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RESUMO

Introducdo: O céancer de ovario é um dos tipos de tumores ginecoldgicos que causam mais
Obitos em todo mundo, apresentando uma pequena taxa de sobrevida global. E uma doenca
insidiosa e é comumente diagnosticada em estadiamentos mais avancados, podendo
apresentar rapida evolucdo. Estudos demonstram que o crescimento tumoral ndo é
determinado apenas pelas células malignas, ja que as interaces entre as células cancerosas e
0 compartimento estromal tém impactos importantes no crescimento e progressao do cancer.
Os tipos celulares de extrema importancia no estroma tumoral sdo os fibroblastos associados
ao cancer, e de acordo com estudos retrospectivos, eles tém um papel funcional importante
em relacdo as células nos processos de metéastase e progressdo devido a interacdo célula-a-
célula e fatores sollveis, responsaveis pela secrecdo de citocinas, componentes da matriz
extracelular e quimiocinas.

Objetivos: Investigar a expressao imunohistoquimica de dois marcadores de fibroblastos
associados ao cancer, a a - actina de musculo liso (a-SMA) e a proteina o de ativacdo dos
fibroblastos (FAP) no compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas epiteliais de
ovario, e relacionar a expressdo destas no compartimento estromal com fatores prognosticos
no carcinoma epitelial de ovaério.

Materiais e Métodos: Foram avaliadas prospectivamente 56 pacientes que se submeteram a

tratamento cirdrgico por cisto ovariano e com diagndéstico confirmado de neoplasia ovariana.



Foi realizado o estudo imunohistoquimico para o - actina de musculo liso e a proteina o de
ativacdo dos fibroblastos. Os fatores prognosticos foram avaliados usando o Teste Exato de
Fisher. O nivel de significancia foi inferior a 0,05.

Resultados: Das 56 pacientes avaliadas, 28 tinham neoplasias malignas de ovério e 28
neoplasias benignas. A marca¢do imunohistoquimica da proteina o de ativacdo dos
fibroblastos foi mais expressiva nas neoplasias malignas quando comparado com as benignas
(0,0366). Em relacdo a imunomarcacdo de a-actina de musculo liso, ndo houve significancia
estatistica. Na avaliacdo imunohistoquimica da proteina o de ativacdo dos fibroblastos, os
graus histologicos 2 e 3 foram significativamente relacionados com imunohistoquimica de
marcagdo 2/3 (p = 0,0183). N&o houve diferenga significativa em relagdo aos outros fatores

prognosticos estudados.

Conclusdo: A imunomarcagdo de FAP é mais intensa em neoplasias malignas que em
neoplasias benignas de ovéario, e também em neoplasias malignas moderadamente
diferenciadas e indiferenciadas comparada com neoplasias bem diferenciadas, sugerindo ser
marcador de pior prognostico. Assim, a FAP, no futuro, pode ser um caminho para novas

terapias-alvo no cancer de ovario.

Palavras-chave: neoplasias ovarianas, fibroblastos associados ao céncer, estroma, o-actina de

masculo liso, proteina a de ativacdo dos fibroblastos, imunohistoquimica, fatores progndsticos.



ABSTRACT

Introduction: Ovarian cancer is one of the types of gynecological tumors that cause more
deaths worldwide, presenting a small overall survival rate. It is an insidious disease and it is
commonly diagnosed in more advanced stages, and may present a rapid evolution. Studies
show that tumor growth is not only determined by malignant cells, since the interactions
between cancer cells and the stromal compartment have important impacts on the growth and
progression of cancer. The most important cell types in the tumor stroma are the fibroblasts
associated with cancer. According to retrospective studies, they play an important functional
role in relation to cells in the processes of metastasis and progression due to cell-to-cell
interaction and soluble factors, responsible for the secretion of cytokines, extracellular matrix

components and chemokines.

Objectives: The aims of the study were to investigate two cancer-associated fibroblasts
markers, alpha-smooth muscle actin (a-SMA) and fibroblast activation protein alpha (FAP),
in the stromal compartment of benign and malignant ovarian epithelial neoplasms, and to

relate their tissue expression with prognostic factors in ovarian cancer.

Materials and Methods: We prospectively evaluated 56 patients who underwent surgical

treatment for ovarian cyst and with a confirmed diagnosis of ovarian neoplasia. The



immunohistochemical study was performed for a-SMA e FAP. The prognostic factors were
evaluated using Fisher's Exact Test. The level of significance was less than 0.05.

Results: Fifty-six patients were evaluated, 28 had malignant ovarian neoplasms and 28
benign neoplasms. FAP immunostaining was stronger in ovarian cancer when compared to
benign neoplasms (0.0366). In ovarian cancer, FAP stainings 2/3 was significantly related to
histological grades 2 and 3 (p = 0.0183). There was no significant difference in relation to the

other prognostic factors studied.

Conclusion: FAP immunostaining is more intense in malignant neoplasms than in benign
ovarian neoplasms, as well as in moderately differentiated and undifferentiated ovarian
carcinomas compared to well differentiated neoplasms, suggesting to be a marker of worse

prognosis.

Key-words: ovarian neoplasms, cancer-associated fibroblasts, alpha-smooth muscle actin,

fibroblast activation protein alpha, immunohistochemistry, prognostic factors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Céncer Epitelial de Ovario

O cancer de ovario € um dos tipos de tumores ginecoldgicos que causam mais ébitos
em todo mundo, apresentando uma pequena taxa de sobrevida global (CORVIGNO et al.,
2016). E uma doenca insidiosa e é comumente diagnosticada em estadiamentos mais
avancados, podendo apresentar rdpida evolucdo. A maioria dos tumores de ovério sdo
carcinomas epiteliais, e atualmente cinco subtipos principais foram identificados: tumores
ovarianos serosos de alto grau, seroso de baixo grau, mucinoso, endometridide e tumores
ovarianos de células claras (YANG et al., 2016). Em relacdo ao cancer epitelial de ovério de
alto grau, além de ser uma malignidade ginecologica que apresenta altos indices de
mortalidade, apresenta também uma grande heterogeneidade (YANG et al., 2016).

Estudos tém proposto um modelo de carcinogénese ovariana que leva em conta a
natureza do cancer de ovario correlacionada aos aspectos clinicos, patolégicos e moleculares
da doenca. Neste modelo, os tumores do ovario sdo divididos em 2 grupos, tipo | e tipo II,
conforme suas caracteristicas patoldgicas, genéticas e moleculares (KURMAN & SHIH,
2010; ALI-FEHMI et al., 2011; KURMAN & SHIH, 2011).

Os tumores ovarianos do tipo | sdo caracterizados por crescimento lento, podem se
desenvolver a partir de lesGes precursoras, e apresentam linhagem entre tumores benignos e
limitrofes (borderline). Ja os tumores ovarianos do tipo Il crescem rapidamente e sé&o
altamente agressivos, manifestam caracteristicas papilares solidas e glandulares. Exemplos
desses tumores sdo carcinomas serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos

(carcinossarcomas) e indiferenciados (KURMAN & SHIH, 2010).
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De um modo geral, tumores ovarianos serosos de baixo e alto graus sdo neoplasias que
abrangem 70% dos tumores de ovério e acarretam a maioria dos Obitos. Essas neoplasias
ovarianas representam um grupo distinto com peculiaridades de carcinogénese, e atualmente
exibem diferentes alteracbes genéticas, comportamentos clinicos e padrées moleculares. Os
tumores ovarianos serosos de baixo grau se comportam de forma indolente e apresentam
classificacdo provenientes de mutagdes especificas, e sdo geneticamente estaveis (TERADA
et al., 2016). Ja os tumores ovarianos de alto grau sdo caracterizados por apresentarem
padrGes mais agressivos, diagndsticos tardios e alta instabilidade genética. Grande parte
desses tumores apresentam mutacdes na P53, mas dificilmente abrigam as mutacOes
descobertas nos tumores serosos de baixo grau (CIUCCI et al., 2016).

Em relacdo ao processo de patogénese das neoplasias ovarianas, nenhuma teoria foi
definitivamente estabelecida. Uma delas sugere o surgimento de neoplasias ovarianas a partir
de cistos de inclusdo cortical e que posteriormente se desenvolvem através do epitélio de
superficie dos ovérios. Contudo, mediante a heterogeneidade da doenca e dos tumores,
diferengcas nas caracteristicas comportamentais, clinicas e patol6gicas, a elucidacdo da
carcinogénese ainda é um processo em estudo (KURMAN, 2013).

Esquemas de classificagdo emergentes baseados em perfis moleculares estdo sendo
abordados para facilitar a compreensao da heterogeneidade do cancer epitelial de ovario e do
desenvolvimento de estratégias terapéuticas personalizadas, onde se torna imprescindivel o
estudo do microambiente tumoral em termos de estroma em pacientes com cancer epitelial de

ovario (YANG et al., 2016).

1.2 Modelo Adnex
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A caracterizagdo e investigacdo pré-operatéria de massas anexiais possuem uma
importancia significativa na elaboragdo de estratégias em relacdo as neoplasias ovarianas.
Inicialmente, é necessario fazer a diferenciagdo entre tumores benignos e malignos, o que é
vantajoso para a conduta de pacientes com neoplasias ovarianas, sendo aquelas com critérios
sugestivos de malignidade encaminhadas aos centros oncoldgicos de ginecologia para cirurgia
e tratamento adjuvante (EARLE et al., 2006; WOO et al., 2012). Neoplasias ovarianas
benignas podem ser acompanhadas e conduzidas através de cirurgia conservadora para
preservar a fertilidade, e consequentemente reduzindo a morbidade (VAN CALSTER et al.,
2015). Além disso, a proposta de tratamento para massas anexiais é dependente do tipo do
tumor. Tumores borderline (BOT) podem ser tratados com procedimentos menos agressivos
em relagdo aos tumores malignos, para preservacao da fertilidade, porque a maioria desses
tumores acontece em mulheres jovens, onde a preocupacao principal é a fertilidade (TINELLI
et al.,, 2006; DARAI et al., 2013). Contudo, neoplasias ovarianas que apresentam
estadiamento | também podem ser tratadas de forma mais conservadora do que em
estadiamentos 1I-1V (VAN CALSTER et al., 2015). Recentemente, a Anélise Internacional de
Tumores Ovarianos (IOTA), grupo que elaborou a proposta de avaliacdo das diferencas
neoplésicas no modelo (ADNEX), € caracterizado por ser o primeiro modelo de diferenciacdo
tumoral, classificando os tumores em: benignos, borderline, estadiamento | invasivo,
estadiamento 1I-1V invasivos e metastatico (VAN CALSTER et al., 2011; VAN CALSTER et
al., 2015).

Em relagéo a populagéo abordada no estudo, o modelo ADNEX foi desenvolvido e
validado, mediante a utilizacdo de dados de fases de 1-3 do IOTA de pacientes coletadas de
uma forma prospectiva, as quais foram encaminhadas para a realizacdo de exames de

ultrassonografia em um dos centros relacionados ao estudo ou a uma massa anexial de carater
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suspeito (TIMMERMAN et al., 2005; VAN HOLSBEKE et al., 2009; KAIJSER et al., 2014).
As pacientes elegiveis para inclusdo deveriam apresentar pelo menos uma massa anexial,
onde a mesma néo foi considerada como massa ou cisto fisiologico ou funcional, e passaram
por avalia¢Ges clinicas, tendo indicacdo para procedimentos cirdrgicos. Em contrapartida, os
critérios de exclusdo foram a recusa na realizagdo da ultrassonografia transvaginal, gestacéo
no momento da investigacdo e realizacdo de procedimentos cirargicos em mais de 120 dias
seguidos da realizacdo do exame de ultrassonografia (TIMMERMAN et al., 2005). Caso a
paciente apresente multiplas massas, a massa com indicacdo de complexidade em sua
morfologia foi selecionada para andlise. Quando havia mais de uma massa indicando
morfologia similar, foi utilizada a massa mais acessivel e de tamanho maior (VAN CALSTER
etal., 2014).

O modelo ADNEX consiste em trés preditores clinicos e seis preditores
ultrassonograficos. Os preditores clinicos consistem em CA-125 sérico (U/ml), idade e o
centro para onde a paciente foi encaminhada para a realizagao de ultrassonografia. Os centros
foram divididos em centros oncolégicos de ginecologia e outros hospitais. Os preditores de
ultrassonografia sdo caracterizados mediante avaliacdo do didmetro maximo da lesdo (cm),
proporcao solida do tecido (%), nimero de projecdes papilares (0,1,2,3 >3), presenca de mais
de 10 cistos loculares (sim/ndo), sombras acusticas (sim/ndo) e presenca de ascite (sim/néo)

(VAN CALSTER et al., 2015).

1.3 Estroma

Os tumores sélidos malignos ndo séo apenas células neoplasicas autdnomas, séo

formados por células malignas e estroma que se influenciam mutuamente. O estroma tumoral
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consiste em células ndo-malignas do tumor, como fibroblastos associados ao cancer, células
mesenquimais, células imunes inatas e adaptativas, vasculatura com células endoteliais e
pericitos, além de matriz extracelular constituida por proteinas estruturais (colageno e
elastina), proteinas especializadas (fibrilina, fibronectina e elastina) e proteoglicanos. Dentre
as células imunes, os macrdfagos associados ao tumor (TAMSs) chegam a representar metade
da massa tumoral (SICA et al., 2002). Estes diferentes tipos de células no ambiente estromal
podem ser recrutados por células malignas para favorecer o crescimento tumoral e facilitar a

metéstase (BREMNES et al., 2011).

1.3.1 Estroma e crescimento tumoral

Estudos demonstram que o crescimento tumoral ndo é determinado apenas pelas
células malignas, j& que as interacGes entre as células cancerosas e 0 compartimento estromal
tém impactos importantes no crescimento e progressdo do cancer. As células tumorais podem
residir no estroma e transforméa-lo, alterar o tecido conjuntivo circundante, e modificar o
metabolismo das células residentes, produzindo assim um estroma permissivo (ZIGRINO et
al., 2005; BREMNES et al., 2011).

Com o crescimento do tumor solido, a difusdo do oxigénio e nutrientes aos tecidos
torna-se insuficiente e ha& aparecimento de multiplas areas de hipdxia. H& atracdo de
mondcitos diferenciados em TAMs e, em seguida, acumulam-se nas regides hipdxicas onde
produzem os fatores de transcri¢do induziveis pela hipdxia HIF-1 e HIF-2, que ativam um
vasto conjunto de genes de promocao de células tumorais, invasdo e angiogénese (LEE et al.,

2006).
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A angiogénese é a principal via de estabelecimento da metéstase e desenvolvimento
tumoral, j& que este Gltimo requer uma grande demanda de oxigénio e nutrientes, e isto se
torna viavel pela formacdo de novos vasos e aumento da permeabilidade vascular
(BISACCHI et al., 2003). A vasculatura dos tumores € tortuosa, possui regides dilatadas e
auséncia da camada de pericitos, tornando-os mais permeaveis que o tecido ndo tumoral
(CAIRNS et al., 2006).

Dentre os fatores pré-angiogénicos produzidos por células no estroma tumoral,
destacam-se o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), Fator béasico de
Crescimento de Fibroblastos (bFGF), Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de
Transformag¢do do Crescimento B (TGFp), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF), citocinas como IL-8 (CXCL-8), IL-6 e fator de necrose tumoral o (TNF-a), além de
enzimas liticas como as metalopreoteasas de matriz (BISACCHI et al., 2003; MANTOVANI
et al., 2004).

A inducdo da metaloproteinase de matriz (MMPSs) consiste em enzimas extracelulares
proteoliticas que conduzem a degradacdo da membrana basal e a invasdo do estroma por
células endoteliais que proliferam, migram e se tornam uma estrutura capilar (PAZOS &
NADER, 2007; BREMNES et al., 2011).

Os macrofagos sdo capazes de produzir algumas metaloproteinases de matriz que
podem ser tanto moléculas pré-angiogénicas quanto anti-angiogénicas (BINGLE et al., 2002).
Em especial, a metaloelastase (MMP-12) produzida por TAMs gera angiostatina, uma
molécula anti-angiogénica resultante da clivagem proteolitica do plasminogénio por
proteases, que é principalmente produzida por TAMs (DONG et al., 1997). Assim, Varios
estudos em tumores humanos o acumulo de TAMs tem sido associado a angiogénese (SICA

et al., 2006).
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1.4 Aspectos imunoldgicos e constituintes celulares

As células tumorais sdo imprescindiveis para a iniciacdo e progressdo neoplésica, mas
sdo incapazes de fazé-las isoladamente. Varias células ndo tumorais (macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais) sdo recrutadas de sitios circunjacentes e/ou distantes para
constituir o estroma do microambiente tumoral. Juntamente com a matriz extracelular, essas
celulas recrutadas sdo capazes de promover o céncer, atraves do escape da vigilancia
imunolégica, ativacdo da angiogénese, invasdo e metéstase, e dar suporte a resisténcia

terapéutica (WINSLOW et al., 2016).

1.4.1 Pericitos

Os pericitos sdo células murais vasculares embutidas na membrana basal de
microvasos sanguineos (SWEENEY et al., 2016), e foram descobertos e descritos em 1873
por Charles-Marie Benjamim Rouget, a principio nomeados por células de Rouget. Apds
alguns anos, essas células foram renomeadas por Karl Wilhelm Zimmermann em 1923 devido
sua localidade anatdmica, envolvendo capilares e vénulas pdés-capilares. llustrando a
localizag@o anaténima dos pericitos, 0s mesmos sdo nomeados pericitos aluminais em relagéo
as celulas endoteliais, e nomeados pericitos luminais para as células do parénquima (DORE-
DUFFY & CLEARY, 2011; NAVARRO et al., 2016).

Sé&o celulas responsaveis pela regulacdo local de extrema importancia para manter os
processos de hemostasia e homeostase, e sdo uma fonte potente de celulas pluripotentes em

estadgio maduro. Possuem funcionalidade conhecida nos processos de homeostase vascular e
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nos processos de angiogénese, o que contribui na orientacdo das células endoteliais na
maturacdo e em processos de estabilidade vascular (DORE-DUFFY & CLEARY, 2011,
NAVARRO et al., 2016).

O processo de angiogénese é crucial para todos os episodios de desenvolvimento
normal e até processos patoldgicos, onde incluem eventos de metéstase e crescimento tumoral
(OZERDEM & STALLCUP , 2003), e seu inicio é caracterizado devido ao deslocamento dos
pericitos e células endoteliais, e da degradacdo da membrana basal, consequentemente
ocorrendo a migracdo e multiplicacdo das células endoteliais, o que ird contribuir para
montagem de estruturas tubulares de células endoteliais, 0 que contribuira para a estabilidade
de vasos por pericitos inicialmente recrutados (JAIN, 2003; DORE-DUFFY & CLEARY,

2011).

1.4.2 Células endoteliais

Situadas na interface entre os tecidos e o fluxo sanguineo, as células endoteliais (ECs)
sdo responsaveis pelo alinhamento da vasculatura e sdo caracterizadas como células-chaves
participantes na regulacdo da pressdo arterial, inflamacéo, coagulacgdo, atividade leucocitaria e
homeostase vascular. As células endoteliais também expressam complexos MHC de classe | e
de classe 11, os quais contribuem na ativagéo de respostas imunes (ROUGER et al., 2016).

Para manifestar uma resposta a inflamacdo, as células endoteliais séo ativadas e assim
propiciam a inflamacéo devido a eventos de expressdo de moleculas de adeséo para leucécitos
ativos e liberagdo de quimiocinas e citocinas. Este processo de ativagdo das células endoteliais
pode ser reversivel e transitorio ou sustentado no decorrer do processo de inflamagédo aguda

que manifesta a desordem funcional das células endoteliais (ROUGER et al., 2016).

24



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Durante o processo de crescimento progressivo tumoral, as células endoteliais
adquirem novas caracteristicas e secretam citocinas que estimulam a neovascularizagdo de
forma autdcrina e enddcrina. Além disso, células endoteliais progenitoras derivadas da
medula 6ssea contribuem para o crescimento tumoral, fornecendo células endoteliais que
diretamente se incorporam ao endotélio vascular do tumor (HAMMERLING & GANSS,

2006).

1.4.3 Fibroblastos Associados ao Cancer (CAFs)

Os tipos celulares de extrema importancia no estroma tumoral sdo os fibroblastos
associados ao cancer e, de acordo com estudos retrospectivos, eles tém um papel funcional
importante em relacdo as células nos processos de metastase e progressdo devido a interagdo
célula-a-célula e fatores sollveis, responsaveis pela secrecdo de citocinas, componentes da
matriz extracelular e quimiocinas (CIUCCI et al., 2016).

Os fibroblastos normais estdo em estado de repouso inativo, incorporados dentro da
matriz extracelular, e se ativam na cicatrizacdo de feridas (KALLURI & ZEISBERG, 2006).
Nessa ativacdo, estas células sdo capazes de produzir mediadores tais como fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e outros moduladores imunes. No entanto, assim que a
cicatrizacdo da ferida é completada, a maior parte destes fibroblastos ativados sdo removidos
do tecido de granulagdo por apoptose. A fibrose tecidual pode ser considerada como uma
ferida em constante processo de cicatrizagdo, exibindo ativacdo de reparo continuo. Isto €
controlado, em parte, por mecanismos epigeneticos nos fibroblastos ativados, aumentando as
vias anti-apoptdticas, e iniciando a proliferacdo para gerar fibroblastos hiperativados. O

remodelamento patologico e a fibrose em diferentes tecidos podem engajar a ativacdo de
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fibroblastos associados a fibrose (FAFs) com origens, marcadores de ativacdo e funcdes
distintas (DRISKELL et al., 2013; HAMBURG-SHIELDS et al., 2015; KALLURI, 2016).

O reparo tecidual crbnico também ocorre no cenério das lesbes do parénquima
funcional encontrado no cancer. Nesse sentido, 0s tumores sdo considerados "feridas que néo
cicatrizam" (DVORAK, 1986). O acumulo de células cancerosas num determinado tecido
representa uma lesdo tecidual continua, iniciando uma resposta cronica de cicatrizagdo de
feridas em relacdo as células cancerosas. Isto resulta em uma fibrose do céncer ou estroma
tumoral (KALLURI, 2016).

No caso de fibroblastos associados ao cancer, os fibroblastos ativados ndo séo
removidos pela apoptose como na cicatrizagdo normal, sendo assim, contribuintes na
carcinogénese (SILZLE, 2004). Tais fibroblastos ativados possuem também envolvimento na
producdo de um nicho especifico para células cancerigenas, que promove a motilidade das
mesmas. Além disso, demonstram similaridade com miofibroblastos e expressam diversos
marcadores classificados como marcadores mesenquimais, tais como: proteina a de ativacdo
dos fibroblastos (FAP), vimentina e a a-actina do musculo liso (GIANNONI et al., 2010).
Possuem também variedade em relacdo a nomenclaturas as quais podem ser: fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), fibroblastos associados ao tumor, fibroblastos ativos ou
miofibroblastos ativados e incluem também céancer-associado a células tronco mesenquimais
(KALLURI, 2016).

Em resposta ao crescimento tumoral, os fibroblastos sdo ativados principalmente por
TGF-B , quimiocinas e agentes de degradacdo da matriz extracelular, tais como as MMPs
(MUELLER & FUSENIG, 2004). TGF-B ¢é supressor da tumorigénese (GALLIHER et al.,

2006).
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Pesquisas indicam que CAFs que produzem quimiocinas em niveis superiores
provocam o inicio e a progressdo das neoplasias ovarianas (LEUNG et al., 2014) e suas
expressdes estdo relacionadas a mau progndstico (BUSUTTIL et al., 2014) e
quimiorresisténcia no cancer epitelial de ovério (RYNER et al., 2015).

Os CAFs podem ser reconhecidos pela sua expressdo de a-actina de musculo liso, mas
devido a heterogeneidade de sua expressdo, esta sozinha ndo representa todos os CAFs.
Assim, outros marcadores de CAFs utilizados sdo a proteina 1 fibroblasto especifica, a
proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP) e Receptor de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) (KALLURI & ZEISBERG, 2006).

PDGF é um fator quimiotatico e de crescimento para as células mesenquimais e
endoteliais, regulador de fibroblastos e pericitos e desempenha papéis importantes na
progressao tumoral (ANDRAE et al., 2008). Tem funcdo autocrina na replicacdo de células
tumorais, mas também € um agente potencial de fungdo parécrina no desenvolvimento de
estroma tumoral. Induz a proliferacdo de fibroblastos ativados e possivelmente recruta CAFs

indiretamente por estimulacdo de TGF-p (BREMNES et al., 2011).

1.4.3.1 Proteina A de Ativacdo dos Fibroblastos (FAP)

A FAP foi especialmente identificada em um grupo de fibroblastos ativados, onde a
mesma corresponde a uma glicoproteina transmembranosa de superficie celular ligada ao tipo
Il serina protease a qual pertence a subfamilia dipeptidil peptidase (DPP), responsavel por
clivar a ligagdo entre a prolina e outros aminoacidos comuns. Ela é expressa em processos de
modelamento tecidual, tais como na granulacdo e cicatrizacdo, em células estaminais

mesenquimais provenientes da medula dssea e também em processos de ativagédo estromal de
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fibroblastos (MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2015). Isso deve-se mediante armazenamento
das células mesenquimais estromais na medula dssea, que séo liberadas por estimulos
circulatérios para manter a harmonia dos tecidos conectores.

Possui também caracteristica antigénica associada ao tumor, onde envolve a matriz
extracelular, propriciando um remodelamento e uma elevada expressdo de fibroblastos
estromais reativos em mais de 90% das neoplasias epiteliais (BAE et al., 2008), promovendo
eventos de crescimento tumoral, pré-angiogénicos e caracteristicas miofibroblésticas
(SPAETH et al., 2009).

Diversos estudos demonstram vias de sinalizacdo autbnomas, classificadas como nao-
celulares mediante promocdo de eventos carcinogénicos de origem epitelial promovidos pela
FAP. Com isso, € possivel afirmar que a FAP manifesta efeitos pleiotrépicos durante o
processo de desenvolvimento tumoral e consequentemente processos de disseminacao
(MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2015).

A caracterizacdo da FAP é feita baseada em quatro componentes de classificacdo
estabelecidos como: (1) genes associados ao aumento da agressdo tumoral, como Tenascina C
(TN-C), Trombospondina-1 (TSP-1), e Estromelisina-1 (SL-1); (2) potencial de
vascularizagdo dos miofibroblastos, onde inclui a a-actina de mdasculo liso, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e desmina; (3) fatores de crescimento como TGF-
beta, HGF, fator de dispersdo (SF), fator de crescimento fibroblastico basico (BFGF) e fator
de crescimento epidérmico; e (4), marcadores de fibroblastos, como proteina fibroblastica
especifica (FSP) e proteina de ativacdo dos fibroblastos (FAP) (SPAETH et al., 2009).

E evidente que a expressdo de FAP pelo estroma tumoral possui um papel
significativo e vem demonstrando grande importancia nos processos de formacdo tumoral e

consequentemente crescimento e metastase (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-
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FAUCEGLIA et al., 2015). Porém, ela também esta presente em um subconjunto de células
imunes CD45+, portanto a sua origem e morfologia devem ser levados em consideracdo ao

ser identificada ou ndo como fibroblasto ativado (ARNOLD et al., 2014).

1.4.3.2 Alfa - actina de musculo liso (a-SMA)

A expressdo de a-SMA correlaciona-se com a ativagdo de miofibroblastos, que sdo
uma forma de célula fibroblastica que se diferenciou parcialmente para um fenétipo de
masculo liso. A diferenciacdo entre fibroblastos e miofibroblastos representa um evento chave
durante a cicatrizacdo e reparacdo tecidual. A elevada forca contratil gerada pelos
miofibroblastos é benéfica para a remodelacédo fisioldgica do tecido, mas prejudicial para a
funcdo dos tecidos quando se torna excessiva, como na reacdo do estroma aos tumores
(CHERNG et al., 2008; NAKATANI et al., 2008).

Os principais filamentos que compdem a célula miofibrobléstica contém actina e/ou
desmina, principalmente a isoforma o-actina de mausculo liso, localizada nas células
musculares lisas da parede dos vasos sanguineos (DARBY et al., 1990).

A actina é uma proteina estrutural globular que forma o citoesqueleto, dando suporte
mecanico para a célula, determinando sua forma e permitindo seu movimento (LAMBERT;
PERRI; MEEHAN, 2005; CHERNG et al., 2008).

A a-SMA é a isoforma da actina que predomina dentro das células musculares lisas
vasculares e desempenha um papel contratil importante na fibrogénese (CHERNG et al.,
2008; KAWASAKI et al., 2008). Tambem esta presente nos fibroblastos. A diferenciagéo de
fibroblastos em miofibroblastos se da pela acdo de citocinas e fatores de crescimento, como o

TGF (CHAPONNIER & GABBIANI, 2004).
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Estudos vém demonstrando a presenga de a-SMA como um fibroblasto associado ao
cancer no estroma de tumores (SUGIMOTO et al., 2006; ANDERBERG et al., 2009;
PIETRAS & OSTMAN, 2010). Desde 1989, Czernobilsky et al. encontraram a expressao de
a-SMA em tecidos de tumor ovariano, mais precisamente nas paredes dos vasos sanguineos,
fibras musculares e células do estroma. Okamoto-Inoue et al. (1990) relacionaram a expressdo
de a-SMA com a progressao de células malignas ovarianas (KOBAYASHI et al., 1993).

Pesquisas continuam relacionando a a-SMA como membro importante na iniciagao,
progressao e metastase de células do céncer de ovario (OSTMAN & AUGSTEN, 2009;
ZHANG et al., 2011). No trabalho de Zhang et al. (2011) que analisou a expressdo
imunohistoquimica de a-SMA em amostras de tecido saudavel de ovério, de tumor benigno e
de tumor maligno, os resultados demonstraram uma forte marcagéo localizada no citoplasma
de fibroblastos do estroma e pericitos vasculares, em tumores benignos e, principalmente, nos
tumores malignos. No tecido ovariano normal, a expressdo de o - SMA foi detectada apenas
em pericitos vasculares, mas ndo nos fibroblastos estromais (ZHANG et al., 2011).

Outro estudo relatou que o acido lisofosfatidico derivado do céncer de ovério estimula
a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais oriundas de tecido adiposo humano em CAFs
(JEON et al., 2008). Além disso, pesquisadores descobriram que a interacdo entre as células
epiteliais do ovéario e estroma foi um fator importante na tumorigénese do ovario em um

modelo de rato (GREENAWAY et al., 2008).

1.5 Estroma no Cancer de Ovario
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Estudos indicam que a inflamagéo é um fator de risco para o cancer de ovario, onde a
resposta inflamatoria esta envolvida em quase todas as fases do desenvolvimento de tumores
(KROCKENBERGER et al., 2008).

Tem sido sugerido que o crescimento e a progressao do carcinoma de ovario possam
estar relacionados a um fendmeno local de imunossupressdo induzida por citocinas que
podem fornecer um estado de privilégio imunitario no local do tumor, permitindo o
desenvolvimento do tumor como mecanismo de escape (RABINOVICH et al., 2010).

Um dos focos principais de pesquisas com cancer de ovario tem sido a prépria célula
tumoral transformada, enquanto o papel do estroma tumoral na tumorigénese, especialmente
os fibroblastos, que sdo os principais componente do estroma, tem sido amplamente
explorados (ZHANG et al., 2011). Como j& foi dito anteriormente, os fibroblastos associados
ao cancer adquirem um fenétipo ativado. Tais fibroblastos contribuem para a métastase do
cancer de ovério, promovendo a angiogénese, linfangiogénese e invasdo tumoral (FRANCO
etal., 2012; MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2014).

Um trabalho realizado com pacientes com cancer de ovario tratadas com terapia
neoadjuvante seguida de cirurgia, o estudo imunohistoquimico de cortes do tumor foi
realizado e a expressdo da proteina de ativacao dos fibroblastos foi encontrada em 86% dos
casos, além de estar associada a casos de recorréncia da doenca. Em outro estudo de mesmas
caracteristicas, a expressao de a-actina de masculo liso esteve presente em 95% do estroma
associado ao tumor (MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2014).

Zhang et al. (2011) realizaram uma pesquisa avaliando a expressao imunohistoquimica
de a-actina de masculo liso ou proteina de ativacdo de fibroblastos em tumores benignos,
malignos e borderlines de ovério, além de verificar a densidade de vasos linfaticos e de

microvasos nas lesdes. Nao foi encontrada expressao desses fibroblastos associados ao cancer
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em tecido ovariano normal, somente a expressdo de a-SMA detectada em pericitos vasculares,
mas ndo nos fibroblastos estromais. Os tecidos malignos foram o que obtiveram maior
expressdo de CAFs, que também foram associados com estadiamento avangado da doenca,
ocorréncia de metéastase para linfonodos e omento, aumento da densidade de vasos linfaticos e
de microvasos nas les6es. Em cultura in vitro, CAFs isolados de tecido de cancer epitelial de
ovario induziram maior invasdo e migracdo das células cancerigenas em relacdo aos
fibroblastos isolados em tecido ovariano normal.

Sugere-se que os fibroblastos associados ao cancer expressem citocinas pro-
inflamatérias como 1L-6, COX-2 e CXCL1 no estroma do carcinoma de ovario e mama
(SCHAUER et al.,, 2011; EREZ et al., 2013). Em particular, a IL-6 é secretada por
macrdfagos em ascite de tumores de ovario em estadio avangado (TAKAISHI et al., 2010).

Os CAFs desempenham um papel importante na progressdéo maligna do cancer,
incluindo a iniciacdo, proliferacdo, invasividade e metastase de celulas cancerosas no cancer

epitelial de ovario (YANG et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

O céncer de ovério é uma malignidade que constitui importante causa de morte por
neoplasia ginecoldgica em mulheres, sendo a neoplasia ginecologica mais letal. Trata-se de
uma das neoplasias mais dificeis de ser detectada precocemente. Apesar do melhor
prognostico em pacientes que apresentam doenga localizada, avaliagfes retrospectivas
demonstram que 50% dessas pacientes sofrem recorréncia e vdo a Obito, apesar da terapia
apropriada. A maioria das pacientes se encontra em estadiamentos Il e IV (FIGO) no
momento do diagndstico. Nesses casos, a principal estratégia terapéutica é a cirurgia de
citorreducdo, seguida de quimioterapia. Apesar dos esquemas quimioterapicos derivados da
platina e, mais recentemente, dos taxanos, os resultados do tratamento ndo tém obtido
melhora importante nas Ultimas décadas. Nos estadiamentos | e Il, a sobrevida em 5 anos
varia de 80 a 95%, enquanto que nos estadiamentos Il e IV, essa percentagem é de apenas 5 a
15%. Portanto, sdo necessarias novas estratégias de tratamento para complementar a
terapéutica do cancer de ovario, e a descoberta de novos fatores prognésticos é importante

para guiar melhor o tratamento.
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3. OBJETIVOS

1. Investigar a expressdo imunohistoquimica de dois marcadores de fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), a a-actina de musculo liso (aSMA) e a proteina a de ativagéo
dos fibroblastos (FAP), no compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas

epiteliais de ovario.

2. Relacionar a expressao de a-SMA e FAP, no compartimento estromal, com fatores

prognasticos no carcinoma epitelial de ovério.
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4. HIPOTESE

A expressdo imunohistoquimica da a-actina de musculo liso (a-SMA) e da proteina a

de ativacdo dos fibroblastos (FAP), no compartimento estromal de neoplasias epiteliais de

ovario ¢ maior nas neoplasias malignas de ovario e tem relacdo com fatores de pior

prognostico nos tumores malignos.
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5. MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas de forma prospectiva 56 pacientes atendidas no Ambulatério de
Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia / Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, com indicacéo de
tratamento cirdrgico de acordo com critérios pré-estabelecidos (MURTA et al., 2004;
MURTA & NOMELINI, 2006).

Foram revisados os resultados anatomo-patolégicos em parafina, sendo entdo
incluidas no estudo as pacientes com diagndstico confirmado de neoplasia benigna de ovario
(n=28) e neoplasia maligna epitelial de ovério (n=28).

Foram registrados dados como idade, paridade, tabagismo, grau histolégico,
estadiamento (FIGO), tipo histologico, metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia
(completa, parcial), sobrevida livre de doencga maior ou igual a 24 meses. Para a avaliagdo da
sobrevida livre de doenca, foram excluidas as pacientes que perderam o seguimento. As
caracteristicas das pacientes foram descritas na Tabela 1.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob 0 nimero CAAE
34770014.4.0000.5154 (Anexo A). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido

de cada paciente incluida no estudo (Anexo B).
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos grupos de pacientes com Neoplasia Ovariana, atendidas

no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG (Média=DP)

Neoplasias Benignas Neoplasias Malignas

n=28 n=28
Idade/anos 47,6x£10,5 49,9141
Gravidez 3,0£1,9 2,5£19
Paridade 2,8+1.8 2,2+1,7
Idade da Menarca 13,1+1,6 13,1+1,7
Idade da Menopausa 48,0+6,2 49,7+4,2

Critérios de incluséo
Diagndstico pos-operatorio de neoplasia maligna ou benigna de ovério pelo

anatomo-patolégico em parafina.

Critérios de excluséo
a) Torcdo do pediculo anexial, b) neoplasia maligna secundaria de ovario
(metéastase), c) tratamento antineoplasico, d) neoplasias ndo epiteliais de ovario, e) recidiva; f)

imunossupressao, g) uso de medicagfes imunossupressoras.

Estudo anatomo-patolégico

Foi realizado pela Disciplina de Patologia Especial da UFTM nos cortes embebidos
em parafina, sendo que os casos foram revisados por um observador da disciplina de

Patologia Especial, para a escolha dos melhores cortes para a realizagdo de estudo
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imunohistoquimico. A avaliagdo andtomo-patologica e o estadiamento dos casos foram
realizados de acordo com os critérios da International Federation of Gynaecology and

Obstetrics — FIGO (ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Imunohistoquimica

Foi realizado estudo imunohistoquimico de dois marcadores de fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), a o - atina de musculo liso (a-SMA) e a proteina o de ativagdo
dos fibroblastos (FAP), e a leitura das mesmas no compartimento estromal de neoplasias
benignas e malignas epiteliais de ovario, conforme detalhado a seguir.

Os espécimes obtidos por resseccdo cirdrgica foram processados em parafina e
revisados por patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos cortes
(4 um) em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se o Sistema de
deteccdo de Polimeros Novolink™ As laminas permaneceram em estufa (56°C, 24 h) e a
sequir foram desparafinizadas (3 banhos de xilol, 5 min cada) e desidratadas (3 banhos de
alcool absoluto e 1 banho de alcool a 80%, 10 seg cada). Apos, as laminas permaneceram em
banho (PBS, pH 7.2, 5 min), para hidratacéo.

Em seguida foi realizada a recuperacdo dos antigenos. As laminas foram colocadas
em tubos de citologia contendo solucdo tampédo Citrato 10 mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA,
conforme orientacdo do fabricante, e colocados dentro de uma panela Pascal, que foi
completada com agua destilada até o limite indicado durante 30 minutos a uma temperatura
de 100°C. Entdo, os tubos foram retirados de dentro da panela e colocados sobre a bancada

para seu resfriamento.
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Ap0s, para neutralizar a peroxidase enddgena utilizou-se o Bloquador de Peroxidase
durante 5 minutos. Lavadas em PBS durante 5 minutos. Incubadas com Bloqueador de
Proteinas por 5 minutos. As laminas foram lavadas com PBS durante 5 minutos. Incubadas
com anticorpo primério diluido em BSA (2%) - 18 h, em camara Umida, 4 ° C. Apés a
incubacdo overnight a 4 ° C com os anticorpos especificos anti-a-SMA e anti-FAP, as laminas
foram colocadas a temperatura ambiente (15 min), lavadas (PBS) durante 5 minutos e secas.
Incubadas com PoOs Primério durante 30 minutos. Lavadas em PBS durante 5 minutos.
Incubadas com Novolink™ Polimero durante 30 minutos. Lavadas em PBS durante 5
minutos.

Apo6s lavagem em PBS, as laminas foram reveladas através de solugdo cromdgena
(Diaminobenzidine - DAB), por 5 min. Apos, as laminas foram lavadas (agua corrente) e
contra-coradas em hematoxilina de Harris. Finalmente as laminas foram imersas em 3 banhos
de &lcool absoluto (10 segundos cada), para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol
fenicado e 3 banhos de xilol (5 minutos cada). As laminulas foram adicionadas sobre as
laminas com entellan para posterior analise.

Foram utilizados controles positivo e negativo para cada anticorpo. Trés
observadores avaliaram as laminas. A intensidade de imunomarcagdo no estroma foi avaliada
subjetivamente utilizando-se 0 a 3: 0 (nenhuma marcacédo), 1 (marcagéo fraca), 2 (marcagéo

moderada), 3 (marcacéo forte) (OZEL et al., 2006).
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Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat® software. No estudo
imunohistoquimico, a concordancia entre os dois observadores foi realizada através do kappa:
Kk <0,4: concordancia fraca; 0,4< x <0,8: concordancia moderada; 0,8< k <1,0: concordancia
forte; x« =1,0: concordancia perfeita (ARANGO, 2001). As diferengas foram consideradas
significativas para p<0,05. Um unico caso discordante foi reavaliado e o resultado foi
definido por consenso. Foi utilizado o teste exato de Fisher, com nivel de significAncia menor

que 0,05.
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5. RESULTADOS

As tabelas 2 e 3 mostram 0s subtipos histoldgicos das neoplasias benignas e
neoplasias malignas de ovério, respectivamente. Em relacdo as neoplasias malignas (n=28), a
média de idade foi de 49,9 £ 14,1 anos, a média de paridade foi de 2,2 + 1,7 partos, e a idade
média da menarca foi 13,1 £ 1,7 anos. Em relacdo ao uso de método contraceptivo, 2 (7,1%)
utilizavam contraceptivo hormonal, nenhuma utilizava preservativo, e 4 (14,3%) foram
submetidas a laqueadura tubaria. Seis pacientes (21,4%) eram tabagistas.

Em relacdo as neoplasias benignas (n=28), a média de idade foi de 47,6 + 10,5 anos,
a média de paridade foi de 2,8 + 1,8 partos, e a idade média da menarca foi 13,1 £+ 1,6 anos.
Em relacdo ao uso de método contraceptivo, 6 (21,4%) utilizavam contraceptivo hormonal,
nenhuma utilizava preservativo, e 13 (46,4%) foram submetidas a laqueadura tubéaria. Seis
pacientes (21,4%) eram tabagistas.

Quanto ao estadiamento (FIGO), 9 (32,1%) estavam em estadio 1A, 2 (7,1%) IB, 2
(7,1%) IC, 1 (3,6%) 1A, 1 (3,6%) IIIA, 1 (3,6%) 111B, 10 (35,7%) I1IC e 2 (7,1%) IV (Tabela

4).
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1  Tabela 2. Distribuicdo das neoplasias benignas de ovario (n=28) segundo o diagndstico

2 histopatologico.

Neoplasias benignas n %
Cistoadenoma seroso e tumor de Brenner 1 3,6
Cistoadenoma mucinoso e tumor de Brenner 2 7,1
Cistoadenoma mucinoso 9 32,1
Cistoadenoma seroso 16 57,1

4  Tabela 3. Distribuicdo das neoplasias malignas de ovario (n=28) segundo o diagndstico

5  histopatoldgico.

Neoplasias Malignas n %
Cistoadenocarcinoma seroso 10 35,7
Cistoadenocarcinoma mucinoso borderline 9 32,1
Adenocarcinoma 2 7,1
Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 7,1
Adenocarcinoma anaplasico papilifero 1 3,6
Adenocarcinoma endometrioide 1 3,6
Carcinoma de células claras 1 3,6
Cistoadenocarcinoma seroso borderline 1 3,6
Tumor endometrioide proliferativo atipico borderline 1 3,6
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Tabela 4: Distribuicdo das neoplasias malignas de ovario conforme o estadiamento FIGO, das

pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG.

Estadiamento FIGO n %
1A 9 32,1
IB 2 7,1
IC 2 7,1
IHA 1 3,6
A 1 3,6
1B 1 3,6
c 10 35,7
v 2 7,1

As tabelas 5 e 6 e a figura 1 demonstram as diferencas na marcacdao tecidual estromal
por imunohistoquimica dos fibroblastos associados ao cancer entre neoplasias malignas e
benignas de ovario. Para a leitura da expressdo imunohistoquimica foi excluida uma paciente
com neoplasia maligna de ovario da andlise da FAP e outra paciente também com neoplasia
maligna de ovério para a analise da o - SMA, pois 0s cortes ndo estavam satisfatorios,

permanecendo 27 pacientes para a avaliagcdo da imunomarcagéo de cada anticorpo (Figura 2).
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1  Tabela 5. Marcacdo imunohistoquimica da Proteina a de ativacéo dos fibroblastos (FAP) em

2 neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovério.

Forte intensidade de FAP  Fraca intensidade de FAP p
(2/3) (0/1)
Neoplasias benignas 4 (14.3%) 24 (85.7%)
(n=28)
. i 0.0366
Neoplasias malignas 11 (40.7%) 16 (59.3%)
(n=27)

3 Teste exato de Fisher, com nivel de significAncia menor que 0,05.

5 Tabela 6. Marcacdo imunohistoquimica da a-actina de mdsculo liso (alfa-SMA) em

6 neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovario.

Forte intensidade de Fraca intensidade de
a -SMA a -SMA p
(2/3) (0/1)

Neoplasias benignas 18 (60,7%) 10 (39,3%)

(n=28)

0,7848

Neoplasias malignas 16 (59,3%) 11 (40,7%)

(n=27)

7  Teste exato de Fisher, com nivel de significancia menor que 0,05.
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Marcagao imunohistoquimica 2/3 de FAP
12 p =0,036*

10

N

Benignas Malignas

Figura 1. Diferencas na marcagdo imunohistoquimica da Proteina o de ativacdo dos
fibroblastos (FAP) em neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovario.

Fonte:Proprio autor
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Figura 2. Marcag6es imunohistoquimicas. Cortes histoldgicos de neoplasia ovariana. A: fraca
marcacdo estromal de A-actina de musculo liso em neoplasia maligna de ovario (400x); B:
forte marcacédo estromal de A-actina de masculo liso em neoplasia maligna de ovario (100x);
C: fraca marcacdo estromal de FAP em neoplasia benigna de ovario (200x); D: forte

marcacdo estromal de FAP em neoplasia benigna de ovéario (400x).

A Tabela 7 e a figura 3 mostram a relacéo entre fibroblastos associados ao cancer e
fatores prognosticos. As imunomarcagbes 2/3 para FAP foram significativamente
relacionadas aos graus histolégicos 2 e 3 (p = 0,0183). Nao houve diferenca significativa em

relacdo a expresséo da a-actina do musculo liso e fatores prognosticos.

46



1  Tabela 7: Distribuicdo dos fibroblastos associados ao cancer com imunomarcagdo estromal

2 2/3 de acordo com o grau histoldgico, estadiamento, metastases em linfonodos, resposta a

3 quimioterapia e sobrevida livre da doenca.

FAP a-Actina

Grau histoldgico 1 (n=11) 1(9,1%) 6 (54,5%)
2/3 (n=16) 10 (62,5%)* 10 (62,5%)

Estadiamento (FIGO) /11 (n=14) 7 (50%) 7 (50%)
HI/1V (n=13) 8 (61,5%) 9 (69,2%)

Metéastases em Linfonodos  Negativa (n=12) 7 (58,3%) 7 (58,3%)

Positiva (n=4) 2 (50%) 3 (75%)

Resposta a quimioterapia Completa (n=10) 5 (50%) 5 (50%)
Parcial (n=2) 1 (50%) 2 (100%)

Sem resposta (n=5) 4 (80%) 4 (80%)

Sobrevida livre da doenca > 24 meses (n=10) 6 (60%) 9 (90%)
<24 meses (n=14) 4 (28,6%) 5 (35,7%)

4  *p = 0,0183, comparando o grau histologico 2/3 (Teste Exato de Fisher). Na avaliacdo da

5  resposta a quimioterapia com a imunomarcacao de a-actina, o n estudado foi de 17 pacientes,

6 jaque umas das laminas foi excluida por corte ndo representativo.
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Figura 3: Distribui¢do da Proteina o de ativacdo dos fibroblastos de acordo com o grau

histoldgico, sendo imunomarcacéo leve (0 e 1), e imunomarcacao forte (2 e 3).

Fonte: Proprio autor
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal identificar e correlacionar
marcadores no compartimento estromal ovariano e correlaciona-los com as neoplasias
ovarianas benignas e malignas. Segundo Mhawech-Fauceglia et al (2014), os componentes
estromais sdo comumente constituintes de um grande percentual do volume tumoral, e 0
microambiente tumoral é essencial para a sobrevida do mesmo. As células fibroblasticas
estromais adquirem fenotipos que sdo perpetuamente ativados, e sua identificacdo é feita pela
expressdo da a -actina de musculo liso e proteina o de ativacao dos fibroblastos, os quais sdo
chamados de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) (MHAWECH-FAUCEGLIA et al.,
2014).

Em nosso estudo, a proteina a de ativacdo dos fibroblastos foi expressa de forma
significativa em neoplasias malignas quando comparadas com neoplasias benignas. 1sso
ocorre devido a reagdes de granulacdes de tecidos, processos fibroticos associados ao cancer
em processos de cicatrizacdo de tecidos normais e ser altamente considerada um marcador
especifico de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-
FAUCEGLIA et al., 2014). Os fibroblastos associados ao cancer manifestam significancia na
progresséo tumoral, no suporte estrutural e funcional no microambiente tumoral. A populagédo
dos fibroblastos associados ao cancer é vasta e é composta por diversos marcadores, incluindo
a proteina a de ativacdo dos fibroblastos e a -actina do musculo liso os quais foram os
marcadores do presente estudo (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-FAUCEGLIA et al.,

2014).
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CAFs sdo responsaveis pela ativacdo dos fibroblastos que possuem significancia
bioldgica em processos de linfangiogénese, angiogénese, tumorigénese, na degradacdo
celular, na producdo da matriz extracelular e invasao tumoral e processos metastaticos. Em
adicdo participam na producdo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, e
principalmente em processos imunomodulatérios (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-
FAUCEGLIA et al., 2014).

A maior expressdo da proteina a de ativacdo dos fibroblastos é um indicativo de
progressdo da doenca, sendo caracterizada como precursor de malignidade (SPAETH et al.,
2009), e manifestada em diversos tipos de canceres. Estudos confirmam que ela vem sendo
explorada em terapias contra o cancer e imunoterapias combinadas por ser um fator de
supressao imune no microambiente tumoral e permitir o direcionamento imunogenético no
tratamento de alguns canceres onde ha o aumento da expressdo da FAP (SCOTT et al,. 2003;
CHEN et al., 2015; JIANG et al., 2016).

De um modo geral, as imunoterapias associadas com a FAP podem manifestar
resultados significantes terapéuticos em relacdo a alguns tumores sélidos e células
metastaticas por inibir o crescimento tumoral e ajudar na remissdo de células cancerigenas, o
que torna a FAP um alvo imunoterdpico e indicador de agressividade da doenca e pior
prognostico (JIANG et al., 2016).

N&do houve diferenca estatistica na expressdo imunohistoquimica da a-actina de
musculo liso em nosso trabalho quando analisada em neoplasias benignas e malignas
ovarianas, sem relacdo com fatores prognosticos.

Segundo Kobayashi et al (1992) a actina precursora da a-actina de musculo liso
corresponde a uma proteina intracelular bastante abundante, polimerizada dentro de

microfilamentos que sdo cruciais para motilidade, morfologia e estrutura citoesquelética
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estrutural. Seus filamentos séo estruturados em redes e feixes, a partir dai surgem isoformas
da actina, dentre elas a a-actina de musculo liso, onde é predominante no interior das células
musculares lisas vasculares e extremamente importante nos processos de fibrinogénese. A
expressdo da mesma esté relacionada com ativacdo dos miofibroblastos, que correspondem a
uma forma celular fibroblastica a qual sua forma parcial sofreu diferenciacdo em relacdo a
uma linhagem celular muscular lisa (CHERNG; YOUNG; MA, 2008; ELBERG et al., 2008).

Sua expressao tanto nas neoplasias benignas quanto nas malignas de ovério se deve
ao fato de algumas identificacdes de CAFs serem bem identificadas pela vasta expressdo de a-
SMA, onde sua expresséo isolada ndo manifesta ou expressa fibroblastos associados ao
cancer. Com isso, outros marcadores de fibroblastos devem ser utilizados, como a vimentina,
fibronectina e a proteina de ativagdo dos fibroblastos utilizada em nosso estudo, que segundo
alguns autores, é considerada o principal marcador de fibroblastos (PAULSSON & MICKE,
2014).

As o-SMAs sdo capazes de acelerar processos cicatriciais de feridas através de
contracdo de extremidades. ApGs o processo cicatricial, essas células sofrem apoptose porém
em alguns casos, esses eventos apoptdticos ndo acontecem o que leva a persisténcia de
miofibroblastos, expandindo os processos de contracdo e a matriz extracelular.(CHERNG;
YOUNG; MA, 2008).

A o-SMA corresponde um tipo celular valioso que contribui na deposi¢do de matriz
extracelular, principalmente em processos de fibroses. A regulacdo da sua transcricdo tem
sido avaliada e estudos atuais comprovam claramente que existem atividades promotoras de
alfa-SMA reguladas por mecanismos comuns em diferentes tipos celulares (ELBERG et al.,
2008). Esses eventos se caracterizam pela diferenciacdo de miofibroblastos diante a

cicatrizacdo de feridas e reparacdo de tecidos. A intensa contratilidade manifestada pelos

51



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

miofibroblastos é adequada para a remodelagdo funcional tecidual mas se torna abusiva em
patologias fibroticas, cicatriz hipertrofica e durante reagdes do estroma com 0s tumores
(CHERNG,; YOUNG; MA, 2008).

Os fatores prognosticos sdo importantes para o direcionamento do tratamento do
cancer pelos oncologistas para a tomada de decisdes quanto a terapia a ser utilizada.
Evidéncias apontam que o estroma contém dados prognosticos peculiares evidenciados pela
manifestacdo de células da vasculatura e células imunes em processos de progressdo das
neoplasias. Em adicgdo, fortes indicios apontam que os fibroblastos estromais (CAFs) possuem
papel fundamental no processo de formagdo tumoral. Com isso pode-se afirmar que dados
moleculares de CAFs sdo muito relevantes para 0 acompanhamento clinico tumoral. Diversos
estudos demonstram que o comportamento e as caracteristicas fibroblasticas influenciam em
respostas terapéuticas. Assim, numerosas estratégias tém sido abordadas utilizando CAFs para
abordagem de fatores prognésticos (ERRARTE et al., 2016).

Nossos achados em relacdo a maior expressdo de FAP em neoplasias malignas se
correlaciona com estudos de Errarte et al (2016), que encontrou uma maior expressao de FAP
em tumores primarios e uma associacdo estatisticamente significativa entre agressividade
tumoral e a expressédo de FAP. Nosso estudo encontrou uma maior imunomarcacgdo da FAP
em graus histolégicos menos diferenciados (2 e 3, p=0,0183). Existem hipéteses de que o
nivel de FAP expressa no interior do estroma pode estar correlacionada com variaveis
clinicopatoldgicas tradicionais, onde incluem-se grau tumoral, tamanho tumoral, subtipos do
cancer, numero de linfonodos acometidos, o que reflete na biologia heterogénea das células
tumorais. Podemos afirmar que a FAP possui suma importancia na biologia de tumores

avancados detalhados pelo aumento de sua expressdo. O fato de ndo ser encontrado
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significancia estatistica nos demais fatores progndsticos avaliados poderia ser justificado pela

limitagdo do tamanho da amostra.

Outros estudos que também avaliaram a expressdo imunohistoquimica de FAP,

relatam a sua maior expressdo no estroma de canceres colorretais, também associada ao pior

prognostico (WIKBERG et al., 2013).
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6 CONCLUSAO
A imunomarcacgdo de proteina a de ativagdo dos fibroblastos é mais expressiva em
neoplasias malignas que em neoplasias benignas de ovério, e também em neoplasias malignas
moderadamente diferenciadas e indiferenciadas comparada com neoplasias bem
diferenciadas, sugerindo ser marcador de pior prognostico. Assim, a proteina a de ativagdo
dos fibroblastos poderia, no futuro, ser um alvo potencial para novas terapias no cancer de

ovario.
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Apresentagdo do Projeto:

O cincer de ovario

O cancer de gvaro € uma causa comum de more entre as necplasias malignas ginecoldgicas, Cerca de
trés quartas dos tumores malignos de ovério apresanta-se am astadiamentos avangados no momeants do
diagnéstico inicial. E o cincer ginecoldgico de maior letalid ade [1,2].

A maioria das pacientes se encontra em estadiamentos |l e VW (FIGD) no momento do diagndstico [3].
MNessas casos, a prncipal estratégia terapdutica & a cirurgia de citomedugio, seguida de quimicterapia [4].
Apesar dos esquemas quimioterapicos derivados do platinum e, mais recentemente, dos taxanos, os
resultados do tratamento ndo tém obtido melhora importante nas dlimas décadas [5]. nos estadiamentos | e

Il, a sobrevida em 5 anos vara de 80 a 85%, enquanta que nos estadiamentas |l & IV, essa parcentagem &
de apenas 5a 15% [5-T].

Os marcadomes tumorais s3o substincias relacionadas 4 presenca ou a progressio de um tumor, O CA =
125 (cancer antigen 125) € um biomarcador ndo especifico para o cancer de avario, podendo estar elevado
no primeiro timestre da gestagio, endometriose , infecgbes pélvicas & outros tipos de cincer [B8]. Mas sa
associado a outros como o CA-15.3, CA -T24 e CA-19.9, pode ter aplicagio no manejo de massas
anexigis [9]. O CA - 19.9 pode estar elevado no sublipo mucinoso, o beta-hCG pode estar aumentado nos
tumores de angem geminativa e também no
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coriorcarcinoma [10]. Murta et al. (2004) demonstraram a validade da associagio de ultrassonografia e

marcadores tumorais na identificagdo de neoplasias ovarianas, melhorando a sensibilidade e a
especificidade como fator preditor de malignidade e conduzindo o cirurgifio ac melhor tratamento [11].
Assim, a utilizagBo de marcadores tumorais tem validade na diferenciagio de massas ovarianas benignas e
malignas, além de sugerir o subtipo histolégico [12].

Rossi et al, (2004) estudaram o CA 125 comao fator progndstico (estudo retrospectivo de B2 pacientes), e
demonstraram que esse marcador correlacionou com o estadiamento da FIGO, mas ndo com a idade, o
grau, a doenga residual apds cirurgia, e intervalo livre de doenga [13]. Santillan et al. (2005) avaliaram o
risco de recidiva de cancer epitelial de ovario em pacientes com niveis séricos de CA125 menor que 35m
U/ml, & demonstraram que um aumento progressivo de seus valores, mesmo ainda em niveis normais,
poderia ser indicativo de recorréncia da doenga [14]. Paramasivam et al. (2005) mostraram que o
astadiamento cirdrgico completo, o grau histopatolagico e os niveis pré-operatarios de CA125 sao fatores
prognosticos independentes e poderiam ser incluidos como fatores de decisdo da realizagio de
quimicterapia [15]. Muramatsu et al. (2005) demonstraram que na avaliagio de CA 125 & CA 19.9 séricos &
do didmetro tumoral em pacientes com estadio |A e IC, houve diferengas significativas entre os estadios
[1€].

Uma outra alternativa em estudo & a avaliagio do microambiente tumoral intracistico. CA - 15.3, CA - 125,
CA -19.9 e CEA apresentam alta positividade tanto no soro quanto no fluide intracistico de pacientes com
tumaores epiteliais malignos de ovario [17,18].

Estudos mostram que outros marcadores podem ser usados nos diagndsticos das neoplasias ovarianas:
HE4, GDF-15, Ca 72.4, Octamer-4, Mectin-4, progranulina. O GDF-15 atua como biomarcador de
prognostico potencialmente Gtil no carcinoma do ovario. O GDF-15 é induzido por citocinas inflamatdrias,
tais como interleucina-1 e fator de necrose tumoral. Seu aumento esta associado a situacbes patologicas
relacionadas a inflamagao, lesdo tecidual aguda, e malignidade [19). O GDF-15 @ membro da familia TGF-
beta, também chamada de citocina-1 inibidora de macréfagos (MIC-1), sendo originalmente identificado em
linhagens celulares ativados por macrofagos. O GDF-15 regula uma grande variedade de procesos
fisiologicos, como indugio de apoptose e invasividade tumoral [20]. Concentragbes elevadas também tém
sido associadas a com um aumento do risco de eventos cardiovasculares em mulheres de idade avangada
[21].

A progranulina & encontrada no cromossomo 17g, que pode promover a angiogénese e invas8o tumaoral.
Pode existir uma relagdo entre os niveis séricos de progranulina e a sobrevida global e livre de doenga em
cancer epitelial de ovario [22]. Progranulina & um fator de crescimento que pode mediar a progressao do
ciclo celular & a motilidade celular. Ela regula a inflamagao; pode ter
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acho ant-inflamatdria, inibindo algumas agbes do fator de necrose tumoral [23).
Citocinas

As citocinas sfo proteinas expressas pelo sistema imunolégico determinantes na regulagio da fungio,
crescimento e diferenciacio deste, apresentando funcbes-chave na defesa do hospedeiro. Interleucinas
compdem um grande grupo das citocinas produzidas principalmente por células T, embora algumas sejam
sintetizadas também por macrofagos e células teciduais. Possuem grande variedade de fungbes, mas a
maioria delas esta envolvida na indugio da divisBo de outras células. As interleucinas sio citocinas
importantes no estudo da interagio tumor-hospedeiro, possuindo propriedades pro ou antitumorais [24].
Ainflamacao crdnica é associada a varnas etapas da tumaorigénese, incluindo a transformagio, proliferacio e
invasdo celular, angiogénese e metastase [25). As citocinas podem estimular o crescimento celular e
cantribuir para a metastase. Se permanentemente sintetizadas, estas substancias podem ser utilizadas
como marcadores de ativagdo do sistema imune. A participag8o das citocinas na oncogénese revela suas
atuagdes (isolada ou em conjunto com outras citocinas) em atividades imunomoduladoras da resposta
imunologica contra neoplasias e, consequentemente, na sinalizagdo entre células inflamatdrias e o tecido
neoplasico. Essa sinalizagio poderia inferir ou no em vantagens seletivas ao crescimento das células
malignas [26,27].

Além da atividade tradicional da IL-2 na promogio do crescimento dos linfocitos T, ela também participa da
ativacio, crescimento & estimulo da fungio tumoricida das células NK [28]. Altos niveis de IL-2 significam
aumento dos componentes do sistema imune no ataque contra as células cancerosas. Assim, a IL-2 &
utilizada no tratamento de alguns cinceres [29,30]. A IL-6 influencia a fungo ovariana & no processo de
ovulagio, fertilizagio e implantago [31]. Pode estar associada & progressso tumoral atraves da apoptose
de células malignas [32]. E relatada como fator prognéstico do cncer ovariano [33). Produzidas por
macrifagos, mondcitos e linfacitos, as interleucinas 8 (IL-8) & 10 (IL-10) podem exercer varios efeitos sobre
o sistema imune & estdo relacionadas a angiogénese, crescimento e proliferagio das células cancerosas
[34].

A IL-8 & uma citocina pro-inflamatéria, originalmente identificada como quimioatrativa de neutrdfilos, esta
citocina é produzida por células epiteliais, fibroblastos @ tumorais, as guais também possuem receptores
para esta interleucina [35). Sua expressao em células do melanoma humano e do céncer ovariano esta
correlacionada ao potencial metastatico do tumor [24 37 38].
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AIL-10 & uma citocina multifuncional, produzidas pelos linfécitos Th2, pode inibir a resposta imune do tipo
celular e as fungbes das células Th1 (CD4+) imunocompetentes, pelo blogueio da fungio de apresentagio
de antigenos por estas células [39), as quais sAo capazes de produzir IL-8, acarretando a progressdo da
malignidade [34,40). Estudo realizado por Uanes-Fernandez et al. (2009) evidenciou associagdo inversa
antre a IL-10 & a p53, o que reflate o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumor, & sua
associagio inversa com um marcador de apoptose foi sugerido como indicativo do aumento da
agressividade do tumor. Uma possivel explicacdo para o resultado encontrado € o blogueio da expressao de
algumas citocinas pela ps3, todavia a requlacéo negativa destas moléculas pode ser perdida quando ha
uma deficiéncia da p53 ocasionada, por exemplo, por mutagbes [38].

Enquanto algumas citocinas estimulam a proliferagio @ a invasao do c8ncer, outras, como os interfarons,
inibem este processo, O interferan gama (IFM-) é produzido principalmente pelas células Th1 CD4+, CDE+ e
MK. Seu efeito antiproliferativo provavelmente é devido ao aumento da morte celular por estimular a
atividade de algumas enzimas caspases e exercer atividade antiangiogénica [40] e antitumaoral [33].
O TNF- além de ser um dos principais mediadores da inflamagio, também & produzido por tumores. Seu
papel na tumarigénese inclui transformacao e proliferacéo celular na imvasio, angiogénese e metastase
[41,42).

Estroma em carcinoma epitelial de ovario

Im grande progresso tem ocorrido no entendimento do papel do sistema imune na progressdo tumaoral nos
ultimos anos. A presenca de células mononucleares tumor-infiltrantes consiste em linfocitos T auxiliares e
citotéxicas, células natural - killer, linfocitos B @ macréfagos, demonstrando uma resposta imune ativa
possivelmente direcionada contra os antigenos tumorais. A maioria das células T infiltrantes s&o linfocitos T
CD8&+ que poderiam mediar uma citotoxicicidade especifica contra células tumorais. Por outro lado, os
macréfagos (células CDEB) sao importantes no recrutamento e ativacao de linfécitos na presenca desses
antigenos. Porém, ha uma heterogeneidade de macrofagos, podendo resultar em fungbes antagonistas,
podendo inibir ou estimular a proliferacao de células tumorais [43,44). A presenga de linfdcitos-T infiltrantes
(TIL) pode se correlacionar com melhor prognostico em varios tumores, mas ha resultados conflitantes da
significdncia prognastica de TIL em neoplasia maligna epitelial de ovario [45,46].

Ma literatura, tem sido demonstrado gque grande numero de células T CD3+ s&o indicativas de uma
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melhor sobrevida em neoplasia maligna de ovario [46,47), e que os linfdcitos T CO-B+ s80 responsavels por
esse efeito [45,48 49). Por outro lado, a presenga de linfocitos T CD4+ regulatdrios parecem reduzir a
imunidade especifica contra tumores, resultando em pobre sobrevida [50]. A localizagho de TiLs nos
tumores tem-se mostrado por ser importante fator prognostico em cancer de ovario [45,51).

A infiltragio de células imunes peri @ intratumorais podem ser fatores preditores de resposta a quimicterapia
[47 .49). Basmiller et al. (2011) mostraram que a densidade de células T CD3+ e CDE+ no estroma tumoral
pode ser um fator preditor da resposta a terapia baseada em platinum [52].

Linfécitos T CD4+ regulatdrios (Treg) podem induzir & uma tolerdncia e suprimir a resposta imuneg, o que &
feito através da secrecio de TGF- e interleucina 10 (IL-10), ou por contato direto célula-célula [50). Os
estudos demonstram uma propenséo a localizagio dessas celulas na regifo peritumoral [53,54],

E bem estudado que o microambiente tumoral desempenha um papel importante no comportamento do
tumaor. O estroma pode controlar o crescimento de tumores e invasdo, Este compartimento tem uma grande
influéncia relacionada com a resposta imune, A infiltragio de células imunes em tumores pode até mesma
determinar a evolugio e o prognostico da doenga, e a interago entre as células neoplasicas e o estroma &
um fator critico para o crescimento do tumar [55). Por isso, o compartimento gue sem avaliado nesse estudo
na imuno-histoquimica para TILs serd o estromal.

Recentemente, estudos demonstraram que fibroblastos associados a carcinoma (CAFs) podem promover
diretamente tumaorigénese através de maltiplos mecanismos, incluindo a angiogénese, proliferacdo, invasao
e supressio imune [56, 57]. Esses efeitos sdo mediades através da expressdo e secregio de varios fatores
de crescimento, como o TGF-, VEGF e interleucina-8 (ILE) [58]. Esses efeitos s8o também estabelecidos
pela modulagio e status de difeenciagio de células inflamatérias mo microambiente tumoral [59). Além
disso, CAFs poderiam afetar a sensibilidade das células do tumor & guimicterapia e a radioterapia [60]. FAP
€ SMA s8o considerados marcadores para CAFs em varios tipos de tumores. A eliminagéo de CAFs in vivo
através de uma vacina de DNA cujo alvo é a proteina alfa de ativagho dos fibroblastos (FAP) resultou em
uma mudanga do microambiente imune do padrdo Th2 para Th1, melhorando os efeitos antimetastaticos da
guimioterapia com doxorrubicina em um modelo muring de cdncer de mama [61]. FAP exercem um papel
impartante na predicio da agressividade tumaoral em pacientes com carcinoma epitelial de ovario apbs
terapia necadjuvante. CAFs podem exercer um importante papel
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também na progressao do cancer @ metastases, podendo ser alvo para novas estratégias terapéuticas [62,
63].

Dessa forma, parece existir um estreita relagio entre CAFs e resposta imune tumoral, o que justifica o
estudo dessa relagdo em neoplasias malignas epiteliais de ovario.

Objetivo da Pesquisa:

1.Investigar a expressio imunohistoquimica de dois marcadores de fibroblastos associados a carcinoma
(CAFs), a alfa actina de masculo liso (SMA) e a proteina alfa de ativagio dos fibroblastos (FAP), no
compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas epiteliais de ovario.

2. Investigar a express&o imunohistoguimica citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 e THF-alfa) e de linfécitos tumor-
infiltrantes - TILs (C03, CD4 e CD8) no estroma de neoplasias benignas & malignas epiteliais de ovario.
3 Relacionar a expresséo de SMA & FAP com a expresséo de citocinas @ TILs no estroma de neoplasias
malignas de ovario & com a dosagem dessas mesmas citocinas no soro & liguido intracistico.

4 Relacionar a expressao de SMA e FAP, @ a expressfo de dtocinas e TILs no compartimento astromal com
fatores progndsticos em carcinoma epitelial de ovéario.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

M&o ha riscos inerentes & peasquisa, ja que os protocolos clinicos e cirlrgicos serdo mantidos, o lavado
pentoneal ja faz parte da rotina do procedimento cirdrgico, e a pungao do cisto de ovario sera realizada apos
a exérese do mesmao, ndo prolongando em nada o tempo cirdrgico @ nem interferindo no procedimanto, O
Unico desconforto devido & pesquisa podera ser causado pela coleta de sangue, 0 que sera minimizado por
serrealizado por profissional habilitado & com as explicagtes pertinentes oferecidas as padentes. O riscoda
perda de confidencialidade serd prevenido pela utilizagdo de nimeros elou letras para identificagéo dos
Casos.

Os beneficios sdo consequéncia da malhor compreanséo da fisiopatologia da doenga e identificagio de
fatores relacionados ao progndstico. Considerando que a avaliagio clinica e os elementos utilizados para o
estudo sdo parte do diagnostico @ condutas terapéuticas de rotina,
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n&o ha riscos adicionais as pacientes referentes a pesquisa. Os beneficios sio consequéncia da melhor
compreensdo da fisiopatologia da doenga e identificagio de fatores relacionados ao prognastico,
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ANEXO B

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO.

TITULO DO PROJETO: “Avaliacéo de parametros da resposta inflamatoria em neoplasias

ovarianas”

Registro Hospitalar n° ..........c.ccocoovvvennee. , li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi
para que serve o0 estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicagdo que recebi
esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetard meu
tratamento. Sei que meu nome nao sera divulgado, que nédo terei despesas e ndo receberei
dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo e autorizo a

publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha doenca.

Uberaba, ............. [, | T
Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato da paciente:

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326
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ANEXO C

2 DESCRICAO DOS ANTICORPOS UTILIZADOS EM IMUNOHISTOQUIMICA NO

3 ESTUDO
Anticorpos Marca Descricao Formulacdo/Diluicdo  Controles
Positivos
Nova Analitica Imp  Anti-Fibroblast 1:50 Tecido de
FAP e Exp LTDA activation protein, cancer de
Nova Analitica Imp  alpha antibody — mama
e Exp LTDA. ab53066 humano
Rua Assungui, 432,
Vila Gumercindo
04131-000, Sao
Paulo, SP, Brazil
R&D Systems, Inc.  Human a-Smooth Lyophilized from Tecido de
a-Actina 614 McKinley Place  Muscle Actin N- 100 pl of a 0.2um coracao
NE terminal Synthetic  filtered solution in humano /
Minneapolis, MN Decapeptide PBSpH 7.4/ Tecido de
55413 Antibody / Reconstitute at 0.5 cancer de
Toll Free USA, Monoclonal mg/mL in sterile mama
Canada: (800) 343-  Mouse IgGaa PBS humano
7475 Clone # 1A4 /
Lot: IBR0213121
4
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