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Resumo e palavras-chave 

Introdução: O câncer de mama é o principal câncer em mulheres. A busca por novos biomarcadores 

para marcadores prognósticos tem sido buscada por diversos autores. O biglicano (BGN) é um 

membro da pequena família de proteínas proteoglicanas ricas em leucina e é um importante 

componente da matriz extracelular. Altos níveis de expressão de mRNA de BGN foram encontrados 

em vários tipos de câncer sólido, em comparação com tecidos normais. No entanto, há poucos dados 

sobre a expressão da proteína BGN no câncer de mama. O objetivo deste estudo é comparar a 

expressão da proteína BGN no tecido mamário normal e no câncer de mama por meio de técnicas 

de imuno-histoquímica. A análise de imagem de sua expressão foi realizada usando pontuação 

histológica digital (D-HScore) e redes neurais de aprendizagem profunda supervisionadas. 

Material e métodos: Neste estudo de caso-controle, 24 tecidos fixados em formalina e embebidos 

em parafina foram obtidos de arquivos patológicos para análise. Seções de tecido de mama normal 

(n=9) e câncer de mama (n=15) foram analisadas por imuno-histoquímica usando anticorpo 

monoclonal BGN (M01 - Abnova), clone 4E1-1G7 na diluição 1:300 em pH 6 e 3,3'- 

Diaminobenzidina (DAB) como cromogênio. As fotomicrografias das lâminas foram analisadas 

com o software ImageJ com "color deconvolution". Depois de selecionar as regiões de interesse 

(ROI), os painéis deconvoluídos apenas com DAB foram quantificados usando unidades DAB 

arbitrárias. Outro conjunto, com maior ampliação sem seleção de ROI, foi submetido ao modelo de 

reconhecimento de incorporação de imagem de rede neural profunda inceptionV3. Em seguida, a 

análise de rede neural supervisionada, usando validação cruzada estratificada de 20 vezes, com 200 

camadas ocultas, ativação ReLu e regularização em α = 0,0001 foram aplicadas para redes neurais 

de aprendizado supervisionado. O tamanho da amostra foi calculado para um mínimo de 7 casos e 

7 controles, tendo um poder = 90%, um erro α = 5% e um desvio padrão de 20, para identificar uma 

diminuição da média de 40 unidades DAB (controle) a 4 unidades DAB em câncer. 
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Resultados: A expressão de BGN (média ± DP) foi de 6,1 ± 3,9 em tecido de câncer de mama, 

enquanto em tecido de mama normal foi de 39,6 ± 21,9, usando D-HScore (p=0,0017, teste t de 

Student, correção de Welch). O SDLNN foi capaz de classificar corretamente 110 das 129 

fotomicrografias do conjunto de dados usando apenas painéis DAB, com uma precisão de 

classificação de 85,3% (95% CI = 78,1% a 90,3%) e a área sob a curva = 94,3% 

Conclusões: D-HScore e redes neurais de aprendizado supervisionado foram capazes de revelar que 

a expressão da proteína BGN é reduzida no tecido com câncer de mama, em comparação com o 

tecido normal. 

Palavras-chaves: Câncer de mama, biglicano, imuno-histoquímica, aprendizado profundo 
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Abstract e Keywords 

Background: Breast cancer is the leading cancer in women. The search for new biomarkers for 

prognostic markers have been sought by many authors. Biglycan (BGN) is a member of the small 

leucine-rich proteoglycan family of proteins, and is an important component of the extracellular 

matrix. High mRNA expression levels of BGN were found in various types of solid cancer, 

compared to normal tissues. However, there is scant data on the protein expression of BGN in breast 

cancer. The objective of this study is to compare the protein expression of BGN in normal breast 

tissue and in breast cancer using immunohistochemical techniques. Image analysis of its expression 

was performed using digital histological score (D-HScore) and supervised deep learning neural 

networks. 

Material and methods: In this case-control study, 24 formalin–fixed, paraffin-embedded tissues 

were obtained from pathological archives for analysis. Normal breast (n=9) and Breast cancer 

(n=15) tissue sections were analyzed by immunohistochemistry using BGN monoclonal antibody 

(M01 - Abnova), clone 4E1-1G7 at dilution 1: 300 at pH 6, and 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) as 

the chromogen. Photomicrographs of the slides were analyzed with ImageJ software with "color 

deconvolution". After selecting the regions of interest (ROI), deconvoluted panels with DAB only 

were quantified using arbitrary DAB units. Another set, with higher magnification without ROI 

selection, was submitted to the inceptionV3 deep neural network image embedding recognition 

model. Next, supervised neural network analysis, using stratified 20 fold cross validation, with 200 

hidden layers, ReLu activation, and regularization at α=0.0001 were applied for supervised learning 

neural networks. The sample size was calculated for a minimum of 7 cases and 7 controls, having a 

power = 90%, an α error = 5%, and a standard deviation of 20, to identify a decrease from the 

average of 40 DAB units (control) to 4 DAB units in cancer. 

Results: BGN expression (mean ± SD) was 6.1 ± 3.9 in breast cancer tissue, while in normal breast 

tissue, it was 39.6 ± 21.9, using D-HScore (p=0.0017, Student t-test, Welch corrected). SDLNN was 
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able to correctly classify 110 out of 129 photomicrographs of the dataset using DAB panels only, 

with a classification accuracy of 85.3% (95%CI=78.1% to 90.3%) and the area under the 

curve=94.3% 

Conclusions: D-HScore and supervised learning neural networks were able to reveal that BGN 

protein expression is reduced in breast cancer tissue, compared to normal tissue.   

Keywords: Breast cancer; Biglycan; immunohistochemistry; deep learning 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é o mais frequentemente diagnosticado e a principal causa de morte entre as 

mulheres (SIEGEL et al., 2021). Segundo a Organização Mundial da Saúde, 2,3 milhões de 

mulheres com diagnóstico de câncer de mama e 685.000 mortes globalmente, em 2020 (WHO, 

2021). Dentre os cânceres, o câncer de mama feminino superou o câncer de pulmão como o câncer 

mais comumente diagnosticado (11,7%), sendo seguido de pulmão (11,4%), colorretal (10,0%), 

próstata (7,3%) e estômago (5,6%) câncer (SUNG et al., 2021). A extensão de um câncer no 

momento do diagnóstico é o fator chave utilizado para definir o tratamento e para determinar a 

possibilidade de resultados bem-sucedidos. Sistemas de estadiamento do câncer foram 

desenvolvidos com a finalidade de codificar a extensão do câncer para proporcionar aos médicos e 

pacientes os meios para quantificar o prognóstico para o indivíduo e comparar grupos de pacientes 

em ensaios clínicos de tratamento, de forma padrão, em todo o mundo (EDGE; COMPTON, 2010). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea, compreendendo vários subgrupos de acordo com 

aspectos do seu comportamento clínico, aspectos histológicos, moleculares; a classificação destes 

subgrupos de câncer tem sido realizada de acordo com a sua expressão gênica (RUSSNES et al., 

2017). A expressão imuno-histoquímica do receptor de estrogênio, receptor de progesterona e o 

receptor de fator de crescimento epitelial humano 2 tem sido amplamente utilizada no prognóstico 

do câncer de mama e para fornecer estratégias terapêuticas (KIM et al., 2017). 

Na tentativa de compreender a fisiopatologia do câncer de mama, vários esforços têm sido 

realizados para a descoberta de novos biomarcadores para estratificação e prognósticos do câncer 

de mama, associando algoritmos de inteligência artificial (COCCO et al., 2020; FITZGERALD et 

al., 2021; MUELLER et al., 2018; ROBERTSON et al., 2018).  

A seguir serão revisados os conceitos epidemiológicos do câncer de mama (incidência e fatores de 

risco), os aspectos histológicos, a classificação dos tumores de mama pela expressão de marcadores 

moleculares. A presente dissertação focará na expressão de um potencial marcador para o câncer de 

https://paperpile.com/c/kddI7c/kEkl
https://paperpile.com/c/kddI7c/kEkl
https://paperpile.com/c/kddI7c/kEkl
https://paperpile.com/c/kddI7c/YqdWn
https://paperpile.com/c/kddI7c/YqdWn
https://paperpile.com/c/kddI7c/4co3i
https://paperpile.com/c/kddI7c/4co3i
https://paperpile.com/c/kddI7c/4co3i
https://paperpile.com/c/kddI7c/TYnDj
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/mRx85
https://paperpile.com/c/kddI7c/mRx85
https://paperpile.com/c/kddI7c/mRx85
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
https://paperpile.com/c/kddI7c/a96z+ynWE+lnsN+uNPT
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mama, a proteína biglican, a qual faz parte dos proteoglicanos e uma breve revisão sobre as redes 

neurais para a análise de imagens.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

O câncer de mama é uma doença causada pela multiplicação desordenada de células da mama. Este 

processo gera células anormais que se multiplicam, formando um tumor. Há vários tipos de câncer 

de mama. Por isso, a doença pode evoluir de diferentes formas. Alguns tipos têm desenvolvimento 

rápido, enquanto outros crescem mais lentamente. Estes comportamentos distintos se devem à 

característica própria de cada tumor (CÂNCER DE MAMA, 2018). 

2.1. Incidência 

Cerca de 2,3 milhões de casos novos de câncer de mama ocorreram em 2020 globalmente, fazendo 

com que esta doença seja a causa mais frequente de morte entre as mulheres (WHO, 2021). A taxa 

ajustada de mortalidade por câncer de mama, na população mundial em 2020, foi estimada em 11,84 

óbitos/100.000 mulheres (INCA, 2022) . 

A incidência de câncer de mama tem uma estimativa de crescimento progressiva a partir dos 40 

anos, assim como a mortalidade por essa neoplasia.  A estimativa de novos casos no Brasil para o 

ano de 2021 foi de 66.280, sendo que as mortes contabilizaram 17.825 mulheres. A taxa ajustada 

de mortalidade por câncer de mama no Brasil, na mesma época, foi de 8,82/100.000 mulheres. 

Assim, este câncer continua sendo a primeira causa de morte na população feminina em todas as 

regiões do Brasil, exceto na região Norte, onde o câncer do colo do útero ainda ocupa o primeiro 

lugar (INCA, 2022). 

2.2 Fatores de risco 

Os fatores de risco para o câncer de mama podem ser evidenciados a partir do perfil socioeconômico 

e demográfico. A tabela 1 descreve a relação dos principais fatores de risco para o câncer de mama  

(CÂNCER DE MAMA, 2018). 

  

https://paperpile.com/c/kddI7c/kNNJS
https://paperpile.com/c/kddI7c/YqdWn
https://paperpile.com/c/kddI7c/E62r
https://paperpile.com/c/kddI7c/E62r
https://paperpile.com/c/kddI7c/kNNJS
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Tabela 1. Fatores que predispõe o câncer de mama 

Fatores ambientais e 

comportamentais 

Fatores da história reprodutiva e 

hormonal 

Fatores genéticos e 

hereditários 

Obesidade e sobrepeso 

após a menopausa 

Primeira menstruação antes dos 12 

anos 

História familiar de câncer 

de ovário 

Sedentarismo e 

inatividade física 

Não ter filhos Casos de câncer de mama na 

família, principalmente 

antes dos 50 anos 

Consumo de bebidas 

alcóolicas 

primeira gravidez após os 30 anos História familiar de câncer 

de mama em homens 

Exposição frequente a 

radiação ionizantes 

(Raio X) 

Parar de menstruar(menopausa) após 

os 55 anos 

Alteração genética 

especialmente nos genes 

BRCA 1 e BRCA 2 

 Uso de contraceptivos hormonais 

(estrogênio-progesterona). Ter feito 

reposição hormonal pós-menopausa, 

principalmente por mais de cinco 

anos 

 

 Fonte:  Fatores de risco para câncer de mama (CÂNCER DE MAMA, 2018). 

2.3. Classificação histológica 

Os carcinomas mamários podem ser estratificados em diferentes entidades com base em 

comportamento clínico, características histológicas e / ou propriedades biológicas. A classificação 

do câncer de mama deve ser baseada pelo padrão genômico somático das mutações (RUSSNES et 

al., 2017). 

2.3.1. Carcinoma in Situ   

O carcinoma in situ ou câncer não invasivo, refere-se a neoplasia de células limitadas aos ductos e 

lóbulos pela membrana basal, é o primeiro estágio em que o câncer, não originário das células do 

sangue, pode ser classificado. Nesse estágio, as células cancerosas estão somente na camada da qual 

elas se desenvolveram e ainda não se espalharam para outras camadas do órgão de origem. A 

maioria dos cânceres in situ é curável, se for tratada antes que progrida para a fase de câncer invasor 

(WHO, 2021). 

https://paperpile.com/c/kddI7c/kNNJS
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/8k198
https://paperpile.com/c/kddI7c/YqdWn
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2.3.2. Carcinoma Ductal Invasor 

Os carcinomas mamários invasivos são os mais frequentes, com 75% deles subclassificados em 

carcinoma ductal invasivo/ sem outras especificações (CDI/SOE), 15% como lobular e 10% 

denominados subtipos especiais (LOPEZ-GARCIA et al., 2010). 

2.4. Classificação molecular 

Os carcinomas de mama apresentam diferentes comportamentos. Isso se deve pela existência de 

diversos subtipos moleculares que exigem uma terapêutica específica (PEROU et al., 2000). Essa 

classificação tem como base os perfis de expressão gênica de cada subgrupo, sendo avaliado 

principalmente a expressão dos receptores de estrogênio, receptores de progesterona, 

superexpressão de receptor de fator de crescimento epitelial humano 2, assim como câncer de mama 

triplo negativo. Estes marcadores podem ser identificados através de técnicas convencionais de 

imuno-histoquímicas (OLIVER; JAMUR, 2010). 

Os sistemas atuais de classificação histopatológica para câncer de mama são baseados em fatores 

prognósticos. As tecnologias moleculares de alto rendimento estão reformulando nossa 

compreensão do câncer de mama assim como sua taxonomia molecular que tem um poder preditivo 

forte e está lentamente emergindo (GEYER; MARCHIO; REIS-FILHO, 2009). 

A análise genômica dos tumores de mama revelou que existem, para cada um desses tipos 

histológicos, subtipos moleculares, conforme a Tabela 2. 

  

https://paperpile.com/c/kddI7c/JSgWt
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https://paperpile.com/c/kddI7c/EJAG6
https://paperpile.com/c/kddI7c/aK2wr
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Tabela 2. Características genômicas, clínicas e proteômicas dos subtipos 

Subtipo Luminal A Luminal B Basal-like HER2 

ER+/HER2- (%) 87% 82% 10% 20% 

HER2+(%) 7% 15% 2% 68% 

TNBCs via 2 1 80% 95 

TP53 via TP53 mut 

(12%); ganho 

do MDM2 

(14%) 

TP53 mut (32%); 

ganho do MDM2 

(31%) 

TP53 mut (84%); 

ganho do MDM2 

(14%) 

TP53 mut (75%); ganho 

do MDM2 (30%) 

PIK3CA/PTEN via PIK3CA mut 

(49%) PTEN 

mut/perda 

(13%); INPP4B 

perda (9%) 

PIK3CA mut 

(32%)PTENmut/perda 

(24%); INPP4B perda 

(16%) 

PIK3CA mut 

(7%)PTENmut/perda 

(35%); INPP4B perda 

(30%) 

PIK3CA mut 

(42%)PTENmut/perda 

(19%); INPP4B perda 

(30%) 

RB1 via Cyclin D1 amp 

(29%); CDK4 

ganho (14%); 

baixa expressão 

do CDKN2C; 

Alta expression 

of RB1 

Cyclin D1 amp (58%); 

CDK4 ganho (25%) 

RB1 mut/perda (20%); 

cyclin E1 amp (9%); 

Alta expressão of 

CDKN2A; baixa 

expressãoof  RB1 

Cyclin D1 amp (38%); 

CDK4 ganho (24%) 

mRNA expressão ER alta cluster; 

baixa 

proliferação 

ER Baixa cluster; Alta 

proliferação 

Basal assinatura; Alta 

proliferação 

HER2 assinatura do 

amplicon; Alta 

proliferação 

Número de cópias Diploide 

(maioria); 

muitos com 

genomas 

quiescentes; 

1q,8q,8p11 

ganho;8p, 16q 

perda; 11q13.3 

amp (24%) 

Aneuploidia (maioria); 

muitos com 

amplificação focal; 

1q,8q,8p11 ganho;8p, 

16q perda; 11q23 amp 

(28%) 

Aneuploidia (maioria); 

Alta instabilidade 

genômica; 1q, 10p 

ganho; 8p, 5q perda; 

MYC focal ganho 

(40%) 

Aneuploidia (maioria); 

Alta instabilidade 

genômica; 1q, 8p perda; 

17q12 focal ERBB2 amp 

(71%)  

amp: amplificação; CDK4: cyclin dependent kinase inhibitor 2A; CDKN2C: cyclin dependent 

kinase inhibitor 2C; ER +: receptor de estrógeno positivo; ER +/HER2-: receptor de estrógeno 

positivo/receptor de crescimento epidérmico 2 negativo; HER2 +:receptor de crescimento 

epidérmico positivo; INPP4B: inositol polyphosphate-4-phosphatase type II B; MDM2: MDM2 

proto-oncogene; MYC: MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor; mRNA:  mensageiro do 

ácido ribonucleico; mut: mutação; PTEN: phosphatase and tensin homolog; TP53: tumor protein 

53; RB1: RB transcriptional corepressor 1;  

Fonte: Cancer Genome Atlas Network  (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012) 
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2.4.1.1 Luminal A 

O subtipo luminal A representa a maioria dos tumores luminais, tendo o melhor prognóstico de 

todos os cânceres de mama (FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018). O perfil imuno-

histoquímico destes tumores é receptor de estrogênio e progesterona positivos, fator de crescimento 

epitelial humano 2 negativo, e baixos índices proliferativos. O tumor luminal A é caracterizado pela 

elevada expressão de genes representados pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo, as 

citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. A resposta à terapêutica antiestrogênica traz um prognóstico melhor 

(SØRLIE et al., 2001). 

2.4.1.2 Luminal B 

O luminal B é o grupo mais heterogêneo, tanto clínica, quanto molecularmente. Os cânceres de 

mama luminais B compõem cerca de 20% dos tumores de mama (FRAGOMENI; SCIALLIS; 

JERUSS, 2018) e são caracterizados pela expressão do receptor de estrogênio, uma expressão baixa 

ou ausente do receptor de progesterona e um alto grau histológico (LI et al., 2016). O fator de 

crescimento epitelial humano 2 pode ser negativo ou positivo. O subtipo luminal B tem maior índice 

de proliferação celular (a expressão aumentada do Ki-67 elevado), o que leva a um pior prognóstico 

em relação aos tumores luminais A (VODUC et al., 2010). Ele também está associado ao maior 

risco de recorrência e à menor sobrevida livre da doença, mostrando beneficiar-se mais do que o 

subtipo luminal A de quimioterapia associada a antiestrogênicos (BARRETO-NETO et al., 2014; 

SØRLIE et al., 2001) 

A variabilidade da expressão do tumor luminal B (receptor de estrogênio positivo, receptor de fator 

de crescimento epitelial humano 2 positivo ou ausente, altos índices proliferativos)  faz com que as 

pacientes recebem um regime de terapia diferenciada (que incorpora terapia anti-HER2 direcionada) 

em comparação com outros subtipos luminais (BEDIAGA et al., 2016). 

https://paperpile.com/c/kddI7c/3RuO
https://paperpile.com/c/kddI7c/nC1re
https://paperpile.com/c/kddI7c/nC1re
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https://paperpile.com/c/kddI7c/3RuO
https://paperpile.com/c/kddI7c/3RuO
https://paperpile.com/c/kddI7c/P2fKg
https://paperpile.com/c/kddI7c/P2fKg
https://paperpile.com/c/kddI7c/P2fKg
https://paperpile.com/c/kddI7c/eeTL
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https://paperpile.com/c/kddI7c/MiZ13
https://paperpile.com/c/kddI7c/MiZ13
https://paperpile.com/c/kddI7c/MiZ13
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2.4.1.3 Triplo Negativo/Basaloides 

O câncer de mama triplo negativo (TNBC) é um subtipo de câncer de mama caracterizado por um 

comportamento agressivo; os receptores de estrogênio, progesterona e do crescimento epidérmico 

humano receptor de fator 2 têm expressão negativa na imuno-histoquímica (YANG et al., 2015), 

(SANTUARIO-FACIO et al., 2017). A prevalência deste subtipo é de 15 a 20% do total de  casos 

com câncer de mama (BROWN et al., 2008). 

Clinicamente, os tumores triplo negativos ocorrem em mulheres mais jovens, que podem ser 

descobertos durante a mamografia de rastreamento; o risco de recorrência é maior nos primeiros 3 

anos. Recorrências distantes no cérebro e metástases viscerais são mais comuns do que em tumores 

positivos para receptores hormonais. Terapeuticamente, apesar de serem altamente 

quimiossensíveis, seu tempo livre de progressão é geralmente curto (CHACÓN; COSTANZO, 

2010). 

Os subtipos mais comuns e mais bem caracterizados dos subtipos moleculares triplo-negativos são 

(LEHMANN et al., 2011): 

● Basaloide 1 (BS1) 

● Basaloide 2 (BS2) 

● Imunomodulatório (IM), mesenquimal (M) 

● Mesenquimal, células tronco-símile (MSL) 

● Luminal receptor de andrógeno. 

Os carcinomas basaloides tem uma expressão forte das citoqueratina 5/6, 14 e 17, têm receptores 

hormonais negativos, baixa expressão do fator de crescimento epitelial humano 2,  podem expressar 

receptores do fator de crescimento epidérmico e c-kit, tem alto grau histológico, pior prognóstico 

https://paperpile.com/c/kddI7c/cvUHY
https://paperpile.com/c/kddI7c/cvUHY
https://paperpile.com/c/kddI7c/cvUHY
https://paperpile.com/c/kddI7c/fUEe9
https://paperpile.com/c/kddI7c/fUEe9
https://paperpile.com/c/kddI7c/fUEe9
https://paperpile.com/c/kddI7c/kNr3
https://paperpile.com/c/kddI7c/kNr3
https://paperpile.com/c/kddI7c/kNr3
https://paperpile.com/c/kddI7c/AiKv
https://paperpile.com/c/kddI7c/AiKv
https://paperpile.com/c/kddI7c/ZIP1
https://paperpile.com/c/kddI7c/ZIP1
https://paperpile.com/c/kddI7c/ZIP1
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do que tumores triplo-negativos não basalóides e estão associados com mutação BRCA1 

(CHACÓN; COSTANZO, 2010). 

2.4.1.4 Receptor do Fator de Crescimento Epitelial Humano 2 (HER2) 

O receptor HER2 (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano) é uma tirosina quinase 

de membrana e, quando ativado, afeta a proliferação e a sobrevivência celular (KRISHNAMURTI; 

SILVERMAN, 2014). Os tumores HER-2 enriquecidos constituem 12 a 20% dos carcinomas 

mamários infiltrantes (FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018). 

Histologicamente são representados por tumores grau 2 e grau 3 (moderadamente e pouco 

diferenciados) sendo a sua grande maioria carcinomas infiltrantes do tipo não especial, além de 

carcinomas apócrinos e lobulares pleomórficos.15 

Seu perfil genético é caracterizado pela superexpressão do HER-2 e genes relacionados, mutações 

de TP53, mutações de phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha 

(PIK3CA), superexpressão do receptor 4 do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR4), 

superexpressão do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), mutações da enzima de 

edição de mRNA de apolipoproteína B, polipeptídeo catalítico 3 (APOBEC), amplificação de 

ciclina D1 e alta instabilidade genômica (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012; PEROU 

et al., 2000; PRAT et al., 2014; SØRLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003; STAAF et al., 2010). 

Seu perfil imuno-histoquímico é caracterizado por (KRISHNAMURTI; SILVERMAN, 2014): 

● Receptor de Estrogênio negativo 

● Receptor de progesterona negativo 

● Expressão alta do Ki-67 

● superexpressão do HER-2. 

https://paperpile.com/c/kddI7c/AiKv
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Os tumores HER-2 enriquecidos tendem a ter crescimento mais rápido que os luminais e têm pior 

prognóstico, porém, com o advento de terapias-alvo, têm excelente resposta ao tratamento e melhora 

expressiva de prognóstico (HAMILTON et al., 2021).  

3. Proteoglicanos 

Entre 1930 e 1960, as investigações de “condromucoide” da cartilagem e preparações 

anticoagulantes do fígado (heparina) deram início ao estudo das proteoglicanos. A partir da análise 

química dos polissacarídeos dessas preparações, também conhecidos como “mucopolissacarídeos”, 

obtendo-se a estrutura do hialuronano, sulfato de dermatano, sulfato de queratano, diferentes formas 

isoméricas de sulfato de condroitina, heparina e sulfato de heparano). Juntos, esses polissacarídeos 

passaram a ser conhecidos como glicosaminoglicanos para indicar a presença de aminoácidos e 

outros açúcares em uma forma polimérica. Estudos subsequentes forneceram informações sobre a 

ligação das cadeias às proteínas do núcleo de proteoglicanos. Esses estudos estruturais abriram 

caminho para estudos biossintéticos com o desenvolvimento da purificação e análise de dos tecidos 

com proteoglicanos e glicosaminoglicanos; a ultracentrifugação com gradiente de densidade 

permitiu a separação dos grandes proteoglicanos agregadores da cartilagem (MERRY et al., 2022). 

A produção de proteoglicanos era uma propriedade geral das células animais; proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos estavam presentes na superfície celular, no interior da célula e na matriz 

extracelular; verificou-se, então, que o proteoglicano tinha função na adesão celular, sinalização e 

outras atividades biológicas (XU et al., 2022). 
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Os proteoglicanos são moléculas que consistem em um núcleo protéico ao qual estão ligadas a uma 

ou mais cadeias glicosaminoglicanas (Figura 1).  

 
Figura 1. Os proteoglicanos. Os proteoglicanos consistem em um núcleo proteico (marrom) e uma ou mais 

cadeias de glicosaminoglicanos ligadas covalentemente (azul escuro, HS, sulfato de heparano; amarelo, 

CS/DS, sulfato de condroitina/sulfato de dermatano; azul claro, KS, sulfato de queratano). Os proteoglicanos 

de membrana atravessam a membrana plasmática (proteínas de membrana tipo I) ou estão ligados por uma 

âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Os proteoglicanos da matriz extracelular geralmente são 

secretados, mas alguns proteoglicanos podem ser clivados proteoliticamente e se desprender da superfície 

celular (não mostrado).  

Fonte: Merry et al. (MERRY et al., 2022) 

 

Praticamente todas as células de mamíferos produzem proteoglicanos, os quais são secretados na 

matriz extracelular (MEC), inseridos na membrana plasmática, ou os armazenam em grânulos de 

secreção. A MEC é um componente essencial na determinação das características físicas dos tecidos 

e muitas das propriedades biológicas das células que estão neste tecido. Os principais componentes 

da MEC são proteínas fibrilares que fornecem resistência à tração e elasticidade (por exemplo, 

vários colágenos e elastinas), glicoproteínas adesivas (por exemplo, fibronectina, lamininas e 

tenascinas) e os proteoglicanos que interagem com outros componentes da MEC para promover a 

https://paperpile.com/c/kddI7c/iHst
https://paperpile.com/c/kddI7c/iHst
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montagem da MEC, orientam suas propriedades físicas e servem como um reservatório de pequenas 

proteínas biologicamente ativas, como fatores de crescimento. Um único tipo de célula pode 

expressar vários proteoglicanos. Assim, um determinado proteoglicano (definido por sua proteína 

central) representa uma população diversificada de moléculas, cada uma potencialmente 

representando uma entidade estrutural única. Estas características, típicas de todos os 

proteoglicanos, criam uma enorme diversidade e potencial variação biológica na atividade(ESKO; 

KIMATA; LINDAHL, 2009). 

3.1 Proteoglicanos - Forma e função 

As principais classes de proteoglicanos podem ser classificadas por sua distribuição, homologias e 

função. Os proteoglicanos podem ser secretados, ligados à membrana ou localizados em grânulos 

intracelulares. Os proteoglicanos secretados podem ser divididos entre os da família de agrecanos 

(lecticanos), nos pequenos proteoglicanos ricos em leucina e outros. A Tabela 3 fornece uma visão 

geral dos principais pequenos proteoglicanos ricos em leucina. 

Entre outras funções, os proteoglicanos estão envolvidos na resistência à tração da pele e dos 

tendões, afetam o crescimento e a invasão de células tumorais e influenciam a progressão das 

neurites (HALPER, 2014; IOZZO; SCHAEFER, 2015).  
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Tabela 3. Diversidade entre os principais proteoglicanos secretados - pequenos proteoglicanos ricos em 

leucina (SLRPs). 

Proteoglicano Proteína 

central 

(kDa) 

Número e tipo de 

cadeias de 

glicosaminoglicanos 

Distribuição nos 

tecidos 

Função proposta Doenças associadas 

em humanos 

Proteoglicanos secretados - pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) 

Decorina 36 1 CS/DS células do tecido 

conjuntivo 

regula a 

fibrilogênese do 

colágeno 

intersticial, inibição 

da sinalização do 

TGF-β 

superexpressão na 

esclerose sistêmica, 

mutações no estroma 

congênito distrofia 

da córnea 

Biglicano 38 0–2 CS/DS células do tecido 

conjuntivo, 

macrófagos 

montagem da matriz 

de colágeno, formas 

solúveis ativam o 

sistema 

imunológico inato 

 

Lumicano 37 3–4 KS I amplamente 

distribuído 

montagem da matriz 

de colágeno 

 

Keratocano 37 3–4 KS I amplamente 

distribuído, mas 

sulfatado apenas 

na córnea 

montagem da matriz 

de colágeno, função 

na transparência da 

córnea 

mutações associadas 

à córnea plana 

Fibromodulina 59 2–4 KS I amplamente 

distribuído 

montagem da matriz 

de colágeno 

variações intrônicas e 

SNPs associados 

com miopia de alto 

grau 

Osteoglicina/ 

Mimecano 

25 2–3 KS I amplamente 

distribuído, mas 

sulfatado apenas 

na córnea 

montagem da matriz 

de colágeno, função 

na formação óssea e 

na transparência da 

córnea. 

potencial 

biomarcador de 

insuficiência 

cardíaca isquêmica 

CS, sulfato de condroitina; DS, sulfato de dermatan, KS, sulfato de queratan; ECM, matriz 

extracelular; TGF-β, fator transformador de crescimento-β; SNP, polimorfismo de nucleotídeo 

único.  

Fonte: De Merry et al (MERRY et al., 2022) 

3.1.1 Proteoglicanos Pequenos Ricos em Leucina (Small Leucine Rich Proteoglycans - SLRPs) 

Os SLRPs compõem um subgrupo diversificado de proteoglicanos. Eles estão envolvidos na 

organização da matriz extracelular e na sua regulação do crescimento, bem como na sinalização 

celular. Os SLRPs são distribuídos de forma onipresente na matriz extracelular. Além dos 

proteoglicanos apresentados na Tabela 3, existem outros 11 membros menos caracterizados, os 

https://paperpile.com/c/kddI7c/iHst
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quais estão organizados em cinco classes distintas com base em sua conservação evolutiva de 

proteínas, repetições ricas em leucina (LRR), aglomerados ricos em cisteína N-terminal e 

organização cromossômica (NIKITOVIC et al., 2012; SCHAEFER; IOZZO, 2008). Os membros 

das duas primeiras classes estão envolvidos na fibrogênese do colágeno e nos processos 

relacionados. Os proteoglicanos pequenos ricos em leucina da Classe I contêm 10 regiões ricas em 

leucina e possuem condroitina, com ou sem sulfato de dermatan, ligados ao núcleo da proteína  

(HALPER, 2014; IOZZO; SCHAEFER, 2015).  

A Tabela 4 apresenta a classificação dos SLRPs com os seus respectivos símbolos genéticos. 

Tabela 4. Classificação dos Proteoglicanos Pequenos Ricos em Leucina (SLRP) com o respectivo símbolo 

do gene, de acordo com o comitê de nomenclatura de genes HUGO (HGNC).  

Proteoglicanos Pequenos Ricos em Leucina 

Classe I Decorina (DCN) 

Biglicano (BGN) 

Asporina (ASPN) 

Proteína 2 da matriz extracelular (ECM2) 

Classe II Fibromodulina (FMOD) 

Lumican (LUM) 

Proteína de repetição rica em leucina e extremidade rica em prolina e arginina (PRELP) 

Keratocana (KERA) 

Osteomodulina (OMD) 

Classe III Epifican (EPYC) 

Opticina (OPTC) 

Osteoglicina (OGTC) 

Classe IV Condroaderina (CHAD) 

Nictalopina (NYX) 

Tsukushi (TSKU) 

Classe V Podocan (PODN) 

Proteína 1 tipo Podocan (PODNL1) 

Classificação adaptada de Schaefer et al. (SCHAEFER; IOZZO, 2008) 

 

Uma característica dos proteoglicanos pequenos ricos em leucina é a sua capacidade de interagir 

com receptores extracelulares (como receptores de tirosina quinase e receptores do tipo Toll-like). 

https://paperpile.com/c/kddI7c/6fF4+udCG
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Esta interação inicia a sinalização que regula a função da matriz celular, especialmente a 

proliferação e a inflamação (KOBE; KAJAVA, 2001; SCHAEFER; IOZZO, 2008). 

Os SLRPs da Classe I têm uma sequência Cys N-terminal única. Nesta classe, estão incluídas a 

decorina, biglicano e asporin, que são codificados por genes compostos por oito éxons com junções 

de íntrons em posições altamente conservadas (WEI; ZHANG, 2018). Dentes os SLRP da classe I, 

iremos aprofundar sobre a proteína biglicano.  

3.2 Biglicano (BGN) 

O gene do Biglicano está localizado no cromossomo Xq13-qter, na posição 153.494.980 -

153.509.546, com 14,567 bases (MCBRIDE; FISHER; YOUNG, 1990). O gene do biglicano 

codifica um núcleo de proteína de 42 kDa. No entanto, quando totalmente glicosilado, o peso 

molecular do biglicano aumenta até 100-250 kDa, devido à presença de duas cadeias de 

condroitina/dermatan sulfato (CS/DS) glicosaminoglicano (GAG) ligadas covalentemente à 

proteína (BIANCO et al., 1990). O núcleo proteico contém 331 aminoácidos e há duas cadeias de 

condroitina/sulfato de dermatan ligadas à sua região N-terminal (TUFVESSON et al., 2002).  

O biglicano está intimamente relacionado na estrutura primária com a decorina, sendo ambos 

codificados por genes que consistem em oito éxons e sete íntrons e que provavelmente surgiram de 

um ancestral comum. Os núcleos maduros de proteínas biglicanas são altamente conservados entre 

as espécies(Figura 2). 

 

3.2.1 Localização do gene 

O gene do biglicano está localizado no cromossomo Xq13-qter, na posição 153.494.980 -

153.509.546 (FISHER et al., 1991), com 14,567 bases (MCBRIDE; FISHER; YOUNG, 1990). Este 

gene codifica um núcleo de proteína de 42 kDa contendo repetições ricas em leucina, às quais uma 

ou duas cadeias laterais de GAG estão ligadas covalentemente (BIANCO et al., 1990). O biglicano 

está intimamente relacionado na estrutura primária com a decorina, sendo ambos codificados por 

https://paperpile.com/c/kddI7c/6fF4+Do82
https://paperpile.com/c/kddI7c/J00p
https://paperpile.com/c/kddI7c/6cgBH
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/l1GLX
https://paperpile.com/c/kddI7c/l1GLX
https://paperpile.com/c/kddI7c/l1GLX
https://paperpile.com/c/kddI7c/3Rmi
https://paperpile.com/c/kddI7c/3Rmi
https://paperpile.com/c/kddI7c/3Rmi
https://paperpile.com/c/kddI7c/6cgBH
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/r9SJ


32 

 

 

genes que consistem em oito éxons e sete íntrons e que provavelmente surgiram de um ancestral 

comum. Os núcleos maduros das proteínas biglicanos são altamente conservados entre as espécies.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Estrutura básica da decorina, biglicano e lumican. Estes Proteoglicanos Pequenos Ricos em Leucina 

possuem uma proteína central (core) em forma de solenóide curvo compreendendo 10-12 motivos de 

repetição rica em leucina que são flanqueados em ambos os lados por agrupamentos ricos em cisteína. A 

decorina consiste em um único CS/DS e o biglicano tem dois CS/DS; o lumican tem quatro KS e resíduos 

de sulfatação de tirosina ao longo dos domínios N-terminais. (CS- Sulfato de condroitina; DS- Sulfato de 

Dermatan; KS- Sulfato de queratano;  N: terminal Amino; C: terminal Carboxil). 

Fonte: De Appunni et al.  (APPUNNI et al., 2019) 

 

3.2.2 Estrutura da biglicano glicosilada 

As cadeias GAG de condroitina ou dermatan-sulfato específicas do tecido do biglicano estão ligadas 

a resíduos de aminoácidos no terminal N da proteína central (CHOI et al., 1989; ROUGHLEY et 

al., 1993). Existem evidências de que o biglicano pode ser um proteoglicano de “tempo parcial”, 

pois sua forma não glicada foi encontrada na cartilagem articular envelhecida e nos discos 

intervertebrais (JOHNSTONE et al., 1993; ROUGHLEY et al., 1993).  

A proteína tem uma porção principal de 42 kDa e duas cadeias de condroitina / sulfato de dermata; 

é composto por um núcleo proteico de 331 aminoácidos e duas cadeias de condroitina / sulfato de 

dermatan ligadas à sua região N-terminal. Contudo, quando totalmente glicosilado, o peso molecular 
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do biglicano aumenta até 100-250 kDa, devido à presença de duas cadeias de condroitina/dermatan 

sulfato (CS/DS) glicosaminoglicano (GAG) ligadas covalentemente à proteína (TUFVESSON et 

al., 2002).  

3.2.3 Localização da Proteína Biglicano 

O biglicano é ubíquo na matriz extracelular, onde serve como um componente essencial para os 

componentes da matriz extracelular e como uma molécula essencial para a sinalização (HU et al., 

2016). A sua expressão também é vista no espaço pericelular rico em leucina da matriz extracelular 

(SUBBARAYAN et al., 2018). A Figura 3 apresenta a localização do biglicano 

 

Figura 3. Localização da proteína biglicano na célula 

Fonte: De Genecards.org (GENECARDS HUMAN GENE DATABASE, 2022) 

 

 

A expressão da proteína biglicano ocorre em diferentes tecidos normais no ser humano, 

principalmente nas células mesenquimais da medula óssea, medula espinhal, mama, vesícula e pele, 

conforme demonstrado na Figura 4.  
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Figura 4. Estimativa da expressão(log10) da proteína biglicano nos diferentes tecidos humanos. 

Fonte: Genecards.org (GENECARDS HUMAN GENE DATABASE, 2022) 
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3.2.4 Função da proteína biglicano 

Cada função proposta depende do tecido ou órgão em questão. O biglicano serve como um 

componente chave da matriz e é uma molécula essencial de sinalização. Considera-se que o 

biglicano tenha um papel organizador na montagem da matriz extracelular e está estruturalmente 

relacionado à decorina, fibromodulina e lumican (YANG; ROTHRAUFF; TUAN, 2013).  

As principais funções do biglicano incluem modulação da montagem da matriz, migração celular, 

adesão, mineralização óssea, inflamação, crescimento celular, regulação da autofagia e apoptose. 

Consequentemente, o biglicano está envolvido em vários processos fisiológicos e fisiopatológicos, 

como a tumorigênese (SUBBARAYAN et al., 2018).  

O biglicano interage com os Toll Like Receptors 2 e 4 nas células imunes inatas para iniciar a 

inflamação através da via  (HU et al., 2016; NASTASE; YOUNG; SCHAEFER, 2012). 

3.2.4 Moduladores da proteína biglican 

A proteína biglicano interage diretamente com 15 proteínas conforme demonstrado na Figura 5. As 

interações aqui demonstradas são aquelas onde a interação apresentou um alto grau de confiança 

(≥90%) e foi verificada em estudos in vitro, em modelos animais ou em humanos. 

O biglicano é estimulado pelo TGF-β (KÄHÄRI; LARJAVA; UITTO, 1991), enquanto que o uso 

de dexametasona reduz a expressão do biglicano (KIMOTO et al., 1994). A região flanqueadora 5' 

do biglicano humano possui atividade promotora que pode ser modulada pela interleucina 6 e pelo 

Fator Tumoral de Necrose-α (UNGEFROREN; KRULL, 1996).  

O biglicano estimula o fator de crescimento vascular epitelial através da via dos Toll Like Receptors 

(HU et al., 2016). 
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Figura 5. Rede interativa da proteína biglicano (BGN). TGFB1: Transforming growth factor beta-1. 

COL1A1: Collagen alpha-1(I) chain; TLR2: Toll-like receptor 2; RBM25:RNA-binding protein 25; 

SGCA:Alpha-sarcoglycan; COL1A2:Collagen alpha-2(I) chain; ELN:Elastin; TLR4: Toll-like receptor 4; 

MFAP2: Microfibrillar-associated protein 2; AGRN: Agrin; PCOLCE: Procollagen C-endopeptidase 

enhancer 1; COL2A1:Collagen alpha-1(II) chain;  TNF:Tumor necrosis factor; DAG1:Dystroglycan 1; 

PRPF40B: Pre-mRNA-processing factor 40 homolog B. 

Fonte: STRING Interaction Network (STRING INTERACTION NETWORK, 2022) 

 

3.2.5 Proteína Biglicano e doenças 

O biglicano tem sido associado a diferentes doenças que estão relacionadas ao colágeno. A displasia 

Espondiloepimetafisária ligada ao X e a Síndrome de Meester-Loeysforam associadas a defeitos do 

biglicano (CAMERA; STELLA; CAMERA, 1994; CHO et al., 2016; MEESTER et al., 2017) 

A lesão renal isquêmica aguda está associada com a ativação do biglicano através dos Toll Like 

Receptors 2 e 4  (MORETH et al., 2014). 
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3.2.6 Biglicano e câncer  

Estudos iniciais sobre o papel do biglicano no microambiente do tumor produziram resultados 

conflitantes em que alguns acharam que era promotor de tumor (GU et al., 2012; NABA et al., 

2012; WANG et al., 2011), enquanto os resultados de outros estudos sugerem que o biglicano 

suprime o crescimento tumoral (NASH; LOERCHER; FREEDMAN, 1999; WEBER et al., 2001). 

Esses diferentes efeitos podem depender do tipo do tecido e do tipo específico de 

glicosaminoglicanos ligados. O biglicano também pode influenciar o crescimento e a diferenciação 

celular diretamente pela modulação do armazenamento local e/ou disponibilidade de diferentes 

fatores de crescimento, incluindo bone morphogenetic protein 4 (BMP-4). (CHEN et al., 2004) 

A regulação positiva do biglicano no estroma do câncer tem sido associada a proliferação celular, 

migração celular, metástase e angiogênese (HU et al., 2016). Através de um modelo murino, usando 

células endoteliais tumorais de duas linhas de melanoma (alto e baixo poder metastático), foi 

verificado que as células endoteliais tumorais secretam biglicano; a secreção do biglicano ativou a 

migração das células tumorais via ativação das vias Nuclear Factor-κB e extracellular regulated 

MAP kinase (ERK), através da sinalização dos Toll Like Receptors (MAISHI et al., 2016), conforme 

demonstrado na Figura 6.  

O biglicano é superexpresso em adenocarcinoma pancreático, câncer de cólon, câncer de ovário, 

câncer endometrial, colangiocarcinoma intra-hepático, câncer gástrico, carcinoma de células 

escamosas do esôfago e melanoma (GU et al., 2012; LIU et al., 2014; SCHAEFER et al., 2017; 

WANG et al., 2011). A tabela 5 apresenta um resumo da expressão do biglicano em diferentes 

estudos com câncer.  
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Figura 6. Influência do biglicano no microambiente tumoral. Os vasos sanguíneos do tumor atuam como um 

“portão” para metástase (durante a invasão das células tumorais), guardado-as como “porteiros” das células 

epiteliais tumorais (CET). As CET em tumores altamente metastáticos têm uma molécula “chave”, o 

biglicano, por meio da hipometilação do DNA para permitir que as células tumorais rompam esse portão e 

prossigam para a corrente sanguínea, o que resulta em metástase hematogênica. O complexo CET- biglicano 

estimula o receptor Toll-like expressando células tumorais metastáticas pela ativação das vias NF-kB e ERK 

Fonte: Maishi et al. (MAISHI et al., 2016). 

 

Poucos estudos com modelos  de câncer de mama e de adenocarcinoma ductal pancreático sugeriram 

um papel antiproliferativo para o biglicano (THEOCHARIS et al., 2015; WEBER et al., 2001). Há 

achados contraditórios no carcinoma urotelial entre linhagens celulares e tecidos, o primeiro 

mostrando uma correlação negativa entre expressão e proliferação do biglicano (APPUNNI et al., 

2019; SCHULZ et al., 2019)  
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Tabela 5. Expressão do biglicano e sua relevância clínica observada em diferentes estudos com câncer. 

Autores Cancer/linha 
celular/xenoenxerto 

Expressão Desfecho/significado 

Wang et 

al.(WANG et 

al., 2011) 

Câncer gástrico Alta Alta expressão de mRNA e proteína associada a mau 

prognóstico do paciente 

Gu et al. (GU 

et al., 2012; 

LIU et al., 

2014; 

SCHAEFER 

et al., 2017; 

WANG et 

al., 2011) 

Câncer colorretal Alta Alta expressão de mRNA do biglicano associado a 

agressividade do tumor e metástases 

Niedworok et 

al. 

(NIEDWOR

OK et al., 

2013) 

Câncer de bexiga Alta Alta expressão de mRNA do biglicano associado a 

invasão muscular do câncer 

Linha celular J82 A expressão do biglicano está reduzida na 

proliferação celular in vitro 

Liu et al. 

(APPUNNI 

et al., 2017; 

LIU et al., 

2014) 

Câncer Endometrial Alta Expressão elevada de soro, mRNA e proteína 

associada a mau prognóstico 

Appunni et 

al.(APPUNN

I et al., 2017; 

LIU et al., 

2014) 

Carcinoma Urotelial  Alta Alta expressão circulatória (soro), mRNA e protéica 

no câncer de bexiga. Biomarcador de câncer 

plausível 

Andrlová et 

al.(ANDRLO

VÁ et al., 

2017) 

Melanoma Alta Alta expressão gênica do biglicano associada a mau 

prognóstico clínico 

camundongo Bgn−/−  Rigidez tecidual reduzida e invasão reduzida 

Jacobsen et 

al. 

(JACOBSEN 

et al., 2017) 

Câncer Próstata Alta Imunocoloração positiva de biglicano em 78,7% das 

amostras associada a desfecho clínico ruim 

Fonte: De Appunni et al. (APPUNNI et al., 2019) 

Em modelos animais de câncer de cólon, os níveis de biglicano foram 6 vezes maiores em tumores 

em comparação com o normal. In vitro, o câncer de cólon e as células iniciadoras de câncer de cólon 

não expressaram biglicano, indicando a origem extracelular no nível do tecido (SUHOVSKIH et 

al., 2015).  
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O biglicano tem potencial oncogênico ou supressor tumoral dependendo da origem celular. A 

superexpressão de HER-2/neu em fibroblastos murinos e sistemas de modelo humano está 

inversamente correlacionada com a expressão de biglicano. Os fibroblastos BGNhigh HER-2/neu+ 

eram menos tumorigênicos em camundongos imunocompetentes, em comparação às células 

BGNlow/neg HER-2/neu+. O aumento da imunogenicidade dos fibroblastos BGNhigh HER-2/neu+ 

parece ser devido a antígenos de superfície MHC de classe I regulados positivamente e níveis de 

expressão reduzidos das isoformas do fator de crescimento transformador (TGF)-β e do receptor 1 

de TGF-β, sugerindo uma ligação entre biglicano, TGF -β via e regulação negativa mediada por 

HER-2/neu de antígenos MHC classe I (SUBBARAYAN et al., 2018). 

O biglicano superexpresso em tecido tumoral resultaria em um aumento metastático, angiogênese e 

pior prognóstico. Estes mecanismos ocorrem através dos Toll Like Receptor 2 e 4, e pela ativação 

das vias de sinalização NF-κB, Focal adhesion kinase (FAK), ERK, hypoxia inducible factor 1 

subunit alpha (HIF1A), vascular endothelial growth factor (VEGF) e pela inibição da TGF-β 

(APPUNNI et al., 2019) 

3.2.8 Biglicano e câncer de mama 

O estudo do biglicano em caso de câncer de mama tem se restringido a modelos in vitro, in sílica e 

modelos animais.  

Leygue et al descreveram a expressão do biglicano em tecidos mamários normais e neoplásicos de 

mulheres. O estudo utilizou a técnica de Western blot de biópsias congeladas e a extração completa 

das proteínas. para tanto, eles utilizaram o anticorpo não comercial para identificação do biglicano 

(ROUGHLEY et al., 1993). Eles verificaram que a expressão proteica do biglicano estava reduzida 

tanto nos tecidos tumorais de mama, como na mama normal. O biglicano foi detectado apenas em 

níveis baixos em 2 dos 6 tecidos normais e em 3 dos 9 tumores mamários (LEYGUE et al., 2000). 
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Bischof et al. utilizaram um modelo tridimensional de matriz extracelular descelularizada para 

determinar se o mesênquima embrionário poderia induzir a normalização do câncer num modelo de 

co-cultura. Os autores verificaram que o biglicano estava implicado na regulação do câncer. A 

matriz extracelular deficiente de biglicano, a qual era produzida pelas células mamárias 

mesenquimais, falhou em normalizar o tumor mamário para um tecido normal. Estes resultados 

confirmaram que o mesênquima embrionário retém a capacidade de induzir a reversão parcial do 

câncer de mama; esta capacidade reside, pelo menos em parte, na proteína biglicano produzida na 

matriz extracelular (BISCHOF et al., 2013). 

Zhao et al. utilizaram o banco de dados da Oncomine. Oncomine é um banco de dados de microarray 

de câncer e uma plataforma de mineração de dados baseada na web destinada a facilitar a descoberta 

de análises de expressão em todo o genoma, bem como comparar os dados do transcriptoma em 

vários tipos de câncer, respectivos a tecidos normais. eles utilizaram 13 banco de dados com mais 

de 3000 amostras, com diferentes tipos de carcinoma mamário. Os autores não conseguiram 

identificar uma associação significativa da regulação positiva do biglicano com a sobrevida do 

paciente com câncer de mama (ZHAO et al., 2020). 

Cong et al. injetaram células de câncer de mama E0771 em camundongos selvagens e knockout para 

biglicano. Eles verificaram que os camundongos com câncer de mama e com alta expressão de 

biglicano tiveram pior sobrevida livre de metástase à distância. A expressão do biglicano foi maior 

no compartimento estromal do tumor em comparação com o compartimento epitelial. Os 

camundongos com knockout para biglicano no estroma (Bgn KO) tiveram uma inibição para das 

metástases das células E071 para o pulmão. Os camundongos Bgn KO também tiveram uma redução 

da angiogênese tumoral; uma redução da vasculatura tumoral, através da supressão da via de 

sinalização do fator de necrose tumoral-α/angiopoietina 2. A fibrose foi suprimida e a infiltração de 

células T CD8+ foi aumentada em camundongos Bgn KO portadores de tumor. A distribuição e a 

https://paperpile.com/c/kddI7c/m6bU
https://paperpile.com/c/kddI7c/m6bU
https://paperpile.com/c/kddI7c/m6bU
https://paperpile.com/c/kddI7c/61gJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/61gJ
https://paperpile.com/c/kddI7c/61gJ


42 

 

 

eficácia da droga quimioterápica foram melhoradas in vivo em camundongos Bgn KO (CONG et 

al., 2021) 

Manupati et al. utilizaram células tronco de câncer de mama e verificaram que uma pequena 

subpopulação destas células tumorais tinha um alto potencial metastático. O RNAm biglicano 

superexpresso estava associado com os fenótipos agressivos dessas células. A supressão do RNAm 

do biglicano reduzia o metabolismo celular, a diminuição da ativação do fator de transcrição NFκB, 

da proteína p65 e dos níveis de fosfo-IκB após a supressão do biglicano, indicando regulação do 

fenótipo agressivo do biglicano era pela via NFκB  (MANUPATI et al., 2022). 

3. REDES NEURAIS CONVOLUCIONAIS (CNN) 

Em 1968, após estudos sobre o córtex visual de primatas, foi postulada a ideia de uma estrutura 

hierárquica nos neurônios do sistema visual. No sistema visual, certas células formariam “campo 

receptivo” e enviaria esta informação para células em um nível superior. Desta forma, campos 

receptivos simples podem ser combinados para formar campos receptivos grandes e complexos 

(HUBEL; WIESEL, 1968). As redes neurais artificiais, também conhecidas como redes neurais, 

tiveram a sua analogia à forma pela qual o cérebro humano calcula: complexo, não linear e com 

funcionamento paralelo no processamento das informações (HAYKIN, 2008). A Figura 7 

exemplifica o modelo de neurônio não linear. 

A rede neural ainda conta com bias (bk), cujo papel é aumentar ou diminuir a entrada líquida da 

função de ativação φ (a letra grega fi), de modo que a saída y do neurônio k é obtida através da 

equação abaixo: 
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Figura 7. Modelo de neurônio não linear. Os sinais de entrada são x1, x2, …xm, bem como wk1,wk2,...wkm que 

recebem o peso das sinapses do neurônio k.  O somatório da equação está representado no quadro dentro da 

figura. 

Fonte: Adaptado de Haykin (HAYKIN, 2008) 

 

O modelo de maior sucesso no contexto de reconhecimento de padrões são as redes neurais 

Multilayer Perceptron (MLP) feedforward (NASRABADI, 2007). Neste modelo, a capacidade de 

neurônios ocultos para extrair estatísticas de ordem mais elevada é particularmente valiosa quando 

o tamanho da camada de entrada é grande (HAYKIN, 2008). As três principais características das 

redes MLP são 1) o alto grau de conectividade utilizado, 2) a existência de uma ou mais camadas 

que estão escondidas dos nós de entrada e saída e 3) cada neurônio na rede inclui uma função de 

ativação não linear que é diferenciável (HAYKIN, 2008). Assim, uma rede neural com Multilayer 

Perceptron apresenta a configuração apresentada na Figura 8. 
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Figura 8. Modelo de rede neural Multilayer Perceptron. As camadas ocultas podem ser incluídas em cada 

camada, podendo possuir mais de um neurônio. aprendizado. Um fator decisivo para o desempenho é que os 

neurônios em uma rede MLP estão conectados em camadas, com unidades de uma camada 𝑛 passando as 

suas ativações apenas para neurônios da camada 𝑛+1. Logo, o processamento dos sinais de entrada nas 

múltiplas camadas significa que a análise da fonte de erro na camada de saída é extremamente complexa. 

Isto ocorre porque é o erro entre o valor esperado e o predito pela rede é facilmente calculado nos neurônios 

de saída, porém é bem mais difícil determinar o erro e qual é o neurônio responsável nas camadas ocultas. 

Fonte: Adaptado de Haykin (HAYKIN, 2008) 

 

As redes neurais convolucionais (do inglês, Convolutional Neural Networks - CNN) profundas 

foram desenvolvidas para o processamento e análise de imagens, vídeos e áudio (DONG; WANG; 

ABBAS, 2021). Este tipo de aprendizado de máquinas é considerado como o melhor algoritmo para 

o reconhecimento de imagens e o mais utilizado para análise de imagens médicas 

(SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022).  

O nome rede neural convolucional decorre do emprego de uma operação matemática chamada 

convolução, a qual é um tipo especializado de operação linear. A arquitetura das CNN apresenta 3 

tipos de camadas: camada convolucional, camada de pooling e a camada totalmente conectada, 

conforme apresentado na Figura 9. 
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Figura 9. Arquitetura de uma rede neural convolucional, apresentando as camadas. 

Fonte: Sarvamangala et al. (SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022) 

 

A camada convolucional é modelada baseada nos neurônios. O objetivo desta camada é extrair 

características, como bordas, cores, textura e orientação de gradiente. As camadas convolucionais 

são feitas de filtros, ou kernels, de tamanho 𝑛×𝑚×𝑑, onde d é a profundidade da imagem. Durante 

a passagem direta, os kernels são convoluídos ao longo da largura e altura do volume de entrada e 

o produto escalar é calculado entre as entradas do filtro e a entrada. Intuitivamente, a CNN aprende 

filtros que são ativados quando se deparam com arestas, cores, textura e outras características.  A 

saída da camada convolucional é alimentada em uma camada de função de ativação 

(SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022). 

A função de ativação serve para garantir a representação no espaço de entrada. Como os dados no 

mundo real são não lineares, as funções de ativação são usadas para transformá-los em dados linear 

dos dados. Esta transformação, utilizada nas redes neurais, determina quais neurônios devem ser 

ativados ou não para determinada entrada. A função unidade linear retificada (ReLU) pega um 

número de valor real x e converte x em 0, se x for negativo. ReLU é a função não linear mais usada 

na CNN, leva menos tempo de computação e, portanto, é mais rápida e é expressa pela fórmula e 

Figura 10. 
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Figura 10. Representação gráfica da fórmula da função linear retificada. 

Fonte: Sarvamangala et al. (SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022) 

 

A camada de pooling executa uma amostragem descendente não linear do recurso convoluto. 

Diminui o poder computacional necessário para processar os dados através da redução de 

dimensionalidade. O tamanho espacial agregando dados sobre o espaço ou tipo de recurso é 

reduzido, controla o overfitting e supera a variação de conversão e rotação de imagens. A operação 

de agrupamento resulta no particionamento de sua entrada em um conjunto de patches retangulares. 

Cada patch é substituído por um único valor, dependendo do tipo de agrupamento selecionado 

(SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022).  

A camada totalmente conectada é semelhante à rede neural artificial, onde cada nó possui conexões 

de entrada de todas as entradas, e todas as conexões possuem pesos associados a elas. A saída é a 

soma de todas as entradas multiplicadas pelos pesos correspondentes, conforme Figura 6. A camada 

FC é seguida por uma função de ativação e executa o trabalho do classificador para determinar como 

a imagem será classificada. 
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3. 1. Métricas para verificar o desempenho das redes neurais convolucionais. 

Existem muitas métricas utilizadas para a avaliação do desempenho de algoritmos de compreensão 

de imagens médicas. A matriz de confusão, também conhecida como matriz de erro, é a tabela 

utilizada para visualizar o desempenho de um algoritmo e para o cálculo de diversas métricas de 

avaliação. Ela fornece uma visão sobre os tipos de erros cometidos pelo classificador. É uma matriz 

2x2, onde as linhas representam os resultados reais e as colunas representam as instâncias dos 

resultados previstos do algoritmo. As Tabelas 6 e 7 explicam as métricas do desempenho. 

Tabela 6. Matriz de confusão 

Total das amostras Resultado do algoritmo 

 Predição positiva Predição negativa 

caso verdadeiramente positivo Verdadeiro Positivo (VP) Falso negativo (FN) 

caso verdadeiramente negativo Falso Positivo (FP) Verdadeiro Negativo (VN) 

A fórmula dos casos é determinada pela equação ⇒ Total (T) = VP + VN + FP + FN. 

 

Tabela 7. Métricas de avaliação do desempenho para o processamento de imagem. 

Métrica Interpretação Fórmula Valor desejado 

Acurácia No geral, com que frequência o resultado é 

verdadeiro 
𝑉𝑃 + 𝑉𝑁

𝑇
 

Alta (≈ 1) 

Resultado de classificação 

incorreta (taxa de erro) 

No geral, com que frequência o resultado é 

falso 
𝐹𝑃 − 𝐹𝑁

𝑇
 

Baixa (≈ 0) 

Taxa de verdadeiro Positivo 

(TVP) ou 

(recall ou sensibilidade) 

Quando é realmente verdadeiro, com que 

frequência ele prevê o verdadeiro 
𝑉𝑃

𝐹𝑁 + 𝑉𝑃
 

Alta (≈ 1) 

Taxa de Falso Positivo (TFP) Quando é realmente falso, com que frequência 

ele prevê o verdadeiro 
𝐹𝑃

𝐹𝑃 + 𝑉𝑁
 

Baixa (≈ 0) 

Taxa de Falso Negativo 

(TFN) 
Quando é realmente falso, com que frequência 

ele prevê falso 

𝐹𝑁

𝐹𝑁 + 𝑉𝑃
 

Baixa (≈ 0) 

Especificidade 𝑉𝑁

𝐹𝑃 + 𝑉𝑃
 

Alta (≈ 1) 
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Precisão (Valor Preditivo 

Positivo - VPP) 

Quando prediz verdadeiro, com que frequência 

está correto? 
𝑉𝑃

𝐹𝑃 + 𝑉𝑃
 

Alta (≈ 1) 

F-Score (Coeficiente de 

similaridade de dados) 

Média harmônica de recall e precisão. 
2𝑋

𝑉𝑃𝑃𝑥𝑇𝑉𝑃

𝑉𝑃𝑃 + 𝑇𝑉𝑃
 
Alta (≈ 1) 

Característica operacional do 

receptor (ROC) 

Gráfico comumente usado para resumir o 

desempenho de um classificador em todos os 

limites possíveis. 

Gráfico de 

recall por 

TVP 

Alta (≈ 1) 

Área da ROC (AUC) Área da ROC (AUC) Gráfico de 

TVP por 

TFP 

Alta (≈ 1) 

Fonte: Sarvamangala et al. (SARVAMANGALA; KULKARNI, 2022) 
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4. JUSTIFICATIVA 

Há uma contradição entre os achados da expressão da proteína biglicano entre diferentes tipos de 

câncer. Por exemplo, no carcinoma esofágico epidermóide, o biglicano é 10x mais expresso no 

câncer, do que no tecido normal adjacente do mesmo caso (ZHU et al., 2013). No carcinoma 

urotelial entre linhagens celulares, há uma correlação negativa entre expressão e proliferação do 

biglicano (APPUNNI et al., 2019; SCHULZ et al., 2019). A forma pela qual a análise é realizada 

também pode ser um motivo destas discrepâncias.  

O Human Protein Atlas apresenta dois anticorpos validados para a investigação da expressão 

proteica do biglicano em amostras com imuno-histoquímica: HPA 003157 (Sigma-Aldrich) e o M01 

(Abnova-CAB003678) (THE HUMAN PROTEIN ATLAS, 2022). O anticorpo da Abnova é 

monoclonal, enquanto o da Sigma-Aldrich é policlonal. A expressão da proteína é diferente de 

acordo com o anticorpo utilizado, conforme a Figura 11.  

O único dado sobre a expressão do biglicano por imuno-histoquímica em mulheres com câncer foi 

identificado no trabalho de Leygue et al. neste estudo, o biglicano foi detectado apenas em níveis 

baixos em 2 dos 6 tecidos normais e em 3 dos 9 tumores mamários. O anticorpo utilizado para a 

análise não era comercial, e a análise da expressão era subjetiva, o que dificulta a reprodutibilidade 

dos achados (LEYGUE et al., 2000). 

Portanto, o presente estudo é justificado ao se propor a verificar a expressão da proteína biglicano 

por técnica adequada de imuno-histoquímica, utilizando um anticorpo monoclonal comercialmente 

disponível, e utilizando uma metodologia de avaliação da expressão com reduzida subjetividade 
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Figura 11. Expressão da proteína biglicano por imuno-histoquímica usando diferentes anticorpos no câncer 

de mama.  

Antibody: anticorpo, High: Alto, Medium: média, Low: baixa, Not detected: não detectada, 

Staining: coloração,  Quantity: quantidade, Intensity: intensidade, Location: localização.  

Fonte: Human Protein Atlas  (EXPRESSION OF BGN IN BREAST CANCER - THE HUMAN 

PROTEIN ATLAS, [s. d.]). 
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5. HIPÓTESES 

H0 : não existe diferença na média de expressão da proteína Biglicano entre tecido mamário com 

carcinoma ductal e tecido normal. 

Ha : existe diferença na média de expressão da proteína Biglicano entre tecidos mamário com 

carcinoma ductal e tecido normal 
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6. OBJETIVOS  

6.1. Objetivo principal  

Comparar a expressão imuno-histoquímica da proteína biglicano, através da análise pelo programa 

ImageJ, entre tecido mamário normal e com carcinoma ductal de mama. 

6.2. Objetivo secundário 

Verificar a acurácia na identificação do de casos e controles, através da análise de redes neurais, 

utilizando somente a colocação obtida do DAB oriunda do Image J. 
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Abstract 

New breast cancer biomarkers have been sought for better tumor characterization and treatment. 

Among these putative markers, there is Biglycan (BGN). BGN is a class I small leucine-rich 

proteoglycan family of proteins characterized by a protein core with leucine-rich repeats. The 

objective of this study is to compare the protein expression of BGN in breast tissue with and without 

cancer, using immunohistochemical technique associated with digital histological score (D-HScore) 

and supervised deep learning neural networks (SDLNN). 

In this case-control study, 24 formalin–fixed, paraffin-embedded tissues were obtained for analysis. 

Normal (n=9) and cancerous (n=15) tissue sections were analyzed by immunohistochemistry using 

BGN monoclonal antibody (M01-Abnova) and 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) as the chromogen. 

Photomicrographs of the slides were analysed with D-HScore, using arbitrary DAB units. Another 

set (n=129) with higher magnification without ROI selection, was submitted to the inceptionV3 

deep neural network image embedding recognition model. Next, supervised neural network 

analysis, using stratified 20 fold cross validation, with 200 hidden layers, ReLu activation, and 

regularization at α=0.0001 were applied for SDLNN. The sample size was calculated for a minimum 

of 7 cases and 7 controls, having a power = 90%, an α error = 5%, and a standard deviation of 20, 

to identify a decrease from the average of 40 DAB units (control) to 4 DAB units in cancer. 

BGN expression in DAB units [median (range)] was 6.2 (0.8 to 12.4) and 27.31 (5.3 to 81.7) in 

cancer and normal breast tissue, respectively, using D-HScore (p=0.0017, Mann-Whitney test). 

SDLNN classification accuracy was 85.3% (110 out of 129; 95%CI=78.1% to 90.3%). 

BGN protein expression is reduced in breast cancer tissue, compared to normal tissue.   

Keywords: breast cancer; Biglycan ; immunohistochemistry, deep learning 
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Introduction 

In women, breast cancer is the most commonly diagnosed cancer in the world and the leading cause 

of death from cancer [1]. Breast cancers are heterogeneous in nature, both at the histological and 

molecular levels, and the molecular profiling of breast cancer guides diagnostic and therapeutic 

strategies for the disease [2].  New breast cancer biomarkers have been sought in order to better 

characterize tumors and to select the best possible treatment [3]. Small leucine-rich proteoglycans 

(SLRPs), a diverse sub-group of proteoglycans, are involved in matrix organization and the 

regulation of cell growth and signaling [4]. Biglycan (BGN) is one SLRP whose gene has been 

mapped to the Xq28 chromosome [5]. BGN is a class I SLRP characterized by a protein core with 

leucine-rich repeats and is composed of 331 amino acids and a molecular weight of 42 kDa [6]. The 

molecular weight of BGN increases up to 100-250 kDa, when fully glycosylated. This glycosylation 

is due to the presence of two chondroitin/dermatan sulfate and glycosaminoglycan chains covalently 

attached to the N-terminal region [7]. The glycosaminoglycan chains consist of repeating 

disaccharide units of either chondroitin sulfate or dermatan sulfate and are attached to the core 

protein via an O-linked glycosidic bond.   This proteoglycan is ubiquitously expressed; it can be 

incorporated into the extracellular matrix (ECM) or exist in the blood in its soluble form under 

certain disease conditions [8,9].   

 

BGN could alter tumor proliferation by modulating the receptors and cellular expression molecules 

within the tumor microenvironment [9]. Zhao et al., using a cancer microarray database and a web-

based data-mining platform (Oncomine), have reported that BGN gene expression was upregulated 

in breast and other cancers [10]. However, the clinical impact of BGN on cancer is still poorly 

understood and sometimes contradictory. For instance, in bladder cancer, silencing of BGN resulted 

in enhanced tumor cell proliferation, indicating that BGN acts as a growth suppressor in this disease 

[11], while another study using animal model found that the inhibition of stromal BGN promoted 

normalization of the tumor microenvironment and enhanced chemotherapeutic efficacy in mice 
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injected with breast cancer cells [12]. Bischof  et al. demonstrated that the injection of normal, early 

stage, embryonic mesenchyme cells was sufficient to induce differentiation and suppress growth of 

mouse mammary tumor epithelial cells both in vitro and in vivo; they reported that BGN was 

required for tumor normalization [13]. 

 

These apparent contradictions may be explained by the different types of models used, i.e., in vitro, 

animal model, and detection method (mRNA, or immunohistochemistry). The type of antibodies 

used in immunohistochemistry and the specific site for BGN identification may also explain some 

of these discrepancies. For instance, mature and functionally active BGN protein was detected using 

a polyclonal antibody after glycosaminoglycan removal by enzymatic digestion with chondroitinase 

ABC [14]. This selective removal was performed, because the presence of a complex of two 

chondroitin/dermatan sulfates with glycosaminoglycan chains could hinder antibody binding, 

leading to the misinterpretation of results [14]. Nevertheless, this polyclonal antibody was 

discontinued, making new studies with this antibody unsuitable. These differences are more evident 

when comparisons between different antibodies are applied in the same tissue. For instance, the 

Human Protein Atlas database [15] has two antibodies validated against BGN to be used in 

immunohistochemistry: HPA003157 (Sigma, Aldrich), a polyclonal antibody that targets 140 amino 

acids, and H00000633-M01 (Abnova, Taipei, Taiwan), and a monoclonal antibody against the full 

sequence of BGN (368 amino acids); the protein expression of BGN in breast cancer is different 

between these two antibodies. While the former had 8.3% negative expression (1 out 12 cases), the 

latter had a negative expression in 75% (9 out 12 cases) [16]. In addition, manual evaluation of 

immunohistochemically stained specimens is a subjective and highly individual task, which, as has 

been reported by others, depends on intra- and inter-observer variability [17].  

 

To reduce the highly subjective and easily biased nature of these tasks, the digital histological 

scoring method (D-HSCORE) has been reported [18]. Another emerging area in image analysis is 
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deep learning. Deep learning (DL) is a form of machine learning that relies on both supervised and 

unsupervised learning; DL applied to digital pathology uses artificial neural networks (ANN) to 

determine if the output or interpretation of a digital image is correct [19]. ANN uses multiple layers 

of calculations imitating the complex network of neurons in the human brain to analyze this complex 

data [19]. 

 

Data on BGN expression in human breast cancer is scant and contradictory [13,20], and little 

information is available for human BGN protein expression in vivo using an antibody against the 

full length of the protein. Therefore, the objective of this study is to verify the immunohistochemical 

expression of BGN in breast cancer biopsies compared to normal breast tissue using a validated 

monoclonal antibody and two digital imaging methods of analysis: D-HSCORE and deep learning 

neural network image analysis.  

 

Material and Methods 

Material and Methods 

Ethics statement 

This study was submitted and approved by Hospital de Clínicas de Porto Alegre Ethical Review 

Board, under the approval number 2019/0337 and registered at Plataforma Brasil under the 

certificate of submission for ethical analysis (CAAE 15329119.9.0000.5327).  

 

Study design and setting 

In this case-control study, paraffin blocks were obtained from the pathological archive of Hospital 

de Clínicas in Porto Alegre, Brazil. Slides were dated between January 1st, 2012, and December 

30th, 2015. The original pathological report was reviewed by a certified board pathologist to 

confirm the diagnosis of benign and cancerous breast tissue. The study was conducted between May 

20, 2019, and July 30, 2020. 
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Patients and methods 

Women with diagnoses of invasive ductal carcinoma and those who underwent breast surgery for 

benign conditions (e.g., mammoplasty, benign mammary cyst) were included in the sample. Patients 

with lobular carcinoma or intraductal papilloma who had undergone chemotherapy or radiotherapy 

and aged below 20- and over 79-years-old were excluded. These cases were excluded since chemo 

and radiotherapy may change protein expression of the tumor. 

 

Variables 

BGN protein expression was the primary continuous variable, i.e., DAB units, varying between 0 

and 255 units. 

Healthy breast tissue (benign - control group) and breast cancer tissue (cancer) were categorical 

data. Other variables were age and ethnicity. Estrogen and progesterone receptor status were 

described in cancerous tissues, along with human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), 

Nottingham Grading and tumor staging. 

 

Data sources / measurement 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemistry methodology was performed according to standard technique [21] and as 

previously reported by our group with minor modifications [22]. Modifications included 

deparaffinized at 75ºC for two hours, followed by xylol rinse, rehydrated in successive steps of 

ethanol, water, and phosphate-buffered saline solution (PBS); slide incubation was done in sodium 

citrate solution, pH 6 at 90ºC for 45 min. for antigen retrieval; primary antibody against the full 

length of recombinant BGN was BGN monoclonal antibody (M01), clone 4E1-1G7, IgG2a kappa 

(Abnova, Taipei, Taiwan). It was used at dilution 1:1000 at pH 6 and incubated overnight. After 2 

x 5 minutes in a PBS rinse, secondary antibody anti-mouse IgG (whole molecule), namely 

https://paperpile.com/c/JqGqpS/A7szQ
https://paperpile.com/c/JqGqpS/8p1OF
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peroxidase antibody produced in rabbit (A9044, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), was 

incubated for 90 minutes at 22ºC in the same chamber using a dilution of 1:1000. The primary 

antibody visualization and counterstained were performed as previously reported [22]. Negative 

controls were obtained by replacing the primary antibody with mouse IgG2a, kappa monoclonal 

[18C8BC7AD10] - Isotype Control (ab170191) - Abcam, Cambridge, UK). Human lung cancer 

samples were used as external positive control. These procedures followed the REporting 

recommendations for tumor MARKer prognostic studies (REMARK) guidelines [23]. 

 

Images from stained sections were obtained using an optical microscope (Olympus BX51 

microscope; Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) with a 40x objective U Plan Fluorite dry objective 

(numerical aperture 0.65 mm, Olympus). A digital color camera (Olympus DP73; OM Digital 

Solutions Co., Tokyo, Japan) captured digital images, at a size of 4800 x 3600 pixels (resolution: 1 

mm = 6000 pixels), under standard conditions for ImageJ analysis. Another set of images (n=129 

photomicrographs) with a 100x objective (UPLFL 100x; Oil Immersion, Olympus) were taken of 

entire slides for supervised deep learning neural network analysis.  

 

Image analysis with ImageJ 

Photomicrographs were coded and blindly analyzed using Digital HSCORE (D-HSCORE) as 

previously reported [18,24,25]. Briefly, only the glandular and tumor sites of the tissue sections 

were selected as regions of interest (ROI). After selecting the ROI, images were submitted for “color 

deconvolution” analysis. The image with DAB staining was used for analysis. 

 

Supervised deep learning neural network 

The 129 photomicrographs of DAB-only images, with 100x magnification and without ROI 

selection, were submitted to the inceptionV3 deep neural network image embedding recognition 

model using Orange 3.31.0 software (University of Ljubljana, Slovenia). Next, supervised neural 

https://paperpile.com/c/JqGqpS/8p1OF
https://paperpile.com/c/JqGqpS/RbnHj
https://paperpile.com/c/JqGqpS/90ufN+0L7z2+35d6G
https://orangedatamining.com/
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network analysis (SDLNN), using stratified 20-fold cross validation with 200 hidden layers, ReLu 

activation, and regularization at α = 0.0001, were submitted to SDLNN,  in Orange software. 

 

Bias 

Bias was reduced by using D-HSCORE and SDLNN. 

 

Study size 

The sample size for ImageJ analysis was calculated according to the literature [26] in order to have 

a power = 90%, an α error = 5%, and a standard deviation of 20, to identify a decrease from the 

average of 40 DAB units (control) to 4 DAB units in cancer. With these figures, at least 7 samples 

in each group were necessary. 

Sample size for supervised neural network analysis was chosen for convenience after obtaining the 

maximum number of photomicrographs from the slides.  

  

Quantitative variables 

The average DAB units intensity, derived from up to three images obtained from color 

deconvolution,  was calculated according to the formula: ƒ=255-i, where ƒ=final DAB intensity, 

and i=mean DAB intensity obtained from the software, as previously described [18].   

  

Statistical analysis 

Groups, with categorical data, were compared using Fisher’s exact test. Continuous data of BGN 

expression, in arbitrary DAB units, between groups, were compared using unpaired Student t-test 

with Welch’s correction if data had a Gaussian distribution and different SDs, otherwise Mann-

Whitney test was used. D’Agostino & Pearson omnibus normality test was used to verify Gaussian 

distribution. These analyses were performed using GraphPad Prism version 9.3.1 for Macintosh 

(GraphPad Software Inc. San Diego, CA).   

https://paperpile.com/c/JqGqpS/M347o
https://paperpile.com/c/JqGqpS/0L7z2
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
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Deep neural network image embedding recognition model analysis was performed using Orange 

3.31.0 software (University of Ljubljana, Slovenia). Supervised neural network was set with 200 

hidden layers, the rectified linear activation function (ReLu) was used for activation, Adam was 

used as the optimization algorithm [27], regularization was set at α = 0.0001, and maximum number 

of iterations was 300, with training replication. Test and training were set using a stratified 20-fold 

cross validation.  

 

Results 

Participants and descriptive data 

A total of 24 samples were obtained for the study: benign = 9; cancerous = 15. The mean age 

between groups was not significant (p = 0.1; unpaired Student t-test). Details of the sampled 

population are depicted in Table 1.    

https://orangedatamining.com/
https://paperpile.com/c/JqGqpS/rHl0k
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Table 1. Characteristics of the studied population 

Characteristics Breast Cancer (n=15) Controls (n=9) p 

Age (years) mean (SD) 52(11.2) 43(11.6) 0.1a 

Ethnicity 
   

 caucasian/non-caucasian 14/1 8/1 1 b 

Pathology Report (n) 
   

  Invasive ductal carcinoma 

  Normal breast tissue 

  normal with adenosis 

  stromal fibrosis 

Fibro-microcystic changes 

15  

2 

2 

4 

1 

 

Estrogen Receptor 

(positive/negative) 

 

6/9 

  

Progesterone Receptor 

(positive/negative) 

 

10/5 

  

HER2 (n)% 

  0, +1 

 +2 

 +3 

 

11 (73.4) 

2 (13.3) 

2 (13.3) 

  

Nottingham Grading (n)% 
   

I 1 (6.7) 
  

II 8 (53.3) 
  

III 6 (40) 
  

Staging - n (%) 
   

I 3 (20) 
  

IIA 5 (33.3) 
  

IIB 1 (6.7) 
  

IIIA 4 (26.7) 
  

IIIB 1 (6.7) 
  

       IV 1 (6.7) 
  

a Unpaired Student t-test with Welch’s correction b Fisher's exact test 
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Outcome data 

BGN protein expression in DAB units [median (range)] was significantly lower in breast tissue with 

cancer 6.2 (0.8 to 12.4) compared to benign breast tissue 27.31(5.3 to 81.7) as shown in Figure 1 

(p=0.0017, Mann-Whitney test). 

The area [median(range) in mm²] analyzed between benign tissue [0.67(0.39 to 4.6)] and cancer 

tissue [1.1(0.08 to 2.8)] was not significantly different (p=0.48; Mann-Whitney U test). 

  

 Supervised neural network analysis 

A total of 129 high-power magnification (100x) photomicrographs with DAB staining only and 

derived from ImageJ (benign, n=69; cancer, n=60) were submitted for supervised neural network 

analysis (Figure 2). 

The performance of the supervised neural network analysis yielded an area under the curve of 

94.3%, further details are depicted in Table 2.  

 

Table 2. Performance of supervised neural network analysis for classifying samples as benign or 

cancerous based on DAB expression only. 

confusion matrix Parameter Results (95% confidence interval) 

 
predicted Accuracy 85.3 (78.1 - 90.3) 

benign cancer F1  86.1 
 

 

actual  

benign 59 10 Precision  86.8 (76.7 - 92.8) 

cancer 9 51 Recall  85.5 (75.3 - 91.9) 

F1: weighted harmonic mean of precision and recall 

Precision: the proportion of true positives among instances classified as positive 

Recall: the proportion of true positives among all positive instances in the data) 

 

Discussion 

BCG expression, using the antibody M01-4E1-1G7 under the methodological conditions 

described here, was mainly located in the cytoplasm and the extracellular matrix. The location of 
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the protein is in accordance with others. It has been reported by different authors  that BGN 

protein expression in gastric cancer was mainly located in the cytoplasm of epithelial cells [28] 

[29].  

 

In breast cancer tissues, the expression of BGN was significantly lower when compared to normal 

breast tissue. These results are in accordance with those published by Bischof et al. who reported 

that adding BGN to an in vitro model has the ability to reverse neoplastic progression and ‘reboot’ 

breast cancer cells [13]. Nevertheless, our results are different from those published by others 

[10,12]. Possible explanations for these discrepancies can be related to a) number of cases, b) type 

of model used, c) type of antibody, and d) its biological effect. Apparently, in the human protein 

atlas, only two cases were accessed [16], while our sample had nine cases. The standard deviation 

of the BGN protein expression in normal tissue was high: two cases had low levels of expression 

(9.37 and 13.8 DAB units), while one case reached 80 DAB units (Figure 1). The use of different 

species may also explain these differences. Cong et al. noted that suppressing stromal BGN may 

yield a potent and superior anticancer effect in breast cancer induced in BGN knockout mice, 

compared to wild type [12]. While Cong et al. used a knockout mice model, we used human breast 

cancer tissue. In addition, data obtained from Zhao et al. was based on an Oncomine database 

using mRNA [10]. Another explanation for the lower levels of BGN protein expression in breast 

cancer tissue may be related to the full-length monoclonal antibody that was used here. Identifying 

various segments of the BGN protein may yield different outcomes due to the presence of 

chondroitin/dermatan sulfate + glycosaminoglycan side chains, which would then lead to the 

misinterpretation of results [14]. Finally, the amount of BGN in tissue sections does not 

necessarily reflect its biological effect as it mainly indicates BGN that has been sequestered in the 

extracellular matrix, for example, as part of the fibrotic scar [30]. Despite these disagreements, the 

difference in the protein expression in benign and malignant breast tissue reveals that the local 

https://paperpile.com/c/JqGqpS/5Wfqo
https://paperpile.com/c/JqGqpS/RyF7g
https://paperpile.com/c/JqGqpS/WumdC
https://paperpile.com/c/JqGqpS/EkPvC+DVe7f
https://paperpile.com/c/JqGqpS/4I1D6
https://paperpile.com/c/JqGqpS/EkPvC
https://paperpile.com/c/JqGqpS/DVe7f
https://paperpile.com/c/JqGqpS/KFy18
https://paperpile.com/c/JqGqpS/pzkQ1
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microenvironment, including the ECM, may have an important role in controlling cell growth, 

survival, and fate determination [20].  

This study has some limitations. We neither analyzed subgroups, nor did any mechanistic 

experiment. In addition, we are unaware if there is a difference in the BGN expression across the 

menstrual cycle, which may explain the differences in BGN expression in normal breast tissue. 

Finally, we did not make a side-by-side comparison of different antibodies in order to identify 

putative differences.  

The results here are strengthened by several aspects. The use of ImageJ software reduced the 

subjective bias of DAB quantification. The artificial intelligence was able to classify, with a high 

degree of accuracy, 129 photomicrographs based only on DAB expression, confirming the results 

obtained with ImageJ analysis. The use of both techniques together is not widely used yet, but it is 

promising. The criteria used for classification of the slides by the artificial intelligence was not 

completely understood; it is likely that the artificial intelligence used other factors beyond DAB 

expression. However, it is unlikely that the shape of the cells seen in DAB pictures had a major 

influence in the classification of the slides. The use of monoclonal antibody and non-specific 

primary antibody, as negative control, are evidence of the special care taken in the quality control 

of the immunohistochemical methodology. Immunohistochemical staining was performed using a 

non-specific primary antibody; this procedure has been considered a better methodology, 

compared to the omission of the primary antibody. Lung cancer was used as external positive and 

negative controls. External validity is expected once the same methodology is applied.  

 

With our results, further studies may investigate the use of BGN as a biomarker or as a prognostic 

factor in breast cancer. The functional significance and the role of BGN alterations in breast 

tumorigenesis and progression remain to be determined. 
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Figure 1. Photomicrographs of BGN protein expression in (A) invasive ductal carcinoma, and in 

(B) normal breast tissue. Lung tissue was used as an external negative (C) and positive (D) control. 

Bars represent 50 µm. 

Scatter dot plot (E) demonstrates a significant reduction of BGN protein expression in breast cancer 

tissue, compared to benign breast tissue (p=0.0017; Mann-Whitney test). Each dot represents a 

sample, bars represent median values.  
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Figure 2. Example of BGN expression in DAB only in photomicrographs, after color deconvolution 

in normal breast tissue (A) and with cancer (B), bars represent 50 µm. Flowchart of the supervised 

neural network analysis using Orange 3 software (C).  NN1:supervised neural network analysis.  
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9. CONCLUSÃO 

A expressão proteica por imuno-histoquímica, utilizando o anticorpo monoclonal da Abnova (M01) 

e a análise pelo D-HScore e redes neurais convolucionais com aprendizado supervisionado, é 

reduzida no tecido com câncer de mama, em comparação com o tecido normal. 
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