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Resumo 

O câncer de mama apresenta história natural diversa, histologia complexa e com 
incidência crescente nas últimas décadas. Atualmente, existem poucos tratamentos 
para o câncer de mama hormônio-dependente e as drogas comumente utilizadas estão 
intimamente associadas a graves efeitos colaterais que limitam sua utilização. A 
imunoterapia apresenta-se como uma vertente para o tratamento do câncer e cresce 
cada vez mais o número de pesquisas voltadas ao papel de receptores toll-like no 
processo de carcinogênese. O P-MAPA é considerado um imunomodulador e através 
de estudos experimentais e ensaios clínicos, este composto tem demonstrado exercer 
atividade antiviral e antitumoral, aumentando a expressão de citocinas, ativando 
linfócitos e receptores toll-like. Assim, os objetivos do presente estudo foram 
caracterizar e comparar os efeitos histopatológicos e moleculares da imunoterapia com 
P-MAPA associada ao Tamoxifeno no tratamento do câncer de mama induzido 
quimicamente em ratas Sprague-Dawley (SD). Para o desenvolvimento deste trabalho, 
fêmeas SD foram divididas em sete grupos experimentais: os grupos 1-4 receberam 
dose única do carcinógeno 7,12- dimetil-benzoantraceno (DMBA) (80 mg/kg, i.g) 
durante a primeira semana do experimento, enquanto os grupos 5-7 receberam dose 
única do veículo da DMBA. A seguir, grupos 2 e 5 receberam doses do P-MAPA (5,0 
mg/kg, 3x/semana, i.p) e do veículo do Tamoxifeno (5x/semana). Os grupos 3 e 6 
receberam doses do P-MAPA e do Tamoxifeno (100ug/kg, 5x/semana, s.c) e o grupo 4 
recebeu as doses do Tamoxifeno e do veículo do P-MAPA. Os grupos controles (1 e 7) 
receberam as doses dos veículos do P-MAPA e do Tamoxifeno. Ao final da 13ª 
semana os animais foram eutanasiados e os tecidos mamários normal e tumoral, 
fígado e rins foram removidos e submetidos às análises histopatológicas, 
imunoistoquímicas e/ou moleculares. O período de latência para o desenvolvimento 
tumoral foi maior no grupo G3 do que nos demais grupos iniciados, mas não houve 
diferença significativa na taxa de incidência, multiplicidade e volume tumoral. Houve 
aumento significativo do infiltrado inflamatório nos tumores dos grupos G2, G3 e G4 
quando comparado ao grupo G1. Nos tumores e no epitélio mamário normal, não 
houve diferença nos índices de proliferação celular e na expressão do RE-α frente aos 
diferentes tratamentos. O índice apoptótico no epitélio tumoral foi significativamente 
menor nos grupos G3 e G4 em relação ao grupo G1, não havendo diferença entre os 
grupos não iniciados. No epitélio tumoral houve uma diminuição na expressão do TLR2 
e TLR4 em comparação ao epitélio mamário normal, porém sem alteração no padrão 
de expressão frente aos diferentes tratamentos (G1-G7). Através da espectrometria de 
massas foram identificadas 12 proteínas diferentemente expressas, sendo a maioria 
proteínas de transporte e relacionadas com o aumento da condição de hipóxia. 
Conclui-se, portanto, que a imunoterapia com o P-MAPA em associação com o 
tamoxifeno foi capaz apenas de retardar o aparecimento inicial de tumores mamários 
com possível papel no aumento da hipóxia tumoral.  
 

 

 

Palavras-chave: carcinoma mamário, DMBA, Tamoxifeno, P-MAPA, receptores toll-

like.  
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Abstract 

 
The breast cancer has a diverse natural history, complex histology, and its incidence 

has been increased in the last decades. Actually, there are few treatments against 

hormone-dependent breast cancer and the drugs commonly used generate serious side 

effects. The immunotherapy represents a new perspective to cancer treatment and 

researches about the role of toll-like receptors in carcinogenesis have been increased. 

In this context, P-MAPA is an important immunomodulatory, which has effectively 

demonstrated antitumor activity by increasing cytokines expression and by stimulating 

lymphocytes and toll-like receptors. The aims of this study were to characterize and 

compare the histopathological and molecular effects of P-MAPA immunotherapy with 

estrogenic receptor blocker (Tamoxifen) in the treatment of breast cancer chemically-

induced in rats. For this purpose, female Sprague-Dawley rats were allocated into six 

experimental groups: the groups 1-4 received a single dose of 7,12- dimetil-

benzoantracene (DMBA) carcinogen (80 mg/kg, i.g) in the first experimental week, while 

the groups 5-7 received a single dose of DMBA vehicle. After, groups 2 and 5 received 

P-MAPA doses (5,0 mg/kg, 3x/week, i.p) and vehicle doses of Tamoxifen (5x/week, 

s.c). The groups 3 and 6 received P-MAPA doses and Tamoxifen doses (100µg/kg, 

5x/week, s.c) and the group 4 received Tamoxifen doses and P-MAPA vehicle doses. 

The control groups (1 and 7) received the P-MAPA and Tamoxifen vehicles doses. 

Animals were euthanized at the end of the 13th week. The normal mammary and 

tumoral tissues, spleen, liver and kidneys were removed and subjected to 

histopathological, immunohistochemical and molecular analysis. The tumoral latency 

period was higher in the G3 group when compared to others. There was no difference in 

the incidence, multiplicity and tumoral volume between the groups. The inflammatory 

response in the mammary tumors was higher in groups G2, G3 and G4 when compared 

to G1. The treatments did not alter the cellular proliferation and RE-α expression in the 

normal and tumor mammary tissue. The apoptotic index was significantly lower in the 

tumors of G3 and G4 groups than in G1 group. There was a significant decrease of 

TLR2 and TLR4 expression in the tumor epithelium when compared to normal 

mammary epithelium. However, the treatments did not alter the expression of these 

receptors (G1-G7). The mass spectrometry identified 12 differently expressed proteins. 

The most of them were transporters proteins and related with hypoxia increase. These 

results suggest that P-MAPA immunotherapy associated with Tamoxifen decreased the 

tumoral latency period with possible role in the tumoral hypoxia increase. 

 

 

Key-words: mammary carcinoma, DMBA, Tamoxifen, P-MAPA, toll-like receptors. 
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 Revisão da Literatura  2 

 

 
 

1 Revisão da Literatura 

1.1 Câncer de mama 

1.1.1 Epidemiologia e fatores de risco 

Atualmente, o câncer é a segunda causa de morte mundial, sendo que as 

doenças cardiovasculares são a principal causa de óbitos. De acordo com dados do 

GLOBOCAN em 2012 ocorreram 14,1 milhões de novos casos e 8,2 milhões de mortes 

por câncer comparado com 12,7 milhões de novos casos e 7,6 milhões de mortes em 

2008 no mundo. Estima-se que a incidência nas próximas décadas será cada vez 

maior, chegando a uma taxa de 20 milhões de novos casos ao ano antes de 2025 

(Ferlay et al., 2015).  

De acordo com o observado na população mundial, o câncer de mama é o 

segundo tipo de câncer mais comum, sendo o de maior incidência na população 

feminina. Para o ano de 2012, foram esperados 1,7 milhões de novos casos 

(equivalente a ¼ de todos os cânceres diagnosticados mundialmente nas mulheres) e 

522 mil mortes por esta neoplasia em todo o mundo (Ferlay et al., 2015).  

No Brasil, segundo dados fornecidos pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), 

foram estimados para o ano de 2016, 57.960 novos casos de câncer de mama com 

risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 1). Desconsiderando os tumores 

de pele não melanoma, o carcinoma mamário é o mais frequente nas mulheres das 

regiões Sul (74,3/100 mil), Sudeste (68,08/100 mil), Centro-Oeste (55,87/100 mil) e 

Nordeste (38,74/100 mil) sendo, na região Norte, a segunda neoplasia mais incidente 

(22,26/100 mil) (INCA, 2016).  
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Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2016 por sexo, exceto pele não melanoma. Números arredondados para múltiplos de 10. (Inca, 

2016). 

Como uma doença altamente heterogênea e multifatorial, as neoplasias malignas 

de mama possuem história natural diversa, histologia e evolução genética complexa e 

de resposta variável ás terapias convencionais (quimioterapia, braquioterapia e 

radioterapia) (Parkin et al, 2005; Jemal et al., 2010; Ferlay et al., 2015). Entre os fatores 

de risco para o desenvolvimento desta neoplasia, destacam-se a idade, estilo de vida, 

o uso de anticoncepcionais e terapia hormonal, história familiar, exposição à radiação 

ionizante, alterações gênicas e exposição acidental e/ou ocupacional a agentes 

ambientais (Cutuli et al., 2001; Snedeker, 2001; Andrieu et al., 2006; Skol et al.,2016; 

INCA, 2016). 

Os eventos moleculares associados ao processo de carcinogênese mamária, 

incluindo a iniciação, promoção e progressão, não estão bem estabelecidos e muitas 

alterações genéticas têm sido descritas (Domchek et al., 2002; Poliak, 2007 Cuzick, 

2010, Margan et al., 2016). Essas alterações compreendem mutações, amplificações e 

deleções gênicas, envolvendo oncogenes e genes supressores tumorais como os 

genes BRCA1/BRCA2, genes receptores de estrógenos (RE), receptores de prolactina 

(RP) e erb-B2 (HER2/neu). Alterações nos genes como os da família BRCA aumentam 

em 50% a 80% o risco de desenvolver essa neoplasia (Singletary, 2003 Polyak, 2007; 

Bouchardy et al., 2007; Cuzick, 2010, Margan et al., 2016). 

A exposição prolongada aos hormônios sexuais femininos é considerada um dos 

principais fatores de riscos endócrinos. A taxa de incidência do câncer de mama 

apresenta-se alta até os 50 anos (período que corresponde ao início da menopausa), 

além disso, a nuliparidade e gravidez tardia (após os 30 anos) aumentam 
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significativamente o risco de desenvolver o câncer de mama, reforçando a participação 

dos hormônios femininos na etiologia da doença (Antoniou, et al., 2003; Russo & 

Russo, 2004; Skol et al., 2016). 

A histórica familiar é responsável por aproximadamente 10% dos casos de câncer 

de mama e, o estilo de vida como a prática de atividade física e a alimentação 

saudável, estão associadas a uma diminuição de 30% do risco de desenvolver o 

câncer mamário (Singletary, 2003, INCA 2016).  

O consumo de álcool e tabaco também está associado ao aumento do risco de 

desenvolver diversos tipos de câncer, entre eles o mamário. Não é bem estabelecido o 

mecanismo pelo qual o consumo de álcool aumenta o risco para o desenvolvimento do 

câncer de mama, mas, sugere-se que seu consumo altere os níveis hormonais, agindo 

como desregulador neuroendócrino (Satcher, 2001; Harris, 2001; Russo & Russo, 

2004; Liu et al., 2015a; Wang et al., 2015). O tabaco é composto por milhares de 

substâncias químicas, incluindo os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, os quais 

são metabolicamente ativados formando adutos de DNA, com potencial mutagênico e 

carcinogênicos para o tecido mamário (Satcher, 2001; Harris, 2001; Russo & Russo, 

2004; Gaudet et al., 2013; Reynolds, 2013; Catsburg et al., 2015). 

Estudos epidemiológicos e experimentais têm demonstrado que a exposição 

ambiental a agentes químicos aumenta a incidência do câncer de mama. Essa classe 

de compostos químicos inclui, por exemplo, pesticidas, hexaclorobenzenos e bisfenóis. 

Acredita-se que eles aumentem o risco do carcinoma mamário por mimetizar o 

hormônio 17-β-estradiol e pelo fato das células do tecido mamário estarem expostas 

diretamente a ele e aos seus metabólitos ativos (Russo & Russo, 2004; Fernandez & 

Russo, 2010; Fischer et al., 2016). 

1.1.2 Sítio de origem, tipos e tratamento do câncer de mama. 

O desenvolvimento da glândula mamária humana inicia-se durante a fase 

embrionária, e no nascimento a mama consiste em uma estrutura primitiva, composta 

por ductos que contém uma ou duas camadas de células epiteliais e uma camada de 

células mioepiteliais.  

Ao atingir a fase de puberdade ocorre o período de maior crescimento. Nessa 

fase, os ductos se ramificam dando origem aos terminal end buds (TEBs), os quais 



    
 Revisão da Literatura  5 

 

 
 

também se ramificam formando estruturas alveolares chamadas de alveolar buds (AB). 

Esses alvéolos sofrem progressivas ramificações onde, finalmente, dão origem aos 

lóbulos tipo 1 (Lob 1). O início da formação desses lóbulos geralmente ocorre 1 ou 2 

anos após a primeira menstruação e é considerado o marcador da diferenciação da 

glândula mamária. Os lóbulos tipo 1 sofrem então graduais ramificações dando origem 

aos lóbulos tipo 2 que, da mesma forma, originam os lóbulos tipo 3. Assim, o tecido 

mamário passa a conter três tipos de lóbulos: Lob 1; Lob 2 e Lob 3 (Russo & Russo, 

1987; Russo & Russo 2004). 

 Entretanto, o completo desenvolvimento e a diferenciação da mama ocorrem 

apenas no final da primeira gravidez, pois é quando os lóbulos tipo 3 dão origem ao 

quarto tipo de lóbulo (Lob 4). Além disso, as porcentagens de Lob 2 e Lob 3 aumentam 

significativamente em relação ao Lob 1 (Russo & Russo, 1987; Cardiff et al., 2000; 

Russo & Russo 2004) (Figura  2).  

O sítio de origem do tipo de câncer de mama mais comum, o carcinoma ductal, 

ocorre no Lob 1 (Wellings, 1980;  Russo et al., 2004). Ele é afetado mais facilmente por 

processos pré-neoplásicos e neoplásicos por ele ser considerado uma estrutura 

indiferenciada, originando uma neoplasia mais indiferenciada e agressiva. Em mulheres 

nulíparas, poucos Lob 1 sofrem o processo de diferenciação, diferentemente do que 

ocorre em mulheres que passaram pela gestação (Russo et al., 1994; Russo & Russo, 

2004). As estruturas lobulares mais diferenciadas também são afetadas por processos 

neoplásicos, porém, originam tumores com malignidade inversamente relacionada ao 

grau de diferenciação da estrutura, onde os Lob 2 originam carcinomas in situ, os Lob 3 

originam principalmente lesões benignas (cistos, adenomas e fibroadenomas) e os Lob 

4 originam adenomas lactantes (Russo & Russo, 2004). 
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Figura  2. Desenvolvimento da glândula mamária. Sucessivas ramificações ductais dão origem 

aos TEBs, os quais também se ramificam formando os alvéolos (AB). Esses alvéolos sofrem 

progressivas ramificações originando os lóbulos tipo 1 (Lob 1) os quais originam os lóbulos tipo 

2 (Lob 2) e estes os lóbulos tipo 3 (Lob 3). Apenas ao final da primeira gravidez ocorrem a 

diferenciação e desenvolvimento completo da glândula mamária onde os Lob 3 originam os 

lóbulos tipo 4 (Lob 4). Fonte: Modificado de Cardiff et al., Oncogenesis., (19):968-88, 2000. 

 

O câncer de mama é considerado uma doença altamente heterogênea, seja a 

nível histológico, genético, epigenético, proteico e/ou celular. Cada subtipo de 

carcinoma mamário apresenta diferentes fatores de risco, comportamento clínico e 

respostas variáveis ás terapias, o que evidencia a complexidade dessa doença e a 

relevância clínica da estratificação dos tumores mamários. (Tang et al., 2008; 

Pourteimoor et al., 2016; Daí et al., 2016). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) existem aproximadamente 50 

tipos histológicos de carcinoma mamário, colocando-o entre os tipos de câncer com 

maior variabilidade morfológica. Os três tipos histológicos mais comuns são: carcinoma 

ductal invasivo; carcinoma ductal in situ e carcinoma lobular invasivo (Figura  3) 

(Lakhani et al., 2012; Pourteimoor et al., 2016). 

Birth Early Pubert Puberty

Ductal stage Alveolar stage

Lobular stage

Lobule 1 Lobule 2/3 Lobule 4

Non-pregnant Pregnant Lactation

Ductal
Carcinoma
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Figura  3. Classificação histológica dos tumores mamários malignos segundo o American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) e o National Cancer Institute (NCI) 2015. Fonte: 

http://www.cancer.gov e https://cancerstaging.org.  

 

Como a mama é por excelência um órgão hormônio-responsivo, além da 

classificação morfológica, as neoplasias malignas da mama são divididas seguindo 

uma classificação molecular, baseada em receptores hormonais, de crescimento e 

marcadores de proliferação (Russo & Russo, 2004; Perou et al., 2011; Pourteimoor et 

al., 2016; Daí et al., 2016).  

Visto que os estrógenos são os principais responsáveis por promover a 

proliferação celular tanto no epitélio mamário normal como no tumoral, os tumores 

mamários são, em geral, classificados em dois tipos: receptor de estrógeno positivo 

(RE+) e receptor de estrógeno negativo (RE-) (Matthews & Gustafsson, 2003). 

Pacientes com tumores mamários RE+ têm melhor prognóstico e, geralmente, passam 

por terapia endócrina (Weigel & Dowsett, 2010; Baumgarten & Frasor, 2012).    

Ainda seguindo a classificação molecular, os tumores mamários RE+ e RE- são 

agrupados em 4 subtipos:  

 

http://www.cancer.gov/
https://cancerstaging.org/


    
 Revisão da Literatura  8 

 

 
 

❖ Luminal (RE+):  luminal A: tumores com receptor de estrógeno positivo; 

receptor de progesterona positivo (RP+); receptor de fator de crescimento 

negativo (HER2-) e baixo índice do marcador de proliferação Ki-67. 

luminal B: tumores com  RE+, RP+, HER2+, alto índice de Ki-

67. 

 

❖ HER2: tumores com alta expressão de HER2, RE−, RP−  

 

❖ Triplo negativo ou basal-like: tumores com RE-, RP-, HER2- e com 

imunoreatividade para citoqueratinas (CTK5, CTK6, CTK14, CTK17) e receptor 

do fator de crescimento epidermal positivo (EGFR+). 

 

❖ Normal breast-like: tumores com forte expressão de genes altamente 

expressos no tecido adiposo e células não epiteliais, baixa expressão de genes 

epiteliais luminais e forte expressão de genes epiteliais basais. 

 

Os estrogênios e estrógenos endógenos como estrona (E1), estradiol (E2) e 

estriol (E3) são hormônios esteróides sintetizados nos ovários e modulam o 

crescimento, diferenciação e funcionamento de diversos tecidos, além de exercer 

efeitos adversos no desenvolvimento de osteoporose, neoplasias malignas de mama, 

endométrio e ovário (Segars et al., 1993; Lo & Sukumar, 2008). Em tecidos normais 

(não-neoplásicos) a resposta biológica aos estrógenos é controlada, por exemplo, por 

mecanismos epigenéticos de regulação da expressão gênica (Segars et al., 1993; Lo & 

Sukumar, 2008).  

Nos mamíferos, a maioria dos efeitos biológicos dos estrógenos é mediada por 

sua interação com dois subtipos de receptores de estrógenos (RE-α e RE-β) e seus 

respectivos co-fatores (Björnström & Sjöberg, 2005; Lo & Sukumar, 2008). Os REs 

pertencem a uma família de proteínas ligadas ao DNA que regulam a transcrição de 

diversos genes relacionados com o desenvolvimento de órgãos reprodutivos, regulação 

do ciclo celular, replicação do DNA, diferenciação, apoptose, angiogênese e 

progressão tumoral (Rondón-Lagos et al., 2016). 

 Ambos os subtipos de RE são encontrados no núcleo (maioria), citoplasma e 

membrana celular (Matthews & Gustafsson, 2003; Rondón-Lagos et al., 2016). 
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Enquanto o RE-α predomina no útero e glândula mamária, o RE-β é encontrado 

principalmente no sistema nervoso central, cardiovascular, imunológico, trato 

urogenital, ossos, rins e pulmão (Matthews & Gustafsson, 2003; Rondón-Lagos et al., 

2016). 

 Os REs orquestram a resposta intracelular transcricional e não-transcricional aos 

estrógenos (Björnström & Sjöberg, 2005; Rondón-Lagos et al., 2016). Na via clássica 

de resposta estrógeno-receptor há a ligação do estrógeno com os REs no núcleo com 

subsequente ligação dos REs aos elementos de resposta ao estrógeno (ERE) na 

região promotora de genes alvos. Proteínas coativadoras (AIB1, CBP/300, PCAF) são 

recrutadas para se unirem a esse complexo ativando a transcrição gênica.  Além dessa 

via, os REs também podem modular a transcrição gênica sem interagir diretamente 

com o DNA. Nessa via ocorre a interação do estrógeno ao RE o qual se une a 

proteínas coativadoras. Esse complexo liga-se com fatores de transcrição (c-Fos e c-

Jun), para então se unir a regiões promotoras (AP-1, Sp-1 e GATA1) ativando a 

transcrição de genes (Osbourne & Schiff, 2005, Dunn et al., 2010; Rondón-Lagos et al., 

2016) (Figura  4).  

 

Figura  4. Vias de resposta estrógeno-receptor. Na via clássica o estrógeno (E) se liga ao 

receptor de estrógeno (ER) com a subsequente ligação aos elementos de resposta ao 

estrógeno (ERE) no promotor de genes alvos. Proteinas coativadoras (AIB1, CBP / P300, 

PCAF, outros) são recrutadas para esse complexo ativando a transcrição gênica. Na via não 

clássica a ligação do estrógeno ao receptor de estrógeno se liga a complexos coativadores e 
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fatores de transcrição (c-Fos e c-Jun) unindo-se finalmente a regiões promotoras para ativar a 

transcrição (AP-1). Fonte: Osborne & Schiff, J Clin Oncol, 23:1616-22, 2005. 

O RE-α é um importante regulador do desenvolvimento fisiológico da glândula 

mamária. As células que contém esse receptor bem expresso (15-30% das células do 

tecido mamário normal) produzem fatores de crescimento que induzem a proliferação 

de células vizinhas RE-negativas. No tecido tumoral a porcentagem de células RE-α 

positivas aumenta sob estimulação autóloga ao invés da parácrina (Russo & Russo, 

2004; Welboren et al., 2009; Rondón-Lagos et al., 2016).  O RE-β coexiste com o RE-α 

nas células epiteliais mamárias, porém, em maiores quantidades, e também em outras 

células como as mioepiteliais e as estromais do tecido mamário (Ikeda & Inoue, 2004; 

Matthews & Gustafsson, 2003; Rondón-Lagos et al., 2016). Apesar de não se conhecer 

a função exata desses receptores nos tecidos mamários normais, o RE-β parece ser 

essencial para a diferenciação da glândula mamária normal no rato (Nilsson et al., 

2001; Russo & Russo, 2004; Rondón-Lagos et al., 2016).  

Dependendo do estadiamento clínico e do tipo histológico, é recomendada a 

realização da cirurgia parcial ou radical das mamas comprometidas. Além disso, a 

radioterapia e a quimioterapia são aconselhadas para destruir as células 

remanescentes após a cirurgia ou para reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia 

(INCA, 2016).  As terapias (neo) adjuvantes têm se mostrado benéficas no tratamento 

de câncer mamário com RE+, entre elas, a supressão ovariana, os inibidores de 

aromatase e os bloqueadores da resposta estrogênica (Cleator et al., 2009). 

Os agentes antiestrogênicos (Tamoxifeno e Raloxifeno) se ligam nos REs e 

bloqueiam a sua interação com os estrógenos endógenos, ao passo que, os inibidores 

de aromatases (Lestrozol e Anastrozol) bloqueiam a transformação de andrógenos em 

estrógenos ativos pela célula mamária tumoral ou tecidos periféricos (Park & Jordan, 

2002; Bush, 2007). Esses medicamentos são utilizados no coquetel de quimioterapia 

em pacientes com câncer de mama agressivo ressecado cirurgicamente (mastectomia 

radical ou parcial) com o objetivo de reduzir a recorrência da doença 

(Katzenellenbogen & Katzenellenbogen, 2000; Bush, 2007).  

O tamoxifeno (1-[4-(2-dimethylamino-ethoxy)phenyl]-1,2–diphenylbut-1(Z)-eno) 

(Figura  5) aprovado em 1977 pela US-Food and Drug Administration (FDA), é a droga 

mais comumente utilizada para o tratamento do carcinoma mamário RE+ (Osborne, 

1998; Howell et al., 2003). O tratamento com tamoxifeno aumenta a sobrevida das 
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pacientes, o tempo de latência das neoplasias mamárias e também age como 

quimiopreventivo em mulheres com alto risco de desenvolvimento dessa neoplasia 

(Osborne, 1998; Howell et al., 2003; Moerkens et al., 2014). 

 

 

 

Figura  5. Estrutura molecular do Tamoxifeno. Fonte: https://www.mpbio.com/product.php? 

pid=02156738. 

 

O tamoxifeno é uma droga antagonista de estrógenos da família dos Moduladores 

Seletivos dos Receptores de Estrógenos (SERMs), os quais se ligam com alta 

afinidade ao domínio de ligação do receptor de estrógeno impedindo sua ativação ao 

bloquear a interação desse receptor com os estrógenos (Kojetin et al., 2008). Esse 

efeito antiestrogênico é conhecido como antagonização por competição pelos 

receptores de estrógeno. Como os tumores RE-positivos são dependentes do estímulo 

estrogênico para proliferação de suas células, a ligação do tamoxifeno aos REs impede 

a propagação do estímulo proliferativo (Howell et al., 2003; Cleator et al., 2009). 

Além do efeito antiproliferativo, o tamoxifeno também estimula a apoptose através 

da via mitocondrial por aumentar a concentração de Ca+2 ionizado intramitocondrial e a 

atividade da enzima óxido nítrico sintase mitocondrial (mtNOS). Portanto, a 

combinação dos efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos resulta na regressão do 

número de células tumorais mamárias estrógeno-dependentes (Mandlekar et al., 2000; 

Nazarawicz et al., 2007) (Figura 6). 
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Figura 6. Mecanismos de ação do tamoxifeno (TAM) ou de seu metabólito 4-hidroxitamoxifeno 

(OHT), resultando na redução da proliferação celular e indução da apoptose. Fonte: 

http://www.life.uiuc.edu/shapiro/TamoxifenApoptosis.html.  

 

Embora o tamoxifeno seja a droga mais comumente utilizada, ele está 

intimamente associado a graves efeitos colaterais que limitam sua utilização, como por 

exemplo, um aumento significativo no risco de câncer de endométrio e de fígado 

(White, 1999; Kim et al., 2005, Conti et al., 2014; Zhang et al., 2016). Esse aumento no 

risco é devido a um bloqueio múltiplo de REs que resulta em danos 

mutagênicos/genotóxicos nesses órgãos-alvo sendo que a extensão desses danos 

depende da dose e do tempo de exposição ao tamoxifeno (White, 1999; Kim et al., 

2005; Brown, 2009). 

Outros efeitos colaterais frequentemente relatados por pacientes em tratamento 

com tamoxifeno são a anorexia, plaquetopenia, leucopenia, neutropenia, anemias, 

hemorragias, endometriose, distúrbios gastrintestinais, pancreatite, hepatite 

esteatorréica, hipercalcemia, depressão e alterações no sono (López et al., 2006; El-

Ashmawy et al., 2014; Suddek, 2014; Pan et al., 2016). Portanto, opções terapêuticas 

que possam auxiliar no tratamento do carcinoma mamário, são de extrema importância. 
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1.2 Carcinogênese química mamária 

1.2.1 Conceitos gerais 

O desenvolvimento de uma neoplasia é um processo longo e em múltiplas etapas, 

nas quais modificações genéticas (mutações pontuais, amplificações e deleções 

gênicas) e epigenéticas (metilação do DNA e metilação e acetilação de histonas) são 

progressivamente acumuladas no genoma das células (Hanahan, 2011). Os tumores 

malignos induzidos pela administração de carcinógenos químicos específicos, constitui 

uma ferramenta importante para o entendimento das múltiplas etapas da 

carcinogênese (iniciação, promoção e progressão), assim como para estudos 

preventivos e terapêuticos (Thompson & Singh, 2000; Medina, 2007) (Figura  7). 

 

 

Figura  7. Ilustração das três fases da carcinogênese, com os momentos indicados para a 

realização de testes quimiopreventivos e avaliação terapêutica. Fonte: Liu et al., Quant Imaging  

Med Surg, 5(5):708-729, 2015b. 

 

A iniciação é caracterizada pela exposição de células normais a uma dose mínima 

de um ou mais agentes cancerígenos, resultando em alterações na sequência de 

bases nitrogenadas do DNA dessas células. Os carcinógenos químicos (diretos ou 

indiretos) possuem átomos altamente reativos que, ao interagir com o DNA, RNA, 
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proteínas e/ou lipídios, causam alterações profundas nessas moléculas. Essas 

alterações podem causar a morte celular pela destruição drástica de proteínas e 

lipídios, fabricação de proteínas anômalas ou pela aquisição de mutações no material 

genético (Baird et al., 2005). Sendo assim, para as células-alvos se tornarem células 

iniciadas elas precisam sobreviver ao estímulo mutagênico em seu DNA (Schulte-

Hermann et al., 1999).  

No transcorrer da vida, as células sofrem diversas mutações pontuais causadas 

pelas espécies reativas de oxigênio durante o processo de respiração oxidativa. 

Geralmente essas mutações são corrigidas rapidamente pelo o complexo sistema de 

reparo de danos embutido na DNA-polimerase, tornando-as inócuas às células. Porém, 

quando a célula é exposta a quantidades excessivas de danos ao DNA, a capacidade 

de correção de erros de pareamento da DNA-polimerase se torna saturada (Fruehauf 

 & Meyskens et al., 2007). Por isso, os agentes carcinógenos devem induzir múltiplas 

mutações simultâneas que ultrapassam a capacidade do sistema de reparo da célula 

(Kerr et al., 2013). Nesse momento, essas mutações se fixam ao DNA, ocorre a 

duplicação de todo o material genético e a célula passa a transcrever a nova sequência 

como se fosse o DNA original da célula. Com o passar do tempo e ainda na presença 

do insulto mutagênico ou genotóxico, a célula acumula progressivamente numerosas 

mutações no seu genoma, sendo então denominada célula iniciada (Vincent 

& Gatenby, 2008).  

As células iniciadas necessitam sofrer um processo de expansão clonal para 

originar as lesões préneoplásicas. Essa fase é então denominada de promoção. A 

presença de agentes promotores é essencial para o desenvolvimento de lesões 

proliferativas, anaplásicas e displásicas, porém, eles não apresentam mecanismos de 

ação mutagênicos. Esses agentes ativam proteínas-quinases envolvidas na 

fosforilação de substratos das vias de transdução de sinais de resposta a fatores de 

crescimento (Herman, 2005), resultando na expansão celular clonal apenas das células 

iniciadas. A multiplicação seletiva dos clones de células iniciadas resulta no acúmulo 

progressivo de mais mutações e aumento na instabilidade genética que culminam com 

o desenvolvimento de células anaplásicas e malignas (Vincent & Gatenby, 2008; Liu et 

al., 2015b). 

Com a presença de numerosas células neoplásicas com elevado grau de 

anaplasia, o agente promotor se torna dispensável, pois as células nesse estágio se 
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tornam autossuficientes a estímulos de crescimento e multiplicação celular, além de 

serem resistentes aos mecanismos apoptóticos intrínsecos das células normais. As 

células sofrem mais mutações, adquirindo características mais agressivas e passam a 

expressar o fenótipo maligno atingindo o terceiro estágio da carcinogênese, a 

progressão (Hanahan, 2011; Liu et al., 2015b). Nesse estágio, também ocorre o 

acumulo de novas mutações em genes específicos que controlam a capacidade 

invasiva das células, processo facilitado devido ao elevado número de mitose. O 

próximo passo das células malignas é a infiltração vascular e linfática e a colonização 

de tecidos distantes do hospedeiro (focos secundários de tumores), processo este, 

denominado de metástase (Hanahan, 2011; Liu et al., 2015b).  

1.2.2 Modelos de carcinogênese química mamária experimental 

O modelo animal ideal para se estudar a carcinogênese deve mimetizar a 

carcinogênese humana (Russo et al., 1996). Os roedores são amplamente utilizados 

para o estudo da carcinogênese mamária, visto que suas glândulas mamárias são 

altamente susceptíveis a desenvolver neoplasias pela ação de carcinógenos químicos. 

Russo et al. (1996) consideram o rato como modelo animal mais adequado para o 

estudo da carcinogênese da mama, pois o desenvolvimento de tumores mamários em 

camundongos leva um período de tempo maior e requer múltiplas aplicações dos 

carcinógenos além, de não ser tão amplamente estudado como é em ratos (Russo & 

Russo, 2004). 

Entre as linhagens de ratos existentes, as que são mais comumente utilizadas 

para o estudo da carcinogênese química mamária são as Sprague-Dawley, Wistar-

Furth e Fisher-344, pois são as mais susceptíveis a ação dos carcinógenos (Russo & 

Russo, 2004). 

 As substâncias químicas mais utilizadas nos modelos experimentais de indução 

da carcinogênese mamária em fêmeas de ratos e camundongos são a 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e a N-metil-N-nitrosoureia (MNU), sendo 

administradas pela via intragástrica  e subcutânea, respectivamente. A maioria dos 

carcinomas mamários induzidos pela DMBA e MNU são carcinomas hormônio-

dependente (Russo et al., 1994; Russo & Russo, 1996) (Figura 8). 
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7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) N-metil-N-nitrosoureia (MNU) 

 

 

Figura 8. Estrutura química dos carcinógenos DMBA e MNU.  Fonte: 

http://www.sigmaaldrich.com 

 

Para a indução dos carcinomas mamários em roedores, o carcinógeno deve agir 

em um compartimento específico da glândula mamária, os chamados terminal end 

buds (TEBs). Ao se administrar o carcinógeno, a maioria dos TEBs ao invés de se 

diferenciar em ABs se torna progressivamente mais espesso, devido à proliferação 

epitelial, exibindo múltiplas camadas, formação de um lúmen secundário e  as 

primeiras projeções papilares. Nesse estágio os TEBs passam a ser chamados de 

proliferações intraductais (IDPS). A confluência dessas projeções leva a formação de 

microtumores chamados de carcinomas intraductais (IDCas), os quais continuam 

sofrendo confluências sendo classificados histologicamente como adenocarcinomas 

(AdCa) (Figura 9). Os adenocarcinomas desenvolvem diversos padrões histológicos, 

como cribiforme, comedo, tubular e papilar, sendo inicialmente intraductais progredindo 

para invasivos (Russo et al., 1989; Russo & Russo, 2000; Russo & Russo, 2004).  

 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n1517?lang=pt&region=BR
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Figura 9. Desenvolvimento de tumores mamários induzidos quimicamente em roedores. Os 

TEBs afetados pelo carcinógeno se tornam progressivamente mais espessos formando as 

proliferações intraductais (IDPs). Essas projeções se confluem originando os carcinomas 

intraductais (IDCas) e estes os adenocarcinomas (AdCa). Fonte: Modificado de Russo & 

Russo, Cancer Ep Biom Prev., (3): 353-64, 1994. 

 

 A incidência, multiplicidade e tipos de tumores mamários são influenciados pela 

idade, tempo de exposição ao cancerígeno, história reprodutiva, desregulação 

endócrina, dieta e outros fatores que alteram o desenvolvimento e o grau de 

diferenciação da glândula mamária (Russo et al., 1994; Russo & Russo, 1996). Na 

carcinogênese química experimental, a suscetibilidade é extremamente dependente da 

idade. O carcinógeno deve ser administrado às fêmeas de ratas virgens com 40-60 

dias de idade. Essa idade coincide com o período em que a glândula mamária exibe 

alta densidade de TEBs, os quais se encontram altamente proliferativos (Russo et al., 

1996; Macejová & Brtko, 2001) (Figura  10). 

Um dos motivos que fazem com que os TEBs sejam os alvos para ação dos 

carcinógenos é devido a sua alta taxa proliferativa, que diminuiu progressivamente nos 

alvéolos e lóbulos, e à sua baixa porcentagem de morte celular. Além disso, ao 

metabolizar o DMBA/MNU as células epiteliais mamárias geram metabólitos polares 

que causam danos ao DNA. As células dos TEBs produzem muito mais metabólitos 

polares do que as lobulares e removem os addutos de DNA menos eficientemente. 

DMBA/MNU

IDPs IDCas AdCa

TEB
Differentiation Pathway

Neoplastic Transformation



    
 Revisão da Literatura  18 

 

 
 

Portanto, esses quatro parâmetros fazem com que os TEBs sejam as estruturas mais 

susceptíveis à transformação neoplásica (Macejová & Brtko, 2001; Russo & Russo, 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10. Representação esquemática das estruturas da glândula mamária com seus 

respectivos ciclos celulares. Os TEBs apresentam alta taxa proliferativa, a qual diminui 

progressivamente nos alvéolos e nos lóbulos. Fonte: Russo & Russo, Cancer Res.,(40):2677-

87, 1980. 

1.3 Imunoterapia com P-MAPA 

1.3.1 Definições, mecanismos de ação e efeitos da imunoterapia com P-MAPA 

A utilização da imunoterapia, principalmente quando associada a outros 

medicamentos, vem se tornando uma opção terapêutica valiosa no tratamento de 

diferentes tipos de neoplasias, como por exemplo, o carcinoma mamário hormônio-

dependente (Cook et al., 2004; Killeen et al., 2006). 

As abordagens da imunoterapia do câncer variam desde a ativação da resposta 

imune inata e adaptativa até a neutralização de mecanismos supressores imunológicos 



    
 Revisão da Literatura  19 

 

 
 

através dos chamados imunomoduladores (Di Lorenzo et al., 2011; Mellman et al., 

2011; Muenst et al., 2016).  

Segundo estudos, o composto de nome P-MAPA (agregado polimérico anidrídico 

fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio) é capaz de induzir respostas 

imunomoduladoras frente a processos infecciosos e neoplásicos sendo, portanto, 

considerado um imunomodulador promissor (Justo et al., 2003; Durán et al., 2009, 

Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015,2016; Dias et al., 2016) 

O P-MAPA é um biopolímero não linear, com massa molecular de 320 kDa, 

isolado do fungo Aspergillus orizaceae (Durán & Nunes, 1990; Durán et al., 1997). Os 

principais componentes da molécula são: Mg2+, NH4+, fosfato, ácidos linoleico e 

palmitoleico e proteína. O conteúdo percentual de proteína está ao redor de 0,5%, com 

massa molecular de 10 kDa. Os aminoácidos encontram-se distribuídos em 

porcentagem da seguinte maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 

0,5%; Gly 9,69%; Ala 7,46%; Vai 1,0%; Met 4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%, 

Phe 1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%, Trp 1,3% e Arg 35,2% (Durán & Nunes, 1990; Durán 

et al., 1997) (Figura  11). 

 

 

Figura  11. Microcristais do composto P-MAPA (microscopia eletrônica, aumento 300x). Fonte: 

farmabrasilis.org.br/todos_conteudos_interna.php?idioma=eng&id=198 

 

Estudos experimentais in vivo e in vitro demonstraram o P-MAPA foi capaz de 

estimular a proliferação de linfócitos T e a produção de vários tipos de citocinas durante 

processos infecciosos, virais e neoplásicos (Melo et al., 2001, Justo et al., 2003; Durán 

et al., 2009, Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015,2016; Dias et al., 2016). 
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Em estudo conduzido por Durán et al. (2009), fêmeas de camundongos da 

linhagem C57BL/6 que receberam dose de 5mg/kg do imunomodulador após infecção 

pelo Punta Toro Vírus, tiveram sobrevida de 70%, enquanto o tratamento com a 

Ribavarina conferiu sobrevida de 80%. Além disso, o tratamento com o P-MAPA 

demonstrou evidente redução da carga viral sistêmica e de danos hepáticos nos 

animais (Durán et al., 2009). 

A administração do P-MAPA (2.0 mg/kg) também induziu resposta imune durante 

o tratamento de Leishmaniose visceral canina. Após 45 dias de tratamento, os animais 

apresentaram diminuição da carga parasitária na pele, aumento dos níveis de 

interleucina 2 (IL-2) e de interferon (IFN), assim como diminuição dos níveis de 

interleucina 10 (IL-10). Também foi observado aumento de células TCD8+ no sangue 

periférico que é comumente observado durante o tratamento dessa doença com outros 

imunomoduladores (Santiago et al., 2013). 

Em modelos animais para o estudo do câncer, o P-MAPA demonstrou capacidade 

de reverter o estado de imunossupressão causado pelo processo tumoral.  Em diversos 

modelos de células tumorais transplantáveis, como por exemplo, sarcoma-180; 

carcinoma de Erlich; plasmacitoma SP-2Ag14; tumor de Walker 256 e carcinoma 

mamário espontâneo SP-1, foi observado inibição do crescimento tumoral e aumento 

da sobrevida de animais após tratamento com o P-MAPA (Durám et al., 1993, 1997). 

Além disso, os animais transplantados com o tumor de Walker apresentaram, em 

grande parte, resistência a implantação das células tumorais (Durám et al., 1997; 

Durán et al., 1999). Segundo alguns autores, os efeitos antitumorais observados nestes 

estudos, podem ser atribuídos à capacidade do imunomodulador em aumentar a 

defesa do hospedeiro sem afetar diretamente as células tumorais (Durán et al., 

1993,1999). 

Em outro estudo com camundongos portadores de tumor ascítico de Ehrlich 

(TAE), foi observado redução de 35% da esplenomegalia e do crescimento tumoral, 

estimulação da mielopoiese e aumento da produção de IL-2 e interferon-gama (IFN-), 

com consequente aumento da atividade de células natural-killer (NK) após 7 dias de 

tratamento subcutâneo com P-MAPA (Justo et al., 2003). De acordo com estes autores, 

o efeito modulador do P-MAPA na resposta mielopoiética está relacionado à sua 

atividade antitumoral, com um possível mecanismo de regulação na produção de CFU-
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GM (unidades formadoras de colonias granulocíticas e monocíticas) e expressão de 

suas atividades funcionais.  

Melo et al. (2001) também avaliaram os efeitos do P-MAPA no número de CFU-

GM na medula óssea de camundongos infectados com Listeria monocytogenes e 

concluíram que este imunomodulador potencializou os mecanismos imunológicos 

reguladores das células precursoras da medula óssea, as quais estão envolvidas no 

controle das alterações provocadas pelo tumor no sistema hematolinfopoiético do 

hospedeiro.  

Recentemente, estudos concluíram que, o amplo espectro de ação deste 

imunomodulador, bem como a velocidade com que ele mobiliza a resposta terapêutica, 

é devido à capacidade do P-MAPA em ligar-se a receptores toll-like, especialmente os 

receptores toll-like 2 e toll-like 4 (Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015; 2016; Dias et 

al., 2016) (Figura  12). 

 

Figura  12. Mecanismos de ação do imunomodulador P-MAPA. Fonte: Cristant L. Pesquisa 

Médica, n°17, 2011. 
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1.3.2 P-MAPA e Receptores toll-like 

Os receptores do tipo Toll (toll-like receptors -TLRs) são glicoproteínas 

transmembrânicas do tipo I que reconhecem padrões moleculares conservados 

associados a patógenos (PAMP) ou moléculas endógenas originadas do dano tecidual 

(DAMP) iniciando a sinalização de resposta intracelular (Srikrishna & Freeze, 2009; 

Galli et al., 2010; Kumar et al., 2011).  

Os TLRS são expressos por diversas células do sistema imune, como 

macrófagos, células dendríticas e células B, assim como por outros tipos celulares 

incluindo células endoteliais e epiteliais. Além disso, os TLRs também são 

frequentemente expressos por células tumorais, conferindo-lhes um papel na 

fisiopatologia dessa doença (Beg, 2002; Hopkins and Sriskandan, 2005; Dajon et al., 

2016). 

A sinalização dos TLRs pode ocorrer pela via dependente de MyD88 (myeloid 

differentiation primary response 88), que é comum a todos os TLRs, ou pela via 

dependente de TRIF sendo exclusiva para os TLR3 e TLR4. Na via dependente de 

MyD88 é ativado o fator nuclear kappa-beta (NF-kB) resultando na indução de citocinas 

inflamatórias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e a IL-6, enquanto que na 

via dependente de TRIF, ocorre a ativação do IFN e do IRF-3 (interferon regulatory 

fator 3) (Takeda & Akira, 2005; Dajon et al., 2016) (Figura  13). 

Durante o processo da carcinogênese, o envolvimento dos TLRs é controverso, 

pois dados conflitantes apontam os TLRs como reguladores negativos ou positivos da 

carcinogênese (Ma et al., 2014; Scheeren et al., 2014; Chen et al., 2015; Ho et al., 

2015; Maruyama et al., 2015). Acredita-se que os efeitos anti/pró-tumoral dos TLRs 

sobre a carcinogênese ou sobre a progressão tumoral dependam do tipo de receptor 

toll-like, do tipo de câncer e das células imunes que infiltram o tumor (Dajon et al., 

2016). 

Os efeitos antitumorais oriundos da estimulação dos TLRs ocorrem tanto pela 

expressão dos TLRs pelas células do sistema imune (melhorando a resposta imune) 

quanto pelas células tumorais (ocasionando a apoptose celular) (Yusuff et al., 2008; Lu 

et al., 2011; Li et al., 2015; Dajon et al., 2016). Por outro lado, a maioria dos estudos 

que investigam os efeitos pró-tumorais dos TLRs, observa que eles são devido à 

expressão desses receptores pelas células tumorais, promovendo, principalmente, 
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angiogênese, metástase e proliferação, e menos frequente, devido à sua expressão 

pelas células imunes (Huang et al., 2005; Allavena et al., 2008; Gonzáles et al., 2010; 

Yang et al., 2010; Dajon et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13. Vias de sinalização dos receptores toll-like. O adaptador MyD88 se associa ao 

domínio TIR citoplasmático dos TLRs recrutando IRAK, o qual ativa TRAF6. A ativação de 

TRAF6 leva a ativação do complexo IkB-kinase (IKK) que por sua vez fosforila o IkB resultando 

na translocação do NF-kB. Essa translocação induz a expressão de citocinas inflamatórias. Um 

segundo adaptador que contém o domínio TIR (TIRAP) está envolvido na ativação do TLR2 e 

TLR4. Nas vias de sinalização mediadas por TLR3 e TLR4, a ativação de IRF-3 e a indução de 

IFN-b são independentes de MyD88, sendo necessário um terceiro adaptador (TRIF). Para a 

via mediada pelo TRL4 dependente de TRIF é necessário um quarto adaptador (TRAM). Fonte: 

Takeda & Akira, Int Immunol 17(1): 1-14, 2005. 

 

Segundo estudo conduzido por Scheeren et al. (2014), camundongos 

APCmin/+TLR2-/- apresentaram menor número de tumores espontâneos e tiveram 

redução na mortalidade e na formação de pólipos. Em quatro linhagens celulares de 

carcinoma hepatocelular (SCC4, UM-SCC-6, UPCI:SCC103 e PCI-13) o bloqueio da 

sinalização do TLR2 pelo anticorpo mAb-α-TLR2, reduziu significativamente o tamanho 

das células, indicando que a ativação desse receptor promove o crescimento tumoral 

(Farnebo et al., 2015). 
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Gonzáles et al. (2010) observou que os receptores TLR3, TLR4 e TLR9 são 

altamente expressos em tumores mamários humano, sendo que o índice de metástase 

é maior quando as células tumorais expressam TLR3 e quando as células inflamatórias 

expressam TLR4. Resultados observados por Yang et al (2014), sugerem que os TLR4 

podem participar da progressão e metástase do carcinoma mamário humano. Neste 

estudo, a ativação do TLR4 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231, através do 

estímulo pelo lipopolissacarídeo (LPS), aumentou a expressão do VEGF e das 

metaloproteinases MMP-2 e MMP-9. Além disso, essa ativação aumentou o poder de 

invasão das células MDA-MB-231, assim como aumentou a expressão das IL-6 e IL-10. 

Além do envolvimento do TLR4 na progressão tumoral mamária, estudos 

confirmam alta expressão de TLR4 em tumores de cólon e em adenocarcinomas 

ductais pancreáticos humano (Cammarota et al., 2010; Zhang et al., 2010). Os 

pacientes que apresentaram alta expressão desse receptor tiveram um aumento 

significativo na progressão dessas neoplasias em comparação aos que exibiram baixa 

expressão do TLR4.  

Por outro lado, diversos estudos demonstram os efeitos antitumorais dos TLRs 

(Zhang et al., 2011; Lin et al., 2013; Li et al., 2015; Dajon et al., 2016). 

A administração oral de um agonista de TLR2 (polissacarídeo de kerestina – PSK) 

a camundongos transgênicos (MMTVneu) foi capaz de inibir significativamente o 

crescimento tumoral mamário através da estimulação de TCD8 (+) e células (Lu et al, 

2011). 

Em modelo de carcinogênese experimental de cólon, camundongos C57BL/6-

TLR2-/- que receberam azoximetano (AOM) e dextran sulfato de sódio (DSS) 

apresentaram aumento na taxa de proliferação celular, diminuição do índice apoptótico, 

aumento na produção de IL-17A e redução de IFN-.  Além disso, o número de tumores 

de cólon foi maior nos camundongos C57BL/6-TLR2-/- do que nos C57BL/6-TLR2+/+ 

(Lowe et al., 2010). Resultados similares também foram observados na carcinogênese 

experimental de fígado. Camundongos C57BL/6-TLR2-/- iniciados com a 

diethilnitrosamina (DEN) apresentaram menor taxa de sobrevida, aumento do volume 

dos tumores de fígado, diminuição da expressão do IFN-, TNFα, IL-1 e IL-6 (Lin et al., 

2013).  

Em estudo recente conduzido por Li et al. (2015), os hepatócitos de camundongos 

C57BL/6 iniciados com a DEN apresentaram diminuição na expressão do TLR2. Além 
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disso, o tratamento com a lipoproteína tripalmitolada (Pam3CSK4 – agonista de TLR2) 

atenuou o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular através da redução do número 

e do tamanho dos tumores. 

A estimulação do receptor TLR3 também diminuiu a taxa de proliferação e 

aumentou o índice apoptótico em tumores de fígado induzido pela 2-

acetylaminofluoreno (2-AAF) em ratos Sprague-Dawley. Esses resultados foram 

associados ao aumento de células positivas para caspase-8 e caspase-3 e diminuição 

da expressão de survivina e Bcl-2 (Xu et al., 2013a, 2013b). Os efeitos antitumorais da 

estimulação de TLR3 também foram observados em linhagens celulares de câncer de 

próstata (RWPE-1, LNCaP e PC3). Nesse estudo, a estimulação pelo polímero sintético 

poly(I:C) ocasionou a ativação de caspase 3, caspase-8 e caspase-9 através da via de 

ativação do IRF3  (Paone et al., 2008; Gambara et al., 2015). 

Diversos estudos têm demonstrado que os receptores TLR4 também estão 

envolvidos em respostas antitumorais.  Fêmeas de camundongos C3H/HeJ-TLR4-/- que 

receberam aplicações tópicas de DMBA, foram mais susceptíveis a desenvolver 

tumores de pele do que os camundongos C3H/HeJ-TLR4+/+. Além dos animais 

deficientes de TLR4 desenvolveram mais tumores, eles apresentaram período de 

latência menor e maior volume tumoral do que os animais TLR4+/+ (Yusuf et al., 2008). 

Naseemuddin et al. (2012) demonstraram que os TLR4 também desempenharam 

respostas antitumorais na carcinogênese mamária induzida pela DMBA. As fêmeas de 

camundongos C3H/HeJ-TLR4-/- desenvolveram mais tumores mamários, expressaram 

maior nível de IL-17 e menor nível de IFN- em comparação com as fêmeas C3H/HeJ-

TLR4+/+. Além disso, o VEGF e as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 foram altamente 

expressos nos tumores dos animais TLR4-/-.    

Mesmo que a estimulação dos TLRs possa levar a efeitos pró-tumorais, uma das  

abordagens terapêuticas mais utilizadas para melhorar a resposta imune antitumoral é 

a estimulação dos TLRs, principalmente a expressão que ocorre pelas células do 

sistema imune (Vacchelli et al., 2013). 

Segundo Cook et al (2004) e Killeen et al (2006), compostos que tem como alvo 

os TLRs podem representar pontos de partida para o desenvolvimento de novas 

drogas no tratamento de algumas doenças, entre elas, o câncer. Estudos preliminares 

vêm demonstrando que o P-MAPA é capaz de estimular os receptores TLR2 e TLR4, 
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descoberta esta, que permitiu explicar a incrível velocidade com que ele desencadeia a 

resposta imunológica. 

Em cultura de células tumorais de bexiga, Ayari et al. (2011) observaram que 

houve diminuição da expressão de receptores TL2 e TLR4 em relação às células 

uroteliais normais. A administração de P-MAPA à fêmeas de ratos Fisher 344 com 

carcinoma de bexiga não músculo invasivo (CBNMI) induzido pela MNU, foi capaz de 

aumentar os níveis proteicos dos receptores TLR2, TLR4 e da proteína p53, 

melhorando o estado imunológico dos animais (Fávaro et al, 2012). Resultado similar 

foi observado em células HEK293, onde a estimulação dos TLR2 e TLR4 ocorreu via 

ativação do fator NF-κB (Fávaro et al, 2012).  

Em estudo recente utilizando o mesmo modelo de indução de CBNMI o 

tratamento combinado de flutamina com P-MAPA em fêmeas Fisher-344 iniciadas com 

MNU, resultou em aumento dos níveis proteicos dos receptores RE-α/RE-β, TLR4, 

TRIF, IRF3 e IFN-γ, diferentemente do observado no tratamento com BCG e 

BCG/flutamina. Nesse mesmo estudo, o tratamento com P-MAPA independente de 

flutamina aumentou os níveis da proteina CYP450 (Garcia et al., 2015). O mesmo 

grupo de pesquisa, também observou que o P-MAPA apresentou efeito antitumoral por 

aumentar os níveis de interferon e diminuir os de VEGF no mesmo modelo de CBNMI 

(Garcia et al., 2016).    

Adicionalmente, Dias et al. (2016) demonstrou que o tratamento de cisplatina com 

o P-MAPA, assim como o tratamento do P-MAPA sozinho, diminuíram os níveis das 

proteínas Akt, PI3K, NF-kB e VEGF e aumentou os níveis da proteína PTEN em 

fêmeas Fisher-344 com CBNMI.  

Quanto a toxicidade do imunomodulador, estudos experimentais de toxicologia 

aguda, subcrônica e crônica, demonstraram que o P-MAPA é uma droga segura, sem 

efeitos teratogênicos verificados in vitro e in vivo. Durán et al. (1993) comprovaram que 

o imunomodulador não causou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de 

linfócitos humanos, sendo também não citotóxico em camundongos, cães e macacos. 

Em ensaios clínicos de fase I, o P-MAPA também não apresentou sinais relevantes de 

toxicidade (Farmabrasilis 2008). 

 Sendo assim, o P-MAPA apresenta-se como possível candidato para auxiliar na 

terapia adjuvante do câncer e de doenças infecciosas. 
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3 Objetivos 

Objetivo Geral 

 

Tendo em vista os efeitos imunomoduladores exercidos pelo composto P-MAPA 

durante processos infecciosos, virais e neoplásicos e, considerando a importância de 

novas opções terapêuticas que possam auxiliar no tratamento do câncer de mama, o 

objetivo geral deste estudo foi caracterizar e comparar os efeitos histopatológicos e 

moleculares da imunoterapia com P-MAPA associada ao Tamoxifeno no tratamento do 

câncer de mama induzido quimicamente em ratas. 

Objetivos específicos 

 

➢ Avaliar a incidência, latência, volume e multiplicidade dos tumores mamários e 

sua histopatologia no modelo de câncer de mama induzido quimicamente em 

ratas frente à imunoterapia com P-MAPA associada ao tamoxifeno; 

 

➢ Caracterizar e comparar os efeitos da imunoterapia com P-MAPA associada ao 

tamoxifeno sobre os receptores TLR2 e TLR4 e sobre o receptor de estrógeno 

RE-α pela técnica de imunoistoquímica.  

 

➢ Caracterizar a apoptose e a proliferação celular (Ki-67) por imunoistoquímica 

nos tumores mamários e glândula mamária normal; 

 

➢ Analisar a expressão global proteica no tecido mamário normal e tumoral por 

meio da estratégia proteômica Shotgun (LC-MS/MS) 
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Resumo 

Como uma doença altamente heterogênea e multifatorial, as neoplasias malignas de 
mama possuem histologia e evolução genética complexa e de resposta variável ás 
terapias convencionais. Atualmente, existem poucos tratamentos para o câncer de 
mama hormônio-dependente e o Tamoxifeno, droga mais utilizada, está intimamente 
associado a graves efeitos colaterais que limitam sua utilização. Sendo assim, a 
utilização da imunoterapia, principalmente quando associada a outros medicamentos, 
vem se tornando uma opção terapêutica valiosa no tratamento de diferentes tipos de 
neoplasias. Além disso, o número de pesquisas voltadas ao papel dos receptores toll-
like no processo de carcinogênese aumentou consideravelmente. Segundo estudos, o 
P-MAPA é considerado um imunomodulador capaz de exercer atividade antiviral e 
antitumoral, aumentando a expressão de citocinas, ativando linfócitos e receptores toll-
like. Assim, os objetivos do presente estudo foram caracterizar e comparar os efeitos 
histopatológicos e moleculares da imunoterapia com P-MAPA associada ao 
Tamoxifeno no tratamento do câncer de mama induzido quimicamente em ratas 
Sprague-Dawley (SD). Para o desenvolvimento deste trabalho, fêmeas SD foram 
divididas em sete grupos experimentais: os grupos 1-4 receberam dose única do 
carcinógeno 7,12- dimetil-benzoantraceno (DMBA) (80 mg/kg, i.g) durante a primeira 
semana do experimento, enquanto os grupos 5-7 receberam dose única do veículo da 
DMBA. A seguir, grupos 2 e 5 receberam doses do P-MAPA (5,0 mg/kg, 3x/semana, 
i.p) e do veículo do Tamoxifeno (5x/semana). Os grupos 3 e 6 receberam doses do P-
MAPA e do Tamoxifeno (100ug/kg, 5x/semana, s.c) e o grupo 4 recebeu as doses do 
Tamoxifeno e do veículo do P-MAPA. Os grupos controles (1 e 7) receberam as doses 
dos veículos do P-MAPA e do Tamoxifeno. Ao final da 13ª semana os animais foram 
eutanasiados e os tecidos mamários normal e tumoral, fígado e rins foram removidos e 
submetidos às análises histopatológicas, imunoistoquímicas e/ou moleculares. O 
período de latência para o desenvolvimento tumoral foi maior no grupo G3 do que nos 
demais grupos iniciados, mas não houve diferença significativa na taxa de incidência, 
multiplicidade e volume tumoral. Houve aumento significativo do infiltrado inflamatório 
nos tumores dos grupos G2, G3 e G4 quando comparado ao grupo G1. Nos tumores e 
no epitélio mamário normal, não houve diferença nos índices de proliferação celular e 
na expressão do RE-α frente aos diferentes tratamentos. O índice apoptótico no epitélio 
tumoral foi significativamente menor nos grupos G3 e G4 em relação ao grupo G1, não 
havendo diferença entre os grupos não iniciados. No epitélio tumoral houve uma 
diminuição na expressão do TLR2 e TLR4 em comparação ao epitélio mamário normal, 
porém sem alteração no padrão de expressão frente aos diferentes tratamentos (G1-
G7). Através da espectrometria de massas foram identificadas 12 proteínas 
diferentemente expressas, sendo a maioria proteínas de transporte e relacionadas com 
o aumento da condição da hipóxia. Conclui-se, portanto, que a imunoterapia com o P-
MAPA em associação com o tamoxifeno foi capaz apenas de retardar o aparecimento 
inicial de tumores mamários com possível papel no aumento da hipóxia tumoral.  
 

 

Palavras-chave: carcinoma mamário, DMBA, Tamoxifeno, P-MAPA, receptores toll-

like. 
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Abstract 

 

 

The breast cancer is a heterogenic and multifactorial disease with complex histology 

and genetic evolution and has a variable response to conventional therapies. Actually, 

there are few treatments against hormone-dependent breast cancer and the Tamoxifen, 

drug commonly used generate serious side effects. Thus, the immunotherapy 

represents a new perspective to cancer treatment and researches about the role of toll-

like receptors in carcinogenesis have been increased. In this context, P-MAPA is an 

important immunomodulatory, which has effectively demonstrated antitumor activity by 

increasing cytokines expression and by stimulating lymphocytes and toll-like receptors. 

The aims of this study were to characterize and compare the histopathological and 

molecular effects of P-MAPA immunotherapy with estrogenic receptor blocker 

(Tamoxifen) in the treatment of breast cancer chemically-induced in rats. For this 

purpose, female Sprague-Dawley rats were allocated into six experimental groups: the 

groups 1-4 received a single dose of 7,12- dimetil-benzoantracene (DMBA) carcinogen 

(80 mg/kg, i.g) in the first experimental week, while the groups 5-7 received a single 

dose of DMBA vehicle. After, groups 2 and 5 received P-MAPA doses (5,0 mg/kg, 

3x/week, i.p) and vehicle doses of Tamoxifen (5x/week, s.c). The groups 3 and 6 

received P-MAPA doses and Tamoxifen doses (100µg/kg, 5x/week, s.c) and the group 

4 received Tamoxifen doses and P-MAPA vehicle doses. The control groups (1 and 7) 

received the P-MAPA and Tamoxifen vehicles doses. Animals were euthanized at the 

end of the 13th week. The normal mammary and tumoral tissues, spleen, liver and 

kidneys were removed and subjected to histopathological, immunohistochemical and 

molecular analysis. The tumoral latency period was higher in the G3 group when 

compared to others. There was no difference in the incidence, multiplicity and tumoral 

volume between the groups. The inflammatory response in the mammary tumors was 

higher in groups G2, G3 and G4 when compared to G1. The treatments did not alter the 

cellular proliferation and RE-α expression in the normal and tumor mammary tissue. 

The apoptotic index was significantly lower in the tumors of G3 and G4 groups than in 

G1 group. There was a significant decrease of TLR2 and TLR4 expression in the tumor 

epithelium when compared to normal mammary epithelium. However, the treatments 

did not alter the expression of these receptors (G1-G7). The mass spectrometry 

identified 12 differently expressed proteins. The most of them were transporters proteins 

and related with hypoxia increase. These results suggest that P-MAPA immunotherapy 

associated with Tamoxifen decreased the tumoral latency period with possible role in 

the tumoral hypoxia increase. 

 

 

Key-words: mammary carcinoma, DMBA, Tamoxifen, P-MAPA, toll-like receptors.



    
 Introdução  42 

 

 
 

1 Introdução 

Como uma doença altamente heterogênea e multifatorial, as neoplasias malignas 

de mama possuem história natural diversa, histologia e evolução genética complexa e 

de resposta variável ás terapias convencionais (quimioterapia, braquioterapia e 

radioterapia) (Parkin et al, 2005; Jemal et al., 2010; Ferlay 2015). Entre os fatores de 

risco para o desenvolvimento desta neoplasia, destacam-se a idade, estilo de vida, o 

uso de anticoncepcionais, terapia hormonal, história familiar, exposição à radiação 

ionizante, alterações gênicas e exposição acidental e/ou ocupacional a agentes 

ambientais (Cutuli et al., 2001; Snedeker, 2001; Andrieu et al., 2006; Dai et al., 2016; 

Skol et al.,2016). 

As terapias (neo) adjuvantes têm se mostrado benéficas no tratamento de câncer 

mamário com receptor de estrógeno positivo (RE+), como por exemplo, a supressão 

ovariana, os inibidores de aromatase e os bloqueadores da resposta estrogênica 

(Cleator et al., 2009). 

O tamoxifeno, droga mais comumente utilizada, é uma droga antagonista de 

estrógenos da família dos Moduladores Seletivos dos Receptores de Estrógenos 

(SERMs), os quais se ligam com alta afinidade ao domínio de ligação do receptor de 

estrógeno impedindo sua ativação ao bloquear a interação desse receptor com os 

estrógenos (Kojetin et al., 2008).  

Embora o tamoxifeno seja a droga mais comumente utilizada, ele está 

intimamente associado a graves efeitos colaterais que limitam sua utilização, como por 

exemplo, um aumento significativo no risco de câncer de endométrio e de fígado 

(White, 1999; Kim et al., 2005, Zhang et al., 2016).  

A utilização da imunoterapia, principalmente quando associada a outros 

medicamentos, vem se tornando uma opção terapêutica valiosa no tratamento de 

diferentes tipos de neoplasias, como por exemplo, o carcinoma mamário hormônio-

dependente (Cook et al., 2004; Killeen et al., 2006). 

Segundo estudos, o composto de nome P-MAPA (agregado polimérico anidrídico 

fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio) é capaz de induzir respostas 

imunomoduladoras frente a processos infecciosos e neoplásicos sendo, portanto, 

considerado um imunomodulador promissor (Justo et al., 2003; Durán et al., 2009, 

Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015;2016; Dias et al., 2016).  O amplo espectro de 
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ação deste imunomodulador, bem como a velocidade com que ele mobiliza a resposta 

terapêutica, é devido à capacidade do P-MAPA em ligar-se a receptores toll-like, 

especialmente o TLR2 e o TLR4 (Fávaro et al., 2012; Garcia et al., 2015; 2016; Dias et 

al., 2016). Mesmo que a estimulação dos receptores toll-like possa causar efeitos anti e 

pró-tumorais, compostos que têm como alvo os TLRs podem representar pontos de 

partida para o desenvolvimento de novas drogas no tratamento do câncer (Cook et al., 

2004; Killeen et al., 2006). 

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar os efeitos 

histopatológicos e moleculares da imunoterapia com P-MAPA associada ao 

Tamoxifeno no tratamento do câncer de mama induzido quimicamente em ratas. 
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2 Materiais e Métodos 

2.1 Animais e ambiente de experimentação 

Foram utilizadas 70 ratas da linhagem Sprague-Dawley, com quatro semanas de 

idade, pesando em média 100g. Todos os animais utilizados foram adquiridos no 

Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP, SP. Brasil) e 

mantidos no biotério da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de 

Medicina de Botucatu (FMB) – UNESP.  

Durante a fase de experimentação foram mantidos cinco animais por gaiola de 

polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de aço inox na forma de grade e forradas 

com maravalha branca de pinho autoclavada. As gaiolas juntamente com a maravalha 

foram trocadas três vezes por semana seguindo protocolo pré-estabelecido pela 

UNIPEX. As condições ambientais de temperatura (22 ± 2oC), umidade relativa do ar 

(55 ± 10%), fotoperíodo (ciclos 12 horas claro/12 horas escuro) e exaustão contínua do 

ar foram rigorosamente controladas durante toda a fase experimental. Todos os 

animais receberam ração comercial (NUVILAB CR1 – NUVITAL, PR) e água filtrada em 

bebedouros de vidro com tampa de borracha e bico metálico (500 ml) ad libitum. 

Todos os procedimentos de manuseio, administração de drogas e eutanásia 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FMB/UNESP (CEUA, 

protocolo no.1027/2013) (Anexo A). 

2.2 Delineamento experimental 

 Após a fase de aclimatação (7 dias), os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em sete grupos experimentais com 8 a 12 animais cada. O protocolo 

experimental está representado na e os grupos experimentais foram os seguintes: 

 

Grupo controle positivo. 

Grupo 1: Os animais receberam dose única do carcinógeno 7,12- 

dimetilbenzoantraceno (DMBA Sigma-Aldrich, EUA, 80 mg/kg, dissolvido em óleo de 
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canola) por via intragástrica (i.g) e as aplicações dos veículos do P-MAPA (solução 

fisiológica 0,9%) (3x/semana) por via intraperitoneal (i.p.) e do Tamoxifeno (óleo de 

gergelin) (5x/semana) por via subcutânea (s.c) durante as 13 semanas experimentais. 

 

Grupos teste positivos. 

Grupos 2, 3 e 4: Os animais receberam dose única i.g do carcinógeno DMBA durante a 

primeira semana do experimento. Após a iniciação, os grupos receberam os seguintes 

tratamentos: 

o Grupo 2: recebeu três doses semanais do imunomodulador P-MAPA (5 mg/kg 

0,9%, i.p.) e as aplicações s.c. do veículo do Tamoxifeno (5x/semana); 

o Grupo 3: recebeu cinco doses semanais de Tamoxifeno (TAM 100 µg/kg, s.c.)  e 

as três doses semanais i.p. do imunomodulador P-MAPA; 

o Grupo 4: recebeu as cinco doses semanais s.c. de TAM   e as aplicações i.p. do 

veículo do P-MAPA. 

Grupos teste negativos. 

Grupo 5 e 6: Durante a primeira semana, os animais receberam dose única do veículo 

do carcinógeno DMBA (NaCl 0,9%, i.g.). Posteriormente eles foram submetidos aos 

seguintes tratamentos: 

o Grupo 5: recebeu as três doses semanais i.p. do imunomodulador P-MAPA e as 

aplicações s.c. do veículo do TAM; 

o Grupo 6: recebeu as aplicações i.p. do imunomodulador P-MAPA e as cinco 

doses semanais s.c. do TAM. 

 

Grupo controle negativo 

Grupo 7: Os animais receberam o veículo do carcinógeno DMBA (i.g) durante a 

primeira semana. Posteriormente, receberam os veículos do P-MAPA (i.p.) e do TAM 

(s.c) durante o período experimental. 
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A Farmabrasilis (São Paulo, Brasil), forneceu o imunomodulador P-MAPA para a 

realização desta pesquisa. 

 

Figura  1. Delineamento experimental. 

2.3 Avaliação do peso corpóreo, massas tumorais mamárias e 
consumo de água e ração. 

O consumo de ração e água de cada caixa foi registrado duas vezes por semana. 

Pela média de consumo da caixa foram obtidos o consumo estimado individual e a 

média estimada de ingestão de ração/água de cada grupo. A avaliação do peso 

corpóreo foi realizada quinzenalmente. Os animais também foram examinados 
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semanalmente para a detecção de massas tumorais nas cadeias mamárias, sendo 

registrado o dia do aparecimento e sua localização anatômica.  

2.4 Eutanásia, coleta e processamento histológico 

 

Os animais foram eutanasiados ao final da 13ª semana experimental. A eutanásia 

dos animais foi realizada por injeção intraperitoneal de pentobarbital sódico (75 mg/kg 

de p.c.). O sangue dos animais foi coletado através de punção cardíaca (2 a 3 mL/ 

animal), obtendo-se o soro que foi armazenado a -20°C até o momento das análises 

bioquímicas.  

Depois da eutanásia foi feita incisão na face ventral do animal, da região púbica 

até a torácica, coletando-se as cadeias mamárias e massas tumorais de todos os 

animais.  

Para as análises moleculares, foi coletado uma cadeia mamária ou um tumor por 

animal. Fragmentos destes tumores e das cadeias mamárias foram acondicionados em 

tubos criogênicos RNAse/DNAse para a extração de proteínas destinadas à análise de 

expressão proteica. Todas as amostras de tumores e tecido mamário normal foram 

imediatamente imersas em nitrogênio líquido até o armazenamento definitivo em 

freezer -80C.  

Após as coletas para as análises moleculares, amostras de tecido mamário com 

ou sem tumores foram imersos em formalina tamponada 10% por 24 horas, lavados em 

água por 12 horas, colocados em cassetes plásticos identificados e então, mantidos em 

álcool 70% até o momento do processamento histológico. 

 No momento da necropsia, fígado e rins de todos os animais foram retirados e 

posteriormente pesados.  

2.5 Análises macroscópicas 

 

Durante a necropsia dos animais foram registrados o peso, localização anatômica 

e as medidas de comprimento, altura e profundida de todos os tumores encontrados. 
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Posteriormente, foi calculado o volume destes tumores pelo método de determinação 

do volume de elipses (largura x altura x profundidade x 0,75 x 3,141592) (Chatterjee et 

al., 2010). Os tumores mamários induzidos pela DMBA foram agrupados em três 

categorias: pequeno (<15,18 cm3), médio (15,18 – 30,36cm3) e grande (>30,36 cm3).  

Os valores foram definidos de acordo com a mediana dos tumores mamários 

analisados.  

2.6 Processamento histológico dos tumores e tecidos mamários 

 

Fragmentos de tumores e mama foram desidratados em banhos sucessivos em 

álcool 85%, álcool 95% e álcool absoluto (3x) por uma hora cada. Os tecidos foram 

diafanizados em xilol I, II e III e banhados em parafina I, II e III por uma hora cada 

reagente. Após o processamento inicial, o material foi emblocado em parafina à 60oC 

no autoinfusor (LEICA EG 1160, Alemanha). 

Cortes histológicos de espessura entre 4 a 6 μm foram obtidos em micrótomo 

(LEICA RM 2145, Alemanha), colocados sobre lâminas codificadas e, então, levadas 

para estufa (FAMEN 002 CB, Brasil) à 60oC por 24 horas, a fim de se obter maior 

adesão dos cortes histológicos às lâminas.  Em seguida, as lâminas foram colocadas 

em suporte.  

Para a coloração de HE, as lâminas passaram pelas seguintes etapas: bateria de 

hidratação (xilol I, II e III por 5 minutos em cada; álcool absoluto I, II e III por 8 

segundos cada passagem; água corrente), lavagem em água corrente, hematoxilina de 

Harris por 5 minutos, diferenciador por 8 segundos em água amoniacal, álcool absoluto 

por 8 segundos e eosina por 2 minutos e bateria de desidratação (álcool I, II, III, IV e V 

por 8 segundos cada passagem). Todos os reagentes utilizados na coloração foram 

obtidos da Merck (Alemanha). 

Terminada a coloração, as lâminas foram transferidas para outro suporte e 

levadas para montagem automática (LEICA CV 5000, Alemanha) de lamínulas 

(24x32mm) em meio Permount (Fisher, EUA). Após montagem, as lâminas histológicas 

foram rotuladas e identificadas. 
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2.7 Análises microscópicas 

 

O diagnóstico e características histopatológicas das neoplasias mamárias foram 

analisados em cortes histológicos corados por Hematoxilina-Eosina (H.E.). 

Todos os tumores foram classificados como invasivo ou in situ e dentro dos 

padrões histológicos papilar, cribiforme, tubular, comedo ou misto, segundo os critérios 

de Russo & Russo, 2000. 

Posteriormente, foi calculada a incidência (% de animais com tumor) e a 

multiplicidade (número médio de tumores por animal). Também foi mensurado semi-

qualitativamente o infiltrado inflamatório, sendo classificado como leve, moderado ou 

intenso tanto na região estromal periférica (parte externa ao tumor) como na estromal 

interna (interior do tumor). 

 

2.8 Processamento imunohistoquímico para Ki-67, RE-α e Toll-like 2 
e Toll-like 4. 

 

A expressão do KI-67, TLR2, TLR4 e RE-α foram realizadas utilizando o sistema 

de polímeros Dako LSAB + System-HRP.  

Cortes histológicos da glândula mamária e dos tumores mamários com 5 μm de 

espessura foram colocados sobre lâminas histológicas silanizadas STARFROST® e 

passaram por desparafinização em banhos de xilol e hidratação por banhos sucessivos 

em álcool. A recuperação antigênica foi realizada em tampão Citrato pH=6,0 a 120
o
C 

por 5 min em panela de pressão Pascal (Dako Cytomation Denmark A/S). Em seguida 

foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 à 3% em PBS, durante 10 

minutos e posteriormente o bloqueio de ligações inespecíficas em leite desnatado a 8% 

em PBS por 1 hora. As lâminas foram incubadas com Ki-67 (Abcam, MA, EUA) na 

diluição de 1:100, ou anti- RE-α, (Merck-Millipore, EUA) na diluição de 1:100, ou anti-

TLR2 (Abbiotec, EUA) na diluição 1:50 ou anti-TLR4 (Abbiotec, EUA), na diluição de 

1:50 em ABS a 1% (Albumina Bovina Sérica, Sigma Aldrich, EUA) overnight a 4°C. Na 

etapa seguinte as lâminas foram incubadas por 15 minutos com Biotinylated link Dako 
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Universal (EUA) e 15 minutos com Streptoavidin – HRP. A revelação da peroxidase foi 

realizada com 3’3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (Sigma Chemical CO, MO, 

EUA) e a contra- coloração foi feita com hematoxilina de Harris. A desidratação das 

lâminas foi realizada em álcool e xilol e posteriormente, foi feita a montagem das 

lâminas em resina sintética Permount (FISHER, EUA). 

2.9 Análise imunohistoquímica e apoptótica 

 

A contagem de células Ki-67 positivas e células em apoptose foram feitas em 

microscópio de luz convencional (Axiostar Plus, Zeiss, Alemanha) com auxílio de um 

retículo e na objetiva de 40x. A análise de células em apoptose foi realizada em 

coloração hematoxilina/eosina (HE), segundo critérios morfológicos estabelecidos 

(Levin et al., 1999; Elmore et al., 2016).  

Os índices de proliferação celular (IP%) e de apoptose (IA%) foram calculados 

dividindo-se o número de células KI-67-positivas ou células em apoptose pelo número 

total de células contadas, multiplicando o resultado por 100. Esta análise foi realizada 

tanto nos tumores mamários como no tecido mamário normal dos grupos não iniciados 

pela DMBA, analisando-se um total de 10 campos por animal (5 animais por grupo). 

Nos tumores foi contado um total de 500 células/tumor e no tecido mamário normal foi 

contado o total de células epiteliais de cada ducto e alvéolo observados nos 10 

campos/animal.  

A análise dos receptores TLR2, TLR4 e RE-α, foi realizada nas células epiteliais 

dos ductos e alvéolos de glândulas mamárias sem alterações proliferativas, sendo que, 

nos tumores, a expressão do TLR2 eTLR4 foi realizada tanto nas células do estroma 

como nas células do epitélio. A expressão RE-α foi analisada apenas nas células 

epiteliais.  

Para a análise da expressão dos antígenos TLR4 e RE-α, a intensidade da 

imunoreatividade foi classificada em forte ou fraca.  

Como a expressão do TLR2 não diferiu quanto à intensidade e sim quanto à 

quantidade de células positivas, foi realizada apenas uma análise descritiva do padrão 

de expressão deste marcador nos diferentes grupos experimentais. Entretanto, para 

publicação destes dados, a expressão do TLR2 será avaliada através do índice de 
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marcação (%) como foi realizado para a análise de Ki-67 e apoptose.  

2.10  Avaliação da expressão proteica por espectrometria de massas 
(LC-Ms/Ms) 

2.10.1 Extração e quantificação de proteínas das amostras de tumores mamários 
e glândulas mamárias não alteradas. 

 

Extração das proteínas: A extração de proteínas foi realizada nas amostras congeladas 

de tumores e tecido mamário normal (5 amostras por grupo). Para a extração das 

proteínas, foi utilizado entre 90 a 120 mg de tecido. Foi adicionado em cada amostra, o 

tampão de extração (15mM Tris-HCl – pH 7,5; 600mM NaCl; 1mM inibidor de protease) 

na relação de 1:10. A seguir as amostras foram homogeinizadas em triturador elétrico e 

mantidas em gelo a 4°C por 2 horas.  

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, durante 20 

minutos, em centrífuga refrigerada a 4°C, para a retirada do sobrenadante contendo as 

proteínas extraídas e do precipitado (restos celulares), o qual foi descartado. Os 

sobrenadantes foram transferidos para novos eppendorfs, devidamente identificados e 

mantidos a -80°C.  

Quantificação proteica: Os extratos de proteínas totais foram mensurados de acordo 

com o método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como padrão a albumina bovina 

sérica (BSA), leitura de absorbância a 595 nm e duas réplicas para cada amostra.  

2.10.2 Padronização e digestão proteica em solução  

Após quantificação proteica pelo método de Bradford as amostras foram 

transferidas para novos tubos plásticos LoBind (Eppendorf®) e diluídas em NaCl à 

0,9% (m/v) para serem padronizadas quanto a sua concentração, estabelecendo-se a 

relação 50μg/40μL para cada amostra. Após esta etapa, foram realizados pools para 

cada grupo: 40μL de cada amostra (5 amostras/grupo) foram transferidas para um 

único eppendorf, misturadas via vórtex coletando-se o volume de 40μL, mantendo-se, 

portanto, concentração e volume (50μg/40μL). 
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Posteriormente, as amostras foram digeridas iniciando-se pelas etapas de 

redução e alquilação utilizando ditiotreitol (DTT) 10 mM e iodoacetamida (IAA) 45 mM, 

respectivamente, ambos solubilizados em solução de bicarbonato de amônio 50 mM. 

Em seguida, as amostras foram submetidas à digestão proteolítica na presença da 

enzima tripsina na concentração 1:50 (enzima:substrato), solubilizada em tampão 

bicarbonato de amônio 50 mM, pH 7.8. A hidrólise ocorreu por 18 horas, sendo 

interrompida com a adição de ácido fórmico 1% (v/v) em relação ao volume da 

amostra. Após esta etapa, as amostras foram dessalinizadas utilizando-se cartuchos 

Sep-Pak Vac C18 (Waters Manchester, UK), reduzidas em SpeedVac™ (Thermo 

Scientific, EUA) e mantidas a 4°C até o momento da análise por espectrometria de 

massas. 

2.10.3 Sequenciamento Peptídico por Espectrometria de Massas  

A análise de espectrometria de massas foi realizada no Laboratório de Bioquímica 

do Departamento de Ciências Biológicas da Faculdade de Odontologia de São Paulo 

(USP) em Bauru-SP. Cada grupo foi analisado em triplicata. A identificação dos 

peptídeos foi feita num sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo QTof MS system (Waters, 

Manchester, UK). As amostras foram solubilizadas em 60 uL de solução de ácido  

fórmico 0,1 % (v/v) e em seguida, uma alíquota de 15 μL dos digestos trípticos de cada 

amostra foram injetados individualmente em uma coluna analítica de fase reversa 

nanoACQUITY HSS T3 (75 µm X 150 mm, tamanho de partícula de 1,8 µm, Waters 

Manchester, UK). A coluna foi equilibrada com 93% da fase móvel A (ácido fórmico 

0,1% em água) e 7% da fase móvel B (100% acetonitrila + 0,1% ácido fórmico). Em 

seguida, os peptídeos foram separados com um gradiente linear da fase móvel de 7-85 

% (ácido fórmico 0,1 % em acetonitrila 100%) por 70 min num fluxo de 0,35 μL/min. A 

temperatura da coluna foi mantida em 35°C. O espectrômetro de massas Xevo® G2 Q-

TOF foi operado em modo iônico positivo de nanoeletrospray e os dados foram 

coletados usando o método MSE em elevada energia (19-45 V), que permite a 

aquisição dos dados tanto dos íons precursores quanto fragmentos numa única 

injeção. As condições de fonte usadas incluíram voltagem do capilar de 2,5 kV, cone de 

amostra de 30 V, cone de extração de 5,0 V e temperatura da fonte de 80°C. Os dados 

foram adquiridos durante 70 min, com varredura na faixa de 50–2000 Da. O lockspray, 
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usado para garantir acurácia e reprodutibilidade, foi operado com uma solução de 

[Glu1]fibrinopeptídeo (1 pmol/μL), com fluxo de 1 μL/min, como um íon de referência no 

modo positivo a m/z 785.8427. 

2.10.4 Análise dos dados para a identificação de proteínas 

A identificação das proteínas foi obtida utilizando o software ProteinLynx Global 

Server (PLGS) versão 3.0, através do algoritmo de contagem de íons MASCOT, 

incorporado ao software. 

Os dados obtidos foram buscados no banco de dados da espécie Rattus 

novergicus (apenas UniProtKB/Swiss-Prot) baixado em Julho de 2014 a partir do 

UniProtKB (http://www.uniprot.org). A diferença de expressão entre os grupos foi obtida 

usando o software PLGS e expressão como p<0,05 para as proteínas sub reguladas e 

p>0,95 para as proteínas supra reguladas. 

2.11 Análise Estatística 

Os dados referentes ao grau de infiltrado inflamatório, incidência tumoral, padrão 

histológico e volume dos tumores e à expressão dos receptores TLR4 e RE-α foram 

comparados pelo teste de Qui-quadrado.  

Os índices de proliferação celular e apoptose nos tumores, os dados referentes 

ao peso relativo dos rins de todos os grupos, peso relativo do fígado nos grupos não 

iniciados e ganho de peso corpóreo dos grupos não iniciados apresentaram distribuição 

normal e foram comparados pelo teste ANOVA.  

Os dados referentes ao consumo de água e ração em todos os grupos, 

multiplicidade tumoral, proliferação celular e apoptose no epitélio mamário normal, 

ganho de peso corpóreo dos grupos iniciados e peso relativo do fígado dos grupos não 

iniciados foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguidos de diferentes pós-

testes como descritos nas respectivas legendas dos resultados. Todos os testes foram 

realizados no Software Sigma Stat 3.5. 

A análise global da expressão proteica foi realizada utilizando o software 

ProteinLynx Global Server (PLGS) versão 3.0. 
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3 Resultados 

3.1 Observações gerais 

A manutenção em biotério e o tratamento com a DMBA, o TAM e o P-MAPA 

foram bem tolerados pelos animais durante as primeiras nove semanas experimentais, 

ocorrendo apenas a morte de um animal do grupo G4 (DMBA/TAM) durante a segunda 

semana do experimento.  

Após a 7a semana do experimento, foi necessária a realização da eutanásia de 

alguns animais devido à ulceração ocorrida em algumas massas tumorais, a fim de 

impedir o sofrimento dos mesmos. Durante a 8a semana experimental foi eutanasiado 

um animal do grupo 4 e na 9a semana dois animais do grupo G1 (DMBA); um animal 

do grupo G2 (DMBA/P-MAPA); um animal do grupo G3 (DMBA/P-MAPA/TAM) e um 

animal do grupo G4 (DMBA/TAM). Durante a 10a e a 11a semana do experimento, foi 

necessário a realização da eutanásia de um animal do grupo G1 (DMBA) e um animal 

do grupo G2 (DMBA/P-MAPA), respectivamente. A sobrevida dos animais durante o 

experimento está registrada na Figura 2. Como a maioria dos animais foram 

eutanasiados próximo ao fim do período experimental, eles foram considerados nas 

análises estatísticas de incidência e multiplicidade de tumores. 

 

 

Figura 2.Taxa de sobrevida dos animais dos diferentes grupos durante o período experimental. 
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3.2 Consumo de água e ração, peso corpóreo, hepático e renal 

A Tabela 1 indica os valores de média e desvio-padrão do consumo de água e 

ração dos diferentes grupos experimentais (estimativa por caixa). Os grupos G2 

(DMBA/P-MAPA) e G3 (DMBA/P-MAPA/TAM) apresentaram maior ingestão de água 

em relação ao grupo G1 (DMBA) (p≤0,001). Entre os grupos não iniciados, os grupos 

G5 (P-MAPA) e G6 (P-MAPA/TAM) apresentaram menor ingestão de água quando 

comparado ao grupo G7 (controle negativo) (p≤0,001). 

Em relação ao consumo de ração, o grupo G4 (DMBA/TAM) apresentou maior 

consumo de ração em relação ao grupo controle positivo (G1) (p≤0,001). Entre os 

grupos não iniciados, o consumo de ração foi maior nos grupos G5 e G6 quando 

comparado ao grupo G7 (p≤0,001). 

 

Tabela 1. Consumo de água e ração dos diferentes grupos experimentais ao longo do período 

experimental. 1 

Grupo/Tratamento 
Número de 

animais 

                            Consumo 

Ração (g/animal/dia) 
Água 

(ml/animal/dia) 

Iniciados    

(G1) DMBA       12       16,76 ± 4,64    26,57 ± 7,51 

(G2) DMBA/P-MAPA       12       17,18 ± 5,28    29,63 ± 8,83* 

(G3) DMBA/P-MAPA/TAM       12       17,40 ± 4,40    30,30 ± 6,33* 

(G4) DMBA/TAM       11       14,72 ± 4,02*    25,64 ± 6,80 

Não-iniciados    

(G5) P-MAPA       08       17,81 ± 4,90**    29,73 ± 9,08** 

(G6) P-MAPA/TAM       08       18,78 ± 8,58**    30,86 ± 7,72** 

(G7) VEÍCULOS       06       20,08 ± 4,65    35,97 ± 8,43 

1Valores representados por média ± desvio padrão. DMBA=7,12-dimetilbenzantraceno (1x 

80mg/kg i.g.). P-MAPA=agregado polimérico anidrídico fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e 

magnésio (3x/semana 5mg/kg i.p.). TAM=Tamoxifeno (5x/semana 100mg/kg s.c.). Teste 

estatístico de Kruskal-Wallis seguido por Tukey, p≤0,001.  

* Diferente estatisticamente do grupo G1.  

** Diferente estatisticamente do grupo G7. 
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Os valores de média e desvio padrão de peso corpóreo inicial e final, ganho de 

peso corpóreo e peso relativo do fígado e dos rins dos diferentes grupos experimentais 

estão representados na 

Tabela 2. Entre os grupos iniciados com a DMBA, o ganho de peso corpóreo foi 

estatisticamente menor no grupo G4 (DMBA/TAM) em comparação ao G1 (DMBA) 

(p=0,012). Entre os grupos não iniciados não houve diferença em relação ao grupo 

controle negativo (G7).  

Não houve diferenças estatísticas para os valores médios de peso hepático 

relativo entre os grupos iniciados com a DMBA. Entre os grupos não iniciados, os 

valores médios dos pesos hepáticos relativos dos grupos G5 e G6 foram 

estatisticamente menores em relação ao grupo G7 (p=0,022). Não houve diferenças 

estatísticas para os valores de pesos relativos dos rins direito e esquerdo nos grupos 

iniciados e não iniciados. 

3.3 Análise macroscópica e microscópica dos tumores mamários 

 

Considerando apenas os tumores confirmados pela análise histológica, a Figura  

3  representa os dados sobre o aparecimento semanal (acumulativo) dos tumores 

mamários nos diferentes grupos experimentais. O grupo G3 (DMBA/P-MAPA/TAM) 

teve o início do desenvolvimento tumoral mais tardiamente (6ª semana experimental 

após iniciação com a DMBA), enquanto que os demais grupos iniciados com a DMBA 

tiveram o início do desenvolvimento tumoral na 4ª semana após iniciação. Além disso, 

o número de tumores mamários desenvolvidos foi menor no grupo G3 (DMBA/P-

MAPA/TAM) e maior no grupo G2 (DMBA/P-MAPA). 
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Tabela 2. Peso corpóreo e relativo do fígado e rim dos diferentes grupos experimentais ao longo do experimento1.  

Grupo/tratamento Num.de 

Animais 

Peso corpóreo (g) Peso Relativo 

Fígado (%) 

Peso Relativo do Rim (%) 

  Inicial Final Ganho  Direito Esquerdo 

Iniciados        

(G1) DMBA 12 175,20±11,65 248,83±17,78 73,65±10,40 3,22±0,34 0,33±0,05 0,32±0,05 

(G2) DMBA/P-MAPA 12 188,15±11,87 265,5±16,43 76,75±18,72 3,39±0,61 0,34±0,05 0,32±0,05 

(G3) DMBA/P-MAPA/TAM 12 203,33±10,56 262,25±21,31 59,16±19,98 3,42±0,49 0,29±0,06 0,28±0,06 

(G4) DMBA/TAM 11 198,75±12,14 248,8±22,83 50,54±19,66* 3,31±1,09 0,32±0,04 0,32±0,04 

Não Iniciados        

(G5) P-MAPA 8 173,78±10,33 267,3±29,87 93,55±23,02 2,81±0,24** 0,31±0,02 0,31±0,02 

(G6) P-MAPA/TAM 8 204,25±10,25 272,75±14,42 68,5±11,76 2,82±0,20** 0,34±0,05 0,32±0,05 

(G7) VEÍCULOS 6 215,67±19,12 304,33±35,50 88,67±18,04 3,14±0,08 0,29±0,02 0,29±0,01 

1Dados expressos na forma de média±desvio-padrão. DMBA=7,12- dimetilbenzoantraceno (1x 80mg/kg i.g); P-MAPA = agregado polimérico 

anidrídico fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio (3x/semana 5mg/kg i.p); TAM = tamoxifeno (5x/semana s.c). a,b Letras diferentes 

representam diferença estatística. Teste estatístico para ganho de peso corpóreo: Kruskal-Wallis seguido de Dun’s, p=0,012. Teste estatístico 

para peso relativo dos rins: Anova seguido de Holm-Sidak, p= 0,022.  

* Diferente estatisticamente do grupo G1.  

** Diferente estatisticamente do grupo G7. 
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Figura  3. Desenvolvimento tumoral mamário semanal nos diferentes grupos experimentais. 

A Tabela 3 apresenta os dados de incidência e multiplicidade de tumores 

mamários nos diferentes grupos experimentais iniciados com a DMBA. A taxa de 

incidência e a multiplicidade de tumores mamários foram menores no grupo 

G3(DMBA/P-MAPA/TAM) em relação aos demais grupos iniciados com a DMBA, 

porém sem diferença estatística.  

 

Tabela 3. Efeitos do tratamento com P-MAPA e Tamoxifeno sobre o desenvolvimento de 

tumores mamários induzidos pela DMBA em ratas Sprague-Dawley1. 

Grupos/tratamento Núm. 

de 

animais 

Incidência 

% 

Multiplicidade 

(G1) DMBA 12/12 7 (58,3) 1,42 ± 2,02 

(G2) DMBA/P-MAPA 12/12 7 (58,3) 2,42 ± 2,72 

(G3) DMBA/P-MAPA/TAM 12/12 5 (41,6) 0,92 ± 1,38 

(G4) DMBA/TAM 12/11 5 (45,4) 1,64 ± 2,58 

1Dados expressos na forma de  média±desvio-padrão para multiplicidade e de porcentagem 

para incidência. DMBA=7,12- dimetilbenzoantraceno (1x 80mg/kg i.g); P-MAPA = agregado 

polimérico anidrídico fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio (3x/semana 5mg/kg i.p); 

TAM = tamoxifeno (5x/semana 100ug/kg s.c). Teste estatístico de Kruskal-Wallis e Qui-

quadrado/Fisher para multiplicidade e incidência, respectivamente. 
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Na Figura  4 estão representadas as porcentagens dos tumores analisados 

macroscopicamente em cada grupo experimental dentro de cada categoria de volume. 

Não houve diferença de volume tumoral entre os grupos iniciados com a DMBA, sendo 

que a maioria dos tumores nos diferentes grupos foi de volume pequeno (<15,18 cm3). 

 

 

 

 

 

Figura  4. Dados de volume de tumor mamário de cada grupo experimental, representados em 

porcentagem. G1=DMBA, G2=DMBA/P-MAPA, G3=DMBA/P-MAPA/TAM, G4=DMBA/TAM. 

Pequeno (<15,18 cm3); Médio (15,18 – 30,36cm3); Grande (>30,36 cm3). Teste estatístico: Qui-

quadrado/Fisher. 

 

Neste estudo os tumores mamários foram classificados dentro de cinco padrões 

histológicos: tubular, papilar, cribiforme, comedo e misto (quando havia mais de um 

padrão histológico no mesmo tumor) (Figura  5). Não houve diferença estatística na 

incidência dos tipos histológicos de tumores mamários entre os grupos. O padrão misto 

foi o mais prevalente em todos os grupos experimentais. A Tabela 4 apresenta a 

porcentagem de cada padrão histológico nos diferentes grupos. 
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Tabela 4. Incidência dos tumores mamários segundo classificação histológica nos diferentes 

grupos experimentais.  

Grupos/ tratamentos 
Núm. de 
tumores 

Padrão histológico %1 

Tubular Papilar Cribiforme Comedo Misto 

(G1) DMBA 17 1 (5) 0 2 (12) 0 14(82) 

(G2) DMBA/P-MAPA 29 5 (17) 1 (3) 0 0 23 (79) 

(G3) DMBA/P-MAPA/TAM 11 2 (18) 0 0 0 9 (82) 

(G4) DMBA//TAM 18 0 0 0 0 18 (100) 

1Porcentagem dos tumores mamários dentro de cada tipo histológico em cada grupo 

experimental. DMBA=7,12- dimetilbenzoantraceno (1x 80mg/kg i.g); P-MAPA = agregado 

polimérico anidrídico fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e (3x/semana 5mg/kg i.p); TAM = 

tamoxifeno (5x/semana 100ug/kg s.c). Teste estatístico: Qui-quadrado/ Fisher. Entre parêntese 

a porcentagem em relação ao número total de tumores. 
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Figura  5. Cortes histológicos corados em HE de tumores de mama representativos dos 

padrões morfológicos: (A) comedo, (B) cribiforme, (C) papilar e (D) tubular. Objetiva de 20x. 

 

Durante as análises microscópicas dos tumores mamários, observou-se que o 

grau do infiltrado inflamatório diferia entre os grupos experimentais. Sendo assim, o 

infiltrado inflamatório foi analisado em todos os tumores de todos os grupos, 

classificando-o como leve, moderado ou intenso tanto no estroma periférico quanto no 

estroma interno da lesão (Figura  6 A-D). Houve aumento significativo do infiltrado 

inflamatório de grau intenso nos grupos G2 (DMBA/P-MAPA), G3 (DMBA/P-

MAPA/TAM) e G4 (DMBA/TAM) quando comparado ao grupo G1 (DMBA) 

(0,001≤p≤0,003) que teve a maioria dos tumores com infiltrado  inflamatório de grau 

baixo. Essas diferenças foram observadas tanto no estroma periférico (ao redor do 

tumor) quanto no estroma interno da lesão (Figura  7 A e B). 
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Figura  6. Cortes histológicos de tumores de mama corados em HE representativo de cada 

grau de infiltrado inflamatório. (A) leve, (B) moderado, (C) intenso. (D) infiltrado inflamatório 

intenso em evidência. Objetiva de 40x. 
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Figura  7. Porcentagem do infiltrado inflamatório no estroma periférico (A) e no estroma interno 

(B) dos tumores mamários nos diferentes grupos experimentais. G1=DMBA; G2=DMBA/P-

MAPA; G3=DMBA/P-MAPA/TAM; G4=DMBA/TAM. Teste estatístico: Qui-quadrado.  

 *Diferente estatisticamente em relação ao grupo G1 0,001≤p≤0,003. 
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3.4 Proliferação celular, expressão dos receptores TLR4 e RE-α pela 
marcação imunoistoquímica e análise do índice apoptótico. 

 

A análise de proliferação celular pelo marcador Ki-67, expressão do TLR2, TLR4 

e expressão do RE-α foram realizadas pela marcação imunoistoquímica e a análise de 

apoptose foi realizada em coloração hematoxilina/eosina. Todas as análises foram 

feitas nos tumores mamários dos grupos iniciados pela DMBA e no epitélio mamário 

normal (ductos e alvéolos) dos grupos não iniciados.  

 Nos tumores, o grupo P-MAPA/TAM (G3) e TAM (G4) apresentaram aumento no 

índice de proliferação celular quando comparado ao grupo controle positivo (G1), ao 

passo que o grupo tratado com P-MAPA (G2) teve menor índice de proliferação celular 

em relação a G1. Entretanto, essas diferenças não foram significativas (Figura 8A e 

Figura 8B). 

O tratamento com P-MAPA/TAM (G6) também aumentou a taxa proliferativa no 

epitélio mamário normal quando comparado ao grupo controle negativo (G7), mas sem 

diferença significativa (Figura 9A e Figura 9B). 

Em relação aos índices de apoptose no epitélio tumoral, os grupos G3 (DMBA/P-

MAPA/TAM) e G4 (DMBA/TAM) apresentaram índice apoptótico estatisticamente 

menor quando comparado ao grupo controle positivo (G1) (p≤0,001) (Figura  10A e 

Figura  10B). No epitélio mamário normal, não houve diferença estatística nos índices 

de apoptose entre os grupos não iniciados (Figura  11A e Figura  11B).  
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Figura  8. (A) Marcação imunoistoquímica para Ki-67 em tumores mamários. Objetiva de 40x. 

A seta ( ) indica células Ki-67 positivas.  (B) Índices de células em proliferação celular nos 

tumores mamários. G1: DMBA; G2: DMBA+P-MAPA; G3: DMBA+TAM+P-MAPA; G4: 

DMBA+TAM.  Teste estatístico: ANOVA/Holm-Sidak. 
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Figura 9. (A) Marcação imunoistoquímica para Ki-67 no tecido epitelial mamário normal. 

Objetiva de 40x. A seta (  ) indica células Ki-67 positivas.  (B) Índice de células em 

proliferação celular no tecido epitelial mamário normal (células ductais e alveolares). G5= P-

MAPA; G6= P-MAPA/TAM; G7=VEÍCULOS. Teste estatístico: Kruskal-Wallis. 
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Figura  10. A) Análise de células em apoptose em coloração hematoxilina/eosina em tumores. 

Objetiva de 40x. As setas vazadas () indicam células em apoptose e a seta cheia () indica 

célula em anáfase. (B) Índice de células em apoptose no epitélio tumoral G1:DMBA; 

G2:DMBA+P-MAPA; G3:DMBA+TAM+P-MAPA; G4:DMBA+TAM. Teste estatístico: 

ANOVA/Holm-Sidak (p≤0,001). 

*Diferente estatisticamente do grupo G1. 
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Figura  11. A) Análise de células em apoptose em coloração hematoxilina/eosina no tecido 

epitelial mamário normal. Objetiva de 40x. As setas (  ) indicam células em apoptose. (B) 

Índice de células em apoptose no epitélio mamário normal (células ductais e alveolares). G5=P-

MAPA; G6=P-MAPA/TAM; G7=VEÍCULOS. Teste estatístico: Kruskal-Wallis. 

 

 

 

 

 

 
A p o p to s e  n a s  c é lu la s  d u c ta is  e  a lv e o la re s

G ru p o s  E x p e r im e n ta is

Ín
d

ic
e

 d
e

 a
p

o
p

to
s

e
 (

%
)

G 5 G 6 G 7

0

5

1 0

1 5

B



    
 Resultados 69 

 

 
 

Através da marcação imunoistoquímica, observou-se que no epitélio dos tumores 

mamários há uma diminuição na expressão do TLR2 e do TLR4 em comparação ao 

epitélio mamário normal. A diferença de expressão do TLR2 entre epitélio tumoral e 

epitélio normal dá-se pela diferença de células positivas, sendo que, para o TLR4, a 

diferença dá-se pela intensidade de marcação  (Figura 12A  e Figura 13A). Entretanto, 

não foi observado alteração de expressão desses receptores no epitélio normal e 

tumoral frente aos diferentes tratamentos (G1-G4) (G5-G7) (Figura  13B).  

 O padrão de expressão do receptor RE-α foi forte tanto no epitélio tumoral quanto 

no epitélio mamário normal, não havendo diferença de expressão frente aos diferentes 

tratamentos (Figura  14A e Figura  14B).  

 

 

 

 

Figura  12 (A) Marcação imunoistoquímica para TLR2 em tumores mamários e na glândula 

mamária normal. Objetiva de 40x. 
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Figura  13. (A) Marcação imunoistoquímica para TLR4 em tumores mamários e na glândula 

mamária normal. Objetiva de 40x. (B) Intensidade da expressão (%) do TLR4 no epitélio 

tumoral e epitélio mamário normal. G1:DMBA; G2:DMBA+P-MAPA; G3:DMBA+TAM+P-MAPA; 

G4:DMBA+TAM; G5:P-MAPA; G6:P-MAPA+TAM; G7:VEÍCULOS. Teste estatístico: Qui-

quadrado. 
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Figura  14. A) Marcação imunoistoquímica para RE-α em tumores mamários e na glândula 

mamária normal. Objetiva de 40x. (B) Intensidade da expressão (%) do RE-α no epitélio 

tumoral e epitélio mamário normal. G1:DMBA; G2:DMBA+P-MAPA; G3:DMBA+TAM+P-MAPA; 

G4:DMBA+TAM; G5:P-MAPA; G6:P-MAPA+TAM; G7:VEÍCULOS. Teste estatístico: Qui-

quadrado. 
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3.5 Expressão proteica global por meio da estratégia proteômica do 
tipo shotgun (LC-MS/MS) 

A análise da expressão proteica global foi realizada por espectrometria de massas 

(LC-MS/MS) nas amostras de tumores mamários e tecido mamário normal. Para 

apresentar um panorama geral das proteínas identificadas na análise proteômica 

(Anexo B), na Figura  15 é apresentado o diagrama de Venn para os grupos iniciados, 

perfazendo um total de 222 proteínas. O número de proteínas encontradas 

exclusivamente nos grupos G1 (DMBA), G2 (DMBA/P-MAPA), G3 (DMBA/P-

MAPA/TAM) e G4 (DMBA/TAM) foram 11, 14, 21 e 31, respectivamente, enquanto que 

todos os grupos compartilham de 102 proteínas. Nenhuma proteína foi encontrada 

exclusivamente entre G1 e G2 e entre G1 e G4, tendo apenas uma proteína 

exclusivamente comum entre G1 e G3.  

A mesma análise foi realizada para os grupos não-iniciados. Na Figura  15 é 

apresentado o diagrama de Venn para esses grupos, totalizando 108 proteínas 

identificadas. Desse total, 20, 42 e 8 proteínas foram encontradas exclusivamente nos 

grupos G5 (P-MAPA), G6 (P-MAPA/TAM) e G7 (veículos), respectivamente, enquanto 

que 22 são comuns a todos os grupos. Foram encontradas 2 proteínas exclusivamente 

comuns entre os grupos G5 e G7 e nenhuma entre G6 e G7. 

 

A  B  

 

 

 

Figura  15 - Diagrama de Venn representativo do panorama geral das proteínas identificadas 

pela espectrometria de massas (LC-Ms/Ms) nos grupos iniciados (A) e não iniciados pela 

DMBA (B).G1:DMBA; G2:DMBA/P-MAPA; G3:DMBA/P-MAPA/TAM; G4:DMBA/TAM;  G5: P-

MAPA; G6: P-MAPA/TAM; G7: Veículos. 
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Para determinar se uma proteína estava com baixa ou alta expressão quando 

comparada entre dois grupos, considerou-se as medidas de Fold Change (FC) e p-

valor obtidas pela análise proteômica. O valor de corte considerado para o FC foi de 

1,3 e 0,77, ou seja, quando a razão da quantidade de proteínas entre o grupo teste e o 

grupo controle é maior ou igual a 1,3 (upregulated) ou é menor ou igual a 0,77 

(downregulated). Além do FC, para que uma proteína seja considerada up ou 

downregulated, o p-valor precisa ser menor ou igual a um nível de significância α=0,05. 

As proteínas com expressões significativamente diferentes entre, pelo menos um 

grupo teste e um grupo controle, são apresentadas na Tabela 5. Dentre as 330 

proteínas identificadas, 13 proteínas foram consideradas upregulated ou downregulated 

conforme os valores de corte determinados.  

Entre os grupos iniciados, G2 (DMBA/P-MAPA, G3 (DMBA/P-MAPA/TAM) e G4 

(DMBA/TAM) apresentaram, respectivamente, 4, 6 e 4 proteínas diferentemente 

expressas em relação a G1 (DMBA). Nos grupos não-iniciados foram encontradas 10 

proteínas diferentemente expressas em G5 (P-MAPA) e 5 proteínas em G6 (P-

MAPA/TAM) quando comparados a G7 (veículos).  

Em relação a rede de interação entre as proteínas diferentemente expressas para 

cada comparação (Grupo teste vs. Grupo controle), apenas algumas proteínas do 

grupo G3 (DMBA/P-MAPA/TAM); G5 (P-MAPA) e G6 (P-MAPA/TAM) apresentaram 

interações entre si (Figura  16).  
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Tabela 5 - Identificação e categorização das proteínas diferentemente expressas em relação aos grupos controles. 

Acesso Descrição Função Grupos 
Fold 

change 
P-valor 

Up / 

Down 

P06761 78 kDa glucose-regulated protein (Hspa5) - Enovelamento proteico G5xG7 0.37 0.00 down 

P62630 Elongation factor 1-alpha 1 
- Resposta ao estímulo do 

EGFR 
G4xG1 0.75 0.00 down 

O88752 Epsilon 1 globin  - Transportadora 

G2xG1 1.80 0.00 up 

G3xG1 2.01 0.00 up 

G4xG1 1.82 0.00 up 

G5xG7 0.57 0.00 down 

G6xG7 1.70 0.00 up 

P04797 
Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
- Metabolismo  (glicólise) G3xG1 1.31 0.02 up 

P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2  - Transportadora 
G5xG7 0.63 0.00 down 

G6xG7 1.54 0.00 up 

P02091 Hemoglobin subunit beta-1 - Transportadora 

G2xG1 1.77 0.00 up 

G3xG1 2.05 0.00 up 

G4xG1 1.84 0.00 up 

G5xG7 0.61 0.00 down 

G6xG7 1.65 0.00 up 
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     (continuação) 

P11517 Hemoglobin subunit beta-2  - Transportadora 

G2xG1 1.84 0.00 up 

G3xG1 2.03 0.00 up 

G4xG1 1.82 0.00 up 

G5xG7 0.58 0.00 down 

G6xG7 1.73 0.00 up 

P20059 Hemopexin  
-Transportadora 

(antioxidante) 

G5xG7 1.75 0.00 up 

G6xG7 0.74 0.00 down 

P20760 Ig gamma-2A chain C region  - Imunomoduladora G5xG7 2.01 0.00 up 

D4A543 RCG41622  (Sox 2) - Transcrição G5xG7 12.30 0.00 up 

P12346 Serotransferrin  - Transportadora  G5xG7 0.73 0.00 down 

P02770 Serum albumin - Transportadora 
G3xG1 1.60 0.00 up 

G5xG7 1.52 0.00 up 

Q6P9T8 Tubulin beta-4B chain  
- Constituição do 

citoesqueleto/microtúbulos 

G2xG1 8.17 0.01 up 

G3xG1 8.76 0.01 up 

    Grupos experimentais:  G1:DMBA;  G2:DMBA+P-MAPA;  G3:DMBA+TAM+P-MAPA;  G4:DMBA+TAM 

                                           G5:P-MAPA;  G6:P-MAPA+TAM;  G7:VEÍCULOS 
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Figura  16 - Rede de interações entre as proteínas tubulina; Gapdh; seroalbumina; 

hemoglobina beta-1; hemoglobina beta-2 (LOC689064) e Epsilon 1-globin (Hbe1) na 

comparação G3 vs G1, entre as proteínas hemopexina, serotransferrina e 

seroalbumina na comparação G5 vs G7 e entre as proteínas hemoglobina beta-1 e e 

hemoglobina alfa-1/2 na comparação G6 vs G7.  

G1: DMBA; G3: DMBA/P-MAPA/TAM; G5: P-MAPA; G6: P-MAPA/TAM; G7: Veículos.  
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4 Discussão e Conclusões 

O câncer de mama é o de maior incidência na população feminina, apresenta 

história natural diversa, histologia complexa e de resposta variável ás terapias 

convencionais (Parkin et al, 2005; Jemal et al., 2010; Torre et al., 2015). Atualmente, 

existem poucos tratamentos para o câncer de mama hormônio-dependente e os 

fármacos comumente utilizados estão intimamente associados a graves efeitos 

colaterais que limitam sua utilização. Sendo assim, a imunoterapia abre uma nova 

perspectiva para o tratamento do câncer.  

  De acordo com alguns pesquisadores, o P-MAPA apresenta-se como forte 

candidato para a terapia adjuvante do câncer, visto que apresenta atividade antitumoral 

demonstrada em estudos in vitro e in vivo (Durán et al., 1997; Fávaro et al., 2012; 

Garcia et al., 2015, 2016; Dias et al., 2016). Em modelos de estudo utilizando células 

tumorais transplantáveis, como por exemplo, sarcoma-180; carcinoma de Erlich; 

plasmacitoma SP-2Ag14; tumor de Walker 256 e carcinoma mamário espontâneo SP-

1, o tratamento com P-MAPA foi capaz de inibir o crescimento tumoral e aumentar a 

sobrevida dos animais (Durán et al., 1993; 1997). Entretanto, os resultados do presente 

estudo indicam que o tratamento com o P-MAPA não foi capaz de exercer efeito 

protetor contra o desenvolvimento dos adenocarcinomas mamários induzidos pela 

DMBA. Mesmo sem diferença significativa, a incidência de animais com tumores 

mamários no grupo de animais iniciados com a DMBA e que receberam apenas o P-

MAPA (G2) foi semelhante a do grupo controle positivo e maior que a dos demais 

grupos experimentais iniciados. Além disso, o tratamento isolado com o P-MAPA 

tendeu a aumentar a multiplicidade dos tumores mamários. Por outro lado, mesmo sem 

diferença estatística, o tratamento do P-MAPA em associação com o tamoxifeno 

diminuiu a incidência e a multiplicidade dos tumores. Em relação ao volume tumoral 

não houve diferença entre os grupos iniciados com a DMBA, sendo que a maioria dos 

tumores foi de volume pequeno (<15,18 cm3).  

 Especialmente em estudos de curto prazo, a latência é um dos parâmetros mais 

sensível para analisar fatores que modulam a resposta tumorigênica da glândula 

mamária (Russo & Russo, 2004). Em nosso estudo, o início do desenvolvimento 

tumoral ocorreu mais tardiamente no grupo tratado com o P-MAPA e tamoxifeno, sendo 

de duas semanas a diferença de tempo em relação aos demais grupos experimentais 

iniciados com a DMBA. Sugere-se, portanto, que a associação P-MAPA/Tamoxifeno 
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possa ser capaz de retardar o início da carcinogênese mamária. Esta hipótese poderia 

ser investigada em um novo estudo usando um protocolo experimental com doses 

menores de DMBA. 

O Tamoxifeno é a droga mais comumente utilizada em pacientes com câncer de 

mama receptor de estrógeno positivo (RE+), após a remoção cirúrgica por mastectomia 

radical ou parcial com o objetivo de reduzir a recorrência da doença (Katzenellenbogen 

& Katzenellenbogen, 2000; Bush, 2007, Traboulsi et al., 2016). No entanto, o 

Tamoxifeno está intimamente associado a graves efeitos colaterais como, por exemplo, 

aumento significativo no risco de câncer de endométrio e de fígado (White, 1999; Kim 

et al., 2005, Rondón-Lagos et al., 2016). Por outro lado, estudos experimentais de 

toxicologia aguda, subcrônica e crônica, demonstraram que o P-MAPA é um composto 

seguro, sem efeitos citotóxicos e teratogênicos verificados em estudos in vitro e in vivo 

(Durán et al. 1993, Fávaro et al., 2012). Considerando as doses de tamoxifeno e P-

MAPA utilizadas no presente estudo, não foi observado nenhum efeito carcinogênico 

per si dos tratamentos empregados (isolados e/ou em associação). Entretanto, o ganho 

do peso corpóreo foi significativamente menor nos animais que receberam 

DMBA/Tamoxifeno. Por outro lado, o grupo que recebeu o P-MAPA (isolado) 

apresentou ganho de peso estatisticamente maior que os demais grupos não iniciados. 

Nenhuma diferença significativa foi observada em relação aos pesos dos rins dos 

animais frente aos diferentes tratamentos, entretanto, os pesos hepáticos relativos 

foram menores nos grupos tratados isoladamente com P-MAPA e P-MAPA/TAM em 

relação ao grupo controle negativo. 

Sob certas condições, a inflamação promove a carcinogênese, enquanto em 

outras ela exerce efeitos antitumorais. Este fato pode ser explicado pela diferença de 

intensidade e da natureza da resposta inflamatória. Se a resposta inflamatória se 

desenvolve em um ambiente de inflamação aguda, um mecanismo efetor imunológico é 

ativado com consequente regressão do tumor (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 

2010). Estudos experimentais in vivo e in vitro demonstraram que o P-MAPA é capaz 

de induzir respostas imunomoduladoras por estimular a proliferação de linfócitos e 

induzir a produção de vários tipos de citocinas durante processos infecciosos, virais e 

neoplásicos (Melo et al., 2001, Justo et al., 2003; Durán et al., 2009, Fávaro et al., 

2012; Garcia et al., 2015;2016; Dias et al., 2016). No presente estudo, também 

observamos aumento significativo do infiltrado inflamatório (linfócitos, plasmócitos, 
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macrófagos e mastócitos) no estroma tumoral dos grupos tratados com o P-MAPA e 

com o tamoxifeno (isolados e em associação) quando comparados ao grupo somente 

iniciado (G1). Como as taxas de multiplicidade e tamanho tumoral nesses grupos não 

diferiram estatisticamente do grupo controle positivo, não se pode afirmar que o 

processo inflamatório observado atuou como reguladora positiva ou negativa da 

carcinogênese mamária. Mais dados como a fenotipagem das células inflamatórias e o 

estudo da produção local de citocinas são necessárias. 

A proliferação celular exacerbada, resistência e/ou redução da apoptose e a 

migração das células tumorais são consideradas marcadores da patologia tumoral, 

facilitando o entendimento do comportamento biológico dos tumores (Sun et al., 2015). 

O índice de proliferação celular pode ser mensurado através do antígeno nuclear Ki-67 

(Kim et al., 2008). Os índices de proliferação celular pelo Ki-67 podem ser associados 

com o crescimento e diferenciação tumoral e, positivamente, correlacionados com grau 

de invasão, tamanho do tumor e metástase (Cuzick et al., 2011; Kruger et al., 2013). A 

apoptose é um processo celular ordenado e orquestrado que ocorre tanto em 

condições fisiológicas quanto patológicas. A redução ou resistência na indução de 

apoptose desempenha papel fundamental na carcinogênese, contribuindo para a 

progressão tumoral (Kerr et al., 1972, Wong, 2011). De acordo com Garcia et al., 

(2016), o tratamento com P-MAPA reduziu significativamente a proliferação celular e 

aumentou o índice apoptótico no epitélio da bexiga de ratos Fisher-344 iniciados com a 

MNU em comparação ao grupo controle positivo (MNU) e ao grupo tratado com BCG 

(MNU/BCG). Nossos resultados de imunoistoquímica para o marcador Ki-67, 

demonstraram que a administração de P-MAPA não alterou as taxas de proliferação 

nos tumores mamários e na glândula mamária normal em relação aos grupos controles 

(G1, G7). Em relação à análise apoptótica, o tratamento com P-MAPA isolado (G2 e 

G5) e em associação com o tamoxifeno (G6) também não alterou os índices 

apoptóticos quando comparado aos respectivos grupos controles (G1 e G7). Porém, o 

tratamento com o P-MAPA em associação ao Tamoxifeno (G3) e o tratamento com o 

Tamoxifeno sozinho (G4) diminuiu estatisticamente os índices de apoptose nos tumores 

mamários quando comparado ao grupo controle positivo (G1). Conforme será discutido 

adiante, a interação das tubulinas com a GAPDH ocasiona efeito anti-apoptótico e 

estas proteínas apresentaram-se superexpressas no grupo G3 (P-MAPA/TAM). Sendo 

assim, a diminuição do índice apoptótico do grupo G3 pode estar associado a este 
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fator. Em relação a diminuição do índice apoptótico do grupo G4, não foi possível 

determinar os fatores que possam ter ocasionado tal evento.  

Como o objetivo desse projeto era avaliar os efeitos da associação do P-MAPA 

com o tamoxifeno sobre a carcinogênese mamária, fez-se necessário a utilização de 

uma dose menor do tamoxifeno (Gottardis & Jordan, 1987), a fim de não mascarar os 

possíveis efeitos protetores do P-MAPA quando em associação ao Tamoxifeno. Por 

esse motivo, os resultados do tratamento com Tamoxifeno observados em nosso 

estudo (proliferação celular, apoptose, redução do volume tumoral, incidência e 

multiplicidade dos tumores) não se mostram tão eficientes em comparação a 

capacidade do tamoxifeno em inibir a carcinogênese mamária e promover a regressão 

do tumor como demonstrado em estudos prévios. (Bernardes et al., 1999; Bush et al., 

2007; Dias et al., 2013). 

O desenvolvimento da mama é influenciado por vários hormônios e fatores de 

crescimento os quais estimulam a proliferação celular, diferenciação ou apoptose. 

Dentre os diversos hormônios, destacam-se os estrógenos, cujo principal papel é 

promover a proliferação tanto em células normais como em células neoplásicas. Nos 

mamíferos, a maioria dos efeitos biológicos dos estrógenos é mediada por sua 

interação com dois subtipos de receptores (RE-α e RE-β) e seus respectivos co-fatores 

(Björnström e Sjöberg, 2005; Lo e Sukumar, 2008). Os REs regulam a transcrição de 

diversos genes relacionados com o desenvolvimento de órgãos reprodutivos, regulação 

do ciclo celular, replicação do DNA, diferenciação, apoptose, angiogênese e 

progressão tumoral (Rondón-Lagos et al., 2016). A administração de tamoxifeno e de 

P-MAPA, isolados ou em associação, não alterou expressão do RE-α nos tumores 

mamários e glândula mamária normal. 

Segundo estudos, o amplo espectro de ação do imunomodulador P-MAPA 

ocorre através da estimulação dos receptores toll-like 2 e toll-like 4. Fávaro et al. (2012) 

e Garcia et al. (2015) demonstraram que o P-MAPA foi capaz de aumentar os níveis 

proteicos de TLR2 e TLR4 em animais com carcinoma de bexiga não-músculo invasivo 

induzido quimicamente pela MNU. Resultados similares foram observados em 

experimento in vitro com células HEK293 onde o P-MAPA ativou o NF-κB com 

consequente estimulação dos TLRs 2 e 4 (Fávaro et al., 2012).  

A hipótese do nosso estudo era de que o P-MAPA estimularia a expressão dos 

receptores TLR2 e TLR4 no tecido mamário, exercendo possíveis efeitos antitumorais 
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como observado nos estudos prévios. Entretanto, o tratamento com o P-MAPA não 

aumentou a expressão in situ do TLR2 e do TLR4 nos tumores mamários e no tecido 

mamário normal quando comparado aos seus respectivos grupos controles.  

O envolvimento dos receptores toll-like na carcinogênese é controverso, pois 

estudos apontam os TLRs como reguladores negativos ou positivos para a 

carcinogênese. Além de sua expressão nas células do sistema imune e nas células 

epiteliais normais, os TLRs também são expressos nas células tumorais, podendo 

influenciar o crescimento tumoral, a resposta imunológica, resistência à apoptose e 

aumento do potencial invasivo (Jego et al., 2006; Bhattacharya & Yusuf, 2012). De 

acordo com alguns estudos a deficiência do TLR4 contribuiu para a progressão tumoral 

mamária e de pele em camundongos C3H/HeJ-TLR4-/- e tratados com DMBA (Yusuff et 

al.,2008; Naseemuddin et al., 2012). Segundo Lu et al. (2011), o crescimento tumoral 

mamário de camundongos transgênicos (MMTVneu) também foi reduzido 

significativamente através da estimulação do receptor TLR2.  No modelo de carcinoma 

mamário utilizado em nosso estudo, também observamos relação inversa da expressão 

in situ dos receptores TLR2 e TLR4 com a carcinogênese mamária, pois houve 

diminuição significativa da expressão desses receptores nas células epiteliais tumorais 

em relação ao epitélio da glândula mamária normal. Sendo assim, se o tratamento com 

P-MAPA tivesse estimulado a expressão dos receptores TLR2 e TLR4, poderia, talvez, 

ocorrer menor crescimento dos tumores mamários. 

Através da análise da expressão global proteica por meio da estratégia 

proteômica Shotgun, foi possível detectar 13 proteínas diferentemente expressas entre 

os grupos experimentais. 

A enzima glyceraldes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) é o regulador chave 

da glicólise, estando também envolvida em diversos processos biológicos, como 

endocitose, controle da expressão genica, replicação e reparo do DNA ( Yamaji et al., 

2005; Harada et al., 2007). Estudos têm demonstrado que sua expressão aumenta em 

vários tipos de câncer, como o de pulmão, pâncreas, cervix e mama (Correa et al., 

2010; Bouchra et al., 2012). Na linhagem celular LNCaP de câncer de próstata e na 

linhagem Hep3B de câncer de fígado, a expressão da GAPDH parece ser induzida pela 

condição de hipóxia (Lu & Gu, 2002; Graven et al., 2003). Entretanto, esses dados são 

conflitantes, supondo-se que o aumento de GAPDH pela hipóxia pode ser tumor 

específico (Said et al., 2007,2009; Higashimura et al., 2011.). O grupo tratado com P-
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MAPA/TAM apresentou aumento significativo da expressão da GAPDH nos tumores 

mamários (G3) quando comparado ao grupo controle positivo (G1- DMBA). A condição 

de hipóxia é comum em tumores sólidos como o de câncer de mama pois a 

vascularização é disfuncional e insuficiente devido ao rápido crescimento tumoral. 

Sendo assim, processos como angiogênese e glicólise são ativados para que as 

células tumorais possam se adaptar a esse microambiente (Knowles & Harris 2001; 

Coleman & Ratcliffe, 2007). Segundo Bouchra et al. (2012) o aumento da expressão de 

GAPDH no tumor mamário pode ser tanto devido a um ambiente de hipóxia como para 

exercer outras funções independente de seu papel glicolítico clássico. Visto que, no 

grupo não iniciado com a DMBA e tratado com P-MAPA/TAM (G6) não ocorreu o 

aumento da GAPDH, sugere-se que o aumento da GAPDH observado nos tumores 

mamários pode ter sido uma resposta das células tumorais frente ao aumento da 

condição de hipóxia e/ou dano celular causada pelo tratamento P-MAPA/TAM. Como 

através da espectrometria de massas não foram detectados os fatores regulatórios da 

resposta intracelular à hipóxia (HIF-1 e HIF-2), não é possível afirmar se houve 

diminuição significativa de oxigênio no ambiente tumoral, o que justificaria o aumento 

da GAPDH. 

Entretanto, a adaptação das células tumorais à hipóxia também pode ser regulada 

pela expressão das tubulinas e de proteínas relacionadas ao transporte de oxigênio 

(Raspaglio et al., 2008; Emara et al., 2014). No presente estudo também foi observado 

expressão aumentada tanto de tubulina-β como de proteínas transportadoras de 

oxigênio (hemoglobina alfa e beta) frente ao tratamento de P-MAPA/TAM. 

Os microtúbulos são formados pela mistura de tubulina-α e tubulina-β, sendo 

considerados estruturas altamente dinâmicas com papel crucial na divisão celular 

(Kumar & Flavin, 1981; Gan et al., 2008; Gan et al., 2011). Alterações nas mudanças 

pós-translacionais e na expressão das tubulinas têm sido relatadas em diversos tipos 

de cânceres (Giarnieri et al., 2005; Ferrandina et al., 2006; McCarrol et al., 2010; 

Kavallaris, 2010). O aumento na expressão das tubulinas é associado ao maior 

desenvolvimento tumoral e agressividade da doença. Segundo estudo conduzido por 

Giarnieri et al. (2005), há maior expressão das tubulinas nos pólipos e no câncer de 

reto invasivo em humanos, indicando um possível papel das tubulinas no processo de 

invasão. Além de seu papel na mitose, ciclo celular e apoptose, as tubulinas também 

podem alterar a resposta ao stress oxidativo por agir como redutores (Joe et al., 2008). 
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O stress metabólico nas células tumorais devido ao crescimento celular excessivo, faz 

com que as tubulinas modulem o processo metabólico para manter o nível energético 

celular, garantindo consequentemente a integridade dos microtubulos e a sobrevivência 

das células (Saks et al., 1995; Altman & Rathmell, 2012). Estudos in vitro demonstram 

que as tubulinas interagem com diversas enzimas glicolíticas, entre elas a GAPDH. 

Essa interação altera a atividade da GAPDH causando efeito anti-apoptótico nas 

células tumorais (Vertessy et al., 1999; Orosz et al., 1999; Parker et al., 2014). Tanto o 

grupo G2 (P-MAPA) como o grupo G3 (P-MAPA/TAM) apresentaram aumento 

significativo da proteína beta-tubulina em relação ao grupo G1 (DMBA). Isso suporta a 

hipótese de que esses tratamentos, em especial o P-MAPA/TAM, possam ter 

aumentado a hipóxia nos tumores mamários, ocasionando o aumento da β-tubulina e 

da GPADH, a qual também pode ter sido regulada pelo próprio aumento das tubulinas. 

A rede de interação observada entre as proteínas GAPDH, hemoglobina-β, Tub-β e 

seroalbumina, diferentemente expressas na comparação G3 (DMBA/P-MAPA/TAM) vs 

G1 (DMBA), corroboram com tal hipótese.   

A Hemoglobina (Hb) é produzida principalmente pelos eritrócitos, entretanto, 

diversos estudos têm demonstrado que outras células como macrófagos e células 

epiteliais também expressam essa proteína (Tommila et al., 2010; Saha et al., 2014). 

Sua principal função é o transporte de oxigênio dos pulmões para os diversos tecidos, 

sendo que, o aumento de sua expressão é relacionado, principalmente, a uma 

condição de hipóxia (Dunst, 2004; Tommila et al., 2010; Jeney et al., 2014). Em nosso 

estudo houve aumento significativo de hemoglobina-β nos tumores mamários dos 

grupos G2-G4 (DMBA/P-MAPA, DMBA/P-MAPA/TAM, DMBA/TAM) em relação ao 

grupo controle positivo (G1), ao passo que, a diferença de expressão da Hb-β e Hb-α 

na glândula mamaria normal dos grupos G5 (P-MAPA) e G6 (P-MAPA/TAM) foi 

estatisticamente menor em relação ao grupo controle negativo (G7). Sugere-se, 

portanto, que o aumento da Hb-β nos tumores pode ter ocorrido devido ao aumento da 

hipóxia.  

Além disso, como citado anteriormente, macrófagos e células epiteliais alveolares 

também expressam hemoglobina, ocorrendo, principalmente, em resposta a uma 

condição de stress oxidativo ou hipóxia (Liu et al., 1999; Nishi et al., 2008). Esse 

aumento de Hb facilitaria o transporte de O2 e/ou a eliminação de oxigênio/nitrogênio 

para reduzir o stress oxido-nítrico. Por fim, estudos também demonstram que o 
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aumento das hemoglobinas é comum em tecido de granulação, pois há aumento da 

vascularização afim de nutrir as células inflamatórias que estão atuando no processo 

de reparo (Tommila et al., 2010). Visto que o tratamento com P-MAPA, Tamoxifeno e 

associação de ambos aumentou significativamente o infiltrado inflamatório nos tumores 

mamários, o aumento de Hb nessas amostras tumorais, pode ter ocorrido devido ao 

aumento de macrófagos que, por sua vez, também pode ter expressado a proteína Hb 

frente a uma possível condição de hipóxia, injuria, e/ou stress oxidativo/nítrico 

favorecido pelos tratamentos.  

Além da Hb, a proteína Hemopexina (HPX) e a Seroallbumina (HSA) também 

foram expressas diferentemente em alguns grupos experimentais. A hemopexina é 

uma proteína de plasma com alta afinidade de ligação com o heme, o qual é altamente 

tóxico por se intercalar com os lipídeos da membrana plasmática e produzir radicais 

hidroxila (Balla et al., 2000). Sendo assim, a hemopexina é considerada o principal 

veículo de transporte de heme no plasma prevenindo o stress oxidativo causado pelo 

heme (Tolosano & Altruda 2002). A proteína HSA é a proteína mais abundante do 

plasma sanguíneo, sendo considerada como o principal antioxidante do fluido 

extracelular (Quinlan et al., 2004; Setoyama et al., 2016). No presente estudo, o 

tratamento com P-MAPA e com P-MAPA/TAM (G5-G6) aumentou significativamente a 

expressão da HPX na glândula mamaria normal em relação ao grupo controle negativo 

(G7). Porém, essa diferença não foi observada entre os grupos iniciados com a DMBA. 

Em relação à HSA, os tumores mamários do grupo tratado com P-MAPA/TAM (G3) e 

as glândulas mamárias normais do grupo tratado apenas com P-MAPA (G5) 

apresentaram aumento significativo de expressão da proteína HSA quando 

comparados aos seus respectivos grupos controles (G1 e G7).  Sugere-se, portanto, 

que o P-MAPA sozinho ou em associação ao Tamoxifeno, pode exercer uma atividade 

antioxidante por estimular a expressão da hemopexina e da seroalbumina. 

Em nosso estudo também observamos que o tratamento com o P-MAPA foi capaz 

de diminuir a expressão da proteína Heat-shock 5 (HSPA5) na glândula mamária 

normal. A proteína HSPA5, também chamada de GRP78/BiP é uma chaperona do 

retículo endoplasmático envolvida no enovelamento adequado das proteínas (Ni & Lee, 

2007; Wang et al., 2005). O aumento de expressão da HSPA5 tem sido reportado em 

diversos tipos de câncer, como o de pulmão, próstata, cólon, estômago, fígado e mama 

(Xing et al., 2006; Zhang et al., 2006; Chang et al., 2014). Segundo estudos, a proteína 
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HSPA5 exibe atividade oncogênica, pois promove a proliferação celular, 

migração/invasão, resistência a drogas e previne a apoptose (Fu et al., 2006; Dong et 

al., 2008; Chen et al., 2015). Mesmo não havendo diferença de expressão da HSPA5 

nos tumores mamários, o P-MAPA (G5) reduziu significativamente sua expressão na 

glândula mamária normal quando comparado ao grupo controle negativo (G7). Talvez, 

a administração de doses maiores do imunomodulador P-MAPA também possa reduzir 

a expressão da HSPA5 nos tumores mamários, podendo assim, favorecer o aumento 

da apoptose e redução da proliferação das células tumorais.   

Por outro lado, o mesmo grupo tratado com P-MAPA (G5) apresentou aumento 

significativo da proteína Sox2 na glândula mamária normal em comparação ao grupo 

controle negativo. Chen et al. (2008), através de estudos in vitro e in vivo 

demonstraram que o aumento da expressão da SOX2 é comum nos carcinomas 

mamários, promovendo a proliferação celular e favorecendo a tumorigênese por 

facilitar a transição G1/S do ciclo celular e por aumentar a expressão da ciclina D1. 

Além disso, a expressão da SOX2 parece estar fortemente relacionada com a 

expressão das citoqueratinas 5/6, EGFR e vimentina no câncer de mama do tipo basal-

like (Rodriguez et al., 2007). Outros estudos também demonstram que a SOX2 está 

envolvida no câncer gástrico e prostático, assim como no processo de metástase e 

invasão no câncer pancreático (Sattler et al., 2000; Li et al., 2004; Sanada et al., 2006). 

Portanto, frente ao aumento da SOX2 e diminuição da HSPA5 na glândula mamária 

normal, as quais podem favorecer positivamente e negativamente a carcinogênese, 

‘faz-se necessário outras análises e estudos adicionais para estabelecer os efeitos que 

o P-MAPA pode exercer tanto no epitélio mamário normal como no processo da 

carcinogênese mamária. 

O tratamento com o P-MAPA também foi capaz de diminuir expressão da proteína 

Serotransferrina (TF) na glândula mamária normal, porém, resultado similar não foi 

observado nos tumores mamários. A TF é considerada como um fator de crescimento 

essencial para proliferação e diferenciação celular (Vyhlidal & Safe, 2002) e o aumento 

de sua expressão tem sido detectado em alguns tipos de tumores, entre eles, o de 

mama (Agarwal et al., 2001; Park et al., 2009). Mesmo com a diminuição da TF, não foi 

observado alteração nos índices de proliferação celular pelo marcador Ki-67 no grupo 

G5 conforme discutido anteriormente.  
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O composto P-MAPA é considerado um imunomodulador por ser capaz de 

estimular o sistema imune frente a processos infecciosos e neoplásicos, ocasionando, 

por exemplo, o aumento de interleucinas, interferon e receptores toll-like (Fávaro et al., 

2012; Garcia et al., 2015;2016; Dias et al., 2016). No presente estudo não foi detectado 

diferença de expressão destes marcadores pela espectrometria de massas e/ou 

imunoistoquímica. Entretanto, o grupo tratado apenas com P-MAPA (G5), apresentou 

aumento significativo da imunoglobulina IgG no tecido mamário normal em relação ao 

grupo controle negativo. As imunoglobulinas mediam uma variedade de funções do 

sistema imune, ligando-se a antígenos, células fagocitárias, linfócitos e ativando o 

sistema complemento (Schroeder & Cavacini, 2010; Gertz, 2013). Verifica-se, portanto, 

que através do aumento da imunoglobulina IgG o P-MAPA estimulou, de certa forma, o 

sistema imune no epitélio mamário normal, porém, o mesmo não ocorreu no epitélio 

tumoral. 

No presente estudo, também foi observado diminuição de expressão do Fator de 

Alongamento-1-α (EF1A) no grupo tratado com tamoxifeno (G4). O EF1A parece estar 

superexpresso em diversos tipos de câncer, promovendo a transformação 

carcinogênica de células epiteliais e fibroblastos (Joseph et al., 2002; Chen & Madura, 

2005; Kah et al., 2010; Lin et al., 2010). Nos tumores mamários, sua expressão é de 

moderada a intensa, sendo correlacionada com o aumento do potencial metastático 

(Tomlinson et al., 2005; Lin et al., 2010). Portanto, a diminuição do EF1A nos tumores 

mamários do grupo G4 demonstra um potencial anticarcinogênico exercido pela terapia 

com tamoxifeno. Entretanto, quando administrado junto com P-MAPA, não se observou 

o mesmo resultado. 

De acordo com os dados observados, pode-se concluir que a imunoterapia com o 

P-MAPA em associação com o tamoxifeno foi capaz apenas de retardar o 

aparecimento inicial de tumores mamários. A análise proteômica indica alguns 

caminhos a serem investigados, como o papel do P-MAPA no aumento da hipóxia nos 

tumores, mas, os resultados com este imunomodulador não foram promissores na 

progressão da carcinogênese química mamária induzida pela DMBA.  
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6 Anexos 

Anexo A - Certificado de Aprovação pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal. 
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Anexo B – Lista de todas as proteínas encontradas na análise proteômica entre os grupos analisados. As colunas FC e P-valor 

indicam o Fold-Change e o p-valor, respectivamente, encontrado na comparação entre dois grupos. Quando uma determinada 

proteína foi identificada em apenas um dos dois grupos sob análise, o nome do grupo em que foi identificada aparecerá nas 

colunas FC e P-valor.  

 

Acesso Descrição 
G1:G2 G1:G3 G1:G4 G5:G7 G7:G6 

FC 
P-

valor 
FC 

P-
valor 

FC 
P-

valor 
FC 

P-
valor 

FC 
P-

valor 

P63102 14-3-3 protein zeta/delta           G4 G4         

B0BMW2 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

O70351 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P46953 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase                   G6 G6 

G3V7P3 39S ribosomal protein L3, mitochondrial   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P63326 40S ribosomal protein S10                   G6 G6 

P13471 40S ribosomal protein S14               G5 G5     

G3V7B9 5-hydroxytryptamine (Serotonin) receptor 1A           G4 G4         

P19327 5-hydroxytryptamine receptor 1A           G4 G4         

P07953 
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P06761 
78 kDa glucose-regulated protein       

1.05
1 0.660 

1.03
0 0.620 0.372 0.000 G7 G7 

Q641Y7 8-oxo-dGDP phosphatase NUDT18                   G6 G6 

Q7TQ10 Aa1027       G3 G3         G6 G6 

Q7TP44 Ab2-390                   G6 G6 

Q7TMC7 
Ab2-417   

1.16
2 0.930 

0.92
3 0.200 

1.10
5 0.820 0.698 0.000 

0.93
2 0.100 

B2GV73 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3   G2 G2                 
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P68035 
Actin, alpha cardiac muscle 1   

0.96
1 0.120 

0.98
0 0.240 

0.93
2 0.020 0.970 0.140 

0.91
4 0.000 

P68136 
Actin, alpha skeletal muscle   

0.96
1 0.090 

0.98
0 0.300 

0.93
2 0.000 0.970 0.170 

0.91
4 0.000 

P62738 
Actin, aortic smooth muscle   

0.95
1 0.050 

0.98
0 0.280 

0.93
2 0.010 0.961 0.160 

0.92
3 0.020 

P60711 
Actin, cytoplasmic 1   

0.95
1 0.010 

1.04
1 0.910 

0.99
0 0.300 1.041 0.890 

0.92
3 0.020 

P63259 
Actin, cytoplasmic 2   

0.93
2 0.000 

1.03
0 0.820 

0.97
0 0.080 1.030 0.860 

0.92
3 0.000 

V9GZ85 
Actin, cytoplasmic 2 (Fragment)   

0.94
2 0.010 

1.03
0 0.910 

0.99
0 0.350 1.041 0.860 

0.91
4 0.010 

P63269 
Actin, gamma-enteric smooth muscle   

0.96
1 0.100 

0.99
0 0.340 

0.94
2 0.020 0.970 0.160 

0.91
4 0.000 

P61212 ADP-ribosylation factor-like protein 1           G4 G4         

P14046 Alpha-1-inhibitor 3       G3 G3     G5 G5 G6 G6 

F1LM19 Alpha-2-HS-glycoprotein           G4 G4     G6 G6 

P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein           G4 G4 G5 G5 G6 G6 

P04764 
Alpha-enolase   

1.16
2 0.870 

1.11
6 0.740 G1 G1 G5 G5     

P07150 Annexin A1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P02650 Apolipoprotein E       G3 G3     G5 G5     

P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial                   G6 G6 

B0K019 BAG family molecular chaperone regulator 1                   G6 G6 

F1LRM5 
BAG family molecular chaperone regulator 1 
(Fragment)                   G6 G6 

D4A7E1 
Basic leucine zipper transcriptional factor ATF-
like               G5 G5     

Q32ZH5 Beta-defensin 17               G7 G7 G7 G7 
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D4A0E3 
C-type (Calcium dependent, carbohydrate-
recognition domain) lectin, superfamily 
member 1 (Cartilage-derived) (Predicted)                   G6 G6 

P14141 
Carbonic anhydrase 3               0.990 0.380 

1.23
4 1.000 

A0A0A0MX
U8 Caveolin 2, isoform CRA_b           G4 G4         

Q2IBC5 Caveolin-2           G4 G4         

D3ZD88 CD22 antigen (Predicted)           G4 G4         

D4A5M2 CD3 antigen, epsilon polypeptide (Predicted)   G2 G2                 

B2RZ54 CD7 antigen (Predicted)                   G6 G6 

F1M4B7 CDK5 regulatory subunit-associated protein 2           G4 G4         

Q9JLH5 
CDK5 regulatory subunit-associated protein 2 
(Fragment)           G4 G4         

G3V7K3 Ceruloplasmin                   G6 G6 

P13635 Ceruloplasmin                   G6 G6 

G3V6D4 Chemokine (C motif) ligand 1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

D4ABM1 Cytochrome P450 2C7   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P05179 Cytochrome P450 2C7   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P51870 Cytochrome P450 4F5   G2 G2                 

A2VD07 Cytochrome P450 4F5   G2 G2                 

Q4V8B2 DCN1-like protein 3   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

Q8K5A9 
Death domain-containing membrane protein 
NRADD                   G6 G6 

A0A0A0MY
41 Disks large homolog 2   G2 G2                 

Q63622 Disks large homolog 2   G2 G2                 

D4AA89 Disks large homolog 2 (Fragment)   G2 G2                 

F1M908 Disks large homolog 2 (Fragment)   G2 G2                 
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F1M907 Disks large homolog 2 (Fragment)   G2 G2                 

Q8CJB9 E3 ubiquitin-protein ligase BRE1B               G5 G5     

D3ZXS6 
Elongation factor 1-alpha   

1.16
2 0.960 

1.20
9 0.970 

1.32
3 1.000         

M0R757 
Elongation factor 1-alpha   

1.16
2 0.940 

1.20
9 0.990 

1.32
3 1.000         

M0RAS8 
Elongation factor 1-alpha (Fragment)   

1.16
2 0.920 

1.22
1 0.970 

1.35
0 1.000         

F1M6C2 
Elongation factor 1-alpha (Fragment)   

1.17
4 0.920 

1.23
4 1.000 

1.32
3 0.990         

P62630 
Elongation factor 1-alpha 1   

1.17
4 0.960 

1.20
9 0.980 

1.33
6 1.000         

P62632 
Elongation factor 1-alpha 2   

1.15
0 0.900 

1.19
7 0.960 

1.29
7 0.990         

A0A0A0MY
09 Endoplasmin           G4 G4         

Q66HD0 Endoplasmin           G4 G4         

D3ZYU0 Enolase       G3 G3             

P54757 Ephrin type-A receptor 5               G5 G5     

O88752 
Epsilon 1 globin   

0.55
4 0.000 

0.49
7 0.000 

0.54
9 0.000 0.571 0.000 

1.69
9 1.000 

Q8K3M6 ERC protein 2           G4 G4         

Q9JMA8 Exostoses (Multiple)-like 3, isoform CRA_a               G5 G5 G6 G6 

Q5XFV4 Fabp4 protein               G5 G5 G6 G6 

P70623 Fatty acid-binding protein, adipocyte               G5 G5 G6 G6 

P36364 Fibroblast growth factor 9   G2 G2                 

P51145 Fos-related antigen 2       G3 G3             

P19112 Fructose-1,6-bisphosphatase 1               G5 G5     

Q6AY07 Fructose-bisphosphate aldolase       G3 G3             
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P05065 Fructose-bisphosphate aldolase A       G3 G3             

G3V871 Gastrin releasing peptide, isoform CRA_a       G3 G3             

P24393 Gastrin-releasing peptide       G3 G3             

D3ZT90 
Glutaryl-Coenzyme A dehydrogenase 
(Predicted)   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P04906 Glutathione S-transferase P           G4 G4         

B1WBQ8 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.05
1 0.650 

0.74
1 0.010 

0.91
4 0.260         

M0R660 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.03
0 0.580 

0.77
9 0.010 

0.96
1 0.410     G6 G6 

E9PTV9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase       G3 G3             

M0R590 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.03
0 0.610 

0.77
1 0.010 

0.96
1 0.350     G6 G6 

D3ZGY4 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.04
1 0.630 

0.77
1 0.050 

0.97
0 0.430     G6 G6 

E9PTN6 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.05
1 0.640 

0.79
5 0.020 

0.99
0 0.480     G6 G6 

D4A3W5 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   G2 G2 G3 G3             

P04797 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.02
0 0.580 

0.76
3 0.020 

0.97
0 0.460     G6 G6 

M0R451 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.06
2 0.620 

0.88
7 0.300         G6 G6 

D3ZKR3 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.17
4 0.710 

0.86
9 0.330 G1 G1         

F1M4D1 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   

1.09
4 0.660 

0.78
7 0.270 G1 G1     G6 G6 

F1LTU2 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Fragment)   

1.18
5 0.700 

0.86
9 0.310 G1 G1     G6 G6 

F1LUI2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.16 0.690 0.82 0.220 G1 G1         
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(Fragment)   2 7 

D3ZDX2 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Fragment)       G3 G3             

F1M1E8 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Fragment)   G2 G2 G3 G3 G4 G4         

Q9ESV6 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
testis-specific   

1.07
3 0.670 

0.76
3 0.070 

0.97
0 0.390         

O35077 
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
[NAD(+)], cytoplasmic               G5 G5     

P97567 
Growth hormone releasing hormone, isoform 
CRA_a   G2 G2                 

P55063 
Heat shock 70 kDa protein 1-like   G1 G1 

0.92
3 0.300 

0.99
0 0.480 G7 G7 G7 G7 

Q07439 
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B   G1 G1 

0.93
2 0.280 

0.99
0 0.490 G7 G7 G7 G7 

P63018 
Heat shock cognate 71 kDa protein   

1.02
0 0.540 

0.90
5 0.130 

1.06
2 0.780 5.755 1.000 

1.12
7 0.850 

M0R8M9 
Heat shock cognate 71 kDa protein   

1.02
0 0.630 

0.90
5 0.110 

1.06
2 0.730 5.755 1.000 

1.07
3 0.680 

Q5XHZ0 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial       G3 G3             

P82995 
Heat shock protein HSP 90-alpha   

1.20
9 0.870 

2.01
4 1.000 

1.08
3 0.630         

P34058 
Heat shock protein HSP 90-beta   

1.17
4 0.920 

0.91
4 0.270 

1.06
2 0.730         

P14659 
Heat shock-related 70 kDa protein 2   G1 G1 

0.97
0 0.400 

1.03
0 0.580 1.127 0.630 

0.99
0 0.500 

P01946 
Hemoglobin subunit alpha-1/2   G2 G2 G3 G3 G4 G4 0.631 0.000 

1.53
7 1.000 

P02091 Hemoglobin subunit beta-1   0.56 0.000 0.48 0.000 0.54 0.000 0.607 0.000 1.64 1.000 
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P11517 
Hemoglobin subunit beta-2   

0.54
3 0.000 

0.49
2 0.000 

0.54
9 0.000 0.577 0.000 

1.73
3 1.000 

P20059 
Hemopexin   G1 G1 

1.20
9 0.930 

1.05
1 0.660 1.751 1.000 

0.74
1 0.000 

B2GV65 HIG1 domain family, member 2A                   G6 G6 

Q6I8Q6 Histone H2A                   G6 G6 

D3ZWE0 Histone H2A                   G6 G6 

D3ZVK7 Histone H2A                   G6 G6 

D3ZXP3 Histone H2A                   G6 G6 

D4ACV3 Histone H2A                   G6 G6 

M0RDM4 Histone H2A                   G6 G6 

D4AEC0 Histone H2A                   G6 G6 

G3V9C0 Histone H2A                   G6 G6 

M0RCL5 Histone H2A                   G6 G6 

P02262 Histone H2A type 1                   G6 G6 

P0C169 Histone H2A type 1-C                   G6 G6 

P0C170 Histone H2A type 1-E                   G6 G6 

Q64598 Histone H2A type 1-F                   G6 G6 

P0CC09 Histone H2A type 2-A                   G6 G6 

Q4FZT6 Histone H2A type 3                   G6 G6 

Q00728 Histone H2A type 4                   G6 G6 

A9UMV8 Histone H2A.J                   G6 G6 

P0C0S7 Histone H2A.Z                   G6 G6 

A0A0A0MX
W3 Histone H2A.Z (Fragment)                   G6 G6 

D4A426 Homeo box B2 (Predicted)               G5 G5     

P20759 Ig gamma-1 chain C region                   G6 G6 

P20760 Ig gamma-2A chain C region       G3 G3 G4 G4 2.014 1.000 0.86 0.110 
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P20767 Ig lambda-2 chain C region       G3 G3             

Q9QXN4 Inositol oxygenase           G4 G4         

P01322 Insulin-1       G3 G3             

G3V8K9 Interleukin 17B, isoform CRA_a               G5 G5     

Q2PS20 Junctophilin-2           G4 G4         

P04468 Kappa-casein           G4 G4         

Q6IFW5 Keratin, type I cytoskeletal 12       G3 G3             

D4A931 Keratin, type I cytoskeletal 12       G3 G3             

Q6IFV4 Keratin, type I cytoskeletal 13           G4 G4         

Q5BJY9 Keratin, type I cytoskeletal 18           G4 G4         

Q63279 Keratin, type I cytoskeletal 19       G3 G3 G4 G4         

Q10758 Keratin, type II cytoskeletal 8           G4 G4         

P85411 
Keratinocyte differentiation-associated 
protein   G2 G2                 

P04642 
L-lactate dehydrogenase A chain   

1.17
4 0.850 

1.07
3 0.640 

1.01
0 0.520         

P42123 
L-lactate dehydrogenase B chain   

1.16
2 0.800 

1.05
1 0.670 G1 G1         

Q3MID2 Leukotriene-B(4) omega-hydroxylase 2   G2 G2                 

F1M7K8 Leukotriene-B(4) omega-hydroxylase 2   G2 G2                 

Q6TXG4 LRRGT00035       G3 G3             

Q6TXE8 LRRGT00051       G3 G3             

Q6QI82 
LRRGT00126           

3.97
5 0.980         

Q6QI43 LRRGT00165           G4 G4         

P51886 
Lumican               1.259 1.000 

0.93
2 0.100 

P51672 Lymphotactin   G1 G1 G1 G1 G1 G1         
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P30904 Macrophage migration inhibitory factor               G5 G5     

B2RZ56 Mediator complex subunit 27           G4 G4         

D3ZHV3 Metallothionein               G7 G7 G7 G7 

P04355 Metallothionein-2               G7 G7 G7 G7 

Q5XIG9 Mitochondrial protein 18 kDa               G7 G7 G7 G7 

O70540 Mucosal addressin cell adhesion molecule 1           G4 G4         

Q03626 Murinoglobulin-1               G5 G5 G6 G6 

Q6IE52 Murinoglobulin-2       G3 G3     G5 G5     

M0R5V7 Murinoglobulin-2 (Fragment)               G5 G5 G6 G6 

Q68FX9 
NAD-dependent protein deacylase sirtuin-5, 
mitochondrial   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

Q63374 Neurexin-2               G5 G5     

B0BN27 Neuromedin B (Predicted), isoform CRA_d               G7 G7 G7 G7 

Q5H8A2 Neuromedin-S                   G6 G6 

D3ZG29 Olfactory receptor   G2 G2                 

D4AAR1 Olfactory receptor               G5 G5     

P63014 Paired mesoderm homeobox protein 1       G3 G3             

Q5PR01 
Pancreatic progenitor cell differentiation and 
proliferation factor   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

F1M9X2 
Pancreatic secretory granule membrane 
major glycoprotein GP2       G3 G3 G4 G4         

P19218 
Pancreatic secretory granule membrane 
major glycoprotein GP2       G3 G3 G4 G4         

P10111 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A   

1.15
0 0.900 

0.93
2 0.150 

1.09
4 0.830 G5 G5 G6 G6 

D3ZKJ9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D               G5 G5     

D4AEG3 
Peptidylprolyl isomerase (Cyclophilin)-like 4 
(Predicted)           G4 G4         

Q63716 Peroxiredoxin-1       G3 G3     G5 G5     
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P35704 Peroxiredoxin-2       G3 G3 G4 G4         

D4A2Y9 Peroxisomal biogenesis factor 13 (Predicted)               G5 G5     

Q5XIV1 Phosphoglycerate kinase   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

M0R6Y8 Phosphoglycerate kinase   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P16617 Phosphoglycerate kinase 1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

Q5BJP9 
Phytanoyl-CoA dioxygenase domain-
containing protein 1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P56223 POU domain, class 6, transcription factor 1       G3 G3             

Q5U317 
Pre-mRNA 3'-end-processing factor FIP1   G1 G1 G1 G1 

1.13
9 0.800         

Q9JKL9 Prolactin-2B1                   G6 G6 

G3V873 Prolactin-2B1                   G6 G6 

P81278 Prolactin-releasing peptide           G4 G4         

Q9EQP5 Prolargin                   G6 G6 

Q68FZ8 
Propionyl coenzyme A carboxylase, beta 
polypeptide           G4 G4         

P07633 
Propionyl-CoA carboxylase beta chain, 
mitochondrial           G4 G4         

D3ZCR8 Protein Aadacl3           G4 G4         

D3ZZQ4 Protein Aamdc   G2 G2                 

D3ZRN3 
Protein Actbl2   

0.97
0 0.320 

0.98
0 0.340 

0.98
0 0.270 0.980 0.430 

0.93
2 0.100 

Q64240 Protein AMBP               G5 G5     

D4A5T6 Protein Arhgap6 (Fragment)           G4 G4         

D3ZC72 Protein Arhgap6 (Fragment)           G4 G4         

A0A096MK
A5 Protein Atad2b (Fragment)           G4 G4         

E9PTV4 Protein Bms1   G2 G2                 

F1LWY0 Protein Btbd11 (Fragment)           G4 G4         
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F1LTT8 Protein C2cd4a           G4 G4         

M0RA41 Protein Cc2d2b   G2 G2                 

D3ZQU8 Protein Cc2d2b (Fragment)   G2 G2                 

D3ZCA4 Protein Cep350           G4 G4         

F1LPD3 Protein Cep350           G4 G4         

Q8K4I6 Protein chibby homolog 1           G4 G4         

D4AAE9 Protein Cisd2       G3 G3             

D3ZYR8 Protein Clca1       G3 G3 G4 G4         

F1M748 Protein Col24a1   G2 G2                 

D3Z8B0 Protein Cox16           G4 G4         

D4AA52 Protein Cpamd8       G3 G3     G5 G5 G6 G6 

D3ZGC5 Protein Cyp4f37 (Fragment)   G2 G2                 

P11598 Protein disulfide-isomerase A3   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

D3ZBF1 Protein disulfide-isomerase A4   G2 G2                 

M0R793 Protein disulfide-isomerase A4   G2 G2                 

D3ZD12 Protein disulfide-isomerase A4   G2 G2                 

O88767 
Protein DJ-1   G1 G1 

0.88
7 0.380 G1 G1         

D4A599 Protein Dnah17 (Fragment)               G5 G5     

F1LRU2 Protein Dnah17 (Fragment)               G5 G5 G6 G6 

D4A037 Protein Fam204a                   G6 G6 

D3ZVI2 Protein Fam208b       G3 G3             

E9PTP5 Protein Fam208b       G3 G3             

D3ZS59 Protein Fbxl22                   G6 G6 

F1MAM1 Protein Fbxw9                   G6 G6 

M0R4D1 Protein Fosb       G3 G3             

M0R8R1 Protein Fosb       G3 G3             

D3ZUX2 Protein Glt1d1   G2 G2                 

M0R8F9 Protein Gm17555 (Fragment)           G4 G4         
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F1M4A7 Protein Gse1 (Fragment)   G2 G2 G3 G3             

F1M019 Protein Gse1 (Fragment)   G2 G2 G3 G3             

Q62669 
Protein Hbb-b1   G2 G2         1.174 0.990 

1.18
5 0.980 

F1LVL2 Protein Icoslg       G3 G3             

D3ZZY7 Protein Kansl1l   G2 G2                 

M0RCJ8 Protein Krt78       G3 G3             

F1MAC2 Protein Krt78       G3 G3             

F6WET6 Protein LOC100302465 (Fragment)           G4 G4         

F1M3H2 Protein LOC100360367 (Fragment)                   G6 G6 

D4A7B4 Protein LOC100360611               G7 G7 G7 G7 

D4AAQ0 Protein LOC100365061               G7 G7 G7 G7 

F1LTA7 
Protein LOC100909504 (Fragment)   

1.16
2 0.860 

0.87
8 0.280 

1.05
1 0.630     G6 G6 

M0RCV8 Protein LOC100910078               G7 G7 G7 G7 

M3ZCQ3 
Protein LOC100910765   G2 G2         1.139 0.910 

1.19
7 0.970 

Q5J3M8 Protein LOC100911688                   G6 G6 

Q6MGB1 Protein LOC100911800               G5 G5 G6 G6 

D4A6E3 Protein LOC100911833               G5 G5 G6 G6 

Q6PDV6 Protein LOC100911847               G5 G5     

M0R4X7 Protein LOC100912272       G3 G3             

M0R818 Protein LOC100912736 (Fragment)               G5 G5     

D3ZLZ9 Protein LOC100912795   G2 G2                 

M0RCB1 
Protein LOC102549957   

0.99
0 0.470 

0.86
9 0.150 

1.05
1 0.690 5.989 1.000 

1.09
4 0.740 

D3Z9T8 Protein LOC102551265   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

F1LZI1 
Protein LOC680121   

0.98
0 0.480 

0.85
2 0.070 

1.05
1 0.700 5.697 1.000 

1.13
9 0.740 
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M0R5W1 Protein LOC686660 (Fragment)           G4 G4         

D4A5F3 Protein LOC690276               G7 G7 G7 G7 

D3ZFB2 Protein Luc7l3                   G6 G6 

A0A096MJ2
7 Protein Mdn1 (Fragment)           G4 G4         

D3ZMQ0 Protein Mga   G2 G2     G4 G4         

D4A6F9 Protein Mga   G2 G2                 

D4A3X2 Protein Mga   G2 G2                 

D3ZJB5 Protein Mga   G2 G2     G4 G4         

D3ZP58 Protein Mga   G2 G2     G4 G4         

F1M051 Protein Mlxip                   G6 G6 

M0R9L0 Protein Naca   G2 G2                 

Q6MG75 
Protein Nelfe       

0.55
4 0.210 

0.91
4 0.510     G6 G6 

F1LQR1 Protein NMS                   G6 G6 

E9PTF3 Protein Noc2l           G4 G4         

D3Z9K8 Protein Nsmce4a       G3 G3             

F1M583 Protein Nwd2       G3 G3             

D3ZY83 Protein Nwd2       G3 G3             

Q4V8A9 Protein O-mannose kinase   G2 G2                 

F1M7B5 Protein Oaz2   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

D3ZT52 Protein Pbrm1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

D3ZT38 Protein Pbrm1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

D3Z833 Protein Pbrm1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

Q9JKS6 Protein piccolo               G5 G5     

Q5FAQ9 Protein Rassf1               G7 G7 G7 G7 

D3Z8R4 
Protein Rbm25l1   

7.46
3 1.000 

1.76
8 0.960 G1 G1         

D4A823 Protein Rdm1   G1 G1 G1 G1 G1 G1         
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F1MA78 Protein Reps2               G5 G5     

F1M0T5 Protein Reps2 (Fragment)               G5 G5     

D3ZCN9 Protein RGD1560073                   G6 G6 

D3ZAP6 Protein RGD1563056               G7 G7 G7 G7 

M0RBK6 Protein Sall4           G4 G4         

M0RDM1 Protein Sall4           G4 G4         

M0R9L3 Protein Snx9 (Fragment)               G5 G5     

D3ZCZ0 Protein Spns3               G5 G5     

D3ZTR4 Protein Sumf2       G3 G3             

D3ZQS5 Protein Svil           G4 G4         

F1M155 Protein Svil           G4 G4         

D3ZEZ9 Protein Svil           G4 G4         

F1M9K1 Protein Tp53bp1               G5 G5     

D3ZKQ9 Protein Tp53bp1               G5 G5     

F1M842 Protein Tp53bp1 (Fragment)               G5 G5     

M0R8B6 Protein Tubb1   G2 G2                 

B4F7C2 
Protein Tubb4a   

1.07
3 0.650 

1.02
0 0.520 G1 G1         

Q4QQV0 
Protein Tubb6   

1.04
1 0.590 

1.07
3 0.620             

M0R685 Protein Ulk4           G4 G4         

D4ADQ0 Protein Ulk4           G4 G4         

D4ABC3 Protein Ulk4           G4 G4         

D3Z875 Protein Ulk4           G4 G4         

D3ZSS4 Protein Ulk4           G4 G4         

E9PT57 Protein Vom2r31               G5 G5     

F1MAT0 Protein Vom2r52           G4 G4         

Q6AYA2 Protein Vrk1               G5 G5     

D4A3Q0 Protein Vstm2b   G1 G1 G1 G1 G1 G1         
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M0R9E6 Protein Wfdc13 (Fragment)   G2 G2                 

F1M695 Protein Yjefn3 (Fragment)   G2 G2                 

E9PSN4 
Protein Zc3h13   

1.23
4 0.850 

1.13
9 0.700 

1.07
3 0.620         

M0RDY1 Protein Zfp74 (Fragment)               G5 G5     

M0R8Y6 Protein Zfp74 (Fragment)               G5 G5     

D3ZXJ3 Protein Zfp78                   G6 G6 

M0R4B8 
Pyruvate kinase   

1.03
0 0.570 

0.96
1 0.380 

0.99
0 0.450         

D4ADU8 Pyruvate kinase       G3 G3 G4 G4         

M0RD14 
Pyruvate kinase   

1.00
0 0.550 

0.95
1 0.340 

0.99
0 0.460         

P11980 
Pyruvate kinase PKM   

1.03
0 0.600 

0.97
0 0.410 

0.99
0 0.450         

D4A543 
RCG41622               

12.30
5 1.000     

G3V7C6 
RCG45400   

1.10
5 0.690 

1.04
1 0.630 G1 G1         

Q4L0E9 RCG46567, isoform CRA_a                   G6 G6 

P56700 Regulator of G-protein signaling 16                   G6 G6 

Q5XI73 Rho GDP-dissociation inhibitor 1       G3 G3             

G3V782 
Serine (Or cysteine) peptidase inhibitor, clade 
A (Alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), 
member 12   G2 G2                 

Q76EQ0 Serine racemase   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

Q6PDU1 Serine/arginine-rich splicing factor 2           G4 G4         

P12346 
Serotransferrin   

1.16
2 0.890 

0.91
4 0.190 

1.09
4 0.710 0.733 0.000 

0.93
2 0.130 

Q8R4Z1 Serpin A12   G2 G2                 
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P02770 
Serum albumin   

1.18
5 1.000 

0.62
5 0.000 

1.11
6 1.000 1.522 1.000 

0.87
8 0.000 

O35412 
Signal-induced proliferation-associated 1-like 
protein 1               G5 G5     

Q9QZM6 Sodium/potassium/calcium exchanger 1       G3 G3             

P09916 Somatoliberin   G2 G2                 

P34978 Thromboxane A2 receptor           G4 G4         

P51514 Transcription factor 12       G3 G3             

Q5XFX0 Transgelin-2       G3 G3             

P50137 Transketolase           G4 G4         

G3V826 Transketolase           G4 G4         

D4A601 
Translational activator of cytochrome c 
oxidase 1               G7 G7 G7 G7 

D3ZTX0 
Transmembrane emp24 domain-containing 
protein 7                   G6 G6 

Q2TA63 Transmembrane protein 147   G1 G1 G1 G1 G1 G1         

P48500 Triosephosphate isomerase           G4 G4         

Q5EB66 Triple QxxK/R motif-containing protein               G5 G5     

P68370 Tubulin alpha-1A chain       G3 G3 G4 G4         

Q6P9V9 Tubulin alpha-1B chain       G3 G3 G4 G4         

Q6AYZ1 Tubulin alpha-1C chain       G3 G3 G4 G4         

P85108 
Tubulin beta-2A chain   

1.13
9 0.860 

1.11
6 0.730 G1 G1         

Q3KRE8 
Tubulin beta-2B chain   

1.17
4 0.810 

1.12
7 0.760 G1 G1         

Q4QRB4 
Tubulin beta-3 chain   

1.12
7 0.840 

1.08
3 0.740 G1 G1         

Q6P9T8 
Tubulin beta-4B chain   

0.12
2 0.010 

0.11
4 0.010 G1 G1         
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P69897 
Tubulin beta-5 chain   

1.17
4 0.840 

1.12
7 0.830 G1 G1         

F1M825 Tubulin-specific chaperone A (Fragment)                   G6 G6 

P31000 
Vimentin   

0.81
1 0.090 G1 G1 

0.89
6 0.170         

G3V8C3 
Vimentin   

0.79
5 0.010 G1 G1 

0.87
8 0.130         

Q7TMD5 
Zinc finger CCCH domain-containing protein 
14                   G6 G6 

Q6TQE1 
Zinc finger CCCH domain-containing protein 
18           G4 G4         

G3V893 Zinc finger protein 335                   G6 G6 

 

   G1:DMBA;  G2:DMBA+P-MAPA;  G3:DMBA+TAM+P-MAPA;  G4:DMBA+TAM;    G5:P-MAPA;  G6:P-MAPA+TAM;  G7:VEÍCULOS 

 

 


