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RESUMO
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Curso de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EXPRESSAO DE ANTIGENOS DO SISTEMA SANGUINEO ABO
ASSOCIADOS A PREDISPOSICAO E AO PROGNOSTICO DE
CANCER DE MAMA

AUTORA: ROCHELE CAMILA ROHDE POZZOBON
ORIENTADOR: JOSE EDSON PAZ DA SILVA
CO-ORIENTADORA: SANDRA TREVISAN BECK
Santa Maria, 30 de agosto de 2010.

No Brasil, o cancer de mama (CM) € a neoplasia maligna mais freqiiente entre as
mulheres. A identificacdo de marcadores que possam predizer o comportamento dos tumores
¢ especialmente importante, devido, sobretudo, a variabilidade na progressdo clinica da
doenca. Tem sido elevado o nimero de novos fatores progndsticos mencionados na literatura
mundial nos dltimos anos. A inclusdo de novos fatores preditivos proporciona avangos que
conduzem a uma selecio ainda melhor dos pacientes principalmente para terapias adjuntivas,
podendo-se chegar a uma melhor individualizagdo da conduta terapéutica. Muitos trabalhos
mostraram uma associa¢ao entre determinado grupo sanguineo e diferentes tipos de cancer, e
tém relacionado a expressdo de antigenos do sistema sanguineo ABO nas células neopldsicas,
com progndstico mais ou menos favoravel. O objetivo do trabalho foi avaliar a possibilidade
da expressdo de antigenos do sistema sanguineo ABO ser aplicada como marcador de
susceptibilidade genética e/ou progndstico para o cancer de mama, e sua associagdo com
outros fatores progndsticos clinicos, anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos.
Primeiramente, mediante um estudo de casos (n = 127) e controles (n = 67), analisou-se a
relacdo entre tipo sanguineo ABO e o risco de desenvolver cancer de mama. A freqiiéncia do
grupo sanguineo A foi significativamente maior e a freqii€ncia do grupo O significativamente
menor nas pacientes com CM quando comparadas aos controles. Quando agrupadas as
pacientes com cancer de mama segundo seu grupo sanguineo, verificou-se um aumento
estatisticamente significativo do risco para desenvolvimento de CM no tipo sanguineo A. Os
resultados sugerem que o tipo sanguineo deva ser considerado, em conjunto com outros
fatores, na compreensio do risco individual de cada paciente, podendo ser usado como um
marcador de risco independente para o CM. Num segundo estudo, em um total de 80 amostras
de tecidos (29 oriundas de lesdes benignas da mama, e 51 de carcinoma mamdrio) foi
realizada a pesquisa imuno-histoquimica da expressdo dos antigenos sanguineos A e B.
Verificou-se uma diminuicdo, estatisticamente significativa, da expressio do antigeno
sanguineo A no cancer de mama, supondo-se que essa redu¢do na expressdo nos tecidos
mamarios malignos possa predizer um comportamento mais agressivo do tumor. Ao serem
relacionados o padrdo de expressdao dos antigenos A e B, nas amostras de tecidos de pacientes
com CM, com alguns fatores progndsticos clinicos, anatomapatoldgicos, € imuno-
histoquimicos ja estabelecidos, nenhuma associacdo significativa foi encontrada. A
distribuicao da expressao dos antigenos A e B em células malignas e benignas da mama nao
foi totalmente uniforme. A maioria das lesdes benignas demonstrou manutencio da expressao



dos antigenos, mas algumas perderam a expressao, sugerindo que a perda da expressdo de
antigenos ABO em lesdes benignas possa ser um marcador prematuro para a transformacao
neoplésica.

Palavras-chave: cancer de mama, grupo sanguineo, fatores prognosticos, expressao de
antigenos ABO.
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In Brazil, breast cancer (BC) is the most common malignant neoplasic diseases among
women. The identification of markers that can predict the behavior of tumors is especially
important, mainly due to variability in clinical disease progression. It has been a high number
of new prognostic factors mentioned in literature in recent years. The inclusion of new
predictors provides advances that lead to an even better selection of patients for adjuvant
therapy primarily, being able to reach a better individualization of therapeutics. Many studies
have shown an association between certain blood groups and different types of cancer, and
have correlated the expression of antigens of the ABO blood groups in cancer cells, with more
or less favorable prognosis. The purpose of this study was to evaluate the possibility of
expression of antigens of the ABO blood system be applied as a marker of genetic
susceptibility and / or prognosis for breast cancer and its association with other clinical
prognostic factors, anatomopathological and immunohistochemical. First, through a case
study (n = 127) and controls (n = 67), were analyzed the association between ABO blood type
and the risk of developing breast cancer. The frequency of blood group A was significantly
higher and frequency of group O significantly lower in patients with BC compared with
controls. When the case study group was analyzed according to their blood group, there was a
statistically significant increase in risk for BC in type A blood group patients. The results
suggest that blood group type should be considered together with other factors to understand
the individual risk of each patient and may be used as an independent risk marker for BC. In a
second study, immunohistochemical were performed on a formalin-fixed paraffin sections of
80 tissue samples (29 benign lesions derived from breast and 51 breast carcinoma) to
investigate the expression of the blood antigens A and B. There was a decrease in the tissue
expression of antigen A in patients with BC, with statistical significance, assuming that the
occurrence of decreased expression in malignant breast tissues can predict a more aggressive
tumor behavior. No significant correlation was found between expression pattern of A and B
tissue antigens in BC patients with clinical prognostic factors, anatomopathological and
immunohistochemical characteristics. The distribution of the expression of antigens A and B
in benign and malignant breast cells was not completely uniform. Most of the benign lesions
showed maintenance of the expression of antigens, but some lost their expression, suggesting
that the loss of ABO antigen expression in benign lesions may be an early marker for
neoplastic transformation.

Keywords: breast cancer, blood group, prognosis, ABO antigens.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é uma das mais comuns e importantes doencas que afetam as
mulheres de todo o mundo. No Brasil, é a neoplasia maligna mais frequente na mulher, tanto
em incidéncia quanto em mortalidade (MENKE et al., 2000, INCA, 2009).

De acordo com os dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o niimero de casos
novos de CM esperados para o Brasil em 2010 é de quase 50 mil, com risco estimado de 49
casos a cada 100 mil mulheres, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada a
nivel mundial. O Rio Grande do Sul € um dos estados que apresenta os mais altos indices
deste cancer (51/100.000 mulheres).

A etiologia do cancer de mama é multifatorial e a evolugdo genética dos precursores
malignos até a doenca invasiva é somente parcialmente entendida. Varios fatores de risco t€ém
sido citados como agentes capazes de aumentar a predisposicio ao CM, incluindo
nuliparidade, menarca precoce, menopausa tardia, histéria de CM em parentes de primeiro
grau, presenca de uma mutacdo nos genes BRCA1 e/ou BRCA2, grupo sanguineo, entre
outros (HENDERSON et al., 1993; ANDRADE, 1999; BASEGIO, 1999; GULERIA et al.,
2005).

A identificacdo de marcadores que possam predizer o comportamento dos tumores é
especialmente importante no CM, devido, sobretudo, a variabilidade na progressiao da doenca.
Os fatores prognésticos classicos mais importantes para 0 CM s@o o tamanho do tumor e a
condic¢do dos linfonodos axilares. Outros fatores de relevancia sdo o tipo e grau histolégico do
tumor, e a idade ao diagndstico (ROCHA et al., 2002).

Além destes marcadores cldssicos, marcadores tumorais bioquimicos e imuno-
histoquimicos estdo sendo amplamente estudados para auxiliar no estabelecimento de
prognéstico e tratamento (ROCHA et al., 2002 SARAFIAN et al., 1993; ANDRIOLO, 1996;
EISEMBERG & KOIFMAN, 2001, ). Receptores hormonais, como receptor de estrégeno e
progesterona, € oncogene cerb-B2 estdo entre os mais importantes marcadores tumorais
imuno-histoquimicos para progndstico de CM (ROSEN, 1999).

Os antigenos do grupo sanguineo ABO tem atraido a ateng¢do de muitos investigadores
que os consideram como antigenos de diferenciacdo e como antigenos associados a tumor
(SARAFIAN et al.,, 1993). Cientistas asseguram a importincia da pesquisa do sistema
sanguineo ABO para o diagnéstico e terapia das doengas. Eles mostraram a associagdo entre

tipagem sanguinea ABO e desenvolvimento de cancer, e também a relacdo entre expressao
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dos antigenos sanguineos ABO nas células neoplésicas com progndstico (PRODBIELSKA &
KROTKIEWSKI, 2002; BERMUDEZ et al., 2006; WOLPIN et al., 2009). Os isoantigenos A
e B sdo extensamente distribuidos em tecidos humanos, e a perda da expressdo destes
antigenos tem mostrado ser um marcador inicial na transformacdo cancerosa em alguns
tecidos (STRAUCHEN et al., 1980).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a possibilidade da expressdo de
antigenos do sistema sanguineo ABO ser aplicada como marcador de susceptibilidade
genética e/ou progndstico para o cancer de mama, e sua associagdo com outros fatores
prognésticos clinicos (idade ao diagndstico, condi¢do hormonal: estado menopausal),
anatomopatoldgicos (tamanho e grau histolégico do tumor, condi¢cdo dos linfonodos axilares)

e imuno-histoquimicos (receptor de estrégeno e oncogene cerbB2) .



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Associar a expressao de antigenos do sistema sanguineo ABO em hemacias e tecido

mamario com predisposi¢cdo e /ou progndstico de cancer de mama.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a prevaléncia dos diferentes grupos sanguineos em mulheres submetidas a
bidpsia de mama, tanto em resultados malignos quanto benignos.

Avaliar a expressdo dos antigenos do grupo sanguineo ABO nas células de tumores
benignos e malignos de mama através da imuno-histoquimica.

Associar a expressao dos antigenos ABO com a presenca de fatores progndsticos
clinicos (idade ao diagnéstico e condi¢ao hormonal: estado menopausal), anatomopatolégicos
(tamanho e grau histolégico do tumor, comprometimento linfonodal) e imuno-histoquimicos

(oncogene cerb-B2 e receptor de estrégeno).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Epidemiologia do cincer de mama

O cancer de mama (CM) € a neoplasia maligna de maior incidéncia e maior causa de
morte na mulher brasileira, representando cerca de 20% dos casos de neoplasias no sexo
feminino e 15% das mortes (MENKE et al, 2007). De acordo com dados do INCA, o nimero
de casos novos de CM esperados para o Brasil em 2010 € de quase 50 mil, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada a nivel mundial. A frequéncia do CM varia nas
diferentes regides brasileiras, sendo maior nas dreas mais desenvolvidas. O Rio grande do Sul
¢ um dos estados que apresenta os mais altos indices deste cancer. O pico de incidéncia
encontra-se ao redor dos 50 anos, podendo ocorrer em qualquer idade, sendo raro antes dos 25
anos (ANDRADE, 1999). O CM ¢ considerado o maior problema de satide publica no mundo,
com cerca de 5 milhdes de novos casos previstos para os proximos 5 anos, tendo o seu quadro
piorado bastante, pelo fato de o diagndstico ainda ser realizado, na maioria das vezes, numa

fase tardia da doencga, em especial em populagdes menos favorecidas (MENKE et al, 2007).

3.2 Carcinogénese mamaria

z

A carcinogénese € um processo complexo que se desenvolve em multiplas etapas
(inicia¢do, promog¢do e progressdo), nas quais as células se tornam malignas através de uma
série de mutacdes progressivas e cumulativas. Tais mutacdes surgem a partir de lesdes
provocadas pela interagdo de agentes fisicos, quimicos e biol6gicos com o material genético.
Embora as células disponham de mecanismos de reparo que removam, eficientemente, a
maior parte das lesdes introduzidas em seu DNA, uma pequena parcela delas ndo chega a ser
reparada ou € reparada de forma incorreta. Como conseqiiéncia, surge a mutacdo. O processo
de transformagdo neopldsica se inicia quando estas mutagdes alteram a funcdo de genes que
regulam direta ou indiretamente a proliferacdo ou a sobrevida das células, levando a ativagao
de proto-oncogenes e a inativacdo de genes supressores da carcinogénese (MACLEOD,

2000).
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A velocidade de crescimento do tumor e sua disseminagdo sdo importantes para o
prognoéstico das pacientes. O crescimento tumoral depende da velocidade de duplicacido das
células a partir do aparecimento da primeira célula tumoral, isto €, depende da velocidade do
ciclo celular. O CM € uma doenca heterogénea, e o tempo de duplicacdo celular varia de 30 a
200 dias (crescimento tumoral lento). Quando o tumor atinge um tamanho clinicamente
detectavel, ele ja convive com o hospedeiro a aproximadamente 8 anos. Assim que o tumor
atinge alguns milimetros, inicia o processo de angiogé€nese. A disseminacdo das células
cancerosas ocorre via linfatica e hematogénica, sendo que a propagacdo linfatica junto ao
acometimento dos linfonodos regionais tem forte relacio com a sobrevida e o tipo de

tratamento a ser realizado nas pacientes (MENKE et al., 2007).

3.3 Prevencao e deteccao precoce do cancer de mama

Embora tenham sido identificados alguns fatores ambientais ou comportamentais
associados a um risco aumentado de desenvolver o cancer de mama, estudos epidemiolégicos
ndo fornecem evidéncias conclusivas que justifiquem a recomendacdo de estratégias
especificas de prevencdo. E recomendacio que alguns fatores de risco, especialmente a
obesidade e o tabagismo, sejam alvo de acdes visando a promocao a saide e a prevengao das
doencas cronicas nao transmissiveis, em geral (INCA, 2004).

Nao ha consenso de que a quimioprofilaxia deva ser recomendada as mulheres
assintomdticas, independente de pertencerem a grupos com risco elevado para o
desenvolvimento do cancer de mama (INCA, 2004).

Para a detec¢do precoce do cancer de mama recomenda-se:

- Rastreamento por meio do exame clinico da mama, para as todas as mulheres a partir de 40
anos de idade, realizado anualmente. Este procedimento ¢ ainda compreendido como parte do
atendimento integral a saide da mulher, devendo ser realizado em todas as consultas clinicas,
independente da faixa etéria;

- Rastreamento por mamografia, para as mulheres com idade entre 50 a 69 anos, com o
méximo de dois anos entre 0s exames;

- Exame clinico da mama e mamografia anual, a partir dos 35 anos, para as mulheres

pertencentes a grupos populacionais com risco elevado de desenvolver cancer de mama;
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- Garantia de acesso ao diagnéstico, tratamento e seguimento para todas as mulheres com

alteracOes nos exames realizados (NETTO et al., 2002; INCA, 2004).

3.4 Diagnostico

O exame clinico da mama (ECM) € parte fundamental da proped€utica para o
diagndstico de cancer. Deve ser realizado como parte do exame fisico e ginecoldgico, e
constitui a base para a solicitacdo dos exames complementares. Como tal, deve contemplar os
seguintes passos para sua adequada realizacdo: inspecdo estdtica e dinamica, palpagao das
axilas e palpagdo da mama com a paciente em decubito dorsal (NETTO et al., 2002; INCA,
2004).

A ultra-sonografia (USG) é o método de escolha para avaliagdo por imagem das lesdes
palpaveis, em mulheres com menos de 35 anos. Naquelas com idade igual ou superior a 35
anos, a mamografia € o método de eleicdo. Se houver lesdes suspeitas deve-se buscar a
confirmacao do diagndstico que pode ser citolégico, por meio de pungdo aspirativa por agulha
fina (PAAF), ou histolégico, quando o material for obtido por pungdo, utilizando-se agulha
grossa (PAG) ou bidpsia cirtirgica convencional. A PAAF é um procedimento ambulatorial,
de baixo custo, de facil execu¢do e raramente apresenta complicacdes, que permite o
diagnéstico citoldgico das lesdes. Esse procedimento dispensa o uso de anestesia. A PAGi ou
core biopsy é também um procedimento ambulatorial, realizado sob anestesia local, que
fornece material para diagndstico histopatolégico (por congelacdo, quando disponivel),
permitindo inclusive a dosagem de receptores hormonais (INCA, 2004).

Nas lesdes palpdveis com imagem negativa (mamografia e ultra-sonografia),

prosseguir a investigacdo com PAAF, PAG ou bidpsia cirdrgica (INCA, 2004).

3.5 Fatores de risco que predispoem ao cancer de mama

Apesar de numerosos estudos, a causa do cancer de mama (CM) ainda ndo esta
esclarecida. Varios fatores de risco tém sido citados como agentes capazes de aumentar a

predisposicdo a este tipo de cancer. Entre os principais fatores destacam-se:
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- fator genético (histéria familiar de CM): pesquisas indicam que mulheres com
parentes de primeiro grau (mae, irmd, filha) com histéria de CM t€m um risco mais elevado
para o desenvolvimento da doenca (SATTIN et al., 1985, MUHONEN et al., 1997, WELSH
et al., 2009). Nao estd bem esclarecido como os agentes genéticos induzem a neoplasia,
porém acredita-se que possam influenciar a sensibilidade dos receptores hormonais nas
células epiteliais (ANDRADE, 1999). Estudos tém demonstrado associagdo entre
desenvolvimento de CM e portadores de mutacdes germinativas nos genes BRCA 1 e BRCA
2, que sdo genes supressores de tumor, os quais controlam o crescimento celular. Para as
mulheres portadoras destas mutacgdes, o risco de desenvolver este tipo de cancer excede 80%
contra 10% da populacdo em geral. Estima-se que fatores genéticos predispondo ao cancer
familiar sejam responsdveis por 5 a 10% do total de cancer de mama (BASEGIO, 1998;
BENNETT et al., 2000).

- fator hormonal: acredita-se que o excesso de estrégeno enddgeno ou o desequilibrio
hormonal tenham papel importante no desenvolvimento do cincer de mama. Assim, pacientes
com menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, poucas gestacdes e primigesta idosa
sao do grupo de maior risco, condi¢des estas que detonam maiores periodos de exposicao ao
estrogeno. A obesidade também é encarada como fator de risco, pois esté relacionada a maior
sintese de estrégeno nas células do tecido adiposo.

- fatores ambientais: a dieta rica em gorduras, o consumo de dalcool, fumo,

sedentarismo, entre outros, constituem fatores predisponentes (ANDRADE, 1999).

3.6 Fatores prognésticos

A histéria natural do cincer de mama indica que o curso clinico da doenca e a
sobrevida variam de paciente para paciente (CLARCK, 1996). Fatores progndsticos sao
parametros possiveis de ser mensurados no momento do diagndstico e que servem como
preditor da sobrevida do paciente. Com relacdo ao cancer de mama tem sido elevado o
nimero de novos fatores mencionados na literatura mundial nos tltimos anos. A inclusdo de
novos fatores preditivos certamente proporciona avancos que conduzem a uma sele¢do ainda
melhor dos pacientes principalmente para terapias adjuntivas, podendo-se chegar a uma

individualizac@o da conduta terapéutica (ABREU & KOIFMAN, 2002).
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3.6.1 Fatores prognoésticos Clinicos

3.6.1.1 Idade ao diagndstico

A influéncia da idade ao diagndstico para o progndstico da sobrevida no cancer de
mama ainda é controversa (HOST & LUND, 1986; DE LA ROCHEFORDIERE et al., 1993;
HAN & KANG, 2009). Um estudo recente mostrou que em pacientes mais jovens (menores
de 35 anos), o risco de morte aumentou em 5% por cada ano de diminuic¢do da idade (HAN &
KANG, 2009). No entanto, Rezaianzadeh et al. (2009), ndo encontraram relacdo entre idade
ao diagnodstico de CM e tempo de sobrevida.

Apesar das discordancias mostradas em vdrios estudos, hd uma predominancia de
estudos que destacam a faixa etdria de pacientes na quarta e quinta décadas de vida, como as
que apresentam melhor progndstico. Ja o pior progndstico estaria reservado a mulheres com
idade inferior a 35 anos e as com mais de 75 anos (HOST & LUND, 1986; ADAMI et al.,
1986; PEER et al., 1996; KROMAN et. al., 2000 ).

3.6.1.2 Condi¢ao hormonal: estado menopausal

Diversos autores estudaram a idade da menarca e da menopausa em mulheres com CM
e ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa com relacdo as mulheres sadias
(MAMEDE et al.,1992; SOBREIRA et al., 1992; HORZT et al., 1994). Uma observagao
contrdria em relagdo a idade da menopausa foi abordada por Vogel (2000) em sua revisao.
Considerando-se mulheres que entraram na menopausa entre os 45 € 55 anos como grupo de
referéncia, mulheres que tiveram a menopausa aos 55 anos ou mais, possuiram 50% mais
chances de desenvolverem, subseqiientemente, o cancer de mama, enquanto mulheres que
cessaram a menstruacdo aos 45 anos ou mais jovens tiveram 30% menos chances de
desenvolvé-lo. A explicagdo provédvel para essas observacdes seria o elevado nivel de
estrégenos circulantes, aos quais a mulher é exposta entre a menarca e a menopausa (ABREU

& KOIFMAN, 2002).
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3.6.2 Fatores prognésticos Anatomopatoldgicos

3.6.2.1 Tamanho do tumor

O tamanho do tumor juntamente com a condicdo dos linfonodos axilares sdo os dois
mais importantes indicadores progndsticos para o CM (ABREU & KOIFMAN, 2002).
Quanto maior o tamanho do tumor, maior o risco de comprometimento linfonodal, recorréncia
de doenca e morte. Em pacientes com linfonodos negativos, o tamanho do tumor é o fator
progndstico mais poderoso e consistente da recorréncia do CM. O tamanho tumoral também
estd sendo usado como desfecho substituto de mortalidade nas campanhas de deteccdo
precoce do cancer de mama, tendo como ponto de corte o didmetro de 1,5 cm, abaixo do qual
a sobrevida melhora consideravelmente. A avaliacdo histologica do didmetro tumoral (pT)
também tem sua importancia, quando considerado o progndstico das mulheres com cancer de
mama em estdgios mais avancados (MENKE et al., 2007). Bonaddona et. al. (1998)
descreveram sobrevida de 65, 36 € 16% em tumores menores de 5 cm, entre 5 a 10 cm e mais

de 10 cm, respectivamente.

3.6.2.2 Grau Histolégico do tumor

O grau histolégico estd claramente relacionado a possibilidade de recidiva mamaria a
distancia. Seu emprego no progndstico de CM possui controvérsias, devido, principalmente, a
reprodutibilidade entre diferentes patologistas e entre diferentes servigos, visto a subjetividade
de sua determinacdo (ABREU & KOIFMAN, 2002).

Os sistemas de estadiamento mais utilizados para o CM sdo a classificacao de Scarff-
Bloom-Richardson (SBR), o qual foi modificado pelo grupo de Nottingam. O grau de
diferenciacdo € avaliado de acordo com a habilidade do tumor em originar formagdes
glandulares, papilares ou tubulares. O pleomorfismo descreve a forma do nucleo. E o indice
mitético avalia o nimero de mitoses encontradas no tumor. A soma dos pontos desses 3
componentes determina os graus: I (bem diferenciado), II (moderadamente diferenciado) e I1I

(pouco diferenciado). Quanto menos diferenciado o tumor, pior serd o prognostico (MENKE
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et al., 2007). Segundo um estudo feito por Pinder et al. (1995) a sobrevida em 10 anos de
mulheres com carcinoma mamadrio grau | foi de aproximadamente 85%, enquanto que nas

com grau III esta taxa caiu para 45%.

3.6.2.3 Comprometimento linfonodal

z

O acometimento linfonodal-axilar € o fator progndstico mais poderoso para as
pacientes com CM recém diagnosticado. Os linfonodos axilares sdo as principais vias de
drenagem das células tumorais do carcinoma da mama e ndo existem dividas sobre sua
importancia no progndstico e tratamento desta patologia (BRONDI, 1987). As pacientes com
axila positiva apresentam, em média, uma sobrevida em 5 anos de 21%, quando comparadas
com as mulheres com axila negativa com uma sobrevida média de 75% (VALERO et al.,,
1996). O niimero absoluto de linfonodos mamarios acometidos também apresenta importancia
significativa: pacientes com quatro ou mais linfonodos positivos t€ém pior progndstico
(TOOKEL, et. al., 1986; CARTER et. al., 1989). A maioria dos ensaios clinicos estratifica as
pacientes em grupos de acordo com o nimero de linfonodos positivos: linfonodos negativos,
1 a 3 linfonodos positivos, 4 a 9 linfonodos positivos, € 10 ou mais linfonodos positivos

(MENKE et al., 2007).

3.6.3 Fatores prognésticos Imuno-histoquimicos

3.6.3.1 Receptor de estrégeno (RE)

Beatson, em 1896, sugeriu pela primeira vez a dependéncia hormonal de um tumor,
quando observou a regressao de lesdes tumorais mamadrias apds ooforectomia. Em 1971,
Jensen et al. demonstraram a existéncia de receptores hormonais, que sdo proteinas nucleares
responsaveis pela mediacdo dos efeitos do estrogeno no epitélio mamario. A introducdo do
método de avaliacdo dos receptores hormonais nos anos setenta possibilitou o melhor

entendimento desta técnica e sua relagdo direta com o prognodstico das pacientes (GAYLE,
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2001). A imuno-histoquimica (IMH) é a técnica mais utilizada atualmente, por apresentar
inimeras vantagens: metodologia relativamente simples, rdpida e de baixo custo, necessita de
pequena amostra de tecido, permite a identificacdo de diferentes componentes teciduais, entre
outras. A IMH detecta a super expressdao do produto génico (ALBERTS et al.,, 1996;
TORRES et al., 1996).

O receptor de estr6geno tem a funcdo de fator de transcricdo, quando ligado ao
hormonio. O crescimento de muitos canceres de mama depende do efeito proliferativo do
estrégeno e esta resposta esta correlacionada com a presenga de seu receptor. Sua presenga é
demonstrada quando a paciente com tumor receptor positivo € tratada com antiestrogénio, o
qual bloqueia o efeito proliferativo do estrogeno endégeno (FUQUA, 1994). Desde que foi
demonstrado que o crescimento dos carcinomas de mama € regulado por estrégenos, a
presenca de receptores especificos para o estrogénio em tumores mamadrios e a terapia ablativa
desse hormonio tem produzido remissdo clinica nesses pacientes. Os tumores receptores
negativos tém pouca possibilidade de regressdo pela terapia enddcrina, enquanto que, nos
positivos, a taxa de resposta varia de 40% a 80% (PISANI, 1991). Muitos autores mostram
que existe uma associacdo positiva entre a presengca de receptor de estrégeno e um
progndstico mais favoravel. Pacientes com tumores RE-positivos apresentam intervalo livre
de doenca de 74% e sobrevida geral de 92%, em cinco anos, enquanto tumores RE-negativos
apresentam intervalo livre de doenca e sobrevida geral de 66% e 82%, respectivamente

(OSBORNE, 1990; BECKMANN et al., 1996).

3.6.3.2 Cerb-B2

Proto-oncogenes sdo genes que codificam proteinas que ajudam a regular o
crescimento e diferenciacdo celular. Ao sofrerem mutacdo, alteram a proteina, desregulando a
funcdo celular. O proto-oncogene HER-2/neu (cerb-B2) estd localizado no cromossomo 17 e
codifica uma proteina transmembrana, com atividade semelhante ao receptor do fator de
crescimento epidérmico. A sobre-expressao do HER-2 origina um aumento do crescimento
das células tumorais e um comportamento mais agressivo da doenca (ERNBERG, 1990;
HAERSLEV & JACOBSEN, 1995).

A proteina cerbB-2 é expressa em niveis baixos nas células epiteliais do tecido

mamadrio normal. Segundo um estudo de Pavelic et al. (1992), a expressao dessa proteina em
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tecido normal e tumoral (in situ e invasivo) de mama, por imuno-histoquimica, € de 29% de
positividade nos tumores in situ, 45% nos invasivos e, nenhum, em tecido normal. Sua
amplificacdo e super expressdo estd relacionada a um maior grau histolégico, aumento da
agressividade tumoral, redu¢do da sobrevida, resposta ruim a hormonioterapia e aumento da
recorréncia e mortalidade. Portanto € relatada como indicador de mau prognéstico no CM
(NISKANEN et al., 1997; MENKE et al., 2007). Ao avaliarem-se alguns fatores progndsticos
de associacdo entre os tumores com cerb-B2, Andachi et al. (2004) assinalaram uma
associacdo direta entre a positividade do cerb-B2 e os tumores com diametros maiores, grau
histolégico elevado e receptores hormonais negativos . Com relagdo as metastases, sabe-se
que as pacientes com a expressao aumentada de cerb-B2 estdo mais propensas a desenvolvé-
las, observando-se, apds a sua deteccdo, um curto periodo de sobrevida (DHINGRA &
HORTOBAGYI, 1996). Como preditor de resposta terapéutica seu papel € controverso,
podendo as pacientes com a expressio aumentada de cerb-B2 apresentar uma maior

resisténcia as drogas quimioterdpicas (TETU & BRISSON, 1994).

3.7 Antigenos ABO e ciancer

3.7.1 Sistema Sanguineo ABO

O sistema do grupo sanguineo ABO, descoberto por Karl Landsteiner no comeco do
século XX, €, até hoje, considerado o mais importante sistema de grupos sangiiineos. Sua
importancia estd além da medicina transfusional, sendo utilizado em estudos genéticos, de
transplante de 6rgdos, e mais recentemente de cancer (LEE et al., 1984; LEE & REID, 2000;
YAMAMOTO, 2004).

Embora os antigenos ABO tenham sido inicialmente identificados como antigenos da
superficie (membrana) do eritrécito e a sua significancia tenha sido atribuida principalmente a
sorologia, logo se tornou evidente que esses antigenos estdo amplamente distribuidos nas
células de diferentes Orgdos. Os antigenos foram encontrados na maioria dos tecidos
epiteliais, tais como tecido mamadrio, prostético, intestinal, gastrico, entre outros, ¢ também

nas secregoes (RAVN & DABELSTEEN, 2000).
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Os antigenos A e B sdo carboidratos presentes nas superficies das células e nas
secrecoes, sintetizados pela acdo de enzimas glicosiltransferases especificas, codificadas no
locus ABO. O antigeno H é um carboidrato produzido pela acdo da enzima a-2-L-
fucosiltransferase codificada pelo gene H. A expressdo dos antigenos ABO é controlada por
um conjunto independente de genes, tais como, o locus ABO localizado no brago longo do
cromossomo 9, e o gene H determinado no cromossomo 19 (LEE & RAID, 2000;
BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

O antigeno H € o substrato bdsico para a acdo das enzimas glicosiltransferases
codificadas pelos genes A e B. Em seguida, essas enzimas sdo responsdveis pela transferéncia
dos residuos especificos de acgicar N-acetil-D-galactosamina ou D-galactose ao substrato H,
convertendo-os em antigenos A ou B, respectivamente, originando a heterogeneidade
fenotipica do sistema ABO (BATISSOCO & NOVARETTI, 2003). O grupo sanguineo A tem
a atividade da glicosiltransferase codificada pelo gene A, originando o antigeno sanguineo A.
O grupo B tem a atividade de uma glicosiltransferase diferente, codificada pelo gene B, a qual
origina o antigeno B. J4 o grupo sangiiineo AB apresenta a atividade das duas transferases
(codificadas pelos genes A e B), tendo entao os dois antigenos A e B. E o grupo O nao possui
as transferases A e B, mas apresenta o antigeno H, sendo esse o antigeno encontrado na

superficie das hemdcias desse grupo (BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

3.7 2 Relacdo entre grupo sanguineo ABO e suscetibilidade ao cancer

O grupo sanguineo ABO tém sido associado com muitas doengas, especialmente com
cancer, embora a explicacdo para isso ainda ndo esteja clara. Desde o primeiro relato de uma
associacdo entre grupo sanguineo A e cancer gastrico por Aird et al. (1953), muitos outros
estudos tem documentado a relag@o entre suscetibilidade a cancer e grupo sanguineo.

Segundo Vioque e Walker (1991), ao avaliarem a relac@o entre cincer pancredtico e
grupo sanguineo, ha um risco modesto entre pessoas do grupo A desenvolverem a doenga; por
outro lado, Annese et al (1990) demonstraram um nimero aumentado de casos de cancer
pancredtico em pacientes do grupo B e um nimero reduzido em pacientes do grupo O.
Também Wolpin et al (2009) observaram um maior risco, estatisticamente significativo, para

incidéncia de cancer pancredtico em pacientes com antigenos A e/ou B comparados com o
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grupo sanguineo O. Um risco elevado foi observado nos pacientes do grupo sanguineo B, e
um risco intermedidrio para os pacientes dos grupos A e AB.

Um estudo piloto intitulado “Relag@o entre resultados de PSA e grupos sanguineos
ABO: uma amostra de 2521 pacientes” mostrou um maior risco de pacientes do grupo
sanguineo B desenvolverem adenocarcinoma prostatico (BECKER et al., 2003).

Bermudez et al (2006), encontraram uma associacdo significativa entre grupo
sanguineo A e cancer gastrico.

Ao estudar a relagdo entre grupo sanguineo ABO e carcinoma de esdfago e de cérdia,
Su et al (2001) concluiram que o grupo sanguineo B estd associado a uma maior incidéncia de
cancer de cardia e esd6fago em uma populacdo da China.

Virios estudos tem sugerido uma associagdo entre cancer de ovario e grupo sanguineo
A, considerando-se esse dltimo como um marcador genético para a doenca (OSBORN & DE
GEORGE, 1963; MORI et al., 1984; HENDERSON et al., 1993).

De acordo com Guleria et al. (2005), em pacientes com cancer de mama e do trato
gastro-intestinal, a incidéncia dos grupos sanguineos A e B, respectivamente, foi
significativamente mais alta que nos controles. Resultados semelhantes ao estudo descrito
acima foram encontrados por Stamatakos et al. (2009), onde o grupo sanguineo A mostrou
forte associacao com cancer de mama e com pior progndstico.

Uma das sugestdes do mecanismo pelo qual as pessoas do grupo A tem maior risco
de cancer envolve uma diminuicdo da vigilancia imunoldgica. Alguns tumores, especialmente
de estomago, cOlon, mama e ovdrio, expressam o antigeno de Forssmann, o qual é
estruturalmente similar ao determinante antigénico A. Pessoas de outros grupos sanguineos (B
e O) produzem anticorpos anti-A. Devido a essa semelhancga estrutural, esses anticorpos anti-
A podem atacar também células cancerosas que expressam o antigeno de Forssmann, tendo-se
assim um efeito protetor desses grupos sanguineos no cancer. Portanto, as pessoas do grupo A
e AB, por apresentarem o antigeno A, podem ter uma diminui¢do da resposta imunoldgica ao
tumor, sendo assim, mais suscetiveis ao desenvolvimento de canceres (HENDERSON et al.,

1993).

3.7.3 Associacdo da expressdo de antigenos sanguineos ABO com progndstico de cancer
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Além da maior prevaléncia de um grupo sanguineo em determinada neoplasia, alguns
estudos demonstram que as células neopldsicas perdem ou diminuem a expressao dos
antigenos A ou B, dependendo do grupo sanguineo do paciente. Esse acontecimento se
correlaciona com o desenvolvimento e agressividade da doenca (YAMAMOTO, 2004;
HAKOMORI, 1999).

Antigenos do grupo sanguineo ABO sdo carboidratos expressos na superficie dos
eritrcitos e em varios outros tipos de células epiteliais, com importante fun¢do na adesao
intercelular. Modificacdes genéticas na glicosilagdo desses carboidratos de superficie celular
tém sido descritas no cancer (HAKOMORI, 1999). Diversos estudos demonstraram que a
expressao de antigenos do grupo sanguineo ABO estd alterada no cancer humano. A perda da
expressdo dos antigenos A e B gera diminuicdo da adesdo intercelular, aumentando a
motilidade das células, facilitando a ocorréncia de metastases (STRAUCHEN et al., 1980;
LEE & REID, 2000).

Em investigacdes laboratoriais, as cé€lulas de pacientes com cancer pancreatico
expressaram os antigenos ABO em sua superficie com padrdes de expressdo diferentes
daqueles das células pancredticas normais; sugerindo que ocorrem modificagcdes nas
glicosiltransferases durante a tumorogénese pancreatica (WOLPIN et al., 2009).

Em 1990, Perlman e Epstein demonstraram que os antigenos de grupo sanguineo
poderiam atuar como marcadores na oncogénese. O estudo analisou a expressdao dos antigenos
A e B no tecido prostatico utilizando anticorpos monoclonais e evidenciou a sua auséncia em
células de adenocarcinomas e displasias, suportando a idéia de que algum distirbio
enzimatico das transferases ocorrera.

Amostras de tecido géstrico foram avaliadas por método imuno-histoquimico para
determinar a distribui¢do de antigenos ABO. Comparando casos de neoplasia com casos sem
neoplasia géstrica, foi observado que ocorreu perda focal dos antigenos ABO, enquanto que o
tecido normal apresentou os antigenos no epitélio foveolar (HIROHASHI, 1984a). A mesma
forma de estudo de distribui¢do dos antigenos ABO foi realizada no tecido pulmonar normal e
com um tipo de adenocarcinoma. Os antigenos A, B e H foram reduzidos ou ausentes nas
células neoplédsicas (HIROHASHI, 1984b).

A andlise imuno-histoquimica para a pesquisa de antigenos sanguineos A ¢ B em
amostras benignas e malignas do urotélio da bexiga demonstrou a perda da expressao dos
antigenos naqueles com doenca maligna. Nessas células houve perda da atividade das
transferases especificas dos carboidratos A e B (ORNTOFT et. al, 1988). Em 1996 o mesmo

grupo de pesquisa avaliou o mecanismo para a perda da atividade das glicosiltransferases A e
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B dos antigenos sanguineos. Através da metodologia da reacdo em cadeia da polimerase, a
presenca do RNAm do ABO ocorreu apenas no urotélio normal e em tumores de baixo grau
enquanto que em tumores de alto grau estava ausente, sugerindo que a glicosilacdo dos
antigenos ABO € regulada a nivel de RNAm e que o mecanismo associado com a proliferacao
celular desencadeia a diminui¢do do RNAm. (ORNTOFT, 1996).

De acordo com Le Pendu et al. (2001) a localizacao do gene ABO no cromossomo 9 é
uma regido sensivel a sofrer rearranjos e principalmente perda da heterozigosidade. Como
conseqiiéncia pode ocorrer a perda das transferases responsdveis pela transferéncia dos
acucares na superficie das células, originando auséncia ou diminuicdo da expressdo dos
antigenos ABO

Na andlise de carcinomas orais foi observada a perda da expressdo dos antigenos A e
B nas lesdes. Além disso, os autores também analisaram o gendtipo do grupo sanguineo e
observaram que em alguns casos houve perda dos alelos do grupo ABO, e por isso ndo havia
a expressao no tecido. Os autores defendem a idéia de que a perda dos antigenos nas células
carcinomatosas ¢ uma alteracao precoce e a modificacdo de seus precursores genéticos € um
evento tardio do desenvolvimento neopldsico (GAO et al, 2004).

Strauchen et al. (1980) ao estudar a expressdo dos antigenos ABO em lesdes malignas
(carcinoma ductal) e benignas (doenca fibrocistica) da mama, verificou uma diminui¢cdo da
expressdo em ambas as lesdes. A perda prematura da expressdo do isoantigeno AB nas lesdes
histologicamente benignas credita um possivel elo entre a doenga fibrocistica e o carcinoma
mamario, podendo ser um marcador de pré- neoplasia. Em contraste com outros tecidos, a
diminui¢do da expressdo do isoantigeno AB ndo € necessariamente evidéncia de malignidade.

No ano de 1984, Lee et al. demonstraram a perda ndo universal da expressdo dos
antigenos AB em carcinomas invasivos da mama, através da técnica de imuno-histoquimica.
Os carcinomas das pacientes com grupos sanguineos A, B e AB demonstraram perda total da
expressdo do isoantigeno em 64%, 77% e 74% dos casos, respectivamente. Mesmo o0s
carcinomas com perda total dos antigenos A e B apresentaram expressdo varidvel do antigeno
H, o substrato precursor dos antigenos A e B. Um provavel mecanismo para a diminui¢ao da
expressao do antigeno € a perda ou reducdo das enzimas glicosiltransferases necessarias para
a sintese dos determinantes A, B e H. Essa perda das transferases como resultado da
transformac¢do maligna, conseqiientemente, conduz a falha na sintese dos isoantigenos A e B,
e ao acumulo do antigeno H. Isso pode explicar a presenca do antigeno H mesmo nos
carcinomas que perderam os antigenos A e B. Os resultados desse estudo indicaram n@o haver

uma relagcdo estatisticamente significativa entre a perda da expressdo dos antigenos com



30

intervalo de recorréncia da doenga, metdstases e outros parametros. Sendo assim, eles
concluiram que a expressao de antigenos ABO em cancer de mama nao € util para avaliacdo

de progndstico.
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Resumo

Virios fatores de risco, em especial, o grupo sanguineo ABO, sdo citados como
agentes capazes de aumentar a predisposi¢do ao cancer de mama (CM). Existe uma alta
incidéncia do grupo sanguineo A em varios tipos de cancer, tais como, de utero, ovario,
pancreas, c6lon e mama. O objetivo principal desse estudo foi determinar a possibilidade de
associacdo entre determinado grupo sanguineo e a presenca de cancer de mama em uma
populacdo brasileira de pacientes atendidos na unidade de mastologia do Hospital
Universitdrio de Santa Maria. Realizou-se um estudo de casos e controles, onde os casos
(n=127) constituiram pacientes que realizaram bidpsia com diagndstico de cancer de mama.
As bidpsias com diagnéstico de lesdo benigna da mama foram usadas como controle (n=67).
Fatores como o grupo sanguineo, idade, histéria familiar de cancer de mama e estado
menopausal foram avaliados. Os fatores de risco estatisticamente significativos associados
com a apari¢do de CM na populagdo estudada foram o grupo sanguineo A, a idade superior a
45 anos e estar na menopausa. Também foi verificado que as mulheres do grupo A possuem
um risco aproximadamente 8 vezes maior para o desenvolvimento de cancer de mama que as
de outros grupos sanguineos (OR = 8,44; IC: 3,5-19,87; p<0,0001). Os resultados encontrados
sugerem que o tipo sanguineo deva ser considerado, em conjunto com outros fatores de risco,
na compreensao do risco individual de cada paciente, podendo ser usado como um marcador

de predisposicao independente para o CM.

Palavras chave: grupo sanguineo ABO, predisposicao, cancer de mama.
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Abstract

Several risk factors, in particular the ABO blood group, are known as factor that
increases the predisposition to breast cancer. There is a high incidence of blood group A in a
variety of cancers such as uterus, ovary, pancreas, colon and breast. The purpose of this study
was to determine the correlation between blood groups type and the presence of breast cancer
in a Brazilian population of patients treated in University Hospital of Santa Maria. In the
present study, patients who breast biopsy result indicated cancer, were considered cases (n =
127) and women, with normal pathology results (no malignancy), were used as controls (n =
67). Factors such as blood group, age, family history of breast cancer and menopausal status
were evaluated. The statistically significant risk factors that appear to show correlation with
breast cancer in this study were: the blood group A, age over 45 years and be in menopause.
We also demonstrated that women in group A have an approximately eight times greater risk
for developing breast cancer than other blood groups (OR = 8.44, CI: 3.5 to 19.87, p
<0.0001). The results suggest that blood type needs to be considered together with other risk
factors to understand the individual patient's risk, and could be used as an independent marker

of susceptibility to BC.

Keywords: ABO blood group, predisposition, breast cancer.

INTRODUCAO

Atualmente, o cancer de mama (CM) € um problema de satide publica, sendo a
principal causa de morte por neoplasia no sexo feminino, tanto no estado do Rio Grande do
Sul, como no Brasil. Vérios fatores de risco s@o citados como agentes capazes de aumentar a
predisposicao a este tipo de cancer, incluindo idade avangada, histéria de CM em parentes de
primeiro grau, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade ou primeira gravidez em
idade acima de 30 anos, entre outros (HENDERSON et al., 1993; ANDRADE, 1999;
BASEGIO, 1999). O grupo sanguineo ABO té€m sido associado com muitas doengas,
especialmente com cancer, embora a explicagdo para isso ainda ndo esteja completamente
entendida. Desde o primeiro relato de uma associacdo entre grupo sanguineo A e cancer

gastrico por Aird et al. (1953), muitos outros estudos tem documentado a relacdo entre
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suscetibilidade ao cancer e grupo sanguineo ABO . Existe uma alta incidéncia do grupo
sanguineo A em vdrios tipos de cancer, como de utero, ovdrio, pancreas, c6lon e mama
(OSBORN & DE GEORGE, 1963; MORI et al., 1984; VIOQUE & WALKER, 1991;
HENDERSON et al., 1993; BERMUDEZ et al., 2006).

Antigenos do grupo sanguineo ABO sdo carboidratos expressos na superficie dos
eritrocitos e em véarios outros tipos de células epiteliais, incluindo as células da mama, com
importante fun¢do na adesao intercelular (HAKOMORI, 1999). Sao sintetizados pela acdo de
enzimas glicosiltransferases especificas, codificadas no locus ABO. O antigeno H € um
carboidrato produzido pela acdo da enzima a-2-L-fucosiltransferase codificada pelo gene H.
A expressdo dos antigenos ABO € controlada por um conjunto independente de genes, tais
como, o locus ABO localizado no braco longo do cromossomo 9, e o gene H determinado no
cromossomo 19 (LEE & RAID, 2000; BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

O antigeno H € o substrato bdsico para a acdo das enzimas glicosiltransferases
codificadas pelos genes A e B. Em seguida, essas enzimas sdo responsdveis pela transferéncia
dos residuos especificos de acuicar N-acetil-D-galactosamina ou D-galactose ao substrato H,
convertendo-os em antigenos A ou B, respectivamente, originando a heterogeneidade
fenotipica do sistema ABO (BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

Além da maior prevaléncia de um grupo sanguineo em determinada neoplasia, alguns
estudos demonstram que as células neopldsicas perdem ou diminuem a expressao dos
antigenos A ou B, dependendo do grupo sanguineo do paciente (YAMAMOTO, 2004;
HAKOMORI, 1999). Modificagdes genéticas na glicosilacdo desses carboidratos de
superficie celular foram descritas no cancer (HAKOMORI, 1999). A perda da expressao dos
antigenos A e B gera diminui¢do da adesdo intercelular, aumentando a motilidade das células,
facilitando a ocorréncia de metastases (STRAUCHEN et al., 1980; LEE & REID, 2000).

O objetivo principal desse estudo foi determinar a possibilidade de associacdo entre
determinado grupo sanguineo e a presenca de cancer de mama em uma populagdo brasileira

de pacientes atendidos na unidade de mastologia do Hospital Universitdrio de Santa Maria.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de casos e controles. Os casos (n=127) foram obtidos através

de prontudrios de pacientes que realizaram bidpsia no setor de Patologia Clinica do Hospital
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Universitdrio de Santa Maria, com diagndstico de cancer de mama, durante o periodo de
agosto de 2005 a dezembro de 2008. As bidpsias com diagndstico de lesao benigna da mama,
no referido local e periodo, constituiram o grupo controle (n=67). Fatores como o grupo
sanguineo, idade, histéria familiar de cancer de mama e estado menopausal foram avaliados.
O grupo sanguineo das pacientes foi obtido de seus prontudrios, onde se encontrava o
resultado do exame para tipagem sanguinea. Os demais fatores foram obtidos da histéria
clinica das pacientes, também contidos nos prontudarios médicos. Nos casos em que as
informacdes estavam incompletas, realizou-se contato telefonico para esclarecimento das
davidas. Pacientes onde ndo foi possivel obter informagdes completas dos fatores avaliados
foram excluidas do estudo.

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software STATISTICA 7.0.
Para estimar o risco relativo (RR) associado com o tipo de sangue e as outras varidveis
preditoras (idade, histdria familiar de cancer de mama e estado menopausal), calcularam-se as
razdes de odds (odds ratios — OR), com intervalo de confianca de 95%. As diferencgas nas
distribuicdes das varidveis entre grupo controle e casos foram avaliadas usando o teste do
Qui-quadrado.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria (nimero do processo: 23081003197/2007-66; certificado de apresentacdo para
apreciacdo ética: 0048.0.243.000.07).

RESULTADOS

As caracteristicas da populacio estudada encontram-se na tabela 1. As pacientes com
cancer de mama (CM) tém uma média de idade de 57,89 anos, com idade minima de 32 e
méaxima de 95 anos, sendo que 82,68% tinham mais de 45 anos no momento do diagndstico.
A média da idade nos controles foi de 41,45 anos, com uma idade minima de 16 e maxima de
75 anos.

Com respeito ao estado menopausal a grande maioria dos controles (79,11%) nédo
estdo na menopausa, enquanto que um pouco mais da metade das pacientes com CM
(56,69%) encontram-se no estado menopausal.

Segundo a presencga de antecedentes familiares de primeiro grau com CM encontramos

uma distribuicdo semelhante entre casos e controles: 88,98% das pacientes com carcinoma
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mamdrio e 95,52% dos controles ndo tinham histoéria prévia de parentes de primeiro grau com
CM.

A freqii€éncia da distribui¢do dos grupos sanguineos na populacdo total (casos e
controles) estudada foi de 44,84% para o grupo O, 36,08% para o grupo A, 12,89% para o
grupo B e 6,19% para o grupo AB. Esses resultados sdo semelhantes a distribui¢cao dos grupos
sanguineos na populacdo brasileira. Agrupando as pacientes com CM segundo seu grupo
sanguineo foi possivel verificar que 49,61% (63 pacientes) correspondiam ao grupo A,
seguidos por 33,07% (42 pacientes) do grupo O, 10,24% (13 pacientes) do grupo B, e 7,09%
(09 pacientes) do grupo sanguineo AB. Nos controles a distribui¢do dos grupos sanguineos
encontrada foi de 10,45% (07 pacientes) pertencentes ao grupo A, 67,16% (45 pacientes)
pertencentes ao grupo O, 17,91% (12 pacientes) ao B, e 4,48% (03 pacientes) ao grupo
sanguineo AB. A freqiiéncia do grupo sanguineo A foi significativamente maior e a
freqiiéncia do grupo O significativamente menor nas pacientes com CM quando comparadas
aos controles (tabela 1).

Ao ser realizada uma andlise de regressdo logistica encontrou-se uma associacao
estatisticamente significativa entre cancer de mama e grupo sanguineo A, mostrando um OR
de 8,44 (IC: 3,5-19,87; p<0,0001) (tabela 2). Ficou evidente que 49,61% das pacientes com
CM pertenciam ao grupo A, e 50,39% pertenciam aos outros grupos sanguineos restantes (O,
B e AB). Ter idade ao diagnéstico inferior ou igual a 45 anos apresentou-se como um fator
protetor, com um OR de 0,08 (IC: 0,04-0,16; p<0,0001), pois apenas 17,32% das pacientes
com CM eram menores de 45 anos, e 82,68% tinham idade superior a 45 anos (tabela 2). Nao
se encontrou associacdo significativa entre CM e histdria prévia de familiares de primeiro
grau com carcinoma mamadrio, com OR=2,64 (IC: 0,73-9,55; p=0,1252) (tabela 2). Com
relacdo ao estado menopausal, mostrou-se um maior risco das mulheres menopausadas

desenvolverem CM, OR: 4,96 (IC: 2,5-9,84; p<0,0001) (tabela 2).



Tabela 1. Caracteristicas da populac¢io estudada
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Caracteristicas Casos (pacientes com CM) Controles (n=67)
(n=127)

Idade

<45 anos (22) 17,32% (49) 73,13%

> 45 anos (105) 82,68% (18) 26,87%
Menopausa

Sim (72) 56,69% (14) 20,89%
Nao (55)43,31% (53) 79,11%

Familiar com CM

Sim

Nao

(14) 11,02%
(113) 88,98%

(03) 4,48%
(64) 95,52%

Grupo sanguineo

A
B
AB
O

(63) 49,61%
(13) 10,24%
(09) 7,09%
(42) 33,07%

(07) 10,45%
(12) 17,91%
(03) 4,48%
(45) 67,16%

Tabela 2. Andlises bivariadas das caracteristicas da populacao estudada: risco relativo (OR) para

as diferentes variaveis associadas ao cancer de mama

Caracteristicas Casos Controles (n=67)  Valorde p OR Intervalo de
(n=127) Confianga 95%

Idade
<45 anos 22 49 p<0,001 0,08 0,04 - 0,16
> 45 anos 105 18
Menopausa
Sim 72 14 p<0,001 4,96 2,50 -9,84
Nao 55 53
Familiar com CM
Sim 14 03 0,1252 2,64 0,73 -9,55
Nao 113 64
Grupo Sanguineo
A 63 07 p<0,001 8,44 3,58 — 19,90
Outros (B, AB e O) 64 60
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DISCUSSAO

Diversos estudos t€ém demonstrado uma associacdo entre determinado grupo
sanguineo e diferentes tipos de cincer, e tém relacionado a expressdo de antigenos do sistema
sanguineo ABO nas células neopldsicas, com progndstico mais ou menos favoravel (VIOQUE
& WALKER, 1991; YOU et al., 2000; RAVN & DABELSTEEN, 2000).

A freqii€ncia dos grupos sanguineos na populacdo total estudada foi semelhante a
encontrada em outros trabalhos. O grupo O tem sido o mais prevalente, seguido pelo grupo A.
Taxas menores sdo encontradas para os grupos B e AB (FONTANA et al, 2000).

No presente estudo, agrupando as pacientes com cancer de mama segundo seu grupo
sanguineo, foi encontrado um aumento estatisticamente significativo do risco para
desenvolvimento de CM no tipo sanguineo A, enquanto o grupo sanguineo O mostrou-se
como um fator de protecao.

Essa associacdo do grupo sanguineo ABO com muitas doengas, especialmente com
cancer, vém sendo pesquisada hd alguns anos, porém a explicacdo para isso ainda ndo esta
completamente esclarecida. Desde o primeiro relato de uma associag@o entre grupo sanguineo
A e cancer gastrico muitos outros estudos tem documentado a relag@o entre suscetibilidade a
cancer e grupo sanguineo (AIRD et al., 1953). Individuos do grupo A demonstraram um risco
moderadamente aumentado para o desenvolvimento de cancer gastrico, pancredtico, de
ovério, entre outros (OSBORN & DE GEORGE, 1963; MORI et al., 1984; VIOQUE &
WALKER, 1991; HENDERSON et al., 1993; BERMUDEZ et al., 2006; WOLPIN et al.,
2009).

Mourali et al. (1980), ao avaliar caracteristicas da rdpida progressdo do céancer de
mama em mulheres na Tunisia, encontrou um risco aumentado para diagndstico positivo no
tipo sanguineo A. De acordo com Guleria et al. (2005), também estudando pacientes com
cancer de mama, a incidéncia do grupo sanguineo A foi significativamente mais alta que nos
controles. Resultados semelhantes aos descritos acima foram encontrados por Stamatakos et
al. (2009), onde o grupo sanguineo A mostrou forte associagio com CM e com pior
prognéstico. No entanto, segundo um estudo de Jayant et al. (1971), ndo houve relacdo do
cancer de mama com nenhum grupo sanguineo.

Especificamente no CM, Vogel (1970) informou que os grupos sanguineos ABO
podem influenciar o progndstico, sendo um fator prognéstico independente. Diversos

pesquisadores reconheceram igualmente os grupos sanguineos ABO como um fator de
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predisposicdo ou progndstico no CM (MAJUPURIA et al., 1966; ANDERSON, 1971;
COSTANTINI et al., 1990; GULERIA et al., 2005). Eles demonstraram que mulheres com
grupo sanguineo A sdo geralmente mais propensas a desenvolver neoplasias com pior
progndstico e comportamento bioldgico mais agressivo. Em contraste, as mulheres do grupo
sanguineo O podem ter alguma protecdo contra o desenvolvimento de CM, e mesmo quando
acometidas pela doenga, o progndstico € mais favordvel (SKOLNICK et al., 1984;
ANDERSON, 1971; EASTON, 2002). No presente estudo, também foi evidenciado que o
grupo sanguineo A pode ser considerado como um fator de predisposicio ao CM,
concordando com os dados descritos na literatura.

Uma das possibilidades sugeridas para explicar o mecanismo pelo qual as pessoas do
grupo A tem maior risco de cancer, envolve uma diminui¢do da vigilancia imunoldgica.
Alguns tumores, especialmente de estbmago, cdlon, mama e ovéario, expressam o antigeno de
Forssmann, o qual € estruturalmente similar ao determinante antigénico A. Pessoas de outros
grupos sanguineos (B e O) produzem anticorpos anti-A. Devido a semelhancga estrutural, esses
anticorpos anti-A podem atacar também células cancerosas que expressam o antigeno de
Forssmann, tendo-se assim um efeito protetor desses grupos sanguineos no cancer. Portanto,
as pessoas do grupo A e AB, por apresentarem o antigeno A, podem ter uma diminui¢do da
resposta imunolégica ao tumor, sendo assim, mais suscetiveis ao desenvolvimento de
canceres (HENDERSON et al., 1993).

Os fatores de risco estatisticamente significativos associados com a apari¢do de CM na
populacdo estudada foram o grupo sanguineo A, a idade superior a 45 anos e estar na
menopausa. Também demonstramos que as mulheres do grupo A possuem um risco
aproximadamente 8 vezes maior para o desenvolvimento de cincer de mama que as de outros
grupos sanguineos.

Os resultados encontrados sugerem que o tipo sanguineo deva ser considerado, em
conjunto com outros fatores de risco, na compreensio do risco individual de cada paciente,
podendo ser usado como um marcador de risco independente para o CM. No entanto,
investigacdes adicionais, com um maior nimero de pacientes e controles sdo necessdrias para
confirmacao desses achados e para determinar os mecanismos potenciais dos antigenos ABO

na influéncia do risco de cancer de mama.
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Resumo

Estudos prévios mostraram que o padrdao de expressdao dos antigenos ABO em tecidos
normais difere do padrdo encontrado em tecidos neopldsicos. Na maioria dos carcinomas,
ocorre uma expressao diminuida dos antigenos A e B, e essa diminuicdo correlaciona-se com
potencial metastitico e pior progndstico O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao
tecidual dos antigenos sanguineos A e B em lesdes malignas e benignas da mama, para uma
possivel aplicagdo como marcador tumoral, bem como determinar se os padrdes da expressao
dos antigenos estdo associados a outros fatores prognésticos clinicos, anatomopatoldgicos e
imuno-histoquimicos. Num total de 80 amostras de tecidos (29 oriundas de lesdes benignas da
mama, e 51 de carcinoma mamaério) foi realizada a pesquisa imuno-histoquimica da expressao
dos antigenos sanguineos A e B. Verificou-se uma diminui¢do, estatisticamente significativa,
da expressdo do antigeno sanguineo A no cancer de mama, sugerindo que essa reducdo na
expressao nos tecidos mamarios malignos possa predizer um comportamento mais agressivo
do tumor. Ao serem relacionados o padriao de expressao dos antigenos A e B, nas amostras de
tecidos de pacientes com CM, com alguns fatores progndsticos clinicos, anatomapatoldgicos,
e imuno-histoquimicos ja estabelecidos, nenhuma associagao significativa foi encontrada A
expressdo dos antigenos ABO no CM ndo ofereceu um indicador prognéstico adicional aos
marcadores ji existentes. A distribuicdo da expressdao dos antigenos A e B em células
malignas e benignas da mama ndo foi totalmente uniforme. Supde-se que a diminui¢cdo na
expressdo dos antigenos nos tecidos mamdrios malignos possa predizer um comportamento
mais agressivo do tumor. J4 a perda da expressao de antigenos ABO em lesdes benignas pode

ser um marcador prematuro para a transformacao neopldasica.
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Palavras chave: expressdo de antigenos ABO, prognéstico, cancer de mama.

Abstract

Previous studies showed that the pattern of expression of ABO antigens in normal
tissues differs from the pattern found in tumor tissue. In most carcinomas, there is a decreased
expression of antigens A and B, and this decrease correlates with metastatic potential and
worse prognosis. The aim of this study was to evaluate the expression of antigens A and B
blood in malignant and benign breast tissue for a possible application as a tumor marker as
well as determine whether the patterns of expression of the antigens are associated with other
clinical prognostic, pathological and immunohistochemical factors. A total of 80 tissue
samples (originating from 29 benign breast lesions, and 51 breast carcinoma) were
investigated by immunohistochemical to verify the tissue expression of the blood antigens A
and B. There was a significant decrease (p= ), in the expression of antigen A blood group in
breast cancer patient’s, assuming that this reduction in expression in malignant breast tissues
can predict a more aggressive tumor behavior. No significant correlation was found between
expression pattern of A and B tissue antigens in BC patients and clinical prognostic factors,
anatomopathological or immunohistochemical characteristics. Expression of ABO tissue
antigens in BC not offered an additional prognostic indicator for existing markers. The
distribution of the expression of antigens A and B cells in benign and malignant breast was
not completely uniform. It is assumed that the decrease in expression of antigens in malignant
breast tissues can predict a more aggressive tumor behavior. Already the loss of ABO antigen
expression in benign lesions may be an early marker for neoplastic transformation.

Keywords: ABO antigen expression, prognosis, breast cancer.

INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) € uma das mais comuns e importantes doencas que afetam as
mulheres de todo o mundo. No Brasil, é a neoplasia maligna mais freqiiente na mulher, tanto
em incidéncia quanto em mortalidade (MENKE et al., 2000, INCA, 2009).

A identificacdo de marcadores que possam predizer o comportamento dos tumores é

especialmente importante no CM, devido, sobretudo, a variabilidade na progressiao da doenca.



46

Os fatores progndsticos mais importantes sdo o tamanho do tumor e a condi¢do dos
linfonodos axilares. Outros fatores de relevancia s@o o tipo e grau histoldgico do tumor, € a
idade ao diagndstico (ROCHA et al., 2002). Além destes fatores clinicos e
anatomopatoldgicos, marcadores tumorais imuno-histoquimicos como receptor de estrégeno e
onocogene cerb-B2 também sdo fundamentais no estabelecimento de progndstico e
tratamento de CM (SARAFIAN et al., 1993; ANDRIOLO, 1996; ROSEN, 1997;
EISEMBERG & KOIFMAN, 2001, ROCHA et al., 2002). Marcadores tumorais sdo
substancias presentes no tumor, no sangue, ou em outros liquidos bioldgicos, produzidos
primariamente por ele ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a presenga do tumor. E
importante que essa substancia possa ser utilizada para diferenciar tecidos normais de
neopldsicos (EISENBER & KOIFMAN, 2001).

Nas ultimas décadas, avancos nas dreas de biologia molecular, histoquimica e genética
tem proporcionado a descoberta de novos e potentes marcadores para o progndstico de muitas
doencas, especialmente de cancer. Estudos revelaram haver uma relacdo entre as mudancgas
genéticas nas células tumorais, seus produtos celulares, e comportamento do tumor. Com a
tecnologia dos anticorpos monoclonais foi possivel estudar com detalhes a distribui¢ao
histolégica dos carboidratos de superficie celular, bem como suas mudancas, nos tumores
s6lidos (HAKOMORI, 1985; HAKOMORI, 1989; YAMAMOTO et al., 1990; TAKASHIMA
et al., 2002).

Os antigenos do grupo sanguineo ABO tem atraido a ateng¢do de muitos investigadores
que os consideram como antigenos de diferenciacdo e como antigenos associados a tumor
(SARAFIAN et al.,, 1993). Cientistas asseguram a importincia da pesquisa do sistema
sanguineo ABO para o diagndstico e terapia das doencas. Eles mostraram a associag¢do entre
tipagem sanguinea ABO e cancer, e também a relacdo entre expressdo dos antigenos
sanguineos ABO nas células neopldsicas com prognéstico (PRODBIELSKA &
KROTKIEWSKI, 2002; BERMUDEZ et al., 2006; WOLPIN et al., 2009).

Antigenos do grupo sanguineo ABO sdo carboidratos expressos na superficie dos
eritrcitos e em varios outros tipos de células epiteliais, com importante fun¢do na adesao
intercelular. Modificacdes genéticas na glicosilagdo desses carboidratos de superficie celular
tém sido descritas no cancer (HAKOMORI, 1999).

Estudos prévios mostraram que o padrdao de expressdao dos antigenos ABO em tecidos
normais difere do padrao encontrado em tecidos neopldsicos. Na maioria dos carcinomas,
incluindo carcinoma mamadrio, ocorre uma expressao diminuida dos antigenos A e B. A

diminui¢do da expressdo desses antigenos correlaciona-se com potencial metastatico e pior
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progndstico em canceres de pulmdo, bexiga, colo uterino, ovdrio, prdstata, entre outros
(GUPTA et al., 1973; HIROHASHI et al., 1984; ORNTOFT et al, 1988) . Devido ao interesse
cada vez maior na genética molecular dos antigenos do grupo sanguineo, estd sendo possivel
entender as razdes pelas quais ocorrem alteracdes na expressdo desses antigenos em
neoplasias malignas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao tecidual dos antigenos sanguineos A e
B em lesdes malignas e benignas da mama, para uma possivel aplicagdo como marcador
tumoral para prognéstico de CM, bem como determinar se os padrdes da expressao dos
antigenos estdo associados a outros fatores progndsticos clinicos, anatomopatolégicos e

imuno-histoquimicos.

MATERIAL E METODOS:

Para a realizagdo da pesquisa imuno-histoquimica dos antigenos sanguineos A e¢ B
foram selecionados materiais (blocos de tecidos fixados em formalina e incorporados em
parafina) de pacientes submetidos a bidpsia mamadria, no setor de patologia do Hospital
Universitdrio de Santa Maria (HUSM), no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2008. O
material foi selecionado de modo a incluir tanto tecidos maméarios malignos quanto benignos,
e de acordo com a disponibilidade armazenada. Um total de 80 amostras de tecidos foram
analisadas, sendo 29 oriundas de lesdes benignas da mama, e 51 de carcinoma mamario.

Foram realizados cortes histolégicos da espessura de 3 micrometros em todos os
blocos, obtendo uma fita de parafina, que apds banho-maria histolégico, foi depositada em
laminas de vidro. Para cada amostra, foram realizados 3 cortes histolégicos: um corte para
anticorpo primdrio anti-A, um para anti-B e o terceiro para um controle negativo sem utilizar
o anticorpo primdrio. As laminas foram levadas a estufa a 60°C por 24h para adesdo do
tecido. Apds, realizou-se a desparafinizacdo em xilol, e posterior hidratacdo em diferentes
concentracoes de etanol. Finalizou-se com lavagem padrao.

As laminas contendo os cortes histolégicos estdo desta forma, prontas para a
realizacdo da técnica de imuno-histoquimica pelo método avidina-biotina complexada a
peroxidase, usando anticorpos monoclonais anti-A e anti-B, para verificar a expressdo dos

antigenos sanguineos A e B. A imunoperoxidase indireta é um tipo de técnica com a
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finalidade de detectar e localizar antigenos celulares utilizando microscopia dptica comum. O
anticorpo que reage com o antigeno em estudo possui ligacdo covalente com a enzima
peroxidase. A enzima converte o componente cromédgeno adicionado (substrato + doador de
hidrogénio) em produto insolivel, o qual € visivel ao microscépio 6ptico (coloragdo marrom)
(FERREIRA & AVILA, 2001).

As informacgdes referentes aos grupos sanguineos, fatores clinicos (idade, estado
menopausal), anatomopatoldgicos (tamanho e grau histolégico do tumor, comprometimento
linfonodal) e imuno-histoquimicos (receptor de estrégeno e oncogene cerb-B2), foram obtidos
junto aos registros médicos das pacientes.

Aplicou-se o teste do Qui-quadrado para andlise das possiveis associagdes entre as
varidveis. Foram considerados como significantes os resultados associados a um p valor
menor que 5%. O software utilizado foi o Statistica 7.0.

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria (nimero do processo: 23081003197/2007-66; certificado de apresentacdo para
apreciagdo ética: 0048.0.243.000.07).

RESULTADOS

Na andlise imuno-histoquimica para deteccdo dos antigenos sanguineos A e B no
tecido mamadrio foram analisadas amostras de tecido de 80 pacientes, sendo 51 com
diagnéstico de carcinoma ductal invasivo e 29 com lesdo benigna da mama (fibroadenoma:
17; alteracdes fibrocisticas: 09; cistos: 03). A tipagem sanguinea das pacientes e a quantidade
de amostras que expressaram os antigenos A e B encontram-se na tabela 1.

Os padroes da expressdo de antigenos sanguineos A e B nas amostras de tecidos
mamadrios benignos e malignos encontram-se na tabela 2. A realizacio da técnica, utilizando
ora anti-A como anticorpo primario, ora anti-B como anticorpo primario, mostrou que todas
as pacientes do grupo sanguineo O tanto com CM ou lesdo benigna ndo apresentaram
expressdo dos antigenos A ou B. Os tecidos de pacientes com cancer de mama mostraram
uma delecdo parcial ou total dos antigenos A e B (expressdo negativa), conforme o grupo
sanguineo, em 81,8% e 78% respectivamente. Em contrapartida, nas lesdes benignas, 63,6% e
50% das amostras conservaram a expressdo dos antigenos A e B (expressdo positiva),

respectivamente. Com isso, foi possivel verificar que a expressdo dos antigenos A € B no CM
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e nas diferentes lesdes benignas foram heterogéneas. Observou-se uma associacao
significativa entre delecao do antigeno A e cancer de mama (p< 0,05).

Nas pacientes com cancer, ao relacionarmos os padrdes de expressdo dos antigenos
sanguineos AB com os fatores clinicos, anatomopatol6gicos e imuno-histoquimicos
mencionados no material e métodos, nenhuma associacao significativa foi observada (tabela

3).

Tabela 1. Niimero de pacientes com lesoes benignas e malignas da mama por grupo

sanguineo e expressao positiva dos antigenos A e B.

Material Grupo Numero de Expressao + Expressao +
histolégico sanguineo pacientes (n) Ag A (n) AgB (n)
Benigno
Fibroadenoma A 07 os e *
B 2 * 01
O g o —— *
Aletragdes A 03 02 e *
fibrocisticas B oo - * 00
O s - o —— *
Cistos A 01 o0 e *
B o * 01
0] or ® *
Maligno
Carcinoma ductal A 22 4 *
B 0 * 02
O L T ¥ *
AB 02 00 00

*Nao houve expressdo dos antigenos
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Tabela 2. Distribuicao da expressao dos antigenos sanguineos A e B em tecidos malignos e

benignos da mama

Material Antigeno A Antigeno B
Expressdao +  Expressdao-  p-valor Expressao+  Expressdo-  p-valor
Benigno 07 (63,6%) 04 (36,4%) 0,0175* 02 (50%) 02 (50%) 0,5301
Céancer 04 (18,2%) 18 (81,8%) 02 (22%) 07 (78%)
* p<0,05

Tabela 3. Padrao de expressdo dos antigenos A e B em relacio aos diferentes fatores

prognosticos
Fatores progndsticos Antigeno A Antigeno B
Expressao + Expressao — p-valor Expressdo + Expressao — p-valor
() () () ()
Idade <45 anos 01 05 0,6341 01 01 0,4167
> 45 anos 05 11 01 06
Menopausa Sim 05 10 0,6158 02 06 1,0
Nio 01 06 0 01
Tamanho <1,5cm 0 04 0,0947 01 02 NV
do tumor 11,5 cm - 06 08 01 05
3,0cm [
>3,0cm 0 04 0 0
Grau I 01 04 NV 0 01 NV
histolégico 1T 05 09 2 06
111 0 03 0 0
Comprometimento 0 0 02 NV 01 01 NV
linfonodal 1-3 04 06 01 03
4-9 01 06 0 02
>10 01 02 0 01
Cerb-B2 + 02 10 0,3476 0 01 1,0
_ 04 06 02 06
RE + 05 10 0,6158 02 01 1,0
01 06 0 06

RE: receptor de estrégeno; NV: qui-quadrado nio vilido
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DISCUSSAO

Os antigenos do grupo sanguineo ABO sdo carboidratos expressos na superficie da
membrana de eritrcitos e muitas outras células epiteliais. A localizacdo dos antigenos nos
diferentes tecidos humanos corresponde ao grupo sanguineo nos eritrocitos (RAVN &
DABELSTEEN, 2000). Mudangas na estrutura carboidrata desses antigenos de superficie
celular foram demonstradas durante a maturagdo das células, e relacionadas ao
desenvolvimento de malignidade (HAKOMORI, 1999; GAO et al. 2004). A perda da
expressao dos antigenos ABO nos tecidos epiteliais malignos foi observada em carcinomas de
pulmdo, préstata, trato gastrointestinal, ovario, bexiga e mama (GUPTA et al., 1973;
HIROHASHI et al., 1984; ORNTOFT et al, 1988; SARAFIAN et al., 1993). Além disso, ha
evidéncias sugerindo correlagdo entre diminuicao da expressdo dos antigenos ABO com um
pior progndstico em diferentes tipos de cancer (HAKOMORI, 1999; NAKAGOE et al., 1998;
MARIANO et al., 2000; MOLDVAY et al., 2000).

Nesse estudo, foi possivel verificar uma diminui¢do, estatisticamente significativa, da
expressdo do antigeno sanguineo A no cancer de mama. Porém ndo foi possivel verificar se
essa reducdo na expressdo estava associada com progndstico, uma vez que ndao houve
acompanhamento clinico posterior das pacientes estudadas. Embora também tenhamos
observado uma maior reducdo na expressao do antigeno B nas pacientes com cancer do que
naquelas com lesdes benignas, essas diferencas nao foram significativas. Isso pode ser devido
ao reduzido ndmero de amostras do grupo sanguineo B, o qual tem baixa incidéncia na
populacdo geral, e conseqiientemente na populacdo estudada. Nas amostras de tecido
referentes a pacientes do grupo sanguineo O ndo houve expressao dos antigenos A e B, tanto
nas células neoplésicas quanto benignas da mama, uma vez que essas pacientes ndo possuem
as transferases A e B para implantacdo dos residuos de aguicar especificos nas superficies das
células (HENRY, 1999; BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados por IDIKIO &
MANICKAVEL (1993). Segundo os autores, a expressdao de antigenos sanguineos A, B, H,
foi reduzida em cancer de mama. Um provdvel mecanismo para a diminuicdo da expressdao
dos antigenos nos carcinomas € a ocorréncia de problemas nas enzimas glicosiltransferases
necessdrias para a sintese desses antigenos. A perda das enzimas transferases como resultado
da transformacdo maligna, conseqiientemente conduz a falha na sintese dos antigenos ABO

(STELLNER et al., 1973; WATANABE & HAKOMORI, 1976). Essa delecdo da expressao
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pode ser uma evidéncia de agressividade e pior progndstico, ji que as células neoplasicas
deixam de expressar tais residuos na sua superficie (AGUIAR et al., 2002; HAKOMORI,
1999; YAMAMOTO, 2004) . A falta dos acticares A e B na membrana celular pode atuar
como um facilitador para que as células aumentem sua motilidade e possam se instalar em um
local distante do sitio primdrio da doenca, o que caracteriza a metéstase, que também € um
sinal de evolugdo da neoplasia, com pior prognéstico (LE PENDU, 2001).

Alguns estudos sobre o cancer de mama relataram perda uniforme da expressao dos
antigenos ABO em todos os tumores invasivos e manutencao da expressao dos antigenos nas
lesdes benignas da mama (GUPTA et al.,, 1973; SHULL et al., 1981). No entanto,
STRAUCHEN et al. (1980) encontrou reducdo na expressao dos antigenos A e B tanto no
carcinoma como em algumas lesdes benignas da mama (cistos, hiperplasia ductal, adenose
esclerosante e papilomatose ductal). Resultados semelhantes, foram demonstrados por
VOWDEN et al. (1986): diminui¢do ou auséncia da expressdo dos antigenos A, B e H em
doenca fibrocistica e fibroadenoma, possivel elo entre a doenca fibrocistica e o carcinoma
mamario.

Em nosso estudo, a distribui¢ao da expressao dos antigenos A e B em células malignas
e benignas da mama ndo foi totalmente uniforme. A maioria das lesdes benignas
demonstraram expressdo dos antigenos, mas algumas perderam a expressdo, conforme
igualmente ja relatado por Strauchen e Vowden. Os resultado obtidos no presente estudo,
assim como os encontrados pelos pesquisadores citados acima, sugerem que a perda da
expressdo de antigenos ABO em lesdes benignas possa ser um marcador prematuro para a
transformacdo neopldsica.

Quando o padrdao de expressdo dos antigenos A e B, nas amostras de tecidos de
pacientes com CM, foram relacionados com alguns fatores prognésticos clinicos (idade e
estado menopausal), anatomopatolégicos (tamanho e grau histolégico do tumor) e
imunohistoquimicos (oncogene Cerb-B2 e receptor de estrogeno) ja estabelecidos, nenhuma
associacdo significativa foi encontrada. IDIKIO& MANICKAVEL (1993), também nao
encontraram relacdo entre a diminui¢do na expressdo dos antigenos A, B, H e o status dos
receptores hormonais, assim como o desenvolvimento de metdstases nos linfonodos axilares.
Igualmente, num outro estudo, ndo houve relacdes significativas com o fator grau de
diferenciacdo tumoral e com o intervalo de recorréncia da doenca (LEE et al., 1985).

A expressdo dos antigenos ABO no CM, conseqiientemente, ndo parece oferecer um
indicador progndstico adicional aos marcadores ja existentes. Supdem-se apenas que a

ocorréncia de diminui¢do da expressdo nos tecidos mamadrios malignos possa predizer um
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comportamento mais agressivo do tumor. No entanto, as mudangas na expressao no epitélio
benigno mamadrio podem ser um marcador de risco para o desenvolvimento da doenca
maligna. Todas essas especulacdes impdem estudos prospectivos adicionais, afim de
esclarecimento e melhor entendimento das funcdes imunoldgicas dos antigenos dos grupos

sanguineos como marcadores associados a tumor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS:

Antigenos do grupo sanguineo ABO vem sendo amplamente pesquisados por sua
associacdo com muitas doencas, especialmente com cancer. Conforme descrito neste trabalho,
a tipagem sanguinea ABO deve considerada como um fator de predisposi¢do ao cancer de
mama, uma vez , que pessoas do grupo A possuem oito vezes mais chance de desenvolverem
cancer de mama que as de outros grupos sanguineos. A expressdo de antigenos ABO em
células de diferentes tecidos estd relacionada com diferentes estdgios da carcinogénese e
progndstico em muitos tipos de canceres. As células normais expressam esses antigenos na
sua superficie. A medida que ocorre progressdo das células normais 2 tumorais, a expressio
desses antigenos tende a desaparecer. Neste estudo a expressdo dos antigenos ABO no CM
ndo oferece um indicador progndstico adicional aos marcadores ja existentes e bem
estabelecidos. A distribuicdo da expressdo dos antigenos A e B em células malignas e
benignas da mama nao foi totalmente uniforme. Grande parte das células malignas perderam a
expressdo dos antigenos, mas algumas a mantiveram, podendo-se relacionar essa perda na
expressdo com um comportamento mais agressivo desses tumores. A maioria das lesdes
benignas demonstraram expressdao dos antigenos, porém algumas perderam a expressao,
sugerindo que a perda da expressdo de antigenos ABO em lesdes benignas possa ser um

marcador prematuro para a transformacao neopldsica.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra estd sendo convidada a participar, como voluntdria, na realizacdo da pesquisa
intitulada : EXPRESSAO DE ANTIGENOS DO SISTEMA SANGUINEO ABO
ASSOCIADOS A PREDISPOSICAO E AO PROGNOSTICO DE CANCER DE
MAMA, que tem por objetivo avaliar a possibilidade da expressao de antigenos do sistema
ABO (grupo sanguineo) ser aplicada como marcador de susceptibilidade genética e/ou
progndstico para o cancer de mama, quando associada a outros marcadores tumorais
pesquisados. Como beneficio vocé terd a possibilidade de melhora na qualidade de seu
diagnéstico pelo acréscimo de mais um teste no auxilio ao diagnéstico clinico.

No desenvolver deste trabalho, vocé terd que autorizar o acesso ao prontudrio onde
estdo registrados os resultados dos exames realizados, e que o material retirado de sua mama,
para exames solicitados pelo seu médico, possa ser utilizado para mais uma pesquisa
(expressao do grupo sanguineo ABO no tecido mamaério). Uma vez que a puncdo do material
de sua mama seria colhida, mesmo que esta pesquisa ndo fosse realizada, pois seu médico
faria o procedimento devido a outros exames, ndo haverd desconforto nenhum acrescido, por
voce estar participando deste trabalho.

Esta pesquisa terd cardter gratuito e espontaneo, ndo apresentando nenhum risco a sua
integridade fisica, mental e/ou emocional. Caso vocé ndo queira participar, ndo havera
mudancga na qualidade do seu tratamento. Nao haverd nomes nem outra identificagdo dos
pacientes em nenhum relatério ou publica¢do do estudo. Toda a informacido médica adquirida
durante este estudo serd tratada como confidencial e serd apenas dada a conhecer aos
investigadores. Somente os dados anOonimos serdo usados para possivel publicacio em
publicac¢des cientificas. O projeto de pesquisa ndo prevé ressarcimento.

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Maria (nimero do processo: 23081003197/2007-66; certificado de apresentacdo para
apreciacdo ética: 0048.0.243.000.07).

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM
Endereco: Avenida Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria — 7° andar — Cidade
Universitdria — Camobi — Santa Maria — RS

Telefone: (55) 3220-9362
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APENDICE B - Declaracio de Consentimento Livre e Esclarecido

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NA CIAAdE dE€ wovveeeeeeeeeeeeeeeee e , abaixo assinado, concordo em participar da
pesquisa, tendo sido devidamente informada e esclarecida pelo pesquisador sobre os
procedimentos nela envolvidos e beneficios da minha participacdo. Os objetivos do estudo
foram explicados de forma adequada, tive ampla oportunidade para fazer perguntas que foram
respondidas satisfatoriamente.

Afirmo ainda que, de livre e espontianea vontade, permito que os dados e informacdes
a meu respeito sejam utilizados da forma como estabelecida entre eu e o pesquisador.

Consinto em participar deste estudo como descrito nesta Declaragao de Consentimento

Livre e Esclarecido.

Assinatura do participante ou responsdvel
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APENDICE C - Técnica de imunoperoxidase — método estreptoavidina-biotina

TECNICA DE IMUNOPEROXIDASE - METODO ESTREPTOAVIDINA-BIOTINA

1. Bloqueio da peroxidase endégena:
A atividade da peroxidase € inibida tratando o tecido com solu¢@o de peroxido de hidrogénio
3% em 2 banhos de 10 min. Realizar lavagem padrdo por 5 min com 4gua corrente € 2 min

em agua destilada .

2. Recuperacdo antigénica:

As amostras fixadas em formol formam liga¢des aldeido-proteina que podem alterar, destruir
ou mascarar alguns antigenos. Como recurso para recuperagdo desses antigenos sao
utilizados:

- enzimas proteoliticas (tripsina, pepsina, proteina se-K)

- calor (irradiagdo por microondas, vapor, banho-maria etc)

Nesta pesquisa foi utilizado o calor por microondas para a recuperagao antigénica.

Colocar as laminas em um suporte com fundo vazado, o qual é colocado num recipiente com
capacidade de aproximadamente 1 litro e preenchido com tampao tris-EDTA pH 9,0.

A recuperagdo antigénica € alcancada em 25 min 30 s na poténcia mdxima de um aparelho
microondas de 800W.

Deixar esfriar por 1 h a temperatura ambiente para completar o processo de recuperacao.

Proceder a lavagem padrao.

3. Bloqueio da avidina enddgena:
Imergir as 1aminas em solugdo de clara de ovo por 15 min.

Realizar a lavagem padrio.

4. Bloqueio das reagdes inespecificas:
Mergulhar as 1aminas em leite desnatado por 30 min.
Lavagem padrao por 5 min com dgua corrente e 2 min em agua destilada.

Mergulhar em PBS por 5 min.
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5. Incubag@o com anticorpo primaério:

Secar cuidadosamente as laminas e pingar sobre os cortes histologicos o anticorpo em
diluicao apropriada (1:50), deixando por 15-18h no refrigerador em camara imida.

Utilizar anti-A e anti-B humano de origem murina como anticorpo primdrio, utilizados em
cortes diferentes. Como cada paciente terd 3 cortes histologicos, no primeiro adicionar o anti-
A, no segundo anti-B e no terceiro ndo adicionar o anticorpo primério. Este dltimo atua como

um controle negativo da reagao.

6. Incubacdo com anticorpo secundario:

Lavar as 1aminas com um jato de PBS para interromper a reacdo com o anticorpo primério.
Colocar as laminas em uma cuba contendo PBS e deixar por 10 min (trocar a solucdo a cada 5
min).

Secar as laminas e incuba-las com o anticorpo secundario (anti IgG de origem murina)
conjugado a biotina conforme tempo e temperatura indicada pelo fabricante. (kit LSAB: 30

min a temperatura ambiente).

7. Amplificacdo com avidina-biotina:
Realizar a lavagem padrdo e pingar sobre o corte o complexo avidina-biotinaperoxidase. (kit

LSAB: 30 min a temperatura ambiente)

8. Revelagao:

Realizar a lavagem padrdo e mergulhar as ldminas numa solu¢do de cromdgeno [DAB
(diaminobenzidina)/PBS (salina tamponada com fosfato)/dgua oxigenada] por 3 min no
escuro.

Lavagem padrio.

9. Contra-coloragao:
A contra-coloracdo é feita com hematoxilina previamente filtrada deixando as laminas em
imersao por 1-3 min.

Lavagem padrio.



10. Desidratar, clarificar, montar, etiquetar:
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A desitratacdo € feita deixando as 1aminas mergulhadas em etanol de diferentes concentracdes

(96, 90, 80 e 70GL) por 2 min em cada. A clarificacdo é realizada deixando as laminas

mergulhadas por 2 min em 2 recipientes com xilol.
Montar l1dmina e laminula utilizando bélsamo.

Etiquetar as 1aminas para identificacao.

Preparo das solucoes reagentes

Tampao PBS (Solugdo salina tamponada com fosfatos) 0,01M pH 7,2-7,4
Cloreto de sédio p.a.

Fosfato de sédio dibésico anidro p.a.

Fosfato de s6dio monobdsico di-hidratado p.a.

Agua destilada

Solugdo tampao PBS-diluente
Soroalbumina bovina (BSA)
Azida sédica p.a. (NaN3)
Tampao PBS

Tris-EDTA pH 9,0

EDTA ( écido etileno diamino tetracético)

Tris base

Agua destilada

Se necessario ajustar o pH com HCI 1IN ou NaCl 1N

Solucgdo substrato cromogénico (reveladora)
Diaminobenzidina (DAB)
Per6xido de hidrogénio 3%

Tampao PBS

Solugdo de clara de ovo
Clara de ovo

Agua destilada

72¢
148 ¢
043 ¢
gsp 1000 ml

10g
0,1g
gsp 100 ml

0,37 ¢g
121¢g
gsp 1000 ml

72 mg
1,2 ml
gsp 120 ml

2 unidades

200 ml



Solucdo de cloreto de cobalto 0,1%
Cloreto de cobalto

Agua destilada

Solugdo de Ditiotreitol 1,5 mg/ml
Ditiotreitol

Agua destilada

Soluc¢do de Cloreto de sédio 0,9%
Cloreto de sédio

Agua destilada
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100 mg
100 ml

150 mg
100 ml

09¢g
100 ml



