e prognostico do cancer, at¢ mesmo com
relagdo ao tratamento e resisténcia (Lim ef al., 2018). Desse modo, a analise da infiltragao
de células endoteliais (CD34) em amostras de carcinoma inflamatério da mama e nao
inflamatério podera oferecer subsidios para determinar sua relagdo com padrdes clinico-
patologicos.

Um trabalho utilizando indu¢ao tumoral em camundongos, buscou demonstrar o
envolvimento potencial de CD34 no desenvolvimento do tumor tanto em animais com a
proteina em questdo quanto em animais que nao possuiam a proteina CD34 (knockout) em
seus tumores. Os resultados revelaram que os animais knockout para CD34 ndo foram
capazes de formar novos vasos, ou seja, incapazes de ativar a angiogénese tumoral,
enquanto animais que possuiam CD34 mostraram uma arquitetura tumoral diferente (Clarke
et al., 2006). H4 ainda um estudo realizado com modelos de xenoenxerto de CIM que seus
dados preliminares apontam para uma inibi¢ao do crescimento do tumor através do bloqueio
e inibi¢do das vias VEGF (Shirakawa et al., 2002), o que pode ser um excelente achado,
visto que as diversas citocinas secretadas pelas c€lulas endoteliais vasculares sao capazes de
ativar a angiogénese, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Lim et al.,
2018).

J& se tem bem documentado que os pacientes oncologicos possuem maior
volume de CPEs circulantes, visto que o tumor necessita de neovascularizagdo para manter-
se vivo e nutrido para progredir (Nishida et al., 2022). Em alguns estudos ja revelado que ha
abundante infiltragdo de células endoteliais linfaticas dentro dos tumores de CIM, apoiando
a hipotese dessas células estarem estritamente relacionadas & apresentacdo agressiva desse
subtipo de cancer de mama (Lim ef al., 2018). Mediante a essa presenca efetiva e elevada
das CPEs e das CEs no processo de neoangiogénese tumoral, torna-se viavel fundamentar e
direcionar terapias alvo utilizando-as como veiculo para atingir e atacar o tumor
(Hassanpour et al., 2023).

No que tange a terapia do cancer, os pesquisadores e a literatura existente trazem
as células progenitoras endoteliais como favoravel meio de chegar ao tumor, uma vez que
seu alvo especifico também sdo os tumores (Debatin; Wei; Beltinger, 2008). Essas células
sdo capazes de penetrar, adentrar, migrar para dentro da massa tumoral e se associar a
arquitetura do tumor (Hassanpour et al., 2023). Assim, atuais pesquisas sobre terapia de

tumores t€ém focado no microambiente tumoral, uma vez que se tem visto maiores respostas
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ao tratamento com direcionamento especifico (Wang et al., 2018).

Diante do que foi exposto, esse trabalho visa pesquisar a diferenga da
imunoexpressao de diferentes biomarcadores no carcinoma inflamatorio da mama e associa-
los aos parametros clinicos e patologicos, possivel personalizagdao terapéutica, abrindo
margem para melhor entendimento da patogénese e do curso clinico da doenga, e

otimizacdo do pobre prognostico que atualmente ¢ a realidade dessa neoplasia.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o cancer de mama tenha uma enorme importancia epidemiologica a
nivel mundial, exibindo diversos estudos complexos que exploram sua patogénese, suas
facetas, sua biologia e suas diferentes manifestagdes clinicas, histoldgicas e morfoldgicas,
existe uma apresentacdo clinica de cancer de mama que ainda carece de informagdes e
estudos: o Carcinoma Inflamatério da Mama. Entretanto, ainda que a ciéncia cres¢a em
paralelo com a tecnologia e tenha havido aperfeicoamento de técnicas e exames para o
detecgdo precoce, o CIM carece de um padrio clinico que dificulta seu adequado
diagnéstico, impactando na eficacia do tratamento e progndstico.

Dados preliminares de expressdo génica no carcinoma inflamatorio permitiu a
visualizacdo de uma enorme ilha CpG hipometilada na regidao da Proteina Tirosina Fosfatase
do tipo Receptor N2. Esses dados sugerem fortes relagdes do CIM com a epigenética, uma
vez que alteragdes epigenéticas, como metilagdo do DNA e modificagdes de histonas,
proporcionam expressao génica modificada nas doengas. Os processos dindmicos, genéticos
e epigenéticos que ocorrem no CIM podem levar ao aumento ou supressdo de genes
supressores ou pro-tumorais, potencializando a agressividade dessa neoplasia. Esses dados
serviram como cerne para o presente estudo que visa caracterizar a presenga e a influéncia
da PTPRN2 como contribuinte da patogénese e agressividade no carcinoma inflamatério da
mama em amostras teciduais de tumor primario em uma coorte independente, reforcando a
reprodutibilidade dos dados e fortalecendo tais achados.

Adicionalmente, o CIM possui marcas idiossincraticas registradas que o
diferencia de outros subtipos avangados de cancer de mama, tais como presenga de émbolos
tumorais, alto potencial metastatico, grande envolvimento linfonodal e epidérmico,
aumentado crosstalk de suas células com o microambiente tumoral e caracteristicas locais
que mimetizam processos inflamatorios, como dor, eritema, edema e aspecto em casca de
laranja, o que levanta a hipotese do envolvimento do sistema imunoldgico no processo da
patogenicidade, tornando-se necessario o reconhecimento de células, moléculas e processos
envolvidos.

Historicamente, o sistema imunoldgico foi compreendido majoritariamente
como agente de defesa contra o processo carcinogénico. Entretanto, atuais evidéncias
demonstram que as células que o compdem sdo as mesmas presentes no microambiente
tumoral, atuando na articulagdo de mecanismos que sustentam a progressdo do cancer. A

escolha de duas células que fazem parte do MAT neste estudo (macréfagos e células
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endoteliais) foi motivada por achados prévios obtidos por um grupo parceiro, cujas
evidéncias a partir da expressdo génica aumentada desses marcadores, identificaram-nos
como componentes do MAT que participam da biologia tumoral do carcinoma inflamatorio.
Assim, este estudo visa validar esses resultados em um grupo independente, conforme a
compreensdo da presenga e do papel desses marcadores no comportamento da doenca seja
fortalecida.

Portanto, o estudo ira investigar a imunoexpressao de PTPRN2, a infiltragcdo de
macrofagos e de células endoteliais e sua associagdo com parametros clinicos e fenotipo do
microambiente tumoral. Sendo de extrema relevancia, pois uma vez estudados e validados
como possiveis novos marcadores bioldgicos para o prognostico, aumentara o conhecimento
da doenga. Pois a identificagdo de novos biomarcadores moleculares tém sido a chave para
indicar condic¢des biologicas com bastante aplicagdes potenciais, sobretudo na oncologia de

precisao.
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3. PERGUNTA DE PARTIDA
A presenca de PTPRN2, macréfagos e células endoteliais influenciam na
progressao tumoral, no estado clinico e no perfil prognéstico de pacientes diagnosticadas

com Carcinoma Inflamatério da Mama?

3.1 Hipotese a ser testada
A presenga da proteina PTPRN2, dos macrofagos e das células endoteliais nas
pacientes com Carcinoma Inflamatorio da Mama influenciam na inflamacao, na invasao e na

metastase potencializando as caracteristicas clinicas da doenga e sua extrema agressividade.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Examinar se a expressdo de PTPRN2 nas células tumorais e a infiltragdo de
macrofagos e de células endoteliais no microambiente tumoral em amostras de tumor
primario de Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Nao Inflamatério da

Mama (CANI) estdo influenciando nos parametros clinico-patoldgicos.

4.2 Objetivos Especificos

o Analisar a expressao de PTPRN2 entre tumor e tecido adjacente das pacientes com CIM.

o Caracterizar o perfil sociodemografico, clinico e patoldgico de pacientes diagnosticadas
com CIM e CANI em tumores primarios.

o Descrever a associacdo da PTPRN2, dos macrofagos e das células endoteliais com os
dados clinicos e patoldgicos, como tamanho tumoral, acometimento linfonodal, grau
histologico, receptores hormonais, estadiamento e recidiva nos Carcinoma Inflamatoério
e Nao Inflamatdrio da Mama.

¢ Analisar a curva de sobrevida global em carcinoma inflamatdrio e nao inflamatoério da
mama e associar com os niveis de expressdo de PTPRN2, macrofagos e células
endoteliais.

o Correlacionar a expressao de PTPRN2 com a infiltragdo de macrofagos e células
endoteliais.

¢ Analisar a expressao de PTPRN2 em tumores iniciais nao inflamatorios com subtipo

molecular triplo negativo em relagdo ao tumor avangado CIM.
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5. METODOS
5.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal com amostras ndo impactadas
por quimioterapia neoadjuvante de pacientes diagnosticadas com Carcinoma Inflamatorio e
Carcinoma Nao-Inflamatério da Mama. Adicionalmente, uma pequena coorte de pacientes
com tumor inicial ndo inflamatério triplo negativo foi adicionada para analise comparativa.

O periodo de inclusdo dos blocos analisados foi de janeiro de 2015 a dezembro de 2021.

5.2 Fluxograma do estudo

O presente trabalho foi dividido em uma sequéncia de etapas, descritas a seguir:
I- Aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa; II- Aplicagdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo; III- Filtragem dos dados clinicos-patolégicos por
oncologistas, demarcagdo do material com laminas de Hematoxilina e Eosina (H&E) por
patologistas e recorte dos blocos tumorais das pacientes; IV- Imuno-histoquimica para os
marcadores PTPRN2 e CD34 e Imunofluorescéncia para os marcadores PTPRN2, CD68 ¢

CD34. A Figuras 7 e 8 a seguir ilustram o resumo das etapas adotadas neste estudo:

Figura 7 — Etapas metodoldgicas do estudo

Primeira etapa

Aprovag@o do projeto pelo Recrutamento de pacientes para o estudo em um Dados clinico-patolégico
Comité de Etica Hospital referéncia do Estado das pacientes
Segunda etapa
o Al/
4 6 ooo
>>> . M» >>> ) »
& i /
= == W Qo go.
Dados coletados vistos pelo oncologista Pedido do material biolégico (laminas H&E) das Identificagéio e demarcag@io do material para
para analisar os sinais patognoménicos pacientes recrutadas para o estude incluir ou excluir do estudo com o patologista

Terceira etapa

C jf >>> %?

g/
Pedido do material biclégico (bloco tumeral) das Recorte dos blocos tumorais das pacientes
pacientes recrutadas para o estudo no micrometro para realizagéio das técnicas Realizagto das técnicas no laboratério

Fonte: Elaboracao autoral (2025).

Legenda: Fluxograma demonstrativo das etapas metodoldgicas do estudo, que vao desde a submissdo e
aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) até a realizagio de experimentos
laboratoriais com o material bioldgico das pacientes. As fases incluem andlise de dados clinico e
patologicos das pacientes, seguido da selegdo e exclusdo de pacientes, pedido dos materiais biologicos e
e preparo das amostras, identificagio do material por um profissional qualificado e analise
histopatologica e preparo de material para realizagdo de experimentagdo laboratorial técnica e cientifica
para busca de novos biomarcadores.
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Figura 8 — Etapas das técnicas laboratoriais do estudo
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Fonte: Elaboragdo autoral (2025).

Legenda: Esquema resumido das etapas de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia utilizadas como
metodologia experimental no estudo. O processo inicia pelo preparo das laminas e incubagdo dos
anticorpos até a revelacdo por DAB+ (cromdgeno com precipitado marrom) e fluorescéncia (anticorpo
conjugado com fluordforo), seguindo para as fotomicrografias para posterior quantificacio e analise.

5.3 Aspectos éticos da pesquisa

O presente projeto encontra-se aprovado no CEP - Comité de Etica em Pesquisa -
do Hospital Haroldo Juagaba / Instituto do Céancer do Ceara (ICC), de acordo com a
Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Satde- CONEP (N° aprovacao CEP: 5.010.710 /
CAAE: 51815621.4.0000.552) e das normas legais que regulamentam a pesquisa em seres
humanos do Conselho Nacional de Saude, de acordo com a resolugao n® 251/97. O documento
encontra-se anexado na se¢do de anexos. O uso das amostras do arquivo foi realizado apds

assinatura do Termo de Fiel Depositario.
5.4 Calculo Amostral

O célculo do tamanho da amostra para o estudo clinico considerou um escore z
para o intervalo de confianca de 95%, erro amostral (E, 5% (total da proporcao de casos)), a
proporcao (p, 5%) da frequéncia de cancer de mama inflamatorio na populagdo estudada e a
propor¢ao de individuos com outros tipos de cancer de mama (q = 1- p), indicando um
tamanho amostral de mais ou menos 50-60 para o estudo, levando em consideragdo as
intercorréncias, como as perdas.

Tendo em vista a raridade da doenga, pode-se considerar que ao longo de um
ano, o servico de oncologia clinica incluido no estudo atende uma quantidade pequena de

pacientes com probabilidade de receber diagndstico de Carcinoma Inflamatorio da Mama,
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que sdo submetidas a punc¢do por agulha fina (PAAF) ou cirurgia para retirada do nédulo,
por isso estimou-se a inclusao de cerca de 20 pacientes com a doenga.

Para a inclusdo das pacientes no estudo, foram coletados dados clinicos
referentes a sinais suspeitos de carcinoma inflamatério da mama, bem como estadiamento e
diagnoéstico. Esses dados foram organizados em planilha e avaliados por oncologista
responsavel, a fim de selecionar as candidatas elegiveis. Apos a selecdo, os blocos de tecido
das pacientes foram solicitados e analisados por patologista, que realizou a dermacagao das
areas tumoral e peritumorais. Ao final, foram incluidos 34 pacientes com diagnostico de
carcinoma mamario avancado atendidas no Hospital Haroldo Juagaba, das quais foram
obtidas 29 amostras de Carcinoma Inflamatério da Mama e 26 amostras de Carcinoma Nao
Inflamatorio da Mama, totalizando 55 amostras. Estas foram classificadas em Tumor

Primario (TP) e Tecido Adjacente (TA), conforme representada na Figura 9.

Figura 9 — Distribuicao dos tipos de amostras por grupo incluidas no estudo

N° de amostras N° de amostras
CIM CANI
209 48 20+
16
15 15
11 10
10+ 10
5 5
0 1 0 1
P TA TP TA
18 PACIENTES 16 PACIENTES

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: O grupo CIM (Carcinoma Inflamatorio da Mama) possui um N de 18 pacientes, com 18
tumores primario e apenas 11 amostras de tecido adjacente; enquanto o grupo CANI (Carcinoma Nao
Inflamatorio da Mama) possui um N de 16 pacientes, com 16 tumores e 10 de tecidos adjacente. (TP,
TA: tumor primario, tecido adjacente).

5.5 Critérios de Inclusao

1. Pacientes com diagnéstico clinico de CIM, ou seja, T4d com sinais
inflamatorios da mama como vermelhiddo, edema ou sinais de casca de
laranja.

2. Amostra tumoral satisfatoria e bem fixadas;

3. Material arquivado e conservado em parafina.
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5.6 Critérios de Exclusao

1. Amostras sem material bom para corte devido as inadequadas dimensdes e mal
fixadas para avaliagdo das técnicas de imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia de PTPRN2, CD68 e CD34.

2. Pacientes com diagnoéstico de mastite.

5.7 Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama

O Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama (CANI) foi utilizado como grupo
controle no estudo, uma vez que desempenha papel essencial para andlises comparativas
com o grupo CIM, facilitando na compreensdo das diferencas bioldgicas, patologicas e
clinicas entre as duas doengas. Foram escolhidas amostras de tumor primario de pacientes
em estado avancado de cancer de mama, com uma grande porcentagem de células tumorais,
especificamente no estadiamento T3 e T4 seguindo estritamente os critérios de inclusdo e
exclusdo logo abaixo.

Os pesquisadores envolvidos no projeto estiveram presentes na busca ativa para
o recrutamento de pacientes na plataforma TASY durante dois dias na semana. O contato
com os médicos oncologistas que disponibilizavam listas de pacientes atendidos durante o
més/ano foi essencial para a inclusao de novos pacientes.

A triagem através dos prontudrios fisicos e eletronicos foi realizada utilizando
critérios para inclusdo e exclusdo dispostos nos itens 5.8 e 5.9. Adicionalmente, as pacientes
que foram compativeis com os critérios do estudo foram reconhecidas e orientadas a
conversar individualmente com os pesquisadores, com a finalidade de explanar os objetivos

e a importancia da pesquisa, o delineamento do estudo, assim como seus riscos e beneficios.

5.8 Cancer de Mama Triplo Negativo nao inflamatorio em estagios iniciais

Amostras de pacientes com tumores em estagio inicial foi acrescentada ao
estudo para investigar se a expressdo proteica seria diferencial em relagdo ao grupo com
tumores avangados inflamatdrio. Esses novos pacientes, de acordo com o estadiamento
TNM, eram considerados T1 e T2, com tumores menos avangados, mas também agressivo.
Portanto, essa nova coorte consistia em amostras de tumor primario de 23 pacientes com
Cancer de Mama Triplo Negativo ndo inflamatério em estagio inicial (I e II) atendidas no
Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), de 2012 a

2020. As pacientes tinham em média 53 anos de idade.
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5.9 Riscos da pesquisa

Foram esclarecidos e estabelecidos os possiveis riscos diretamente relacionados
ao manuseio das laminas de Hematoxilina & Eosina (H&E) e blocos de parafina, tais como
o risco de perda do material bioldgico e a probabilidade de esgotar o bloco com a amostra
da paciente foram minimizados com a ado¢do de métodos seguros e com bastante cuidado,
como o minimo manuseio das amostras entre os departamentos e realizacdo do
processamento das amostras como imuno-histoquimica e imunofluorescéncia apenas no
LAFICA.

Com o cuidado de ndo exaurir o material de tumor da paciente no bloco de
parafina, os cortes foram feitos obedecendo um limite de tamanho e volume de laminas.
Além disso, o risco de exposicdo aos reagentes toxicos e perigosos para realiza¢do das
técnicas de coloragdo de laminas com anticorpos foi reduzido mediante ao uso de
Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e equipamentos apropriados para exaurir os
gases. Bem como o armazenamento adequado dos materiais necessarios para o estudo.

Portanto, para dar continuidade ética ao estudo, apenas os pesquisadores
envolvidos no projeto tiveram acesso aos materiais bioldgicos e prontuarios fisicos e
eletronicos das pacientes. Visando otimizar o nivelamento das informacgdes e vazamento
de dados dos prontudrios, prezando sempre pela confidencialidade e cuidado moral e

ético.
5.10 Variaveis analisadas

A coleta de dados foi realizada durante o triénio de 2022-2024, de pacientes que
foram atendidas entre janeiro de 2015 a dezembro de 2021, no software de gestdo hospitalar
disponivel no Hospital Haroldo Juacaba (HHJ), por meio de prontudrios eletronicos e fisicos
e material cirirgico para posteriores analises no Laboratorio de Farmacologia da Inflamagao
e do Cancer (LAFICA), localizado no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foram coletadas informagdes e varidveis sociodemograficas, clinicas e
terapéuticas para posterior analise de associagdo clinico-patologica com os marcadores em

estudo, incluindo:

a) Variaveis sociodemograficas: sexo (feminino), idade, raga (branca/parda/nao

informado), Indice de Massa Corporal (IMC) e historico familiar para cancer.

b)  Variaveis clinicas-patologicas: Tipo histologico, indice de proliferagdo celular Ki-
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67 (< ou igual a 20% / > 20%), acometimento linfonodal, condicdo metastatica, local da
metastase, estadiamento clinico TNM ao diagnostico, subtipo histologico, estadiamento

tumoral, PTPRN2, CD68, CD34, resposta patoldgica, recidiva e dbito.

5.11 Técnicas realizadas no LAFICA

5.11.1 Imuno-histoquimica

A coloragdo por imuno-histoquimica (IHQ) para PTPRN2 (localizagao
citoplasmatica) e CD34 (localizagdo membranar e citoplasmatica) foi realizada em cortes de
tecidos (4 um) fixados em formalina, incluidos em parafina e montados em laminas de
microscopia silanizadas (tratadas com silano — para melhor fixagdo do tecido). Para a
efetivagdo do ensaio, as amostras tumorais passaram pelo processo de desparafinizagdo, a
iniciar pela estufa (cerca de 1 hora a 60°C), passando pelos banhos de xilol, hidratadas
com alcool de forma decrescente (do alcool etilico absoluto (100°) ao 70°) e lavadas em
agua corrente e solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). Para a recuperagdo antigénica
induzida pelo calor para disponibilizar os epitopos, utilizou-se o tampao citrato de sodio 0,1
M (pH 6,0) a 95°C. A etapa seguinte consistiu no bloqueio da peroxidase endogena
incubando por 30 min o peréxido de hidrogénio a 3% (MERCK Emsure 30%). As laminas
foram incubadas por 30 min com albumina de soro bovino a 5% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida, todos os cortes foram
incubados com o anticorpo primario policlonal coelho IgG anti-PTPRN2 (1:100,
Cat# PA5-90035, Invitrogen), ou com o anticorpo primdrio monoclonal camundongo
anti-CD34 (1:100, Cat# 3569 - ICO115, Cell Signaling Technology, Massachusetts, EUA)
durante toda a noite a 4°-8°C. No dia seguinte, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS
e incubadas com anticorpo secundario, o EnVision + HRP (DAKO, Corporation,
Carpinteria, CA, USA) por 30 min. O controle negativo da técnica foi processado
concomitantemente como descrito acima, exceto com incubagdo do anticorpo primario, o
qual foi trocado por albumina de soro bovino a 5%. Posteriormente, os tecidos foram
sujeitos a uma coloragdo com o cromégeno DAB+ (DAKO, Ref: K3468) por 6 min para
marcacao do alvo buscado. No mais, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de
Harris por 1 minuto. Ao final, os cortes foram desidratados com graduagdes crescentes de
alcool etilico e xilol, e as laminas foram montadas wusando laminula e meio para
fixagdo Entellan (Merck, Ref: 13E0007.08.BG, Synth), facilitando a visualizagdo e a
captura de fotomicrografias a partir do microscopio de campo claro acoplado ao

computador. A coloracdo obtida foi analisada de 3 formas, sendo duas delas por meio de
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software de imagem (Fiji Image J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). A

Figura 10 demonstra o passo a passo para a elaboragao da IHQ.

Figura 10 — Diagrama da técnica de imuno-histoquimica
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Fonte: Autoria propria (2025).

Legenda: Fluxograma representativo de cada passo da imuno-histoquimica. O processo que inicia com a
preparagdo de laminas, passando pela desparafinizagdo do tecido, hidratagdo, recuperacdo antigénica,
bloqueios, incubagdo de anticorpos primarios e secundarios, finalizando com a montagem e revelagdo
para posterior analise microscopica. Etapas de coloragdo com hematoxilina e montagem em Entellan (na

figura representados com grafia incorreta ‘hetamoxilina’ e ‘edelan’).

O critério de positividade para o PTPRN2 foi a imunomarcagdo das células

tumorais com o auxilio do olhar do patologista, que seguiu o padrdo conforme Tabela 3 e

Figura 11 abaixo:

Tabela 3 — Intensidade de expressdo da marcagdo por imunohistoquimica

Intensidade de expressao | Graduacio

0= Reagdo negativa, com auséncia de marcagdo ou
marcacao em menos de 5% das células

1= Reacdo discreta em mais de 5% das células ou reacao
moderada em menos de 50% das células

2= Reagdo moderada em mais de 50% das células ou
reacdo intensa em até 50% das células

3= Tumores com mais de 50% das células com marcacgao
intensa

Fonte: Febronio, 2024
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Figura 11 — Intensidade de expressdo proteica sob perspectiva do patologista

Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
Auséncia de Marcagdo Discreta Moderada Intensa
d o "
"._ °!} i .' &
REE £ b
¥y a8 g
Pavia o B < |l
b s et S e
%00 \ 7
0'.. “‘ } ‘\:."' (
Leh B o i 2L _,.‘-," g
!"P;‘.h LA L } P ;

Fonte: Autoria propria (2025).

Legenda: Fotos representativas da intensidade de expressao proteica em amostras de tumor primario de
pacientes com carcinoma de mama, determinadas a partir da avaliacdo histopatoldgica. As imagens
exemplificam os escores de intensidade imputados pelo patologista: escore 0 para auséncia de
expressdo, escore 1 para expressdo mais fraca ou discreta, escore 2 para uma expressdo mais moderada
e escore 3 para tecidos com intensa colorag@o.

Adicionalmente a esse método de andlise, o histoescore ponderado e a

deconvolugdo das imagens obtidas a partir da imuno-histoquimica foram realizados.

5.11.2 Histoescore Ponderado

Histoescore Ponderado (HP) é um método de analisar dados e quantificar a
imunoexpressdo da proteina de interesse do estudo, o qual estd bem estabelecido na
literatura (Alexander et al., 2022; Kalavska et al., 2021). Apds a finaliza¢do da técnica de
imuno-histoquimica, o patologista analisa as laminas e pontua com um escore, como Visto
acima. Para complementar o dado, ele determina quantas células estavam positivas para
marcagdo da proteina em cada caso, abrindo margens para esse novo método de
quantifica¢do. O HP ¢ adquirido pela propor¢ao de escore-porcentagem de células marcadas,
sendo determinado pela multiplicacdo do percentual de células marcadas e seu escore, a
seguir: (% de células sem marcacdo x 0), (% de células discretamente corada x 1), (% de

células moderadamente corada x 2) e (% de células intensamente corada x 3).

5.11.3 Deconvolucado

A deconvolugdao por imagem (Crowe; Yue, 2019) ¢ um outro método para
investigar a expressdo de proteinas através da técnica de imuno-histoquimica que implica o
uso de software como o Fiji (ImageJ). Como as imagens sdo coradas com DAB-cromogeno
(cor 2) e hematoxilina (cor 1), a deconvolugdo leva a produgdo de trés imagens a partir da
original (Figura 12), entretanto uma ¢ descartada, por se tratar de uma imagem
complementar (cor 3). A deconvolucgdo ainda ¢ deficiente em seu protocolo, pois ndo hd um

detalhamento para comparar a expressdo da proteina buscada, por isso o padrdo ouro
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continua sendo o olhar de um profissional como patologista. Contudo, existem diferentes
formas de analise do resultado através desse método (Shu er al., 2016), ¢ o método

escolhido para esse estudo foi através do percentual de area corada.

Figura 12 — Produgdo de imagens por deconvolugdo a partir do ImagelJ (Fiji)

ORIGINAL COR 1 COR 2

Sy

Fonte: Autoria propria (2024).

Legenda: Figura representativa da produgao de imagens a partir da deconvolucdo. Como na
imuno-histoquimica usamos corantes como DAB-cromégeno (cor 2) para visualizagdo da proteina em
estudo e hematoxilina (cor 1) para visualizagdo de nucleos celulares, a deconvolugdo leva a produgdo de
trés imagens a partir da original, entretanto uma ¢ descartada, por se tratar de uma imagem
complementar (cor 3 que ndo aparece na imagem).

5.11.4 Imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia (IF) para PTPRN2 (localizacdo citoplasmatica),
CD68 (localizacao nuclear e citoplasmatica) e CD34 (localizagdo membranar), foi realizado
em cortes de tecidos (4 um) fixados em formalina, incluidos em parafina e montados em
laminas de microscopia silanizadas (tratadas com silano — para melhor fixagao do tecido).
Para a execucdo da técnica, os cortes tumorais passaram pelo processo de desparafinizacao,
a iniciar pela estufa (cerca de 1 hora a 60°C), passando pelos banhos de xilol, hidratados
com graduagdes decrescentes de alcool e lavados em &4gua corrente e solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Para a recuperagdo antigénica induzida pelo calor para
disponibilizar os epitopos, utilizou-se o tampao citrato de sodio 0,1 M (pH 6,0) a 95°C. A
etapa seguinte consistiu na permeabilizagdo do tecido com Triton X-100 0,1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As laminas foram incubadas com solu¢do contendo glicina
0,3 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e albumina de soro bovino a 5%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida,
todos os cortes foram incubados com o anticorpo primario policlonal coelho IgG anti-

PTPRN2 (1:100, Cat# PA5-90035, Invitrogen), ou anticorpo primario monoclonal coelho
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anti-CD68 (1:100, Cat# SAB5500070, Sigma-Aldrich, Merck, EUA) ou com o anticorpo
primario monoclonal camundongo anti-CD34 (1:100, Cat# 3569 - ICO115, Cell Signaling
Technology, Massachusetts, EUA) durante toda a noite a 4°-8°C. No dia seguinte, as
amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com anticorpo secundario cabra anti-
camundongo IgG Alexa Fluor 568 (1:400, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
por 1,5 h. Posteriormente, os tecidos foram sujeitos a uma solucdo DAPI 0,002% (4,6'-
diamidino-2-fenilindol)/PBS (Thermo Fisher Scientific) por 30 min para coloragdo dos
nucleos celulares. Ao final, as laminas foram montadas usando laminula e o reagente
ProLong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific), que facilita a visualizagdo ¢ a
captura de fotomicrografias a partir do microscépio de imunofluorescéncia (Agilent BioTek
Cytation) com padronizagdo dos parametros, foco e campos. A intensidade de fluorescéncia
foi quantificada por meio do software de imagem FIJI Image J, (National Institutes of
Health, Washington, DC, EUA). A Figura 13 demonstra o passo a passo para a elaboragao
da IF.

Figura 13 — Diagrama da técnica de imunofluorescéncia
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Fonte: Autoria propria (2025).

Legenda: Fluxograma representativo de cada passo da imunofluorescéncia. O processo que inicia com a
preparagdo de laminas, passando pela desparafinizagdo do tecido, hidratagdo, recuperagdo antigénica,
bloqueios, incubacdo de anticorpos primarios e anticorpos secundarios complexados com um
fluoréforo, finalizando com a montagem e revelagdo para posterior andlise e quantificagao.
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5.12 Analise Estatistica

Foi elaborada analise descritiva de todas as varidveis, aplicando frequéncias
absoluta e relativa para variaveis categéricas ¢ média e desvio padrdo para variaveis
continuas. As analises de associagcdes foram realizadas empregando os Teste do Qui-
quadrado ou Exato de Fisher. O teste de Mann-Whitney também foi empregado para
analises ndo paramétricas ao comparar duas amostras independentes. Para analises de
sobrevida foram realizados o teste de Log Rank Mantel x nas curvas de sobrevida de Kaplan
Meier. Adicionalmente, foi aplicada a curva ROC que serviu como determinante da alta e
baixa expressdo proteica. A Correlacdo de Spearman também foi utilizada para anélise da
correlacdo entre as proteinas do estudo. A significancia estatistica foi aceita quando P<0,05.
Todos os dados foram avaliados usando o software GraphPad Prism versao 8.0 e o SPSS

Statistics 22.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Analise histopatologica do Carcinoma Inflamatorio da mama

A Figura 14 apresenta fotomicrografias em Hematoxilina e Eosina (H&E) de
amostras de blocos de tumor primdrio com bastante células de carcinoma inflamatorio da
mama e tecido adjacente ao tumor com auséncia de células neoplasicas altamente
proliferativas e abundante tecido adiposo visualizadas no aumento de 200x e 400x. Ao
visualizar microscopicamente no tumor primario no aumento 200x pode-se perceber blocos
solidos de células epiteliais atipicas (seta azul) com foco de necrose na parte superior
esquerda (cabega de seta azul). No aumento de 400x ¢ possivel evidenciar células epiteliais
atipicas, com nucleos redondos e amplo citoplasma eosinofilico. No tecido fibroadiposo
peritumoral (tecido adjacente) hd auséncia de carcinoma ductal in situ e nenhum sinal de

invasdo linfovascular.

Figura 14 — Fotomicrografias em Hematoxilina e Eosina (H&E) de amostras de tumor
primario e tecido adjacente de carcinoma inflamatorio da mama

200x
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025)

Legenda: A figura mostra quatro campos, sendo dois de tumor primario e dois de tecido adjacente em
diferentes aumentos. No tecido tumoral, ha blocos de células neoplasicas (seta azul) ocupando todo o
campo da imagem, com area de necrose (cabega de seta azul) e tecido fibroso. No tecido adjacente, é
possivel evidenciar parénquima mamario com células ndo neoplasicas (seta verde) e abundante tecido
adiposo (cabega de seta verde) no entorno.
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Por sua vez, na figura 15 estdo representados bastante émbolos linfaticos
tumorais em diferentes aumentos. Nos aumentos de 40x e 100x observa-se pele com grande
quantidade de vasos linfaticos dilatados na derme contendo émbolos tumorais (seta azul).
No aumento de 200x observa-se trés vasos linfaticos alargados com émbolos tumorais na
derme superficial com leve infiltrado inflamatdrio perivascular, sendo dois com maior
dilatacdo no vaso linfatico. Na figura 400x evidencia-se detalhadamente um aglomerado
morular de células tumorais formando o émbolo tumoral contendo células periféricas com

uma morfologia aplainada que mimetiza o endotélio.

Figura 15 — Fotomicrografias de émbolos tumorais invadindo vasos linfaticos da
derme em diferentes aumentos

Legenda: As fotografias em diferentes aumentos (40X, 100X, 200X e 400X) mostram varios émbolos
tumorais que foram capazes de invadir os vasos linfaticos e obstrui-los. Cabega de seta azul apontando
para vaso linfatico na derme; Seta azul apontando para o €mbolo tumoral dentro do vaso linfatico.
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6.2 Analise da expressio de PTPRN2 em amostras de tumor primario e tecido
adjacente nao tumoral no carcinoma inflamatério da mama
A primeira forma de analise da expressao de PTPRN2 foi realizada pela técnica
de imunohistoquimica (IHQ) e as andlises foram de diversas maneiras: 1) Seguindo a
literatura, foi através de analise de escores de intensidade de imunomarcagao do PTPRN2
realizado pelo patologista, sendo esta uma andlise as cegas, ou seja, sem conhecimento
prévio sobre os codigos das amostras e os parametros clinico-patolégicos analisados. Com
isso, foi possivel destacar uma forte positividade citoplasmatica nas células tumorais, com
diferentes intensidades nos tecidos. 2) Andlise da expressao pelo Histoescore Ponderado ¢ 3)
Quantificacao da expressao do PTPRN2 pelo deconvolution usando o programa Image J.
Na Tabela 4 descrita abaixo, encontra-se a analise descritiva das amostras de
tecido primario e tecido adjacente divididas em escores [0-3]. E propicio observar a
predominancia da imunomarcacdo de PTPRN2 nas células tumorais no tumor primario,
visto que 44,45% das amostras obtiveram escore 1, com uma coloragdo mais discreta,
enquanto 22,25% alcancaram escore 2 ¢ 33,33% das amostras foram consideradas com
auséncia de imunomarcag¢do. Em contrapartida, nas amostras de tecido adjacente houve uma
predominancia de escore 0 com 81,82% do total de amostras, ao passo que apenas 1 amostra
exibiu marcag¢do com escore 1 (discreta) e outra com escore 2 (moderada). A média para o

tecido primario foi 0,88+0,75, enquanto para o tecido adjacente a média 0,27+0,06.

Tabela 4 — Escores da imunoexpressao de PTPRN2 analisada pelo patologista

ESCORES

CIM N 0 1 2 3

Tecido Primério 18 (62,07%)  6(33,33%) 8 (44,45%) 4(22,22%) 0 (0%)
Tecido Adjacente 11 (37,93%)  9(81,82%)  1(9,09%) 1(9,09%) 0 (0%)

Total 29 (100%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: Tabela com distribuicdo de escores determinados pela anélise do patologista entre as amostras
de tumor primario e tecido adjacente do grupo CIM. Nela ¢ possivel constatar que a tendéncia da
proteina PTPRN2 no tecido adjacente € ndo se expressar, visto abundante exemplares com auséncia de
coloragdo, ao passo que no tumor primario ha mais casos expressando diferentes intensidades do
marcador. CIM (Carcinoma Inflamatoério da Mama).
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Desse modo, o grafico da Figura 16A que foi baseado nos escores determinados
pelo patologista apresenta uma diferenca significativa de positividade para imunomarcagao
positiva nas células do Tumor Primario (TP) em relacdo ao Tecido Adjacente (TA) com
*p=0,0277. Enquanto na Figura 16B, o histoescore foi utilizado como ferramenta para
evidenciar de forma semi-quantitativa o resultado da analise, e nela foi possivel encontrar
um perfil de expressdo com significancia (*p=0,0157) para o TP vs. TA (55,4£53,8 vs.
12,7£31,3). Assim, para verificar se o padrdo de andlise permaneceria em relagdo as
amostras, foi realizada a deconvolucao, cuja andlise semi-quantitativa permite obter o
percentual da area marcada na imagem. Com isso, a Figura 16C apresenta a diferenca de
quantificagdo da area celular por deconvolugdo expressando uma diferenca significativa de
PTPRN2 nas amostras de TP em relagdao ao TA (*p=0,0012). O percentual minimo da area
de coloragdo de PTPRN2 por deconvolugao para o tumor foi 2,33% e o maximo de 187,4%,
com média 89,6+£50,9, enquanto para o tecido adjacente a minima foi de 0,00% e a maxima
foi de 66,8%, com média 32,5+25,9. Tais resultados indicam que a PTPRN2 estd mais
expressa nas células tumorais.

Para observar se na analise da expressao de PTPRN2 por imunofluorescéncia
entre amostras de TP e TA (Figura 17A), essa mesma diferenca de expressdo seria
detectada, o grafico (Figura 17B) foi gerado, e também possivel estabelecer perfil com
diferenca significativa entre os dois tipos de amostra através desse método (*p=0,0016). O
campo escolhido para as fotomicrografias representa o padrao de expressdo de PTPRN2
para cada tipo de amostra, com diferenca quantitativa da 4rea fluorescente. O percentual
minimo da area fluorescente de PTPRN2 para o tumor foi 1,14% e o maximo foi de 101,2%,
com média 38,84+30,9, enquanto para o tecido adjacente a minima foi de 0,01% e o maximo

foi de 19,8%, com média 5,7+6,7.



Figura 16 - Quantificacdo da expressio de PTPRN2 por imunohistoquimica com
amostras de tumor primario e tecido adjacente de pacientes com Carcinoma
Inflamatério da Mama
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: Analise da expressdo da proteina PTPRN2 por imunohistoquimica avaliada por escores
avaliados pelo patologista (A), quantificagdo da expressdo pelo Histo-escore (B) e por deconvolugdo

(C). As amostras de tumor primario no grupo CIM foram significativamente maiores em relagdo as
amostras de tecido adjacente, com significincia (*p-valor: 0,0277) quando avaliadas pelo escore,
quando avaliadas pelo histoescore (*p-valor: 0,0351), e pela deconvolug¢do (*p-valor: 0,0012). TP:
tumor primario; TA: tecido adjacente. As figuras mostram a distribuicdo dos escores, do intervalo de
histoescore e percentual de 4rea marcada do marcador PTPRN2 nos 18 pacientes do grupo CIM.
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Figura 17 — Quantificacao da expressao de PTPRN2 por imunofluorescéncia
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A figura A mostra a area fluorescente de tumor primario (acima) e tecido adjacente (abaixo),
enquanto a figura B representa a distribui¢do do percentual da area fluorescentes do marcador de
PTPRN2 nos 17 pacientes do grupo CIM. O percentual minimo da area fluorescente de PTPRN2 para o
tumor foi 1,14% e o maximo foi de 101,2%, com média 38,8+30,9, enquanto para o tecido adjacente a
minima foi de 0,01% e o maximo foi de 19,8%, com média 5,7+6,7. DAPI é um corante de nucleos
celulares, MERGE ¢ a sobreposicdo das imagens com DAPI e a proteina do estudo. CIM (Carcinoma
Inflamatério da Mama); TP (Tumor Primario); TA (Tecido Adjacente). **Teste de Mann-Whitney.
Valor barra de escala: 100 um . n: 18 amostras de tumor primario e 11 de tecido adjacente.
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6.3 Dados demograficos, clinico-patolégico de pacientes com Carcinoma
Inflamatorio e niao inflamatério da mama

Na pesquisa de imunoexpressdo intergrupal, os resultados foram obtidos do
estudo com uma amostra de 34 pacientes, sendo 18 do grupo com Carcinoma Inflamatério
da Mama e 16 do grupo com Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama ambos em Estagios III
ou IV no periodo de janeiro de 2015 e dezembro de 2021. Todas as pacientes recrutadas
para o estudo foram do sexo feminino.

De acordo com a Tabela 5, as pacientes tinham em média 57 anos de idade e a
mediana de 55 anos, variando entre 36 ¢ 91 anos. A proporgdo em que foram agrupadas por
faixa etdria e por grupo a qual pertenciam, percebeu-se que 16,6% das pacientes do grupo
CIM tinham menos de 45 anos, enquanto 83,4% das pacientes tinham idade superior a 45
anos. No grupo CANI, a diferenca foi um pouco diferente quanto a distribui¢do do grupo
CIM entre as faixas etarias, sendo 37,5% das pacientes com menos de 45 anos, ao passo que
62,5% das pacientes tinham mais de 45 anos de idade. Conforme a raca, 15 pacientes do
grupo CIM eram autodeclaradas pardas (83%) e apenas 3 mulheres eram brancas (17%). No
grupo CANI esse perfil foi bem parecido, com 14 pacientes autodeclaradas pardas (87,5%) e
2 brancas (12,5%).

No que se refere ao historico familiar de céncer, 8 pacientes do grupo CIM
(45%) declararam algum tipo de cancer em parentes proximos, sendo 5 pacientes (62,5%)
dentre as 8, que reportaram cancer de mama ou de ovario nesses mesmos parentes, enquanto
7 pacientes (39%) negaram qualquer neoplasia no nucleo familiar e 3 (16%) nao
conseguiram informar. Sobretudo, foi observado o mesmo padrao familiar no grupo CANI,
uma vez que 8§ pacientes (50%) declararam positividade para historico familiar de cancer, no
entanto, apenas 2 apresentaram nodulo na mama ou no ovario. O mesmo total de 7 pacientes
(44%) negaram historico para cancer e 1 apenas (6%) ndo apresentou registro para historico.

A respeito do Indice de Massa Corpérea (IMC), o padrio foi semelhante nos
grupos, pois em ambos, 5 pacientes apresentaram uma massa corporal eutrofica (<24,9),
sendo 28% para CIM e 31% para CANI. Nos padroes de sobrepeso e obesidade (IMC
>249), o grupo CIM apresentou 13 pacientes (72%), enquanto o CANI constatou 11
pacientes (69%).

Com base no estadiamento clinico ao diagnostico, 56% das pacientes do grupo

de carcinoma inflamatério apresentaram estagio IV ao passo que 44% apresentaram
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estagio III. J4 no grupo de carcinoma nao inflamatério 44% das pacientes eram estagio 1V,
enquanto 56% era estagio III. O que era de se esperar, dado nosso critério de selecdo ¢ a
propria caracteristica de pacientes com carcinoma inflamatorio apresentando estagio mais
avancado da doenca.

No estadiamento linfonodal, dividido entre NO e N3 com base no nimero de
linfonodos comprometidos, foi constatado envolvimento clinico dos linfonodos bem
heterogéneo em ambos os grupos, enquanto no grupo CIM 50% das pacientes foram N2, no
grupo CANI 50% das pacientes foram NI1. Além disso, dentre as nossas amostras, a
avaliagdo da expressdo dos receptores hormonais por imuno-histoquimica mostrou que 77%
(14) das pacientes do grupo CIM positivaram para ambos receptores hormonais RE e RP ao
mesmo tempo em que negativaram para HER2, enquanto apenas 1 paciente (6%) foi
positiva tanto para RP e RE e status HER2+, 1 paciente (6%) com receptores hormonais
negativos ¢ HER2 positivo e 2 pacientes (11%) com amostra triplo negativo, ou seja, com
auséncia de receptores hormonais ¢ HER2. No grupo CANI, 56% (9) das pacientes foram
positivas para RE e RP e negativas para HER2, enquanto 12,5% (2) pacientes foram
positivas tanto para RP e RE e status HER2+, 12,5% (2) pacientes com HER2 amplificado e
18,75% (3) pacientes com amostras triplo negativo.

Referente ao indice de proliferagdo celular Ki-67, o padrdo se repetiu ao
observar que mais de 50% das pacientes entre os dois grupos possuiam um Ki-67 acima ou
igual a 20%, sendo 78% para o CIM referente a 14 pacientes e 56% para o CANI referente a
9 pacientes, ja para o Ki-67 menor que 20%, foram apenas 4 pacientes no CIM (22%) e
apenas 7 pacientes (44%) no CANI.

No que tange a metastase a distdncia, muitos pacientes entre os dois grupos
metastatizam apos o diagnodstico. No CIM, 13 pacientes apresentaram metastase a distancia
(72%), sendo dentro desse niimero, 77% ao diagndstico e 23% durante o follow-up,
enquanto apenas 5 pacientes nao foram acometidas (28%). No CANI, a amostra ficou bem
dividida, com 8 pacientes apresentando metéstase a distancia (50%), sendo dentro desse
numero, 75% ao diagnostico e 25% durante o follow-up, na outra metade das pacientes nao
foram observadas metastase (50%).

Ja com referéncia ao tratamento neoadjuvante, em ambos 0s grupos as pacientes
foram tratadas baseada no regime quimioterapico AC-T, totalizando 28 pacientes, sendo
78% do grupo CIM e 87,5% do grupo CANI, enquanto outros tipos de regime terapéutico

foram menos prescritos. No carcinoma nao inflamatorio, 17%
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das pacientes ndo receberam quimioterapia neoadjuvante, uma devido a idade mais
avancada (91 anos) e as outras duas nao tinham registro no sistema.

O status atual das pacientes ou percentual de sobrevida foi estratificado em vivo
e obito. Houve uma prevaléncia de dbitos com mais de 60% no Carcinoma inflamatdrio da
mama, enquanto 33% continua com o tratamento no mesmo centro de referéncia em
Oncologia. Por sua vez, o nimero de ¢bitos no carcinoma nao inflamatorio apresentou um
percentual semelhante de 56% em relacdo as pacientes que permanecem vivas, lutando

contra a doenca, foi de 44%.



Tabela 5 — Caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes com Carcinoma

Inflamatorio da Mama (CIM) e Carcinoma Nao Inflamatério da Mama (CANI)

Parametros CIM (n=18) CANI (n=16) P valor
N (%) N (%)
Idade (anos) 55 (36-79) 55 (36-91)
56 (36-79) 57 (36-91
Idade ao diagnéstico (anos)
<45 3 (16,6) 6 (37,5) 0,889
> 45 15 (83,4) 10 (62,5)
Racga
Parda 15 (83) 14 (87,5) 0,999
Branca 3(17) 2 (12,5)
Historico Familiar de Cancer
Sim 8 (45) 8 (50)
Cancer de mama ou de ovario 5(62,5) 2 (25) 0,815
Nao 7 (39) 7 (44)
Nao informado 3 (16) 1(6)
indice de Massa Corpérea
(Kg/m?)
Eutréfico (<24,9) 5(28) 5@31) 0,860
Sobrepeso/obesidade (25 a 30) 13 (72) 11 (69)
Estadiamento Clinico
I 8 (44) 9 (56) 0,732
v 10 (56) 7 (44)
Linfonodos
0 1 (6) 1 (6,25)
1 5(28) 8 (50) 0,474
2 9 (50) 4 (25)
3 3 (16) 3 (18,75)
Receptores Hormonais (RE ou
RP) / status HER2
+/+ 1(6) 2 (12,5) 0,606
+/ - 14 (77) 9 (56)
-/+ 1(6) 2 (12,5)
TN 2 (11) 3 (19)
Ki-67
<20% 4(22) 7 (44) 0,274
>20% 14 (78) 9 (56)
Metastase a Distancia
Nao 5(28) 8 (50) 0,291
Sim 13 (72) 8 (50)
Sincrona (Estagio IV) 10 (77) 6 (75)
Metacronica 3(23) 2 (25)
Esquema Terapéutico
Neoadjuvante
AC 2 (11) 1 (6,25)
AC-T 14 (78) 14 (87,5) 0,304
Outro 2 (11) 1 (6,25)
Nio 0 (0) 3 (18,75)
Status de sobrevivéncia
Vivo 7 (33) 7 (44) 0,999
Obito 11 (67) 9 (56)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
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Legenda: Avaliagdo dos parametros clinicos e patologicos de 34 pacientes, sendo 18 com Carcinoma
Inflamatério da Mama e 16 com Cancer Nao Inflamatério da Mama em Estagios III e IV. RE: Receptor
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de Estrogeno; RP: Receptor de Progesterona; HER2: Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2; AC:
Antraciclinas; AC-T: Antraciclinas + Taxanos.

Na analise dos tumores primarios dos grupos CIM e CANI, a andlise continuou
cega sem conhecimento prévio sobre os grupos. Com isso, foi possivel destacar diferentes
intensidades nos tecidos e entre os grupos estudados na Tabela 6. No entanto, ao observar o
grupo CANI, percebe-se que suas amostras foram mais heterogéneas quanto a
imunoexpressdo da proteina PTPRN2, pois 5 amostras (33,33%) obtiveram escore 1, 4
amostras (26,67%) ganharam escore 2 e¢ 2 amostras (13,33%) obtiveram escore 3, com
maior intensidade de marcag¢do. Enquanto apenas 4 amostras (26,67%) tiveram auséncia de
expressdo. No grupo CIM, nio foi possivel encontrar nenhum tecido com intensa marcagao
em mais de 50% das cé€lulas, portanto, nao foi observado escore 3. Além disso, mais de 33%
das amostras tiveram auséncia de expressao proteica, superando o grupo CANI. No entanto,

ainda assim o padrio de expressao foi bem similar entre os grupos.

Tabela 6 — Escores da imunoexpressdo de PTPRN2 analisada pelo patologista

ESCORES

CIM N 0 1 2 3

Tecido Primério 18 (100%) 6 (33.33%) 8 (44,45%) 4(22,22%) 0 (0%)

CANI N 0 1 2 3

Tecido Primario 15 (100%) 4 (26,67%) 5(33,33%) 4(26,67%) 2(13,33%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama).
Tabela com distribuicao de escores entre as amostras de tumor primario entre os grupos CIM e CANI.

Quanto a imunomarcacdo proteica no tumor primario, as amostras foram
classificadas como auséncia (escore 0) ou presenca de marcagdo (escores 1-3). No entanto,
conforme apresentado na Tabela 7 ndo foi possivel estabelecer uma diferenca com

significancia estatistica entre os grupos CIM vs CANI (p>0,05).
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Tabela 7 - Imunomarcagdo de amostras de Tumor Primario para PTPRN2 no
Carcinoma Inflamatorio e Carcinoma Nao Inflamatorio

ESCORES
GRUPO N 0 1a3 P-valor
CIM 18 (54,54%) 6 (33,33%) 12 (66,67%) 0,722%
CANI 15 (45,46%) 4 (26,67%) 11 (73,33%)

Total 33 (100%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatorio da Mama); CANI (Carcinoma Néo Inflamatério da Mama).
*Teste qui-quadrado

Na Figura 18 esta representada uma marca¢cdo moderada (escore 2) nas amostras
de tumores entre os dois grupos. Foram selecionadas as imagens que melhor representaram
os achados obtidos por meio das andlises realizadas. Apenas amostras de CANI obtiveram
escore 3 com alta intensidade de PTPRN2 em mais de 50% das células, enquanto no grupo
CIM a marcagdo intensa ficou nivelada a menos de 50% das células neoplésicas, ndo

alcangando o escore 3. No aumento de 400X da fotografia do grupo CIM ¢ possivel

evidenciar células cancerigenas enormes com abundante citoplasma, até maiores que as
células neoplésicas do grupo ndo inflamatorio, além de grandes e pleomorficos nucleos.
Essas Células Cancerigenas Gigantes Poliploides (PGCC) observadas podem ter multiplos

nucleos ou nucleo bem grande (cabecas de setas laranja). Na imagem de aumento de 400 X

do grupo CANI ¢ possivel observar desde células entrando em mitose (seta laranja) a células
com hipercromasia (seta azul), ou seja, com hiper coloracao de nucleos, se diferenciando de
outras células na mesma lamina. Esses achados sdo um indicativo que estamos diante de
células tumorais, uma vez que células neoplasicas tendem apresentar um perfil de expressao
genética diferente, com duplicagdo anormal do seu material genético, se tornando

poliploides.



Figura 18 — Expressao discreta (escore 2) da proteina PTPRN2 em amostras de
Carcinoma Inflamatoério e Carcinoma Nao Inflamatério da Mama

CIM

CANI

Fonte: Dados da pesquisa (2025)

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama). A
figura mostra quatro campos, sendo dois de tumor primario do grupo CIM (acima) e dois de tumor
primario do grupo CANI (abaixo) em diferentes aumentos (200X e 400X). Em ambos os tecidos
tumorais ha blocos de células neoplasicas expressando PTPRN2 no citoplasma com coloragdo discreta
(escore 2). Na fotomicrografia ha cabegas de seta laranja apontando para células poliploides no
carcinoma inflamatodrio e ha seta laranja apontando para células em mitose e seta azul no carcinoma néo
inflamatorio.
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6.4 Escore, Histoescore e Deconvolu¢io para expressio de PTPRN2 na
imuno-histoquimica
Na Figura 19 estdo representados trés graficos entre amostras de tumor primario
intergrupal, sendo de Escore (Figura 19A), de Histoescore (Figura 19B) e de
Deconvolucao (Figura 19C), respectivamente. No grafico A observa-se que a expressao
esta bem similar entre o grupo CIM e CANI, com amostras semelhantemente distribuidas
entre os escores ¢ sem diferenca estatistica, como supracitado (p>0,05). A partir do
histoescore, no grafico B, estabeleceu-se uma faixa de pontuagdo de 0 a 210 entre as
amostras de tumor primario do estudo, mas ainda assim nao foi possivel estabelecer
diferenga significativa entre as pontuagdes dos grupos (p>0,05), pois as amostras que
manifestaram alta expressao foram bem parecidas em nimeros tanto no grupo de pacientes
com carcinoma inflamatoério e ndo inflamatorio. No grafico C por deconvolugdo, para a
semi-quantificacdo da area celular marcada, possibilitando determinagdo da porcentagem de
coloracdo de proteina pela imunohistoquimica. O campo com maior aumento (200x) foi
escolhido para realizar a fotomicrografia para posterior quantificagdo. O padrio de alta
expressao foi homogéneo entre os grupos, com maximo ¢ minimo (min: 2,33 méx:187.4;
min: 5,13 méx: 202,8) para CIM e CANI, respectivamente, por isso ndo foi possivel
demonstrar diferenga entre eles (p-valor: 0,645). No mais, as amostras que obtiveram
maiores pontuagdes em ambos os grupos, ou seja, elevada expressdo de PTPRN2 pertencem

a tumores de pacientes com subtipo molecular luminal A ou B ou HER2 amplificado.
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Figura 19 - Avaliacdo das amostras de Tumor Primario a partir do Escore,
Histoescore e porcentagem de coloragdo por Deconvolugdo para PTPRN2 no
Carcinoma Inflamatorio e Carcinoma Nao Inflamatorio
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025)

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Néo Inflamatério da Mama). A
figura mostra trés graficos analisados por diferentes métodos entre a expressdo de PTPRN2 em
amostras de tumor primario do grupo CIM e do grupo CANI. Na figura A, andlise da expressdo por
imunohistoquimica avaliada por escores avaliados pelo patologista, em que observa-se apenas duas
amostras do grupo CANI com escore 3, enquanto na figura B ha a quantificagdo da expressdo pelo
Histo-escore (B) e andlise da quantificacdo pelo método da deconvolugdo (C). Nenhum grupo teve
expressao significativamente maior em relagdo ao outro.
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6.5 Avaliacao da expressio de PTPRN2 em tumores primarios por
imunofluorescéncia

Ja na Figura 20A estd a representacdo em fotomicrografia da expressdo de
PTPRN2 em amostras de tumor primdrio para os carcinomas inflamatérios e nao
inflamatérios da mama. A avaliagdo de PTPRN2 pela técnica de imunofluorescéncia seguiu o
mesmo padrdo de coloragdo quanto a expressao nao diferencial entre as amostras de tumor
primario nos grupos estudados. A Figura 20B traz um grafico representando a expressdo de
PTPRN2 sem variagdo significativa entre os grupos (p>0,05). O percentual minimo da area
fluorescente de PTPRN2 para o grupo CIM foi 0,59% e o maximo foi de 166,4%, para o
grupo CANI foi de 3,16% e o maximo foi de 173,4. A média de expressao intergrupal foi bem
similar (38,3£38,9 para CIM; 42,0+42,5 para CANI). Contudo, evidenciamos altos
expressores de PTPRN2 pertencentes as amostras com HER2 amplificado para CIM e luminal

para CANI, consolidando os achados nos outros métodos de andlise supracitados.
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Figura 20 — Expressio de PTPRN2 de acordo com a imunofluorescéncia em
Carcinoma Inflamatorio e Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama em amostras de
Tumor Primario
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama).
DAPI é um corante de nucleos celulares, MERGE ¢ a sobreposi¢do das imagens com DAPI e a proteina
do estudo. A figura A mostra a area fluorescente do grupo CIM e CANI, enquanto a figura B mostra a
distribui¢@o do percentual da area fluorescente do marcador de PTPRN2 nos 33 pacientes. Cada ponto
representa o percentual de cada paciente. A linha pontilhada do meio indica a mediana (cut-off) das
amostras analisadas. a) O percentual minimo da area fluorescente de PTPRN2 para o grupo CIM foi
0,59% e o méaximo foi de 166,4%, para o grupo CANI foi de 3,16% e o méaximo foi de 173,4.
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Para classificar as amostras de tumor primario em alta e baixa expressdo através
do Histoescore, o cut-off foi estabelecido a partir da mediana entre os histoescores, sendo
determinado em torno de 50. Portanto, todas as amostras de tumor primario que fossem
menores ou iguais a 50 foram consideradas com baixa expressao (Low) e amostras acima de
50 consideradas com alta (High) expressao (Tabela 8). No grupo CIM, mais amostras
(61,11%) foram classificadas Low (do Inglés, baixo), enquanto no grupo CANI mais da
metade (53,33%) foram classificadas em High (do Inglés, alto). Mas ndo foi possivel ser
observada diferenca significativa entre os mesmos (p>0,05). Além disso, na Tabela 9 contém
as amostras em ambos os grupos classificadas em baixa e alta expressio de PTPRN2
correlacionadas com caracteristicas clinico-patoldgicas. Entretanto, nao foi possivel
estabelecer nenhum perfil de relagdo entre alta e baixa expressao de PTPRN2 entre as

variaveis estudadas.

Tabela 8 — Intervalo do Histoescore da imunomarcagao para PTPRN2 no Carcinoma
Inflamatoério e Carcinoma Nao Inflamatério somente amostras de Tumor Primario

Histoescores Classificacao de expressao CIM CANI p-valor
0-50 LOW 11(61,11%) 7 (46,67%) 0,493
51-210 HIGH 7 (38,89%) 8 (53,33%)

Total 18 (100%) 15 (100%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatorio da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama).
*Teste qui-quadrado



Tabela 9 — Associacdo da alta e baixa expressdo por histoescore para PTPRN2 no Carcinoma Inflamatério e Nao Inflamatério da Mama com
parametros clinico-patologicos

Expressao de PTPRN2 Expressao de PTPRN2
CIM CANI
Total High Low p-Valor Total High Low

Variaveis 18 (100%) 7 (38,89%) 11 (61.11%) 15 (100%) 8 (53,33%) 7 (46,67%) p-Valor
Idade (anos)
<45 4 (22,2%) 2 (28,6%) 2 (18%) 0,9999 6 (40%) 2 (25%) 4 (57%) 0,3147
> 45 14 (77,8%) 5 (71,4%) 9 (82%) 9 (60%) 6 (75%) 3 (43%)
Raca
Parda 15 (83,3%) 6 (85,7%) 9 (82%) 0,9999 13 (86,66%) 8 (100%) 5 (711%) 0,2000
Branca 3 (16,7%) 1 (14,3%) 2 (18%) 2 (13,34%) 0 (0%) 2 (29%)
Histérico
Familiar
Sim 9 (50%) 4 (57,1%) 5 (44%) 0,6199 7 (46,7%) 3 (42,8%) 4 (57,2%) 0,5528
Nio 8 (44,4%) 2 (28,6%) 6 (85,7%) 7 (46,7%) 5 (71,4%) 2 (28,6%)
Nao informado 1 (5,6%) 1 (14,3%) 0 (0%) 1 (6,6%) 0 (0%) 1 (100%)
Estagio
I 12 (66,7%) 4 (57,1%) 8 (73%) 0,6267 8 (53,33%) 5 (62,5%) 3 (43%)
v 6 (33,3%) 3 (42,9%) 3 (27%) 7 (46,67%) 3 (37,5%) 4 (57%) 0,6193
Estadiamento N
NO 2 (11,1%) 2 (28,6%) 0 (0%) - 1 (6,67%) 1 (12,5%) 0 (0%) -
N1 3 (16,7%) 0 (0%) 3 (27%) 8 (53,33%) 5 (62,5%) 3 (43%)
N2 9 (50%) 4 (57,1%) 5 (46%) 3 (20%) 2 (25%) 1 (14%)
N3 4 (22,2%) 1 (14,3%) 3 (27%) 3 (20%) 0 (0%) 3 (43%)
Metastase
MO 12 (66,7%) 4 (57,1%) 8 (73%) 0,6267 7 (46,67%) 3 (37,5%) 4 (57%) 0,6193

M1 6 (33,3%) 3 (42,9%) 3 (27%) 8 (53,33%) 5 (62,5%) 3 (43%)
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Ademais, a associagdo da quantificacdo por deconvolugcdo da expressdo de
PTPRN2 com critérios clinico-patolégicos das pacientes do estudo também foi realizada.
Embora a Tabela 10 mostre que nao foi possivel alcancar uma correlacao significativa com
p<0,05 em nenhuma variavel clinico-patolégica do grupo CIM em comparagdo ao grupo
CANI, ¢ possivel observar uma ha uma tendéncia na associacdo da expressdo da proteina e
a auséncia de metastase (M0), uma vez que pacientes MO apresentaram tendéncia a uma
maior expressao de PTPRN2 em comparagao a pacientes com metastase (M1), sobretudo no
grupo CIM (105,9 + 48,1 vs. 49,8 £+ 34,0), ainda que o p=0,0646. Ao observar a expressao
proteica de PTPRN2 em tumores com auséncia de receptores hormonais, também pode-se
sugerir que tumores triplo negativo apresentaram uma tendéncia a expressao em maior
quantidade de PTPRN2, especialmente no grupo CANI (112,7 + 53,9 vs. 24,2 + 32,7), ainda
que o p=0,0583 seja um dado sem significancia estatistica. Esses achados sugerem possiveis
associagdes que merecem continuar sendo pauta em uma investigagdo com um grupo
amostral mais robusto.

Para avaliarmos a associacao da expressao de PTPRN2 por deconvolugdo como
preditor de resposta terapéutica e sua associagdo com fatores clinico-patologicos,
submetemos os dados de imuno-histoquimica a curva ROC. A estimativa do ponto de corte,
cut-off, para ser considerado alto expressor foi o valor de 65,0 (Figura 21), com uma

sensibilidade de 85% e especificidade de 60%.



Tabela 10 — Associa¢do da expressao de PTPRN2 por deconvolu¢do com critérios
clinicos-patologicos

Parametro Expressiao de PTPRN2 (%)
CIM CANI Valor de p
(N=18) (N=16)

Média + DP Média + DP
Idade
<45a 69,6+26,0 82,4+752 0,9363
>45a 94,44+54.0 103,4+53,7
Historico familiar
Sim 84,1+62,3 79,9+63.9
Nao 98,6+34,8 110,5+63,3 0,7097
Desconhecido 87,6+65,1 62,0+0
Obesidade
Nio (IMC <30 Kg/m2) 102,4+52.2 103,9+60,0 0,6476
Sim (IMC > 30 Kg/m2) 58,9+32.4 37,6+45,6
Estagio LN
Negativo 79,6+0,0 8,7+0,0 0,3231
Positivo 90,9+54,5 101,2+£58,8
Metastase
MO 105,9+48,1 105,8+31,8 0,0646
M1 49,8+34,0 85,6+£80,5
Receptor hormonal
RE- 79.4 + 16,6 62,9 + 49,7 0,3576
RE+ 93,4+ 57,1 116,4+61,5
RP- 76,9 + 14,5 62,1 +429 0,2822
RP+ 97,0+ 61,1 123,9+ 62,8
HER2
Negativo 95,6 £51,4 95,6 £75,3 0,3892
Positivo 479+11.3 93,8+22,0
Ki-67
Ki67 <20% 79,9 £ 30,1 86,5+ 47,6 0,9534
Ki67 > 20% 93,3+ 55,8 102,5+ 74,0
TN
Nao 90,9 £ 55,8 112,7+539 0,0583
Sim 872+70 242 +327

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
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Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama); RE
(Receptor de Estrégeno); RP (Receptor de Progesterona); HER2 (Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2);
LN (Linfonodal); IMC (Indice de Massa Corporal); TN (Triplo Negativo).
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Figura 21 — Curva ROC para estimativa de ponto de corte de expressao por
imuno-histoquimica como preditor de resposta terapéutica

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
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Legenda: A figura representa a curva ROC (Receive Operating Characteristic), que ajuda-nos a entender como
os nossos dados se comportam na relagdo entre sensibilidade e especificidade em diferentes pontos de corte
durante a classifica¢@o, permitindo-nos encontrar o ponto de corte ideal (cut-off) dentro do conjunto de dados. A
area sob a curva foi 0,735+0,065 (IC95% = 0,607-0,863) p=0,002 com cut-off de 65%.

Neste caso, consideraram-se os casos com valor menor ou igual a 65% com
baixa expressdo de PTPRN2, enquanto os casos com valores maiores de 65% foram tratados
como alta expressdo. Com isso, a Tabela 11, que contém as amostras em ambos 0s grupos
classificadas em baixa e alta expressdo de PTPRN2 correlacionadas com caracteristicas
clinico-patologicas foi estabelecida. Diante disso, foi observado que pacientes do grupo
CIM com auséncia de metastase (M0) apresentaram alta expressdao de PTPRN2 (*p-valor:
0,0474). Entretanto, nenhuma outra diferenca estatistica foi observada (p>0,05). O pequeno
N amostral somada a distribui¢dao na classificacdo das variaveis influenciou na dificuldade

de estabelecimento de resultados mais significativos.



Tabela 11 — Associagdo da alta e baixa expressdo da imunomarcagdo por deconvolugdo para PTPRN2 no Carcinoma Inflamatério e Nao

Inflamatorio da Mama com parametros clinico-patoldgicos

Expressao de PTPRN2 Expressio de PTPRN2
CIM CANI
Variaveis Total High Low p-Valor Total High Low p-Valor
18 (100%) 11 (61,11%) 7 (38,89%) 16 (100%) 12 (75%) 4 (25%)

Idade (anos)
<45 3 (16,67%) 2 (18,2%) 1 (14,3%) 0,6877 7 (43,75%) 4 (33,33%) 3 (75%) 0,2155
> 45 15 (83,33%) 9 (81,8%) 6 (85,7%) 9 (56,25%) 8 (66,67%) 1 (25%)
Raca
Parda 15 (83,33%) 10 (90,90%) 5 (71,43%) 0,5282 14 (87,5%) 11 (91,67%) 3 (75%) 0,4500
Branca 3 (16,67%) 1 (9,10%) 2 (28,57%) 2 (12,5%) 1 (8,33%) 1 (25%)
Historico
Familiar
Sim 8 (44,44%) 4 (36,36%) 4 (57,14%) 03118 8 (50%) 6 (50%) 2 (50%) -
Nao 7 (38,88%) 5 (45,45%) 2 (28,57%) 7 (43,75%) 6 (50%) 1 (25%)
Nao informado 3 (16,66%) 2 (18,18%) 1 (14,3%) 1 (6,25%) 0 (0%) 1 (25%)
Estagio
I 12 (66,67%) 7 (63,64%) 5 (71,43%) 9 (56,25%) 9 (75%) 0 (0%) -
v 6 (33,33%) 4 (36,36%) 2 (28,57%) 0,9999 7 (43,75%) 3 (25%) 4 (100%)
Estadiamento N
NO 1 (5,56%) 1 (9,10%) 0 (0%) - 1 (6,25%) 0 (0%) 1 (25%) -
NI 5 (27,78%) 4 (36,36%) 1 (14,28%) 8 (50%) 6 (50%) 2 (50%)
N2 9 (50%) 5 (45,45%) 4 (57,14%) 4 (25%) 3 (25%) 1 (25%)
N3 3 (16,66%) 1 (9,10%) 2 (28,57%) 3 (18,75%) 3 (25%) 0 (%)
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No mais, foi realizada a andlise de associacdo entre a expressao por
imunofluorescéncia de PTPRN2 com diferentes parametros clinico-patologicos (Tabela 12)
com amostras de tumor primario dentro dos diferentes grupos do estudo. Dentro da anélise,
foi possivel constatar diferenca significativa de expressao da proteina. Seguindo o mesmo
raciocinio de amostras com tendéncia significativa, poderiamos apontar pacientes com
positividade para linfonodos comprometidos (LN) com tendéncia a apresentar uma maior
expressao de PTPRN2 no grupo CIM (40,8 £ 30,4 vs. 1,1 + 0,0), mas hd um fator limitante ao
sugerir isso, pois o grupo de pacientes com negatividade para LN, ¢ composta de apenas 1
paciente.

Além disso, a Figura 22 faz uma representacdo entre a intensidade de expressao
entre os grupos. Assim, para classificar os pacientes em alta (high) e (low), a mediana de
expressao fluorescente entre os tumores foi utilizada, ficando em torno de 31,776. Dentro do
grupo CIM, a porcentagem de fluorescéncia mais baixa foi de 0,59% e a mais alta foi de
166,4%, ja no grupo CANI, a menor média porcentagem foi de 3,16% e a maior foi de
253,3%. Logo, a Tabela 13 foi desenvolvida para verificar a relagdo da intensidade de
expressdo de PTPRN2 com alguns critérios clinicos e patoldgicos. Entretanto, ndo foi
encontrada nenhuma relagdo positivamente significativa entre as pacientes. Adicionalmente,
algumas analises ficaram comprometidas pela quantidade insuficiente de pacientes dentro

de uma determinada subclassificagcdo intra-variaveis (-).
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Tabela 12 — Imunofluorescéncia para PTPRN2 no Cancer de Mama com as variagdes clinico-

patologicas

Parametro Expressio de PTPRN2 (%)
CIM CANI Valor de p
(N=18) (N=16)
Média + DP Média = DP
Idade
<45a 41,0£41,5 18,6 £ 15,6 0,2955
>45a 38,3+294 39,2+29.6
Historia Familiar
Sim 45,7+ 36,5 35,1+35,0
Nao 34,1 +26,6 31,0+ 18,8 0,7176
Desconhecido 29,2 +32,3 18,8 £0,0
Obesidade
Nao (IMC <30 Kg/m2) 42,3 +£33,8 35,1 £28,1
0,9117
Sim (IMC > 30 Kg/m2) 28,4+ 18,8 18,6 £19,9
Estagio LN
Negativo 1,1+£0,0 69,7+0,0
0,0650
Positivo 40,8 £ 30,4 30,2 £26,3
Metastase
MO 43,7+ 37,6 23,6222
0,3181
Ml 37,6 £30,3 39,4+294
Receptor hormonal
ER- 43,6 £51,1 32,8+ 164
0,7877
ER+ 37,2+233 32,0+344
PR- 39,8+424 30,0+ 18,4 0,7726
PR+ 38,2+ 24,8 342 +335
HER2
Negativo 35,8+29,2 32,2+31,0 0,2790
Positivo 65,3+459 32,7+19,7
Ki-67
Ki67 <20% 50,7 +24,0 43,2 +35,9 0,9284
Ki67 > 20% 34,8 +32,6 25,4+ 18,5
TNBC
Nao 41,0+ 27,1 34,2 +289 0,9902
Sim 30,1 +£47,5 23,0+ 16,3
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama); RE
(Receptor de Estrogeno); RP (Receptor de Progesterona); HER2 (Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2);
LN (Linfonodal); IMC (indice de Massa Corporal); TN (Triplo Negativo).

Figura 22 — Fotomicrografias analisadas por imunofluorescéncia da imunoexpressao de
PTPRN2 em Carcinoma Inflamatdrio

DAPI PTPRN2 MERGE

("HIGH

CANI <

LLLOW

¢ HIGH

CIM <

L LOW

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: Fotomicrografias representativas da alta e baixa expressdo de PTPRN2 em amostras de tumor primario
no grupo CIM. Todas as andlises de imagem foram executadas utilizando o microscopio de imunofluorescéncia
Cytation do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos. DAPI — Marcador de nucleo; RED —
vermelho em inglés, marcador da proteina; MERGE — Co-marcagdo do DAPI e proteina PTPRN2. CIM
(Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama). High (alta expressdo); Low
(baixa expressdo).



Tabela 13 — Associagdo da alta e baixa expressdo da imunomarcagdo por imunofluorescéncia para PTPRN2 no Carcinoma Inflamatério e Nao
Inflamatorio da Mama com parametros clinico-patoldgicos

Expressio de PTPRN2 Expressao de PTPRN2
CIM CANI
Variaveis Total High Low p-Valor  Total High Low p-Valor
17 (100%) 9 (52,94%) 8 (47,06%) 16 (100%) 6 (%) 10 (%)

Idade (anos)
<45 3 (17,6%) 2 (22,2%) 1 (12,5%) 0,9999 7 (43,7%) 2 (33,3%) 5 (50%) 0,6329
>45 14 (82,4%) 7 (77,8%) 7 (87,5%) 9 (56,3%) 4 (66,7%) 5 (50%)
Raca
Parda 14 (82,4%) 8 (88,9%) 6 (75%) 0,5765 14 (87,5%) 5 (83,3%) 9 (90%) 0,9999
Branca 3 (17,6%) 1 (11,1%) 2 (25%) 2 (12,5%) 1 (16,7%) 1 (10%)
Histérico Familiar
Sim 8 (47%) 5 (55,6%) 3 (37,5%) 0,6193 8 (50%) 3 (50%) 5 (50%) 0,9999
Nao 7 (41,2%) 3 (33,3%) 4 (50%) 7 (43,8%) 3 (50%) 4 (40%)
Nao informado 2 (11,8%) 1 (11,1%) 1 (12,5%) 1 (6,2%) 0 (0%) 1 (10%)
Estagio
I 11 (64,7%) 7 (77,8%) 4 (50%) 0,3348 9 (56,2%) 4 (66,7%) 5 (50%) 0,6329
v 6 (35,3%) 2 (22,2%) 4 (50%) 7 (43,8%) 2 (33,3%) 5 (50%)
Estadiamento N
NO 1 (6%) 0 (0%) 1 (12,5%) - 1 (6,2%) 1 (16,7%) 0 (0%) -
NI 4 (23,5%) 3 (33,3%) 1 (12,5%) 8 (50%) 2 (33,3%) 6 (60%)
N2 8 (47%) 2 (22,2%) 6 (75%) 4 (25%) 2 (33,3%) 2 (20%)

N3 4 (23,5%) 4 (44,5%) 0 (0%) 3 (18,8%) 1 (16,7%) 2 (20%)



Metastase
MO
Ml

Indice de proliferacio
ki67

<20%

>20%

Quimioterapia
Neoadjuvante
AC-T

AC

Outros

Resposta clinica
Remissdo

Obito

NA

13 (76,5%)
4(23,5%)

4(23,5%)
13 (76,5%)

13 (76,5%)
2 (11,8%)
2 (11,8%)

6 (35,2%)
10 (58,8%)
1 (6%)

7 (77,8%)
2 (22,2%)

3 (33,3%)
6 (66,6%)

8 (88,9%)
1 (11,1%)
0 (0%)

5 (55,5%)
4 (44,5%)
0 (0%)

6 (75%)
2 (25%)

1 (12,5%)
7 (87,5%)

5 (62,8%)
1 (12,5%)
2 (25%)

1 (12,5%)
6 (75%)
1 (12,5%)

0,9999

0,5765

0,1451

9 (56,2%)
7 (43,8%)

7 (43,8%)
9 (56,2%)

12 (%)
2 (%)
2 (%)

4 (25%)
9 (56,2%)
3 (18,8%)

4 (66,7%)
2 (33,3%)

3 (50%)
3 (50%)

4 (66,7%)
0 (0%)
2 (33,3%)

1 (16,7%)
4 (66,6%)
1 (16,7%)

5 (50%)
5 (50%)

4 (40%)
6 (60%)

8 (80%)
2 (20%)
0 (0%)

3 (30%)
5 (50%)
2 (20%)

90

0,6329

0,9999

0,9999




91

Na Figura 23 foi realizada a avaliacdo da expressdo de PTPRN2 em amostras de
tumor primario classificadas a partir subtipo molecular a por meio dos escores (Figura A), do
percentual de fluorescéncia (Figura B) e de deconvolugao (Figura C) podendo constatar que
nao houve diferenca significativa (p>0,05). Entretanto, observa-se uma tendéncia de amostras

com subtipo luminal apresentando maior expressao proteica, sobretudo na figura C.

Figura 23 — Avaliacdo da expressdo de PTPRN2 em amostras de tumor primario
classificadas por subtipo molecular
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
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Legenda: Graficos com a expressdo de PTPRN2 em amostras de tumor primario dos grupos CIM e CANI
classificadas por seu subtipo molecular. Ainda que ndo tenha gerado dados com diferenca estatistica,
observa-se que pacientes com subtipo luminal estdo expressando a proteina em maior intensidade. No
grafico C, somente constam 2 amostras de CIM com subtipo triplo negativo, pois a imagem durante a
quantificacdo por deconvolugdo ficou comprometida. CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI
(Carcinoma Nao Inflamatdrio da Mama). HER2 (Receptor Epidérmico Humano 2); TN (Triplo Negativo).

6.6 Avaliacao da curva de sobrevida
Na avaliagdo da curva de sobrevida global (Figura 24) entre pacientes com
carcinoma inflamatério e nao inflamatorio, ndo foi evidenciada diferenga significativa
(p=0,5632).

Figura 24 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global de pacientes com Carcinoma
Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama (CANI)
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenca na sobrevida global de dez anos nos
grupos de cancer de mama inflamatorio e ndo inflamatério de pacientes que apresentam expressdo de
PTPRN2. O valor P foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier.

Analise de Kaplan-Meier *log-rank p-valor: 0,5632. CIM= 18, CANI=16. (CIM (Carcinoma Inflamatério
da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatorio da Mama).

As curvas de sobrevida estratificadas de acordo com a alta ou baixa expressao de
PTPRN2 sao apresentadas na Figura 25. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre
elas (CIM e PTPRN2 (p=0,6450); para CANI e PTPRN2 (p=0,0962)). Porém, enquanto no
grupo CIM, pacientes com maior expressdo (high) de PTPRN2 apresentaram maior
frequéncia de obito, no grupo CANI, quem tinha a menor expressao (low) de PTPRN2 ¢ que

apresentaram maior frequéncia de obitos.
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Figura 25 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global de pacientes com Carcinoma
Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Nao Inflamatério da Mama (CANI) relacionando
a expressao de proteina PTPRN2
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenga na sobrevida global de dez anos nos
subgrupos de cancer de mama inflamatorio e ndo inflamatorio de pacientes que apresentam expressao alta
ou baixa expressao de PTPRN2. O valor P foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier.
Analise de Kaplan-Meier para CIM e PTPRN2 (p=0,6450); para CANI e PTPRN2 (p=0,0962). CIM= 18,
CANI=16. (CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama).
HIGH: alta expressdo. LOW: baixa expressao.

Na andlise de sobrevida com relacdo aos subtipos moleculares (Figura 26) em
ambos os grupos, percebe-se que as pacientes do grupo CIM (A) com tumores luminais

apresentaram uma melhor sobrevida, embora nao tenha sido detectada uma diferenga
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significativa entre os subtipos. J4 no grupo CANI, na avaliagdo por log-rank for trend
houve significancia (*p= 0,0457) ao compararmos o pior desfecho das pacientes com

tumores triplo-negativo em relagdo ao desfecho das pacientes com tumores luminais.

Figura 26 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida das pacientes com Carcinoma Inflamatdrio
da Mama (CIM) e Carcinoma Nao Inflamatério da Mama (CANI) relacionando aos subtipos
moleculares
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenga na sobrevida global de dez anos em
ambos os grupos divididos por subtipo molecular. O valor P foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de
Kaplan-Meier. Analise de Kaplan-Meier para CIM e PTPRN2 (p=0,0977); para CANI e PTPRN2
(*p=0,0457). CIM= 18, CANI=16. (CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao
Inflamatoério da Mama). HIGH: alta expressdo. LOW: baixa expressdo. *log-rank for trend (p- valor):
0,0457. HER2 (Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2). TN (Triplo Negativo).
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6.7 Expressio da PTPRN2 em tumores de mama triplo negativo em estagio inicial

Mediante a auséncia de diferenca de expressao de PTPRN2 entre os grupos com
tumores avangados inflamatério e nao inflamatorio, foi investigado se essa expressao seria
diferencial em amostras de pacientes em estdgio inicial (de acordo com o estadiamento TNM,
foram considerados os T1 e T2), com tumores menos avangados, mas também agressivo. Para
isso foi incluido uma nova coorte com amostras de tumor primario de 23 pacientes com
Cancer de Mama Triplo Negativo nao inflamatério em estagio inicial (I e II) atendidas no
Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), de 2012 a
2020. As pacientes tinham em média 53 anos de idade.

Adicionalmente, a técnica de imunohistoquimica para PTPRN2 foi realizada e
executadas as devidas andlises: andlise cega por escores pelo patologista, histoescores e
deconvolugdo, obtendo os resultados das figuras abaixo. Assim, as andlises revelaram uma
expressao de PTPRN2 significativamente diferencial em amostras de pacientes em estagio
inicial em comparagdo aos pacientes com carcinoma inflamatoria pelos escores (p=0,0014)
na Figura 27A e pelo histoescore (p=0,0028) na Figura 27B, indicando que hd uma relacao
entre a expressao de PTPRN2 e estdgios mais iniciais do cancer de mama. Entretanto na
Figura 27C, ndo foi evidenciada diferenca de expressdo de PTPRN2 pelo método de
deconvolugdo. Na Figura 28 esta representada uma marca¢cdo moderada (escore 2) e intensa
(escore 3) nas amostras de tumores triplo negativo do grupo em estdgio inicial. Foram
selecionadas as imagens que melhor representaram os achados obtidos por meio das analises
realizadas. A maioria das amostras apresentaram escores 2 € 3, enquanto nenhuma amostra

apresentou auséncia de marcagao para PTPRN2 nesse grupo.
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Figura 27 — Quantificacao da expressao de PTPRN2 por imunohistoquimica com amostras
de tumor primdrio de pacientes com Carcinoma Inflamatorio da Mama e em estagio clinico
menos avanc¢ado
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: Analise da expressdo da proteina PTPRN2 em amostras de pacientes em estadiamento 1 e 2
por imunohistoquimica avaliada por escores avaliados pelo patologista (A), quantificagdo da
expressdo pelo Histo-escore (B) e por deconvolugdo (C). As amostras de tumor primario no grupo em
estagio inicial foram significativamente maiores em relagdo as amostras de pacientes com carcinoma



inflamatoério, com significancia (**p-valor: 0,0014) quando avaliadas pelo escore, quando avaliadas
pelo histoescore (**p-valor: 0,0028), exceto pela deconvolugdo (p-valor>0,05). TP: tumor primario;
TA: tecido adjacente. As figuras mostram a distribuigdo dos escores, do intervalo de histoescore e
percentual de area marcada do marcador PTPRN2 nos 18 pacientes do grupo CIM.

Figura 28 — Expressdao moderada e intensa da proteina PTPRN2 em amostras
de Cancer de Mama Triplo Negativo de pacientes em estagio inicial

Fonte: Dados da pesquisa (2025)
Legenda: A figura mostra quatro campos de tumor de mama triplo negativo em diferentes aumentos
(200x e 400x). Em ambos os tecidos tumorais ha blocos de células neoplasicas expressando PTPRN2
no citoplasma com coloragao intensa (escore 3) em ambos 0s casos.
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6.8 Avaliacdo de macrofagos por imunofluorescéncia

Na imunofluorescéncia para identificar a infiltragdo de macrofago, marcadas pelo
CD68, a analise fenotipica mostrou uma infiltragdo consideravelmente maior em amostras de
pacientes com CIM em referéncia ao CANI, podendo ser expressamente percebido na Figura
29A, em que ¢ demonstrada uma diferenca no padrao de expressao de CD68. Ao investigar a
infiltragdo a partir da quantificagdo do percentual de fluorescéncia na Figura 29B,
estabeleceu-se uma expressao diferencial com significancia nas amostras de CIM. Diante
disso, as amostras de CIM apresentaram maior expressdo de CD68, sobretudo na amostra da
paciente com subtipo molecular triplo negativo, em que a proteina CD68 foi ainda mais
expressa (representada pelo ponto verde na Figura 29B).

Na associagdo do CD68 com parametros clinico-patologico das pacientes
sujeitados ao teste estatistico (Tabela 14), os pacientes com CIM apresentaram padrdes
comparaveis de idade, histérico familiar, obesidade, envolvimento linfonodal, metéstase e
niveis de expressdo de receptor de estrogeno, receptor de progesterona e KI-67 acima de 20%
com p > 0,05 versus pacientes com CANI. Na segmentacdo dos dados de imunoexpressao
com aspectos clinicos-patolégicos, uma associagdo significativa foi vista em pacientes CIM
com expressao de HER2 amplificado (107,0 = 137,5) versus amostras negativas para HER2
do mesmo grupo (30.9 +44.9) e grupo CANI [F(1,41)= 4,531, p=0,0394].
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Figura 29 — Expressao diferencial da proteina CD68 em amostras de CIM e CANI
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama). Todas
as analises de imagem foram executadas utilizando o microscopio de imunofluorescéncia Cytation do
Nucleo de Pesquisa € Desenvolvimento de Medicamentos. DAPI — Marcador de nucleo; RED — vermelho
em inglés, marcador da proteina; MERGE — Co-marcagdo do DAPI e proteina PTPRN2. Os valores sdo
expressos como médias = DP. Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. A significancia
estatistica foi estabelecida em ** p < 0,01. Os pontos verdes representam a expressao em tumores TN.



Tabela 14 — Associacao da expressao IF de CD68 com parametros clinico-patologicos

Expressao de CD68 (%)
Parametro M CANI
(N=18) (N=17) Valor de p
Média + DP Média + DP
Idade
<45a 55,7+76,1 8.7+6.7 0.3555
> 45a 30,5+47,2 994123
Historico familiar
Nao 19.1+23.3 5.1+3.6 0.5491
Sim 55,9+73,3 10.3+£5.9
Desconhecido 26.1+0.0 11.0+£15.2
Obesidade
Nao (IMC <30 Kg/m2) 43,9+62,6 10.5+12.1 0.5310
Sim (IMC > 30 Kg/m2) 19,4+24,8 4.8+4.1
Estagio LN
Negativo 6.1£2.2 10.9+0.0 0.5218
Positivo 38,94+56,0 9.5£11.0
Metastase
MO 41,4+64,8 6.9£6.0 0.4547
M1 26,8+£27,1 11.8+13.4
Receptor hormonal
ER- 61,1+ 68,7 8,7+6,7 0.1999
ER+ 272+472 9,9+123
PR- 55,5+ 66,8 10,7+5,1 0.3246
PR+ 27,8 +£47,8 8,8+ 134
HER2
Negativo 30,9 +449 10,1 £11,5 0.0394*
Positivo 107,0 £ 137,5 7.5+7,7
Ki-67
Ki67 <20% 27,0£289 16,0+ 15,0 0.4640
Ki67 > 20% 38,5+ 593 6,1 £5,6
TN
Nao 28,6 + 44,6 9,1+11,5 0.1648
Sim 79,1 £ 89,2 125+44

100
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama); RE
(Receptor de Estrogeno); RP (Receptor de Progesterona); HER2 (Fator de Crescimento Epidérmico
Humano 2); LN (Linfonodal); IMC (indice de Massa Corporal); TN (Triplo Negativo).

As curvas de sobrevida estratificadas de acordo com a alta ou baixa
infiltracdo de macrdéfagos sdo apresentadas na Figura 30. Contudo, ndo foi

possivel constatar diferenca significativa entre elas, pois p>0,05.

Figura 30 — Avaliagdo da curva de sobrevida em associagdo a proteina CD68 em
amostras de CIM e CANI

A ]

) 100 —— CIM HIGH
i} ] — CIM LOW
= ]

- i
o i
3 50
u') -
2 i
0 ] | 1 | 1 1
0 2 4 6 8 10
Tempo (anos)
B)
1003 —— CANIHIGH
3 —— CANI LOW
= ]
o ]
> i
o ] —
5 507 i
A ]
=S i
0- | | | | 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (anos)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo hé diferenca na sobrevida de pacientes com alta ou
baixa expressdo de macrofagos. O valor P foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier.
Analise de Kaplan-Meier para CIM e CD68 (p=0,4371); para CANI e CD34 (p=0,8900). CIM= 18,
CANI=16. (CIM (Carcinoma Inflamatorio da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da Mama).
High: alta expressao. Low: baixa expressao.
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6.9 Avaliacio de células endoteliais por imunofluorescéncia

A analise da presenca de células endoteliais foi realizada pela imunofluorescéncia
para CD34, a analise fenotipica exibiu uma expressao de PTPRN2 significativamente maior
em amostras de tumor primario de pacientes com CIM em relagdo ao CANI, podendo ser
notadamente observada nas fotomicrografias abaixo (Figura 31A), em que um campo
parecido com relagcdo ao numero de células em ambos os grupos demonstra a clara diferencga
no padrdo de expressdo de CD34. Na avaliacdo da expressdo a partir do percentual de area
marcada nos campos, estabeleceu-se uma expressdo diferencial nas amostras de CIM,
comprovando que a proteina CD34 estd em maior abundancia no grupo CIM comparado ao
CANI, sobretudo na amostra da paciente com subtipo molecular triplo negativo, em que a
proteina CD34 foi ainda mais expressa (representada pelo ponto verde na Figura 31B).

Na associa¢do do CD34 com dados clinico-patolégico das pacientes submetidos
ao teste estatistico (Tabela 15), os pacientes com CIM apresentaram padrdes comparaveis de
obesidade, envolvimento linfonodal, metastase e niveis de expressao de receptor de estrégeno,
receptor de progesterona, HER2 e KI-67 acima de 20% com p > 0,05 versus pacientes com
CANI. Na estratificagdo dos dados de imunoexpressdo com aspectos clinicos-patologicos,
uma correlacdo significativa foi vista em pacientes com expressdo negativa de receptor de
estrogeno (64,1 + 88,3) versus amostras positivas do mesmo grupo (11,4 £ 10,3) e grupo
CANI (5,4 = 4,5). [F(1,29)= 6,938, p=0,0134].

Ademais, o mesmo padrdo de significancia foi encontrado em amostras com
subtipo molecular triplo negativo do grupo CIM, (166,0 = 0,0) quando comparadas com
amostras TN do grupo CANI (10,4 + 2,1) [F(1,29)= 2,629, p=0,0001].



Figura 31 — Expressao diferencial da proteina CD34 em amostras de CIM e CANI
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Niao Inflamatorio da Mama). Todas
as analises de imagem foram executadas utilizando o microscopio de imunofluorescéncia Cytation do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos. DAPI — Marcador de nucleo; RED — vermelho
em inglés, marcador da proteina; MERGE — Co-marcagdo do DAPI e proteina PTPRN2. Os valores sdo
expressos como médias + DP. Os dados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. A significancia
estatistica foi estabelecida em * p < 0,05. Os pontos verdes representam a expressao em tumores TNBC.
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Tabela 15 — Associagdo da expressao IF de CD34 com parametros clinico-patologicos

Expressiao de CD34 (%)
Parametro ™M CAN Valor de
(N=17) (N=16)
Média + DP Média + DP P

Idade
<45a 17.2+1.0 4.0+5.1 0.9332
=45 21,5+42,8 6.345.1
Histéria familiar
Nao 11.3+12.1 5.1+4.6 0.5125
Sim 35,2+58.2 5.5+3.0
Desconhecido 7,9+1,6 5.5+7.0
Obesidade
Nao (IMC <30 Kg/m2) 26.1+45.2 5.1+£5.2 0.4147
Sim (IMC > 30 Kg/m2) 7.8+6.4 8.8+4.4
Estagio LN
Negativo 9.0+0.0 8,8+0,0 0.7041
Positivo 21,5+39,7 5.2+5.1
Metastase
MO 12.6£11.7 3.7£2.2 0.6848
M1 24.1+45.5 6.0+£5.6
Receptor hormonal
ER- 64,1+ 883 54+45 0,0134*
ER+ 11,4+10,3 55+5,6
PR- 49,1+ 78,2 6,7+6,7 0.0927
PR+ 12,0+ 104 4,4+34
HER2
Negativo 21,8 +41,1 6,1 £56 0.8107
Positivo 12,6 £5,1 3,5+2,1
Ki-67
Ki67 <20% 11,3+134 34+3,0 0.6857
Ki67 > 20% 23,6 43,6 6,7+5,7
TN
Nao 11,6 £9,7 4,7+49 0,0001*

Sim 166,0 £ 0,0 10,4+2,1
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Néo Inflamatorio da Mama); RE
(Receptor de Estrogeno); RP (Receptor de Progesterona); HER2 (Fator de Crescimento Epidérmico
Humano 2); LN (Linfonodal); IMC (indice de Massa Corporal); TN (Triplo Negativo).

As curvas de sobrevida estratificadas de acordo com a alta ou baixa expressao de
CD34 sdo apresentadas na Figura 32. Contudo, ndo foi possivel constatar diferenca
significativa entre elas, pois p>0,05.

Figura 32 — Curvas de sobrevida em associacdo a presenca de proteina CD34 em
amostras de CIM e CANI
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenca na sobrevida de pacientes com alta ou
baixa expressdo de células endoteliais. O valor P foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de
Kaplan-Meier. Analise de Kaplan-Meier para CIM e CD34 (p=0,3793); para CANI e CD34 (p=0,7739).
CIM= 18, CANI=16. (CIM (Carcinoma Inflamatério da Mama); CANI (Carcinoma Nao Inflamatério da
Mama). High: alta expressdo. Low: baixa expressao.
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6.10 Avaliacdo da correlacio de Spearman entre PTPRN2, macréfagos e células
endoteliais

Adicionalmente, para visualizar a interacdo entre as proteinas PTPRN2, CD68 e
CD34 foi realizada analise de correlacdo sem classificar as pacientes com diagnostico de
carcinoma inflamatorio e ndo inflamatorio da mama. Assim, no resultado entre PTPRN2 e
CD68 (Figura 33A), foi observada uma correlagdo negativa e significativa (r: -0,3845;
p=0,0188), indicando que ha uma relacdo inversamente proporcional entre a expressdo de
PTPRN2 e niveis de macréfagos (CD68). Destacando que quanto mais macréfagos sao
expressos, mais a PTPRN2 se ausenta. Entretanto na Figura 33B, ndo foi evidenciada
diferenga entre PTPRN2 e CD34 (p>0,05). Por sua vez, na Figura 33C houve correlacdao
positiva entre os niveis de macrofagos e de células endoteliais (CD34) (r=0,4113; p=0,0127).
Ou seja, conforme a expressio de macréfagos aumenta, mais células endoteliais sdo

expressas. Uma tabela resumindo os achados foi elaborada (Tabela 16).

Tabela 16 — Resumo da correlagdo entre as proteinas

CORRELACAO RESULTADO ANALISE
PTPRN2 vs. macrofagos Correlagdo negativa e Quanto maior a expressao de
(CD68) significativa macrofagos, menor a expressao de

(r=-0,3845; p=0,0188) PTPRN2

PTPRN2 vs. células Correlacdo fraca e ndo Necessita de mais estudo
endoteliais (CD34) significativa

(r=-0,2327; p=0,1720)
Macroéfagos vs. células Correlagdo positiva e Quanto mais macréfagos, mais
endoteliais significativa células endoteliais, mais vasos

(r=0,4113; p=0,0127)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
Legenda: Tabela resumindo a correlagdo encontrada entre as proteinas PTPRN2, CD68 e CD34 com
resultado e interpretacdo dos dados.
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Figura 33 — Coeficiente de correlacao de Spearman entre PTPRN2, CD68 ¢ CD34
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

Legenda: A anélise de correlagdo de Spearman foi utilizada para comparar a relagdo das proteinas dentro
do estudo. Na figura A mostra que quanto mais macrofagos (CD68) sdo expressos no microambiente
tumoral, menos PTPRN2 se expressa (r: -0,3845; p=0,0188). No entanto, ndo foi possivel estabelecer
correlagdo significativa entre PTPRN2 e células endoteliais (CD34), pois p>0,05 na figura B.
Adicionalmente, foi possivel destacar correlagdo positiva (r=0,4113; p=0,0127) entre CD68 ¢ CD34,
confirmando que as células endoteliais acompanham o aumento de macrofagos na evolugdo do tumor.
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7. DISCUSSAO

Na presente pesquisa foram analisados e mensurados dados de imunoexpressao
das proteinas PTPRN2 em tecidos bioldgicos de tumor e tecido adjacente ao tumor obtidas de
pacientes com Carcinoma Inflamatério da Mama e de pacientes com Carcinoma Nao
Inflamatorio da Mama tratadas em uma institui¢do de referéncia no cancer do Estado do
Ceara, além de pacientes com cancer triplo negativo em estagio inicial. Partiu-se do
pressuposto de que esses marcadores estariam aumentados em termo de expressdo nas
amostras de tumor primario de CIM, auxiliando seu curso clinico agressivo. Além disso, a
PTPRN2 ainda ndo havia sido estudada no Carcinoma Inflamatorio da Mama, o que torna
esse estudo, inovador. A PTPRN2 ¢ uma proteina transmembrana envolvida na regulagdo e
liberagao de insulina que tem despertado curiosidade como um possivel biomarcador nos
canceres em geral, como cancer de mama, cancer colorretal e cancer de prostata.

Adicionalmente, analisamos a infiltracdo de macréfagos e células endoteliais no
microambiente tumoral desses tumores avangados de mama. Enquanto a glicoproteina CD68,
marcador potencial de macrofagos MO e a proteina CD34, marcador de células endoteliais ja
tém sido bastante documentadas no MAT com impacto positivo na progressao tumoral em
diversas neoplasias, a PTPRN2 ndo foi estudada no curso do carcinoma inflamatorio, o que
torna esse estudo, inovador.

Os dados de expressdo obtidos foram associados com propriedades clinico-
patoldgicas, como invasdo linfonodal, disseminagdo metastatica, presenca de acometimento
linfovascular, indice proliferativo de células, grau histoldgico, assim como varidveis clinicas
importantes, das quais idade, indice de massa corporal, status atual e historico familiar
também foram incluidas. Sendo todas essas caracteristicas de extrema importancia, uma vez
que sdo usadas para determinar o progndstico, direcionar o tratamento e individualizar a
terapia oncoldgica, além de prever a progressdao da doenga, o comportamento do tumor, o
risco de recidiva e a sobrevida global (Barzaman et al., 2020; Nolan et al., 2023).

O estudo incorporou amostras em H&E (Hematoxilina e Eosina) de tumor
primario e tecido peritumoral de pacientes com carcinoma inflamatério. Enquanto o tumor
apresentava um perfil exacerbado de células neoplasicas gigantes com nucleos em diferentes
morfologias, além de uma arquitetura que contribui na formacdo de novos vasos, o tecido
adjacente ao tumor apresentava muita gordura, estroma e auséncia de células cancerigenas. A
andlise histopatologica das nossas amostras corroboram dados da literatura que também

trazem esse perfil de células alteradas incapazes de seguir o padrdo histologico mamario



109

normal, ou seja, em multiplicacdo desordenada, tornando o ambiente tumoral ainda mais
hipdxico, afetando a forma como as células neoplasicas se comportam (Dekker et al., 2022),
assim como blocos de células em necrose contribuindo para formagdo exacerbada de novos
capilares (Colpaert et al., 2003). Essas caracteristicas histopatoldgicas apresentadas nesse
estudo corroboram outros trabalhos com amostras teciduais com o mesmo perfil histologico,
induzindo estudiosos a pensarem que as células do carcinoma inflamatério apresentam
caracteristicas Unicas capazes de torna-lo um cancer totalmente peculiar e agressivo (Menta ef
al., 2018).

Com relagdo a presenca de émbolos, nossos resultados evidenciaram essas
alteragdes inflamatdrias expressas na pele da mama das pacientes com CIM. Embora nio seja
um sinal patognomodnico do carcinoma inflamatorio, hd nessas pacientes uma extensa area
linfatica dérmica apresentando émbolos tumorais, como representada nas fotomicrografias no
estudo. Essas alteragdes provém da invasdo linfatica dérmica, uma vez que os émbolos
tumorais invadem os espagos linfovasculares dérmicos e os ocupam, obstruindo-os (Kubota et
al., 2016). As células que formam os émbolos costumam ter um alto grau nuclear com um
fenotipo ductal (Rosen, 2001). H4 estudo sugerindo que sua génese esteja associada a
demasiada expressao de Caderina-E hiperativando o eixo Caderina-E / a,B-cateninas, que €
um eixo de adesdo esquematico associado ao citoesqueleto de actina, e que € o aumento de
expressdao da Caderina-E no CIM corrobora com a presenca de émbolos linfatico dérmicos
(Tomlinson et al., 2001), nessa etapa da progressdo tumoral, pois as células tumorais
agrupadas em &€mbolos que infiltram os vasos sobrevivem mais que as células infiltrantes
i1soladas (Fouad et al., 2017).

Partindo para a avaliagdo das técnicas na busca de possiveis biomarcadores
prognosticos, a expressdo de PTPRN2 por imuno-histoquimica apresentou um perfil de
expressdo quase que exclusivamente nas células tumorais com uma localizagdo
predominantemente citoplasmatica. Esse achado corrobora estudos anteriores que
demonstraram esse mesmo padrao de imunoexpressao nos tecidos neoplasicos (Sorokin et al.,
2015). Os dados da imuno-histoquimica foram analisados por trés métodos distintos: analise
qualitativa por meio da grada¢do de marcagdo pela intensidade de colora¢do por escore
analisados pelo patologista; possibilitando realizar a contagem por histoescore ponderado e
pelo método de quantificagdo de drea marcada por deconvolugdo de imagens.

Nossos achados apresentaram uma diferenga significativa na expressdo de
PTPRN2 nas amostras teciduais de tumor e tecido adjacente, assim, foi possivel perceber que

80% das amostras de tecido adjacente obtiveram escore 0, significando auséncia de marcacao,
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diferentemente do tumor primario, que a intensidade de expressdo foi observada em mais
exemplares (p=0,0277). Na comparagdo por histoescore, foi possivel perceber um perfil de
significancia de expressdo do tumor em relacdo ao tecido peritumoral com p=0,0157. Na
comparagao por deconvolucao, foi possivel estabelecer diferenga significativa entre TP e TA
(p=0,0012) nas amostras de carcinoma inflamatdrio. Assim como na apresentagdo dos dados a
partir da imunofluorescéncia, que validou os resultados no tumor primario (p=0,0016). Esses
achados corroboram dados da literatura que apontam para um perfil de expressao aumentado
ou retido ao tecido tumoral (Sorokin ef al., 2015; Yin; Guo, 2021).

Adicionalmente, pode-se comparar com dados de um grupo parceiro da UNIFESP
que trabalha com carcinoma inflamatorio da mama, que obteve em seus resultados um perfil
diferencial de metilagdo do DNA em amostras de tumor primario com relagao a amostras de
tecido adjacente das mesmas pacientes (Faldoni et al., 2024). Os dados mostraram que
amostras tumorais de CIM apresentaram um grande nimero de alteragdes epigenéticas, com
mais hipometilacdo em regides do genoma, regides que podem ativar genes que promovem o
crescimento do tumor e mais hipermetilacdo nas ilhas CpG, que pode silenciar genes
supressores tumorais, ou seja, que controlam o crescimento do tumor (Faldoni et al., 2024).
Mas, vale ressaltar que a proteina ndo foi totalmente ausente em algumas amostras de tecido
adjacente, algumas apresentaram expressao para PTPRN2 em suas células normais.

Diante do resultado, surge o questionamento: O tumor estaria influenciando ou
modulando a presenca de PTPRN2 nas células normais do tecido adjacente? Ou essas células
ja estariam expressando essa proteina por si mesmas? Embora esse achado possa sugerir uma
possivel influéncia do tumor nas células ndo malignas, ainda ndo se sabe quais mecanismos
podem estar envolvidos. Portanto, estudos experimentais adicionais sdo necessarios para
esclarecer essa relagdo e definir seu impacto na progressdo tumoral, embora estudos atuais
trazem em suas discussdes a cancerizagdo por campo abrangendo o tecido peritumoral como
um espago alterado influenciando no fenotipo da neoplasia (Gadaleta et al., 2022). Como por
exemplo, um grupo asiatico que trabalhou observando a heterogeneidade estromal, e percebeu
que o grupo com estroma enriquecido de tecido adiposo era mais pro-inflamatorio,
sendo este associado com uma diminui¢do pujante da sobrevida global das pacientes em
contraste ao tecido enriquecido com miofibroblastos. E esses dados sugerem um determinante
papel do tecido peritumoral na evolugao e tratamento do cancer de mama (Lau ef al., 2023).

Ao passar para a avaliacdo dos grupos CIM e CANI, os dados demograficos
indicam que os carcinomas inflamatorios e ndo inflamatorios possuem semelhantes

caracteristicas clinico-patologicas, indicando o estdgio avancado desses tumores. Dessa
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forma, notou-se que a idade média das pacientes foi de 57 anos, podendo ser observado
discrepancia com estudo que revela predominio de tumores avangcados como CIM em
individuos com menor faixa etaria (Anderson et al., 2003). Embora a idade de diagndstico
mais avangada seja encarada como um empecilho nas respostas ao tratamento, Anderson e
colaboradores (2003) exibiram mulheres mais jovens ao diagnostico de CIM com pior grau
tumoral, com piores taxas de resposta patologica completa, progndstico e taxas de sobrevida
quando comparado ao grupo de carcinoma nao inflamatorio avangado.

Na questdo racial, a maioria das pacientes se autodeclarou parda em ambos os
grupos, sendo 83% para pacientes com CIM e 87,5% para CANI. Esse fato, portanto, pode ter
influéncia no estadiamento clinico avangado e na sobrevida dessas pacientes, ratificando com
dados ja publicados que revelaram cancer de mama clinicamente mais avangado em mulheres
negras e pardas em comparacdo com as brancas (Rodrigues ef al., 2021). Com relagdo ao
historico familiar, menos da metade (45%) dos membros familiares das pacientes com CIM
apresentaram algum cancer durante a vida. Sobretudo, a maior parte (62,5%) foi de parentes
diagnosticados com cancer de mama ou de ovdrio, o que contrasta com dados da literatura que
sugerem apenas 5 a 10% de acometimento de neoplasias associada a hereditariedade e os
outros 90% a diferentes fatores (INCA, 2022; Dantas et al., 2009). Entretanto, ao ocorrer
casos de cancer em parentes proximos, o individuo pertencente a familia pode apresentar
risco elevado de desenvolver lesdes ao longo da vida, sendo necessario fazer um mapeamento
ou aconselhamento genético para conhecer ou descartar a predisposi¢do, como a chance de
muta¢do em genes associados ao aparecimento de neoplasias (Dantas ef al., 2009).

Na analise do Indice de Massa Corporal (IMC), os pacientes com diagnostico de
CIM apresentaram um maior numero de pacientes (72%) com sobrepeso ou obesidade (entre
25 e 30 kg/m?), sendo um pouco maior que nos pacientes com CANI (69%). Esses achados
corroboram o estudo que identificou pacientes com maiores niveis de IMC mais propensos ao
desenvolvimento de CIM, devido as alteragdes do tecido adiposo e maior disponibilidade
energética para implementacdo e progressao tumoral (Eldridge et al., 2020). Estudos ja vem
comprovando a obesidade como um fator de risco aumentado de cancer por desencadear
alteracdes metabolicas e sistémicas, como inflamagdo com infiltracdo imunologica alterada
com desregulacao de liberacao hormonal (adipocinas, citocinas, leptinas), disbiose, resisténcia
a insulina, resposta imune prejudicada (Font-Burgada; Sun; Karin, 2016). Nosso grupo de
pesquisa ja vem abordando o eixo obesidade-cancer, e um dos trabalhos abordou o aumento
dos niveis de resistina influenciando na resposta e resisténcia a quimioterapia neoadjuvante

em pacientes com cancer de mama (Freitas, 2024). Além disso, outra constatagdo sobre as
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pacientes do estudo e seu IMC, leva em consideragdo ao subtipo molecular do tumor, pois,
todas as pacientes eutroficas apresentavam tumores luminais, que sdo conhecidos por serem
menos agressivos, enquanto as com sobrepeso/obesidade apresentavam tumores triplo
negativo ¢ HER2 amplificado, conhecidos por sua rapida evolucdo e aumento da resisténcia a
resposta ao tratamento oncoldgico. Interessante observar esse fato, uma vez que um IMC
elevado conduz e se associa a um parénquima mamario com inflamacao cronica com potencial
contributivo para o processo neoplasico (Rocha Filho, 2017).

Com relagdo ao acometimento linfonodal, nas pacientes com CIM com N2 obteve
sozinho metade da frequéncia (50%), seguido do N1 (28%), do N3 (16%) e do NO linfonodos
comprometidos (6%). Em contrapartida, o grupo CANI apresentou maior incidéncia de
mulheres no N1 (50%) de comprometimento linfonodal, seguido do N2 (25%), N3 (19%) e
auséncia de linfonodos comprometidos (NO) (6%). O que ratifica com dados publicados na
literatura afirmando que pacientes com carcinoma inflamatério possuem maior tendéncia a
apresentarem linfonodos comprometidos levando a uma maior progressao da doenga quando
negligenciados (Walshe; Swain, 2005; Amparo ef al., 2000).

Setenta e oito por cento (78%) das pacientes com carcinoma inflamatorio
apresentaram indice de proliferacdo celular (Ki-67) elevado, enquanto apenas 56% das
pacientes do grupo ndo inflamatério apresentaram Ki-67 elevado. Tal resultado ¢ indicador de
que uma fracdo relevante de pacientes apresentou alto potencial proliferativo celular.
Sendo essa proteina (Ki-67) presente no nlcleo das células uma varidvel clinico-patologica
extremamente importante como biomarcador para identificacdo de tumores com pujante
agressividade (Cheang et al., 2009). Em adi¢do, Ki-67 ¢ muito usado como fator prognostico,
uma vez que pacientes com Ki-67 elevado tendem a apresentar uma pior sobrevida (Trihia et
al., 2003) e embora ainda ndo seja um guia para a escolha do tratamento, ele ¢ investigado
para diferenciar os subtipos moleculares luminal A e luminal B (Cheang et al., 2009).

Ao que diz respeito a disseminagdo tumoral, ambos os grupos apresentaram
positividade para metéstase a distancia, sendo no grupo CIM em mais de 70% das pacientes e
no grupo CANI foi 50%. O que era previsivel, uma vez que ambas sdo doencas em estagio
tumoral avangado e de dificil tratamento, sobretudo o CIM, que é extremamente agressivo e
célere em sua evolucdo (Charafe-Jauffret et al., 2008). Visto seu duvidoso diagnostico e
demora na escolha do manejo, sua deteccdo pelos oncologistas frequentemente ocorre em
estagios irreversiveis, quando o tumor j4 estd em intensa progressdo e com possivel
resisténcia a regimes quimioterapicos (Di Bonito et al., 2019).

Na avaliacdo do status atual das pacientes, a maioria da amostra foi a obito ¢ a
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outra parte segue em follow up no mesmo hospital de referéncia do cancer. O que também
corrobora com dados da literatura, cujos achados permitem afirmar que as pacientes com
tumores avangados nao conseguem alcangar a remissdo completa e seguem em tratamento até
a morte, sobretudo no carcinoma inflamatério, que tem como propriedade intrinseca a
agressividade e célere progressao (Fouad et al., 2018).

Ao observar os resultados de PTPRN2 no tumor priméario do carcinoma
inflamatério e ndo inflamatério, nao foi possivel constatar um padrao de alta frequéncia de
escores 1, 2 e 3 entre os grupos (p=0,722), porém no grupo CANI foram descritas duas
amostras com forte intensidade para PTPRN2. Ja no grupo CIM, nio foi observado escore 3 e
muitas amostras de tumor primario foram ausente de coloragdao, podendo levantar outro
questionamento: Serd que essa proteina estaria sendo silenciada ao longo do curso patologico
doengas mais avancgadas?

Ademais, na associacdo de PTPRN2 com fatores clinico-patolégico também nao
foi possivel estabelecer perfil de significancia. A resposta para esses resultados ainda precisa
ser esclarecida, pois pouco se sabe sobre sua funcao e seu padrao de expressdo, apenas que
nos canceres com os quais foi estudada, a epigenética estd influenciando em sua presenga e
atividade (Wang et al., 2023). Sobretudo, nesse estudo ainda nao podemos determinar
respostas envolvendo a epigenética, apenas sugerir, pois ndo fizemos testes envolvendo essa
tematica. Estudos futuros do grupo visam a responder esses questionamentos.

Na avaliacdo do dado pelo histoescore, a faixa de pontuagdo de 0 a 210 para
classificagdo entre alta e baixa expressdao de PTPRN2 foi definida a partir dos dados gerados
pelas nossas amostras, abrangendo o percentual de células marcadas junto ao escore.
Sobretudo, nao foi possivel estabelecer nenhuma significancia entre a alta e a baixa expressao
proteica na comparagdo entre os grupos e nem ao associa-los aos dados clinico-patologicos.
No gréfico de histoescores comparando os tumores primarios de CIM e CANI também nao
houve frequéncia alterada em nenhum grupo, no entanto, fato que chamou aten¢ao foram duas
amostras em cada grupo com alta expressao de PTPRN2, sendo essas quatro amostras com
subtipo histologico luminal ou HER2, enquanto as amostras de triplo negativo, que sdo
conhecidas por serem mais agressivas e com pior prognostico (Derakhshan et al., 2022;
Zhang, 2023), apresentaram perfil de baixa expressio da mesma proteina. Contudo, a
pequena disponibilidade de amostras inferiu na limitagdo do estudo, assim, a continuagdao do
estudo com maior nimero de casos serd importante para novas analises.

Pelo método de deconvolugdo de imagens para PTPRN2, observou-se que os

dados também entraram em consonancia com os resultados advindos do patologista, visto que
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nao houve diferenca significativa de expressdo proteica entre as amostras de tumor primario
do grupo CIM e CANI, portanto, nenhum grupo alcangou destaque no percentual de area
marcada. Além disso, na associacdo dos dados de deconvolucdo com os critérios clinico-
patologicos, nenhum dado comparativo gerou diferenga significativa, mas as amostras
de tumor primario com subtipo histologico triplo-negativo no grupo CANI tiveram
menor expressdo de PTPRN2 (24,2 + 32,7) quando comparada as amostras de triplo negativo
do mesmo grupo (112,7 £ 53,9), gerando um dado quase significativo (p valor: 0,0583).
Ainda que os outros tipos histologicos tenham apresentado tendéncia a um perfil aumentado
de PTPRN2, no grupo CIM as amostras triplo negativo apresentaram maior percentual de
area marcada (87,2 £ 7,0) que as amostras CANI (24,2 = 32,7), o que pode evidenciar
peculiaridade celular nos diferentes tipos de cancer, uma vez que cada tumor ¢ protagonista
da sua doenca (Barzaman et al., 2020). No entanto, mais amostras de tumor triplo negativo
seriam importantes para melhor determinar esse achado e comparar com as outras
metodologias de andlise que mostraram resultado contrario para o subtipo TN.

Como forma de avaliacdo da deconvolugao como um método de analise preditivo
de resposta terapéutica, os dados foram submetidos a curva ROC, que vai permitir o encontro
de um ponto de corte de expressdo para, a partir dele, classificar as amostras em alta e baixa
expressao proteica. Portanto, o cut-off foi determinado (65%) e por meio dele as amostras
foram classificadas. Assim, na associagdo entre a alta e baixa expressao, pacientes do grupo
CIM negativas para metdstase a distdncia (MO) revelaram padrdo aumentado de PTPRN2
(90,9%) em comparagdo as pacientes que foram positivas para metéstase (9,1%) (p-valor:
0,0474). Esses dados levantam duas perguntas: A PTPRN2 possui um papel protetor no
cancer de mama avangado, por estar mais presente em amostras de pacientes que nao
apresentam um quadro clinico mais grave como a presenca de metastase? Ou, a PTPRN2 em
pacientes com perfil clinico extremamente grave estd sendo silenciada epigeneticamente,
favorecendo a progressdo da doenca, instigando um curso clinico mais agressivo? Ou ainda, ¢
possivel que esse dado com significancia esteja entrando em consonancia a questionamentos e
resultados de Sorokin e colaboradores (2015), que afirmam a PTPRN2 com maior e mais
importante papel de impacto em tumores iniciais (Sorokin et al., 2015).

No mais, para obtencdo de maior acuracia quanto aos resultados da
imuno-histoquimica, também foi realizado a técnica de imunofluorescéncia para PTPRN2 no
presente estudo. Ha estudo tratando a imunofluorescéncia como um método mais sensivel na
detec¢do de proteinas, com discreta superioridade em comparagdo a imuno-histoquimica

(Schroeder et al., 2009), no entanto, nao foi percebido diferenga nos resultados de expressao
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de PTPRN2 entre os tumores de carcinoma inflamatoério e ndo inflamatoério (p>0,05),
indicando que ndo existe diferenga de expressdo entre ambas as classes agressivas de cancer
de mama. Os achados conversaram entre si ¢ foram similares, mantendo o padrao de
expressao outrora encontrado nas outras formas de analise de dados supracitados. Sobretudo,
ao correlacionar os dados de expressdo com as variaveis clinicas e patoldgicas, foi possivel
observar uma tendéncia na expressio de PTPRN2 em amostras com linfonodos nao
comprometidos, o que continua fortalecendo estudos que mencionam a PTPRN2 mais
associada a estagios clinicos menos graves (Sorokin ef al., 2015).

Infelizmente o tamanho amostral foi pequeno, carreando impactos sobre as
analises estatisticas e analises intergrupais mais robustas e acuradas. No entanto, sugere-se
que PTPRN2 possa estar sendo silenciada no curso da doenga, sofrendo alguma alteracdo
epigenética, sobretudo em pacientes com tumores com perfil de maior agressividade, sendo
essa uma alteragcdo genética importante no fenoétipo do CIM. Ou ainda, essa proteina pode
estar mais envolvida no inicio da carcinogénese de tumores iniciais, desempenhando um
papel inicial importante, enquanto em doengas mais avangadas ela pode estar menos expressa.

Como Sorokin e colaboradores (2015) discutiram baseado em seus resultados, que
embora a expressio de PTPRN2 ndo tenha sido associada a um estagio tumoral
especifico, ela foi observada em maior quantidade em tumores T1. Porém, mais estudos e
testes precisam ser realizados para resultados mais precisos e direcionados, sobretudo fazendo
uso de amostras de pacientes com estadiamento T1/T2 para melhor analisar. Além disso,
existem poucas publicacdes na literatura sobre os efeitos bioldgicos da PTPRN2 na
carcinogénese, sobretudo no cancer de mama, o que por um lado dificulta embasar nossos
achados e por outro nos possibilita ser o grupo pioneiro a relacionar PTPRN2 e CIM.

Para constatar se a PTPRN2 estd mais presente em tumores luminais, outra anélise
foi gerada. Nesses graficos, as amostras foram divididas entre seus subtipos moleculares
(luminal, HER2 ou triplo negativo) e avaliadas estatisticamente a partir do histoescore, da
imunofluorescéncia e deconvolucdo de imagens. Entretanto, também nao houve diferenca
estatistica (p>0,05). Mas, foi observado que h4 uma tendéncia das amostras que ndo sdo triplo
negativo em ambos os grupos, apresentarem maior perfil de expressdo de PTPRN2, sobretudo
nos tumores luminais. E esse dado estd concordando com o trabalho de Sorokin e
colaboradores (2015) que observaram um aumento diferencial na intensidade de expressdo da
isoforma imatura da proteina (proPTPRN2) em tumores com positividade para receptores
hormonais estrogénio (p=0,230) e progesterona (p=0,077).

Nossos dados, no entanto, contrastam com dados de Sengelaub e colaboradores
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(2016), o quais demonstram uma expressdo aumentada de PTPRN2 no citoplasma e na
membrana celular das células neoplasicas vinculada a progressdo tumoral e a um pior
progndstico, levando em consideracao a maior predisposicao a metastase no cancer de mama
(Sengelaub et al., 2016), podendo se relacionar a piora no tratamento ¢ na sobrevida. Esses
resultados sugerem que o nivel de PTPRN2 se associa a um fendtipo de cancer de mama
menos favoravel por meio do avancgo tumoral, indicando a probabilidade de utilizar o estado
ativo da PTPRN2 como um novo indicador prognostico (Du; Grandis, 2015; Sengelaub et al.,
2016).

Concomitante a isso, a PTPRN2 tem sido hodiernamente explorada com
alteragdes epigenéticas associada a diferentes tipos de canceres (Chen; Zhenzhen; Wang et
al., 2023), até mesmo no cancer de mama (Sengelaub ef al., 2016) estando incluida como um
dos genes envolvidos na progressdo da doenca (Rana et al., 2019) e até mesmo na resisténcia
a terapia (Men et al., 2017). Essas pesquisas com analises de alteragdes gendmicas-
epigenéticas no cancer, sobretudo no cancer de mama, possuem relevancias clinicas
reforcadas, dado que a tecnologia tem avangado e levado a medicina personalizada de
precisdo, com analises integradas de genes se combinando com outros, com regides
genomicas detectadas com defeitos e areas de metilacdo influenciando na potencialidade
maligna do cancer (Tavares, 2024). Sobretudo, ha dados ainda nao publicados analisados por
bioinformatica que observou o mesmo resultado desse trabalho, cuja expressao de PTPRN2
em amostras de CIM e CANI ndo apresentavam diferenca estatistica entre elas, fazendo-nos
questionar se essa proteina ja faz parte do curso clinico de carcinomas mamarios avangados e
com pior prognoéstico.

O mesmo grupo parceiro da UNESP que trabalha com carcinoma inflamatorio,
ultimamente tem levantado dados dos padrdoes de metilagdio do DNA aliados ao
desenvolvimento e progressao do CIM (Faldoni et al., 2024), adicionalmente, insinuando que
os medicamentos epigenéticos acrescido de imunoterapia combinada podem ser uma
alternativa exequivel de tratamento para a doenga (Calanca et al., 2024). No entanto, em
estudos futuros pretende-se envolver a epigenética com a PTPRN2, utilizando essa proteina
em associagdo ao carcinoma inflamatério da mama, tanto pré-clinica, clinica quanto in vitro.
Portanto, elucidar o papel de PTPRN2 no carcinoma inflamatdrio e sua associagdo a vias de
sinalizagdo ja abordadas na carcinogénese como Pi3K serdo passos futuros que dardo
continuidade a essa pesquisa heterogénea.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes, como ja mencionado. Uma das

dificuldades foi o acesso a poucas amostras de Carcinoma Inflamatério da Mama, que pode
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ser respondido pela baixa prevaléncia de casos. Além disso, muitas pacientes que sio
acometidas com cancer de mama e sdo encaminhadas para o Instituto do Cancer do Ceara sdo
pacientes da zona rural, fato que leva ao aumento do niimero de ndo seguimento ao
tratamento, impossibilitando o acesso a seus materiais biologicos. Portanto, as analises
estatisticas foram comprometidas em alguns momentos.

No que se refere as curvas de sobrevida global, o presente estudo observou,
mesmo que sem diferenca significativa, pacientes com CIM com alta expressao de PTPRN2
apresentando menor sobrevida, enquanto, de forma oposta, pacientes com CANI com baixa
expressao de PTPRN2 foram os que exibiram pior prognostico. Esse achado sugere que a
simples detecgdo da imunoexpressdo proteica de PTPRN2 ndo ¢ suficiente para determinar
sua funcionalidade bioldgica, dado que niveis elevados ou inibidos de expressdo podem
refletir a presenga de uma proteina anomala, resultante de mutagdes ou ativagdes, que pode
exercer diferentes papéis a depender do subtipo clinico-patologico (Prelich, 2012).

Adicionalmente, por se tratar de uma estudo pioneiro e retrospectivo, gera
hipoteses e perspectivas futuras para realizagdo de novas pesquisas, até mesmo prospectivas,
adotando a presenca de um grupo controle sem cancer ou pacientes com tumores luminais
iniciais, contemplando mensuracdes do potencial biomarcador por ELISA, ou ainda fazer
comparativo entre a expressao da proteina antes e apOs a quimioterapia para saber se ha
alguma influéncia em sua expressdo. Pois nesse estudo nao foi possivel a inclusdo de novos
métodos para expressdo proteica, tanto pelo curto tempo para realizagao do projeto e falta de
verba para adquirirmos novos kits, como a realizagdo de qPCR a partir de blocos de tumor
em parafina, ou o dificil acesso a células de carcinoma inflamatério da mama, atualmente
indisponiveis nos bancos de células do Brasil.

No mais, foi possivel adicionar uma coorte de pacientes com cancer de mama
triplo negativo em estdgio inicial para avancarmos na investiga¢do sobre a expressdo da
PTPRN2, a fim de hipotetizar se ela teria algum envolvimento na modulacdo da doenga em
fases menos avangadas. Essa coorte foi escolhida porque era mais interessante trabalhar com
pacientes que também apresentavam um tumor biologicamente agressivo com o subtipo triplo
negativo, ainda que em estagio clinico menos avangado. Dessa forma, ao submetermos cortes
de tumores dessas pacientes a imunohistoquimica, foi observado um aumento significativo da
expressao da proteina em comparagao aos tumores de pacientes com carcinoma inflamatorio
da mama (p<0,05). Nossos achados fortalecem os dados de Sorokin e colaboradores 2015,
que identificaram maior expressdo proteica em pacientes com cancer de mama em estagio

inicial, ainda que o papel da PTPRN2 nao esteja esclarecido. Adicionalmente, esse achado
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reforca a hipdtese de PTPRN2 estar sendo silenciada no curso de doencas mais avangadas, e
que sua perda pode se associar a um pior prognostico € mecanismos de escape tumoral.

Partindo para a analise do microambiente tumoral, a expressao da proteina CD68
pela técnica de imunofluorescéncia nas amostras de carcinoma inflamatério mostrou padrao
de elevada infiltragdo de macrofagos MO em relacdo as amostras de carcinoma nao inflamatorio
e em associagdo aos parametros clinico-patolégicos (p<0,05). A infiltragdo de macréfagos no
grupo CIM foi significativamente maior (p<0,05) que no grupo CANI, corroborando estudos
que envolvem o CIM e o MAT, trazendo a ideia de um ambiente inflamatério bem
caracteristico da doenga, contendo muitos componentes que influenciam essa peculiaridade,
sobretudo os macrofagos (Morrow et al., 2017). Macrofagos participam na promogao da
inflamacdo, agravando a progressdo do tumor, visto que sdo recrutados para o ambiente
tumoral como mediadores-chave do processo inflamatério (Boutilier; Elsawa, 2021).

Quando os pacientes foram segmentados segundo aos parametros clinico-
patoldgicos, uma maior infiltragdo de macrofagos foi detectada em individuos com CIM com
expressao amplificada do receptor HER2 (107,0+137,5) versus amostras negativas para HER2
no mesmo grupo (30,9 £ 44,9) e em comparacao ao grupo CANI, em amostras com auséncia
(10,1 £ 11,5) e com presenga de HER2 (7,5 + 7,7), essa analise mostrou significancia
(p=0,0394). Essa diferenca significativa fortemente envolvida com tumores HER2 pode estar
auxiliando na promoc¢ao de um pior prognostico, uma vez que ja foi constatado que esse
subtipo molecular pode ser mais agressivo e com maiores chances plausiveis de recidivas no
CIM (Afonso et al., 2022; Charafe-Jauffret et al., 2008).

Além disso, amostras com subtipo molecular triplo-negativo se destacaram com
maior presenca de macrofagos em sua area tumoral. Informacgdes clinicas substanciais
demonstram que se no tecido tumoral a concentracdo de macrofagos, sobretudo macrofagos
associados aos tumores, for volumosa, o paciente oncoldgico apresenta um mau progndstico
(Kerneur, Cano e Olive, 2022), o que corresponde ao cardter inerente do cancer de mama
triplo negativo. Esses achados sdo essenciais, uma vez que possibilita perceber e associar o
microambiente tumoral com elevado desempenho na patogenia do CIM, influenciando em seu
fendtipo e na resisténcia terapéutica (Di Bonito et al., 2019). H4 uma influéncia dibia dos
macrofagos no cancer, a depender do microambiente que circunda o tumor, pois, a0 mesmo
tempo em que ele pode limitar a atividade antitumoral da quimioterapia, em algumas
situagdes pode contribuir para a eficicia terapéutica, como da doxorrubicina (Mantovani et
al., 2018).

Quando os macréfagos se comportam a favor do tumor, eles podem apresentar
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capacidade imunossupressora, impossibilitando o combate das células T e das células
natural killer com as células malignas durante o desenvolvimento tumoral (Noy; Pollard,
2014). Ademais, os TAMs tém potencial de secretar citocinas imunossupressoras, como IL-10
e TGF-B, que impossibilita a resposta imunoldgica antitumoral (Boutilier; Elsawa, 2021).
Diferentes pesquisas relacionando os macréfagos com os tumores encontram 0 mesmo
denominador comum que levam a concordancia e descricdo das fungdes dessas células
imunologicas como impulsionadoras da proliferacao, da metastase e da invasdo das células
cancerigenas (Di Bonito et al., 2019). Os macréfagos associados aos tumores sdo ainda
capazes de liberar fatores de crescimento, intensificando a multiplicagdo celular e
potencializando o crescimento tumoral (Noy; Pollard, 2014). Diante disso, pesquisadores vém
trabalhando os macréfagos associados aos tumores como alvos terapéuticos no estudo ao
combate ao cancer, e dentre as abordagens, estratégias para inibir recrutamento e a
sobrevivéncia em tumores e a reeducacao funcional do macréfago M2 para M1, ou MO para
M1, podem ser mencionadas (Mantovani et al., 2018). Esse ¢ um avango significativo, visto
que ampliar o arsenal de fArmacos que possibilitem eliminar estratégias exitosas de escape das
células tumorais ¢ fundamental como terapia adjuvante para complementar os regimes
quimioterapicos atuais, que ja sdo bem sucedidos em diferentes contextos clinicos.

Fu e colaboradores (2020) destacaram os macrofagos como estimuladores do
processo de angiogénese no tumor aumentando a capacidade do tumor de migrar para outros
sitios. Visto que sdo capazes de liberar fatores prdé-angiogénicos, como o VEGF-A
(fator de crescimento endotelial vascular A) que funcionam como promotores da formacao de
novos vasos sanguineos, uma vez que essa liberagdo ¢ capaz de favorecer a quimiotaxia de
células endoteliais e de mais macréfagos. Assim, dados revelam que em tumores solidos a
hipdxia € uma caracteristica comum, ao mesmo tempo em que macroéfagos associados aos
tumores também sdo encontrados em altas concentracdes nessas regides, sugerindo
fortemente uma correlagdo positiva entre ambos (Boutilier; Elsawa, 2021). Contudo, em
nosso estudo apenas evidenciamos a infiltracdo aumentada de macrofagos associados ao
microambiente tumoral, sem distingdo fenotipica de macréfago M1 (antitumoral) ou
macrofago M2 (pro-tumoral).

Na avaliacdo da expressdao da fosfoglicoproteina transmembrana CD34 por
imunofluorescéncia em amostras de tumor primario para observar o comportamento de
células endoteliais, também pode ser percebida uma infiltragdo diferencial no grupo CIM em
relacdo ao grupo CANI e sua relagdo com as varidveis clinico-patologicas. A analise

fenotipica exibiu uma infiltracdo significativamente aumentada em amostras de CIM,
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sobretudo em amostras de carcinoma inflamatdrio triplo negativo. Quando os pacientes foram
estratificados consoante aos pardmetros clinico-patologicos, uma maior infiltracdo de células
endoteliais foi relacionada a individuos com CIM com expressao negativa do receptor de
estrogénio (64,1£88,3) versus amostras positivas no mesmo grupo (11.4 = 10.3) e em
comparagdo também ao grupo CANI, em amostras com auséncia de receptor de estrogénio
(5.4 £ 4.5) e com presenga de receptor de estrogeno (5.5 + 5.6), essa andlise exibiu
significancia (p=0,0134).

O mesmo padrao de infiltragdo de células endoteliais foi encontrado em tumores
triplo negativos do grupo CIM (166,0 + 0,0) quando comparados com CANI (10,4 + 2,1), esse
dado também foi significativo (p<0,0001). Portanto, o marcador CD34 se associou
positivamente com alta expressao as amostras das pacientes com carcinoma inflamatorio com
subtipo molecular triplo negativo. Esses resultados sdo de importancia clinica para
compreender a patogénese do CIM e abrir a possibilidade de otimizar os resultados
terapéuticos com drogas antiangiogénicas focalizadas (Kang et al., 2024). Além disso, ja esta
documentado por meio de evidéncias clinicas que ha uma correlagdo entre a presenca de
macrofagos e intensas areas angiogénicas com diversos microvasos, revelando que os
macrofagos também desempenham um papel no processo contra a hipoxia das células
tumorais (Leek; Harris, 2002). Ou ainda pela liberagdo de mediadores angiogénicos e de
invasdo como o TNF e as interleucinas 6, 8 € 10 (Mohamed et al., 2014).

Os nossos resultados concordam com outros estudos, que ao quantificarem vasos
em amostras de CIM e de CANI, McCarthy e colaboradores (2002) notaram um maior
aumento de vasos no carcinoma inflamatério. Concomitantemente, foi realizada uma
correlagdo entre o aumento da hipoxia através da anidrase carbdnica IX (marcador de hipdxia)
e a prolifera¢do endotelial e a superexpressdo foi revelada no CIM de ambos em comparacio
ao cancer nao inflamatdrio (Colpaert et al., 2003). Portanto, utilizar esse biomarcador em
amostras de pacientes com carcinoma inflamatorio pode ajudar a desvendar sua atividade
demasiada como uma das principais potencializadoras de uma angiogénese mais ativa no
CIM, levando-o a uma predisposi¢a@o elevada nas taxas de invasdo e metéstase.

No CIM, ja se tem documentado que o tumor ¢ cercado por progenitores, que se
apresentam de tal forma capazes de gerar linfaticos e de invadir uma extensa area linfética ja
existente, levando a implicagdes essenciais no manejo da doengca (Woodward et al., 2015).
Assim, cresceu o numero de trabalhos que investigam as contribuicdes do MAT na
patogénese e no curso clinico do CIM (Calanca et al., 2024) e alguns j& possuem evidéncias

bem significativas, visto que uma composicao diferente e inica das células dentro do MAT do
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carcinoma inflamatorio foi revelada (Shirakawa et al., 2002). Embora essa biologia ainda nao
tenha sido totalmente desvendada, recentes resultados indicam fortemente que o MAT ¢ o
condutor do fendtipo clinico do CIM (Lim et al., 2018).

Assim, a descoberta de macrofagos e células endoteliais como membros do
repertério do microambiente tumoral do CIM em elevada infiltragdo pode despertar uma
personalizacdo das estratégicas e planejamentos terapéuticos (Calanca et al., 2024). Dessa
forma, a marcacao de CD68 e CD34 sugerem pior prognostico no fluxo clinico do CIM,
apontando significancia desses receptores para a evolugdo do conhecimento no campo
oncolédgico, como futuros alvos no tratamento personalizado (Bejarano, Jordao e Joyce,
2021), dado que a caracterizagdo de proteinas com maior expressdo associadas ao CIM é um
caminho relevante no desenvolvimento de terapias que tem como alvo o tumor, aumentando a
eficacia terapéutica (Calanca ef al., 2024).

De forma complementar, foi realizada a analise da curva de sobrevida global, mas
ndo foi visualizada diferenca de taxas de obito entre os grupos. Entretanto, ao associarmos a
expressao das proteinas PTPRN2, CD68 e CD34 com as curvas de sobrevida, encontramos
uma associacdo significativa (p-0,0457) entre pacientes com Carcinoma da Mama Triplo
Negativo (CMTN) e PTPRN2 em comparagdo aos demais subtipos moleculares. Embora ja
seja observada uma menor sobrevida em subtipo TN, mais uma vez esse achado corrobora
com a sugestdo de silenciamento da expressao de PTPRN2 discutida acima, possivelmente
por alteragdes epigenéticas, pois, ao considerarmos que a proteina tende-se a estar mais
expressa nos demais subtipos moleculares, sua auséncia ou diminuicdo no cancer mais
agressivo (TN) pode estar refletindo no impacto do prognostico.

Adicionalmente, ao realizarmos a correlagdo de Spearman entre as proteinas,
constatamos que quanto mais inflamatorio e agressivo se torna o microambiente tumoral, com
abundancia de macréfagos e células endoteliais (correlacionada positivamente), menos a
PTPRN2 se expressa no tumor (correlacionada negativamente). Reforcando o que ja vemos
em dados da literatura sobre a expressao de PTPRN2 condicionada as alteragdes epigenéticas
(Chen; Zhenzhen; Wang et al., 2023).

Mudando de perspectiva, embora o estudo tenha limitag¢des, foi um projeto novo,
visto que a proteina PTPRN2 estd comecando a ganhar visibilidade como potencial
biomarcador molecular nos processos biologicos que envolvem a carcinogénese e a biologia
tumoral e ainda ndo tinha sido estudada no carcinoma inflamatério da mama, sendo esse um
estudo inovador e de extrema importancia no desenvolvimento da compreensdo dessa doenca

agressiva e rara. Assim, levando em consideragdo fatores epigenéticos e moleculares
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diferenciados, podemos sugerir que ha aspectos da metilagdo do DNA influenciando na
imunoexpressdo e atividade da PTPRN2 na trajetéria do CIM. Assim, destaca-se a
necessidade de novos estudos envolvendo-a.

A epigenética ¢ um campo que tem sido bastante trabalhado como desenvolvedor
de diferentes tipos de neoplasias e atualmente sua grande influéncia na progressao
tumoral, com genes que sdo silenciados, modificados e que sofrem diferentes mutagdes dentro
do curso das doengas (Radfor, 2018), pode ser utilizada at¢é mesmo no tratamento para a
variacdo individual e especifica a resposta medicamentosa (Miranda Furtado et al., 2019;
Hogg et al., 2020).

Mas o que torna esses biomarcadores t3o interessantes para as doengas? Porque
eles sdo biomoléculas que apontam uma condi¢do bioldgica, sendo de extrema importancia
clinica e patoldgica, sobretudo para doengas que ainda tém sua biologia pouco esclarecida. Ha
pelo menos oito tipos de biomarcadores moleculares, a saber, biomarcadores de
predisposicdo, rastreamento, diagnéstico, farmacologico, preditivo, prognostico,
monitoramento e recidiva. A busca por biomarcadores moleculares ¢ um tema que tem se
expandido bastante nas ultimas décadas, pois eles sao importantes na analise de risco, rastreio
precoce, diagnodstico diferencial, previsdo de resposta ao tratamento e observacdo da
progressao da doenga (Oliveira; Folgueira, 2015).

Em nosso estudo buscamos biomarcadores prognosticos e farmacologicos, e essa
busca por alvos terapéuticos especificos e aciondveis farmacologicamente ¢ indispensavel
para potencializar resultados oncoldgicos para o tratamento do carcinoma inflamatério. Nesse
cenario, a compreensao das trés proteinas trabalhadas no estudo pode validar achados prévios
pelo grupo colaborador, fortalecendo dados e abrindo novas perspectivas para um tratamento

direcionado ao CIM.
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8. CONCLUSAO

A expressio de PTPRN2 estd significativamente mais abundante no tumor
primario que no tecido adjacente ao tumor nas pacientes com cancer de mama inflamatorio.
Na andlise entre os carcinomas avangados inflamatorio e ndo inflamatério, nao foi possivel
estabelecer um perfil de expressao diferencial, sugerindo que a PTPRN2 nao se comporta de
maneira diferente no carcinoma inflamatério. No entanto, sua expressao foi diferencialmente
aumentada em casos de tumores ndo inflamatorios triplo negativo em estdgio inicial em
relagdo ao CIM, indicando que PTPRN2 pode exercer papel relevante em estagios menos
agressivos de cancer de mama. No que tange a curva de sobrevida associada a expressdo de
PTPRN2, os pacientes com carcinoma ndo inflamatdrio com subtipo molecular triplo negativo
apresentaram menor taxa de sobrevida em comparagdo aos demais subtipos. Além disso, foi
possivel constatar que ha maior infiltracdo de macrofagos e células endoteliais envolvidos no
microambiente tumoral de pacientes com carcinoma inflamatério da mama. Dessa forma, as
amostras de pacientes triplo negativos e HER2+ amplificado apresentaram maior infiltracao
de macréfagos, enquanto tumores com receptor de estrogeno negativo apresentaram
abundancia de células endoteliais. Ao correlacionarmos as proteinas, constatou-se que
PTPRN2 ¢ inversamente proporcional a presenca de macrofagos. Por outro lado, a presenga

de macrofagos € proporcional a presenca de células endoteliais no microambiente tumoral.
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Inflammatory breast cancer
microenvironment repertoire based on DNA
methylation data deconvolution reveals
actionable targets to enhance the treatment
efficacy
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Abstract

Background Although the clinical signs of inflammatary breast cancer (IBC) resemble acute inflammation, the role
playved by infiltrating immune and stramal cells in this aggressive disease is uncharted. The turmar microenvironment
(TME]) presents molecular alterations, such as epimutations, prior to morphological abnarmalities. These changes
affect the distribution and the intricate communication betwesn the TME components related to cancer prognasis
and therapy resporse. Herein, we explored the global DNA methylation profile of IBC and surmounding tissues to
estimate the micreenviranment cellular compasition and identify epigenetically dysregulated markers.

Methods We used the HITIMED algerithm to decanvalve the bulk DA metiwlation data of 24 1BC and six
surrounding non-tumoral tissues (B3MT) (GSE2380592) and determine their cellular composition. The prognostic
redevance of cell types infiltrating 1BC and their relationship with clinicopathological variables were imsestigated.
C034 (endothelial cell marker) and CO68 {macrophage marker) immunofluorescence staining was evaluated inan
independenit st of 17 IBC and 16 non-IBC samples.

Results We found lower infiltration of endothelial, stromal, memory B, dendritic, and natural killer cells in 1BC than
in SNT samples. Higher endothelial call (EC) and stramal cell content were related to better overall survival. EC
prapartions pasitively correlated with mermary B and memary CO8* T infiltration in [BC. Immune and EC markers
exhibited distinct DNA methylation prafiles between IBC and SMT samples, revealing hypermethylated regions
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ANEXO A - ESTADIAMENTO ANATOMICO TNM, AJCC 7 EDICAO

Estadio TNM
0 Tis NO M0
IA T1 NO MO
IB TONImi MO  T1 NlImi M0
1A TO N1 MO T1 N1 MO T2 NO MO
1B T2 N1 MO T3 NO MO
A TO N2 NO T1 N2 MO T2 N2 MO
T3 N1 M0 T3 N2 M0
1B T4 NO MO T4N1MO T4N2MO
1IC qT N3 M0
Y qT gN M1

1S: in situ; mi:micrometastase.
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