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RESUMO  

 

 

Introdução: O câncer de ovário é um dos tipos de tumores ginecológicos que causam mais 

óbitos em todo mundo, apresentando uma pequena taxa de sobrevida global. É uma doença 

insidiosa e é comumente diagnosticada em estadiamentos mais avançados, podendo 

apresentar rápida evolução. Estudos demonstram que o crescimento tumoral não é 

determinado apenas pelas células malignas, já que as interações entre as células cancerosas e 

o compartimento estromal têm impactos importantes no crescimento e progressão do câncer. 

Os tipos celulares de extrema importância no estroma tumoral são os fibroblastos associados 

ao câncer, e de acordo com estudos retrospectivos, eles têm um papel funcional importante 

em relação às células nos processos de metástase e progressão devido a interação célula-a-

célula e fatores solúveis, responsáveis pela secreção de citocinas, componentes da matriz 

extracelular e quimiocinas.  

Objetivos: Investigar a expressão imunohistoquímica de dois marcadores de fibroblastos 

associados ao câncer, a α - actina de músculo liso (α-SMA) e a proteína α de ativação dos 

fibroblastos (FAP) no compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas epiteliais de 

ovário, e relacionar a expressão destas no compartimento estromal com fatores prognósticos 

no carcinoma epitelial de ovário. 

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

tratamento cirúrgico por cisto ovariano e com diagnóstico confirmado de neoplasia ovariana. 
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Foi realizado o estudo imunohistoquímico para α - actina de músculo liso e a proteína α de 

ativação dos fibroblastos. Os fatores prognósticos foram avaliados usando o Teste Exato de 

Fisher. O nível de significância foi inferior a 0,05. 

Resultados: Das 56 pacientes avaliadas, 28 tinham neoplasias malignas de ovário e 28 

neoplasias benignas. A marcação imunohistoquímica da proteína α de ativação dos 

fibroblastos foi mais expressiva  nas neoplasias malignas quando comparado com as benignas 

(0,0366). Em relação à imunomarcação de α-actina de músculo liso, não houve significância 

estatística. Na avaliação imunohistoquímica da proteína α de ativação dos fibroblastos, os 

graus histológicos 2 e 3 foram significativamente relacionados com imunohistoquímica de 

marcação 2/3 (p = 0,0183). Não houve diferença significativa em relação aos outros fatores 

prognósticos estudados. 

 

Conclusão: A imunomarcação de FAP é mais intensa em neoplasias malignas que em 

neoplasias benignas de ovário, e também em neoplasias malignas moderadamente 

diferenciadas e indiferenciadas comparada com neoplasias bem diferenciadas, sugerindo ser 

marcador de pior prognóstico. Assim, a FAP, no futuro, pode ser um caminho para novas 

terapias-alvo no câncer de ovário.  

 

Palavras-chave: neoplasias ovarianas, fibroblastos associados ao câncer, estroma, α-actina de 

músculo liso, proteína α de ativação dos fibroblastos, imunohistoquímica, fatores prognósticos. 
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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 (α-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 
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immunohistochemical study was performed for α-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. INTRODUÇÃO  

 1 

1.1 Câncer Epitelial de Ovário 2 

 3 

O câncer de ovário é um dos tipos de tumores ginecológicos que causam mais óbitos 4 

em todo mundo, apresentando uma pequena taxa de sobrevida global (CORVIGNO et al., 5 

2016). É uma doença insidiosa e é comumente diagnosticada em estadiamentos mais 6 

avançados, podendo apresentar rápida evolução. A maioria dos tumores de ovário são 7 

carcinomas epiteliais, e atualmente cinco subtipos principais foram identificados: tumores 8 

ovarianos serosos de alto grau, seroso de baixo grau, mucinoso, endometrióide e tumores 9 

ovarianos de células claras (YANG et al., 2016). Em relação ao câncer epitelial de ovário de 10 

alto grau, além de ser uma malignidade ginecológica que apresenta altos índices de 11 

mortalidade, apresenta também uma grande heterogeneidade (YANG et al., 2016). 12 

Estudos têm proposto um modelo de carcinogênese ovariana que leva em conta a 13 

natureza do câncer de ovário correlacionada aos aspectos clínicos, patológicos e moleculares 14 

da doença. Neste modelo, os tumores do ovário são divididos em 2 grupos, tipo I e tipo II, 15 

conforme suas características patológicas, genéticas e moleculares (KURMAN & SHIH, 16 

2010; ALI-FEHMI et al., 2011; KURMAN & SHIH, 2011).  17 

Os tumores ovarianos do tipo I são caracterizados por crescimento lento, podem se 18 

desenvolver a partir de lesões precursoras, e apresentam linhagem entre tumores benignos e 19 

limítrofes (borderline). Já os tumores ovarianos do tipo II crescem rapidamente e são 20 

altamente agressivos, manifestam características papilares sólidas e glandulares. Exemplos 21 

desses tumores são carcinomas serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos 22 

(carcinossarcomas) e indiferenciados (KURMAN & SHIH, 2010). 23 
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De um modo geral, tumores ovarianos serosos de baixo e alto graus são neoplasias que 1 

abrangem 70% dos tumores de ovário e acarretam a maioria dos óbitos. Essas neoplasias 2 

ovarianas representam um grupo distinto com peculiaridades de carcinogênese, e atualmente 3 

exibem diferentes alterações genéticas, comportamentos clínicos e padrões moleculares. Os 4 

tumores ovarianos serosos de baixo grau se comportam de forma indolente e apresentam 5 

classificação provenientes de mutações específicas, e são geneticamente estáveis (TERADA 6 

et al., 2016). Já os tumores ovarianos de alto grau são caracterizados por apresentarem 7 

padrões mais agressivos, diagnósticos tardios e alta instabilidade genética. Grande parte 8 

desses tumores apresentam mutações na P53, mas dificilmente abrigam as mutações 9 

descobertas nos tumores serosos de baixo grau (CIUCCI et al., 2016).  10 

Em relação ao processo de patogênese das neoplasias ovarianas, nenhuma teoria foi 11 

definitivamente estabelecida. Uma delas sugere o surgimento de neoplasias ovarianas a partir 12 

de cistos de inclusão cortical e que posteriormente se desenvolvem através do epitélio de 13 

superfície dos ovários. Contudo, mediante a heterogeneidade da doença e dos tumores, 14 

diferenças nas características comportamentais, clínicas e patológicas, a elucidação da 15 

carcinogênese ainda é um processo em estudo (KURMAN, 2013). 16 

Esquemas de classificação emergentes baseados em perfis moleculares estão sendo 17 

abordados para facilitar a compreensão da heterogeneidade do câncer epitelial de ovário e do 18 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas personalizadas, onde se torna imprescindível o 19 

estudo do microambiente tumoral em termos de estroma em pacientes com câncer epitelial de 20 

ovário (YANG et al., 2016). 21 

 22 

1.2 Modelo Adnex 23 

 24 
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A caracterização e investigação pré-operatória de massas anexiais possuem uma 1 

importância significativa na elaboração de estratégias em relação às neoplasias ovarianas. 2 

Inicialmente, é necessário fazer a diferenciação entre tumores benignos e malignos, o que é 3 

vantajoso para a conduta de pacientes com neoplasias ovarianas, sendo aquelas com critérios 4 

sugestivos de malignidade encaminhadas aos centros oncológicos de ginecologia para cirurgia 5 

e tratamento adjuvante (EARLE et al., 2006; WOO et al., 2012). Neoplasias ovarianas 6 

benignas podem ser acompanhadas e conduzidas através de cirurgia conservadora para 7 

preservar a fertilidade, e consequentemente reduzindo a morbidade (VAN CALSTER et al., 8 

2015). Além disso, a proposta de tratamento para massas anexiais é dependente do tipo do 9 

tumor. Tumores borderline (BOT) podem ser tratados com procedimentos menos agressivos 10 

em relação aos tumores malignos, para preservação da fertilidade, porque a maioria desses 11 

tumores acontece em mulheres jovens, onde a preocupação principal é a fertilidade (TINELLI 12 

et al., 2006; DARAI et al., 2013). Contudo, neoplasias ovarianas que apresentam 13 

estadiamento I também podem ser tratadas de forma mais conservadora do que em 14 

estadiamentos II-IV (VAN CALSTER et al., 2015). Recentemente, a Análise Internacional de 15 

Tumores Ovarianos (IOTA), grupo que elaborou a proposta de avaliação das diferenças 16 

neoplásicas no modelo (ADNEX), é caracterizado por ser o primeiro modelo de diferenciação 17 

tumoral, classificando os tumores em: benignos, borderline, estadiamento I invasivo, 18 

estadiamento II-IV invasivos e metastático (VAN CALSTER et al., 2011; VAN CALSTER et 19 

al., 2015). 20 

Em relação à população abordada no estudo, o modelo ADNEX foi desenvolvido e 21 

validado, mediante a utilização de dados de fases de 1-3 do IOTA de pacientes coletadas de 22 

uma forma prospectiva, as quais foram encaminhadas para a realização de exames de        23 

ultrassonografia em um dos centros relacionados ao estudo ou a uma massa anexial de caráter 24 
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suspeito (TIMMERMAN et al., 2005; VAN HOLSBEKE et al., 2009; KAIJSER et al., 2014). 1 

As pacientes elegíveis para inclusão deveriam apresentar pelo menos uma massa anexial, 2 

onde a mesma não foi considerada como massa ou cisto fisiológico ou funcional, e passaram 3 

por avaliações clínicas, tendo indicação para procedimentos cirúrgicos. Em contrapartida, os 4 

critérios de exclusão foram a recusa na realização da ultrassonografia transvaginal, gestação 5 

no momento da investigação e realização de procedimentos cirúrgicos em mais de 120 dias 6 

seguidos da realização do exame de ultrassonografia (TIMMERMAN et al., 2005). Caso a 7 

paciente apresente múltiplas massas, a massa com indicação de complexidade em sua 8 

morfologia foi selecionada para análise. Quando havia mais de uma massa indicando 9 

morfologia similar, foi utilizada a massa mais acessível e de tamanho maior (VAN CALSTER 10 

et al., 2014). 11 

O modelo ADNEX consiste em três preditores clínicos e seis preditores 12 

ultrassonográficos. Os preditores clínicos consistem em CA-125 sérico (U/ml), idade e o 13 

centro para onde a paciente foi encaminhada para a realização de ultrassonografia. Os centros 14 

foram divididos em centros oncológicos de ginecologia e outros hospitais. Os preditores de 15 

ultrassonografia são caracterizados mediante avaliação do diâmetro máximo da lesão (cm), 16 

proporção sólida do tecido (%), número de projeções papilares (0,1,2,3 >3), presença de mais 17 

de 10 cistos loculares (sim/não), sombras acústicas (sim/não) e presença de ascite (sim/não) 18 

(VAN CALSTER et al., 2015). 19 

 20 

1.3 Estroma 21 

 22 

Os tumores sólidos malignos não são apenas células neoplásicas autônomas, são 23 

formados por células malignas e estroma que se influenciam mutuamente. O estroma tumoral 24 
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consiste em células não-malignas do tumor, como fibroblastos associados ao câncer, células 1 

mesenquimais, células imunes inatas e adaptativas, vasculatura com células endoteliais e 2 

pericitos, além de matriz extracelular constituída por proteínas estruturais (colágeno e 3 

elastina), proteínas especializadas (fibrilina, fibronectina e elastina) e proteoglicanos. Dentre 4 

as células imunes, os macrófagos associados ao tumor (TAMs) chegam a representar metade 5 

da massa tumoral (SICA et al., 2002). Estes diferentes tipos de células no ambiente estromal 6 

podem ser recrutados por células malignas para favorecer o crescimento tumoral e facilitar a 7 

metástase (BREMNES et al., 2011). 8 

 9 

1.3.1 Estroma e crescimento tumoral  10 

 11 

Estudos demonstram que o crescimento tumoral não é determinado apenas pelas 12 

células malignas, já que as interações entre as células cancerosas e o compartimento estromal 13 

têm impactos importantes no crescimento e progressão do câncer. As células tumorais podem 14 

residir no estroma e transformá-lo, alterar o tecido conjuntivo circundante, e modificar o 15 

metabolismo das células residentes, produzindo assim um estroma permissivo (ZIGRINO et 16 

al., 2005; BREMNES et al., 2011). 17 

Com o crescimento do tumor sólido, a difusão do oxigênio e nutrientes aos tecidos 18 

torna-se insuficiente e há aparecimento de múltiplas áreas de hipóxia. Há atração de 19 

monócitos diferenciados em TAMs e, em seguida, acumulam-se nas regiões hipóxicas onde 20 

produzem os fatores de transcrição induzíveis pela hipóxia HIF-1 e HIF-2, que ativam um 21 

vasto conjunto de genes de promoção de células tumorais, invasão e angiogênese (LEE et al., 22 

2006).  23 
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A angiogênese é a principal via de estabelecimento da metástase e desenvolvimento 1 

tumoral, já que este último requer uma grande demanda de oxigênio e nutrientes, e isto se 2 

torna viável pela formação de novos vasos e aumento da permeabilidade vascular 3 

(BISACCHI et al., 2003). A vasculatura dos tumores é tortuosa, possui regiões dilatadas e 4 

ausência da camada de pericitos, tornando-os mais permeáveis que o tecido não tumoral 5 

(CAIRNS et al., 2006). 6 

Dentre os fatores pré-angiogênicos produzidos por células no estroma tumoral, 7 

destacam-se o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), Fator básico de 8 

Crescimento de Fibroblastos (bFGF), Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de 9 

Transformação do Crescimento β (TGFβ), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 10 

(PDGF), citocinas como IL-8 (CXCL-8), IL-6 e fator de necrose tumoral α (TNF-α), além de  11 

enzimas líticas como as metalopreoteasas de matriz (BISACCHI et al., 2003; MANTOVANI 12 

et al., 2004).  13 

A indução da metaloproteinase de matriz (MMPs) consiste em enzimas extracelulares 14 

proteolíticas que conduzem à degradação da membrana basal e a invasão do estroma por 15 

células endoteliais que proliferam, migram e se tornam uma estrutura capilar (PAZOS & 16 

NADER, 2007; BREMNES et al., 2011).  17 

Os macrófagos são capazes de produzir algumas metaloproteinases de matriz que 18 

podem ser tanto moléculas pró-angiogênicas quanto anti-angiogênicas (BINGLE et al., 2002). 19 

Em especial, a metaloelastase (MMP-12) produzida por TAMs gera angiostatina, uma 20 

molécula anti-angiogênica resultante da clivagem proteolítica do plasminogênio por 21 

proteases, que é principalmente produzida por TAMs (DONG et al., 1997). Assim, vários 22 

estudos em tumores humanos o acúmulo de TAMs tem sido associado a angiogênese (SICA 23 

et al., 2006).  24 
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 1 

1.4 Aspectos imunológicos e constituintes celulares 2 

 3 

As células tumorais são imprescindíveis para a iniciação e progressão neoplásica, mas 4 

são incapazes de fazê-las isoladamente. Várias células não tumorais (macrófagos, 5 

fibroblastos, células endoteliais) são recrutadas de sítios circunjacentes e/ou distantes para 6 

constituir o estroma do microambiente tumoral. Juntamente com a matriz extracelular, essas 7 

células recrutadas são capazes de promover o câncer, através do escape da vigilância 8 

imunológica, ativação da angiogênese, invasão e metástase, e dar suporte à resistência 9 

terapêutica (WINSLOW et al., 2016). 10 

 11 

1.4.1 Pericitos 12 

 13 

Os pericitos são células murais vasculares embutidas na membrana basal de 14 

microvasos sanguíneos (SWEENEY et al., 2016), e foram descobertos e descritos em 1873 15 

por Charles-Marie Benjamim Rouget, a princípio nomeados por células de Rouget. Após 16 

alguns anos, essas células foram renomeadas por Karl Wilhelm Zimmermann em 1923 devido 17 

sua localidade anatômica, envolvendo capilares e vênulas pós-capilares. Ilustrando a 18 

localização anatônima dos pericitos, os mesmos são nomeados pericitos aluminais em relação 19 

as células endoteliais, e nomeados pericitos luminais para as células do parênquima (DORE-20 

DUFFY & CLEARY, 2011; NAVARRO et al., 2016). 21 

São células responsáveis pela regulação local de extrema importância para manter os 22 

processos de hemostasia e homeostase, e são uma fonte potente de células pluripotentes em 23 

estágio maduro. Possuem funcionalidade conhecida nos processos de homeostase vascular e 24 
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nos processos de angiogênese, o que contribui na orientação das células endoteliais na 1 

maturação e em processos de estabilidade vascular (DORE-DUFFY & CLEARY, 2011; 2 

NAVARRO et al., 2016). 3 

O processo de angiogênese é crucial para todos os episódios de desenvolvimento 4 

normal e até processos patológicos, onde incluem eventos de metástase e crescimento tumoral 5 

(OZERDEM & STALLCUP , 2003), e seu início é caracterizado devido ao deslocamento dos 6 

pericitos e células endoteliais, e da degradação da membrana basal, consequentemente 7 

ocorrendo a migração e multiplicação das células endoteliais, o que irá contribuir para 8 

montagem de estruturas tubulares de células endoteliais, o que contribuirá para a estabilidade 9 

de vasos por pericitos inicialmente recrutados (JAIN, 2003; DORE-DUFFY & CLEARY, 10 

2011). 11 

 12 

1.4.2 Células endoteliais 13 

 14 

Situadas na interface entre os tecidos e o fluxo sanguíneo, as células endoteliais (ECs) 15 

são responsáveis pelo alinhamento da vasculatura e são caracterizadas como células-chaves 16 

participantes na regulação da pressão arterial, inflamação, coagulação, atividade leucocitária e 17 

homeostase vascular. As células endoteliais também expressam complexos MHC de classe I e 18 

de classe II, os quais contribuem na ativação de respostas imunes (ROUGER et al., 2016). 19 

Para manifestar uma resposta à inflamação, as células endoteliais são ativadas e assim 20 

propiciam a inflamação devido a eventos de expressão de moléculas de adesão para leucócitos 21 

ativos e liberação de quimiocinas e citocinas. Este processo de ativação das células endoteliais 22 

pode ser reversível e transitório ou sustentado no decorrer do processo de inflamação aguda 23 

que manifesta a desordem funcional das células endoteliais (ROUGER et al., 2016). 24 
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Durante o processo de crescimento progressivo tumoral, as células endoteliais 1 

adquirem novas características e secretam citocinas que estimulam a neovascularização de 2 

forma autócrina e endócrina. Além disso, células endoteliais progenitoras derivadas da 3 

medula óssea contribuem para o crescimento tumoral, fornecendo células endoteliais que 4 

diretamente se incorporam ao endotélio vascular do tumor (HAMMERLING & GANSS, 5 

2006). 6 

 7 

1.4.3 Fibroblastos Associados ao Câncer (CAFs) 8 

 9 

Os tipos celulares de extrema importância no estroma tumoral são os fibroblastos 10 

associados ao câncer e, de acordo com estudos retrospectivos, eles têm um papel funcional 11 

importante em relação às células nos processos de metástase e progressão devido a interação 12 

célula-a-célula e fatores solúveis, responsáveis pela secreção de citocinas, componentes da 13 

matriz extracelular e quimiocinas (CIUCCI et al., 2016). 14 

Os fibroblastos normais estão em estado de repouso inativo, incorporados dentro da 15 

matriz extracelular, e se ativam na cicatrização de feridas (KALLURI & ZEISBERG, 2006). 16 

Nessa ativação, estas células são capazes de produzir mediadores tais como fatores de 17 

crescimento, citocinas, quimiocinas e outros moduladores imunes. No entanto, assim que a 18 

cicatrização da ferida é completada, a maior parte destes fibroblastos ativados são removidos 19 

do tecido de granulação por apoptose. A fibrose tecidual pode ser considerada como uma 20 

ferida em constante processo de cicatrização, exibindo ativação de reparo contínuo. Isto é 21 

controlado, em parte, por mecanismos epigenéticos nos fibroblastos ativados, aumentando as 22 

vias anti-apoptóticas, e iniciando a proliferação para gerar fibroblastos hiperativados. O 23 

remodelamento patológico e a fibrose em diferentes tecidos podem engajar a ativação de 24 
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fibroblastos associados a fibrose (FAFs) com origens, marcadores de ativação e funções 1 

distintas (DRISKELL et al., 2013; HAMBURG-SHIELDS et al., 2015; KALLURI, 2016). 2 

O reparo tecidual crônico também ocorre no cenário das lesões do parênquima 3 

funcional encontrado no câncer. Nesse sentido, os tumores são considerados "feridas que não 4 

cicatrizam" (DVORAK, 1986). O acúmulo de células cancerosas num determinado tecido 5 

representa uma lesão tecidual contínua, iniciando uma resposta crônica de cicatrização de 6 

feridas em relação às células cancerosas. Isto resulta em uma fibrose do câncer ou estroma 7 

tumoral (KALLURI, 2016). 8 

No caso de fibroblastos associados ao câncer, os fibroblastos ativados não são 9 

removidos pela apoptose como na cicatrização normal, sendo assim, contribuintes na 10 

carcinogênese (SILZLE, 2004). Tais fibroblastos ativados possuem também envolvimento na 11 

produção de um nicho específico para células cancerígenas, que promove a motilidade das 12 

mesmas. Além disso, demonstram similaridade com miofibroblastos e expressam diversos 13 

marcadores classificados como marcadores mesenquimais, tais como: proteína α de ativação 14 

dos fibroblastos (FAP), vimentina e a α-actina do músculo liso (GIANNONI et al., 2010). 15 

Possuem também variedade em relação a nomenclaturas as quais podem ser: fibroblastos 16 

associados ao câncer (CAFs), fibroblastos associados ao tumor, fibroblastos ativos ou 17 

miofibroblastos ativados e incluem também câncer-associado a células tronco mesenquimais 18 

(KALLURI, 2016).  19 

Em resposta ao crescimento tumoral, os fibroblastos são ativados principalmente por 20 

TGF-β , quimiocinas e agentes de degradação da matriz extracelular, tais como as MMPs 21 

(MUELLER & FUSENIG, 2004). TGF-β é supressor da tumorigênese (GALLIHER et al., 22 

2006). 23 
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Pesquisas indicam que CAFs que produzem quimiocinas em níveis superiores 1 

provocam o início e a progressão das neoplasias ovarianas (LEUNG et al., 2014) e suas 2 

expressões estão relacionadas a mau prognóstico (BUSUTTIL et al., 2014) e 3 

quimiorresistência no câncer epitelial de ovário (RYNER et al., 2015). 4 

Os CAFs podem ser reconhecidos pela sua expressão de α-actina de músculo liso, mas 5 

devido à heterogeneidade de sua expressão, esta sozinha não representa todos os CAFs. 6 

Assim, outros marcadores de CAFs utilizados são a proteína 1 fibroblasto específica, a 7 

proteína de ativação de fibroblastos (FAP) e Receptor de fator de crescimento derivado de 8 

plaquetas (PDGF) (KALLURI & ZEISBERG, 2006). 9 

PDGF é um fator quimiotático e de crescimento para as células mesenquimais e 10 

endoteliais, regulador de fibroblastos e pericitos e desempenha papéis importantes na 11 

progressão tumoral (ANDRAE et al., 2008). Tem função autócrina na replicação de células 12 

tumorais, mas também é um agente potencial de função parácrina no desenvolvimento de 13 

estroma tumoral. Induz a proliferação de fibroblastos ativados e possivelmente recruta CAFs 14 

indiretamente por estimulação de TGF-β (BREMNES et al., 2011). 15 

 16 

1.4.3.1 Proteína Α de Ativação dos Fibroblastos (FAP) 17 

 18 

A FAP foi especialmente identificada em um grupo de fibroblastos ativados, onde a 19 

mesma corresponde a uma glicoproteína transmembranosa de superfície celular ligada ao tipo 20 

II serina protease a qual pertence a subfamília dipeptidil peptidase (DPP), responsável por 21 

clivar a ligação entre a prolina e outros aminoácidos comuns. Ela é expressa em processos de 22 

modelamento tecidual, tais como na granulação e cicatrização, em células estaminais 23 

mesenquimais provenientes da medula óssea e também em processos de ativação estromal de 24 
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fibroblastos (MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2015). Isso deve-se mediante armazenamento 1 

das células mesenquimais estromais na medula óssea, que são liberadas por estímulos 2 

circulatórios para manter a harmonia dos tecidos conectores.  3 

Possui também característica antigênica associada ao tumor, onde envolve a matriz 4 

extracelular, propriciando um remodelamento e uma elevada expressão de fibroblastos 5 

estromais reativos em mais de 90% das neoplasias epiteliais (BAE et al., 2008), promovendo 6 

eventos de crescimento tumoral, pró-angiogênicos e características miofibroblásticas 7 

(SPAETH et al., 2009). 8 

Diversos estudos demonstram vias de sinalização autônomas, classificadas como não-9 

celulares mediante promoção de eventos carcinogênicos de origem epitelial promovidos pela 10 

FAP. Com isso, é possível afirmar que a FAP manifesta efeitos pleiotrópicos durante o 11 

processo de desenvolvimento tumoral e consequentemente processos de disseminação 12 

(MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2015).  13 

A caracterização da FAP é feita baseada em quatro componentes de classificação 14 

estabelecidos como: (1) genes associados ao aumento da agressão tumoral, como Tenascina C 15 

(TN-C), Trombospondina-1 (TSP-1), e Estromelisina-1 (SL-1); (2) potencial de 16 

vascularização dos miofibroblastos, onde inclui a α-actina de músculo liso, fator de 17 

crescimento vascular endotelial (VEGF) e desmina; (3) fatores de crescimento como TGF-18 

beta, HGF, fator de dispersão (SF), fator de crescimento fibroblástico básico (BFGF) e fator 19 

de crescimento epidérmico; e (4), marcadores de fibroblastos, como proteína fibroblástica 20 

específica (FSP) e proteína de ativação dos fibroblastos (FAP) (SPAETH et al., 2009).  21 

É evidente que a expressão de FAP pelo estroma tumoral possui um papel 22 

significativo e vem demonstrando grande importância nos processos de formação tumoral e 23 

consequentemente crescimento e metástase (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-24 



 

 

    29 

 

FAUCEGLIA et al., 2015). Porém, ela também está presente em um subconjunto de células 1 

imunes CD45+, portanto a sua origem e morfologia devem ser levados em consideração ao 2 

ser identificada ou não como fibroblasto ativado (ARNOLD et al., 2014). 3 

 4 

1.4.3.2 Αlfa - actina de músculo liso (α-SMA) 5 

 6 

A expressão de α-SMA correlaciona-se com a ativação de miofibroblastos, que são 7 

uma forma de célula fibroblástica que se diferenciou parcialmente para um fenótipo de 8 

músculo liso. A diferenciação entre fibroblastos e miofibroblastos representa um evento chave 9 

durante a cicatrização e reparação tecidual. A elevada força contrátil gerada pelos 10 

miofibroblastos é benéfica para a remodelação fisiológica do tecido, mas prejudicial para a 11 

função dos tecidos quando se torna excessiva, como na reação do estroma aos tumores 12 

(CHERNG et al., 2008; NAKATANI et al., 2008). 13 

Os principais filamentos que compõem a célula miofibroblástica contém actina e/ou 14 

desmina, principalmente a isoforma α-actina de músculo liso, localizada nas células 15 

musculares lisas da parede dos vasos sanguíneos (DARBY et al., 1990). 16 

A actina é uma proteína estrutural globular que forma o citoesqueleto, dando suporte 17 

mecânico para a célula, determinando sua forma e permitindo seu movimento (LAMBERT; 18 

PERRI; MEEHAN, 2005; CHERNG et al., 2008).  19 

A α-SMA é a isoforma da actina que predomina dentro das células musculares lisas 20 

vasculares e desempenha um papel contrátil importante na fibrogênese (CHERNG et al., 21 

2008; KAWASAKI et al., 2008). Também está presente nos fibroblastos. A diferenciação de 22 

fibroblastos em miofibroblastos se dá pela ação de citocinas e fatores de crescimento, como o 23 

TGF (CHAPONNIER & GABBIANI, 2004).  24 



 

 

    30 

 

Estudos vêm demonstrando a presença de α-SMA como um fibroblasto associado ao 1 

câncer no estroma de tumores (SUGIMOTO et al., 2006; ANDERBERG et al., 2009; 2 

PIETRAS & OSTMAN, 2010). Desde 1989, Czernobilsky et al. encontraram a expressão de 3 

α-SMA em tecidos de tumor ovariano, mais precisamente nas paredes dos vasos sanguíneos, 4 

fibras musculares e células do estroma. Okamoto-Inoue et al. (1990) relacionaram a expressão 5 

de α-SMA com a progressão de células malignas ovarianas (KOBAYASHI et al., 1993).  6 

Pesquisas continuam relacionando a α-SMA como membro importante na iniciação, 7 

progressão e metástase de células do câncer de ovário (OSTMAN & AUGSTEN, 2009; 8 

ZHANG et al., 2011). No trabalho de Zhang et al.  (2011) que analisou a expressão 9 

imunohistoquímica de α-SMA em amostras de tecido saudável de ovário, de tumor benigno e 10 

de tumor maligno, os resultados demonstraram uma forte marcação localizada no citoplasma 11 

de fibroblastos do estroma e pericitos vasculares, em tumores benignos e, principalmente, nos 12 

tumores malignos. No tecido ovariano normal, a expressão de α - SMA foi detectada apenas 13 

em pericitos vasculares, mas não nos fibroblastos estromais (ZHANG et al., 2011).  14 

Outro estudo relatou que o ácido lisofosfatídico derivado do câncer de ovário estimula 15 

a diferenciação de células-tronco mesenquimais oriundas de tecido adiposo humano em CAFs 16 

(JEON et al., 2008). Além disso, pesquisadores descobriram que a interação entre as células 17 

epiteliais do ovário e estroma foi um fator importante na tumorigênese do ovário em um 18 

modelo de rato (GREENAWAY et al., 2008).  19 

 20 

1.5 Estroma no Câncer de Ovário 21 

 22 
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Estudos indicam que a inflamação é um fator de risco para o câncer de ovário, onde a 1 

resposta inflamatória está envolvida em quase todas as fases do desenvolvimento de tumores 2 

(KROCKENBERGER et al., 2008).  3 

Tem sido sugerido que o crescimento e a progressão do carcinoma de ovário possam 4 

estar relacionados a um fenômeno local de imunossupressão induzida por citocinas que 5 

podem fornecer um estado de privilégio imunitário no local do tumor, permitindo o 6 

desenvolvimento do tumor como mecanismo de escape (RABINOVICH et al., 2010). 7 

Um dos focos principais de pesquisas com câncer de ovário tem sido a própria célula 8 

tumoral transformada, enquanto o papel do estroma tumoral na tumorigênese, especialmente 9 

os fibroblastos, que são os principais componente do estroma, tem sido amplamente 10 

explorados (ZHANG et al., 2011). Como já foi dito anteriormente, os fibroblastos associados 11 

ao câncer adquirem um fenótipo ativado. Tais fibroblastos contribuem para a métastase do 12 

câncer de ovário, promovendo a angiogênese, linfangiogênese e invasão tumoral (FRANCO 13 

et al., 2012; MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2014).  14 

Um trabalho realizado com pacientes com câncer de ovário tratadas com terapia 15 

neoadjuvante seguida de cirurgia, o estudo imunohistoquímico de cortes do tumor foi 16 

realizado e a expressão da proteína de ativação dos fibroblastos foi encontrada em 86% dos 17 

casos, além de estar associada a casos de recorrência da doença. Em outro estudo de mesmas 18 

características, a expressão de α-actina de músculo liso esteve presente em 95% do estroma 19 

associado ao tumor (MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2014). 20 

Zhang et al. (2011) realizaram uma pesquisa avaliando a expressão imunohistoquímica 21 

de α-actina de músculo liso ou proteína de ativação de fibroblastos em tumores benignos, 22 

malignos e borderlines de ovário, além de verificar a densidade de vasos linfáticos e de 23 

microvasos nas lesões. Não foi encontrada expressão desses fibroblastos associados ao câncer 24 
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em tecido ovariano normal, somente a expressão de α-SMA detectada em pericitos vasculares, 1 

mas não nos fibroblastos estromais. Os tecidos malignos foram o que obtiveram maior 2 

expressão de CAFs, que também foram associados com estadiamento avançado da doença, 3 

ocorrência de metástase para linfonodos e omento, aumento da densidade de vasos linfáticos e 4 

de microvasos nas lesões. Em cultura in vitro, CAFs isolados de tecido de câncer epitelial de 5 

ovário induziram maior invasão e migração das células cancerígenas em relação aos 6 

fibroblastos isolados em tecido ovariano normal. 7 

Sugere-se que os fibroblastos associados ao câncer expressem citocinas pró-8 

inflamatórias como IL-6, COX-2 e CXCL1 no estroma do carcinoma de ovário e mama 9 

(SCHAUER et al., 2011; EREZ et al., 2013). Em particular, a IL-6 é secretada por 10 

macrófagos em ascite de tumores de ovário em estádio avançado (TAKAISHI et al., 2010). 11 

Os CAFs desempenham um papel importante na progressão maligna do câncer, 12 

incluindo a iniciação, proliferação, invasividade e metástase de células cancerosas no câncer 13 

epitelial de ovário (YANG et al., 2013).
 

14 

 
15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

   23 

 24 
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2.  JUSTIFICATIVA 1 

 2 

O câncer de ovário é uma malignidade que constitui importante causa de morte por 3 

neoplasia ginecológica em mulheres, sendo a neoplasia ginecológica mais letal. Trata-se de 4 

uma das neoplasias mais difíceis de ser detectada precocemente. Apesar do melhor 5 

prognóstico em pacientes que apresentam doença localizada, avaliações retrospectivas 6 

demonstram que 50% dessas pacientes sofrem recorrência e vão a óbito, apesar da terapia 7 

apropriada. A maioria das pacientes se encontra em estadiamentos III e IV (FIGO) no 8 

momento do diagnóstico. Nesses casos, a principal estratégia terapêutica é a cirurgia de 9 

citorredução, seguida de quimioterapia. Apesar dos esquemas quimioterápicos derivados da 10 

platina e, mais recentemente, dos taxanos, os resultados do tratamento não têm obtido 11 

melhora importante nas últimas décadas.  Nos estadiamentos I e II, a sobrevida em 5 anos 12 

varia de 80 a 95%, enquanto que nos estadiamentos III e IV, essa percentagem é de apenas 5 a 13 

15%.  Portanto, são necessárias novas estratégias de tratamento para complementar a 14 

terapêutica do câncer de ovário, e a descoberta de novos fatores prognósticos é importante 15 

para guiar melhor o tratamento.  16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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3. OBJETIVOS 1 

 2 

1. Investigar a expressão imunohistoquímica de dois marcadores de fibroblastos 3 

associados ao câncer (CAFs), a α-actina de músculo liso (αSMA) e a proteína α de ativação 4 

dos fibroblastos (FAP), no compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas 5 

epiteliais de ovário. 6 

 7 

2. Relacionar a expressão de α-SMA e FAP, no compartimento estromal, com fatores 8 

prognósticos no carcinoma epitelial de ovário. 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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4. HIPÓTESE 1 

 2 

A expressão imunohistoquímica da α-actina de músculo liso (α-SMA) e da proteína α 3 

de ativação dos fibroblastos (FAP), no compartimento estromal de neoplasias epiteliais de 4 

ovário é maior nas neoplasias malignas de ovário e tem relação com fatores de pior 5 

prognóstico nos tumores malignos. 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 1 

 2 

Foram avaliadas de forma prospectiva 56 pacientes atendidas no Ambulatório de 3 

Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetrícia / Instituto de Pesquisa em 4 

Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triângulo Mineiro - UFTM, com indicação de 5 

tratamento cirúrgico de acordo com critérios pré-estabelecidos (MURTA et al., 2004; 6 

MURTA & NOMELINI, 2006). 7 

Foram revisados os resultados anátomo-patológicos em parafina, sendo então 8 

incluídas no estudo as pacientes com diagnóstico confirmado de neoplasia benigna de ovário 9 

(n=28) e neoplasia maligna epitelial de ovário (n=28).  10 

Foram registrados dados como idade, paridade, tabagismo, grau histológico, 11 

estadiamento (FIGO), tipo histológico, metástases em linfonodos, resposta à quimioterapia 12 

(completa, parcial), sobrevida livre de doença maior ou igual a 24 meses. Para a avaliação da 13 

sobrevida livre de doença, foram excluídas as pacientes que perderam o seguimento. As 14 

características das pacientes foram descritas na Tabela 1. 15 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa sob o número CAAE 16 

34770014.4.0000.5154 (Anexo A). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido 17 

de cada paciente incluída no estudo (Anexo B).  18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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Tabela 1: Características gerais dos grupos de pacientes com Neoplasia Ovariana, atendidas 1 

no Hospital das Clínicas da UFTM, Uberaba-MG (Média±DP)  2 

 Neoplasias Benignas Neoplasias Malignas 

 n = 28 n = 28 

Idade/anos  47,6±10,5 49,9±14,1 

Gravidez  3,0±1,9 2,5±1,9 

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 

 3 

Critérios de inclusão  4 

Diagnóstico pós-operatório de neoplasia maligna ou benigna de ovário pelo 5 

anátomo-patológico em parafina. 6 

 7 

Critérios de exclusão  8 

a) Torção do pedículo anexial, b) neoplasia maligna secundária de ovário 9 

(metástase), c) tratamento antineoplásico, d) neoplasias não epiteliais de ovário, e) recidiva; f) 10 

imunossupressão, g) uso de medicações imunossupressoras. 11 

 12 

Estudo anátomo-patológico 13 

 14 

Foi realizado pela Disciplina de Patologia Especial da UFTM nos cortes embebidos 15 

em parafina, sendo que os casos foram revisados por um observador da disciplina de 16 

Patologia Especial, para a escolha dos melhores cortes para a realização de estudo 17 
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imunohistoquímico. A avaliação anátomo-patológica e o estadiamento dos casos foram 1 

realizados de acordo com os critérios da International Federation of Gynaecology and 2 

Obstetrics – FIGO (ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014). 3 

 4 

Imunohistoquímica 5 

 6 

Foi realizado estudo imunohistoquímico de dois marcadores de fibroblastos 7 

associados ao câncer (CAFs), a α - atina de músculo liso (α-SMA) e a proteína α de ativação 8 

dos fibroblastos (FAP), e a leitura das mesmas no compartimento estromal de neoplasias 9 

benignas e malignas epiteliais de ovário, conforme detalhado a seguir.  10 

Os espécimes obtidos por ressecção cirúrgica foram processados em parafina e 11 

revisados por patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos cortes 12 

(4 µm) em lâminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se o Sistema de 13 

detecção de Polímeros Novolink™. As lâminas permaneceram em estufa (56ºC, 24 h) e a 14 

seguir foram desparafinizadas (3 banhos de xilol, 5 min cada) e desidratadas (3 banhos de 15 

álcool absoluto e 1 banho de álcool a 80%, 10 seg cada). Após, as lâminas permaneceram em 16 

banho (PBS, pH 7.2, 5 min), para hidratação.  17 

Em seguida foi realizada a recuperação dos antígenos. As lâminas foram colocadas 18 

em tubos de citologia contendo solução tampão Citrato 10 mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA, 19 

conforme orientação do fabricante, e colocados dentro de uma panela Pascal, que foi 20 

completada com água destilada até o limite indicado durante 30 minutos a uma temperatura 21 

de 100°C. Então, os tubos foram retirados de dentro da panela e colocados sobre a bancada 22 

para seu resfriamento.  23 
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Após, para neutralizar a peroxidase endógena utilizou-se o Bloquador de Peroxidase 1 

durante 5 minutos. Lavadas em PBS durante 5 minutos. Incubadas com Bloqueador de 2 

Proteínas por 5 minutos. As lâminas foram lavadas com PBS durante 5 minutos. Incubadas 3 

com anticorpo primário diluído em BSA (2%) - 18 h, em câmara úmida, 4 ° C. Após a 4 

incubação overnight a 4 ° C com os anticorpos específicos anti-α-SMA e anti-FAP, as lâminas 5 

foram colocadas à temperatura ambiente (15 min), lavadas (PBS) durante 5 minutos e secas. 6 

Incubadas com Pós Primário durante 30 minutos. Lavadas em PBS durante 5 minutos. 7 

Incubadas com Novolink™ Polímero durante 30 minutos. Lavadas em PBS durante 5 8 

minutos. 9 

Após lavagem em PBS, as lâminas foram reveladas através de solução cromógena 10 

(Diaminobenzidine - DAB), por 5 min. Após, as lâminas foram lavadas (água corrente) e 11 

contra-coradas em hematoxilina de Harris. Finalmente as lâminas foram imersas em 3 banhos 12 

de álcool absoluto (10 segundos cada), para retirada do excesso de água, 1 banho de xilol 13 

fenicado e 3 banhos de xilol (5 minutos cada). As lamínulas foram adicionadas sobre as 14 

lâminas com entellan para posterior análise. 15 

Foram utilizados controles positivo e negativo para cada anticorpo. Três 16 

observadores avaliaram as lâminas. A intensidade de imunomarcação no estroma foi avaliada 17 

subjetivamente utilizando-se 0 a 3: 0 (nenhuma marcação), 1 (marcação fraca), 2 (marcação 18 

moderada), 3 (marcação forte) (OZEL et al., 2006). 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 



 

 

    40 

 

 Análise estatística 1 

 2 

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat® software. No estudo 3 

imunohistoquímico, a concordância entre os dois observadores foi realizada através do kappa: 4 

κ <0,4: concordância fraca; 0,4≤ κ <0,8: concordância moderada; 0,8≤ κ <1,0: concordância 5 

forte; κ =1,0: concordância perfeita (ARANGO, 2001). As diferenças foram consideradas 6 

significativas para p<0,05. Um único caso discordante foi reavaliado e o resultado foi 7 

definido por consenso. Foi utilizado o teste exato de Fisher, com nível de significância menor 8 

que 0,05. 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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5. RESULTADOS 1 

 2 

As tabelas 2 e 3 mostram os subtipos histológicos das neoplasias benignas e 3 

neoplasias malignas de ovário, respectivamente. Em relação às neoplasias malignas (n=28), a 4 

média de idade foi de 49,9 ± 14,1 anos, a média de paridade foi de 2,2 ± 1,7 partos, e a idade 5 

média da menarca foi 13,1 ± 1,7 anos. Em relação ao uso de método contraceptivo, 2 (7,1%) 6 

utilizavam contraceptivo hormonal, nenhuma utilizava preservativo, e 4 (14,3%) foram 7 

submetidas à laqueadura tubária. Seis pacientes (21,4%) eram tabagistas.   8 

Em relação às neoplasias benignas (n=28), a média de idade foi de 47,6 ± 10,5 anos, 9 

a média de paridade foi de 2,8 ± 1,8 partos, e a idade média da menarca foi 13,1 ± 1,6 anos. 10 

Em relação ao uso de método contraceptivo, 6 (21,4%) utilizavam contraceptivo hormonal, 11 

nenhuma utilizava preservativo, e 13 (46,4%) foram submetidas à laqueadura tubária.  Seis 12 

pacientes (21,4%) eram tabagistas. 13 

Quanto ao estadiamento (FIGO), 9 (32,1%) estavam em estádio IA, 2 (7,1%) IB, 2 14 

(7,1%) IC, 1 (3,6%) IIA, 1 (3,6%) IIIA, 1 (3,6%) IIIB, 10 (35,7%) IIIC e 2 (7,1%) IV (Tabela 15 

4). 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 
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Tabela 2. Distribuição das neoplasias benignas de ovário (n=28) segundo o diagnóstico 1 

histopatológico.   2 

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 

 3 

Tabela 3. Distribuição das neoplasias malignas de ovário (n=28) segundo o diagnóstico 4 

histopatológico.  5 

Neoplasias Malignas n % 

Cistoadenocarcinoma seroso 10 35,7 

Cistoadenocarcinoma mucinoso borderline 9 32,1 

Adenocarcinoma 2 7,1 

Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 7,1 

Adenocarcinoma anaplásico papilífero 1 3,6 

Adenocarcinoma endometrioide 1 3,6 

Carcinoma de células claras 1 3,6 

Cistoadenocarcinoma seroso borderline 1 3,6 

Tumor endometrioide proliferativo atípico borderline 1 3,6 
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Tabela 4: Distribuição das neoplasias malignas de ovário conforme o estadiamento FIGO, das 1 

pacientes atendidas no Hospital das Clínicas da UFTM, Uberaba-MG. 2 

Estadiamento FIGO n % 

IA 9 32,1 

IB 2 7,1 

IC 2 7,1 

IIA 1 3,6 

IIIA 1 3,6 

IIIB 1 3,6 

IIIC 10 35,7 

IV 2 7,1 

 3 

 4 

As tabelas 5 e 6 e a figura 1 demonstram as diferenças na marcação tecidual estromal 5 

por imunohistoquímica dos fibroblastos associados ao câncer entre neoplasias malignas e 6 

benignas de ovário. Para a leitura da expressão imunohistoquímica foi excluída uma paciente 7 

com neoplasia maligna de ovário da análise da FAP e outra paciente também com neoplasia 8 

maligna de ovário para a análise da α - SMA, pois os cortes não estavam satisfatórios, 9 

permanecendo 27 pacientes para a avaliação da imunomarcação de cada anticorpo (Figura 2). 10 

 11 

 12 
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Tabela 5. Marcação imunohistoquímica da Proteína α de ativação dos fibroblastos (FAP) em 1 

neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovário. 2 

 Forte intensidade de FAP 

(2 / 3) 

Fraca intensidade de FAP 

(0 /1) 

p 

Neoplasias benignas 

(n=28) 

4 (14.3%) 24 (85.7%)  

 

0.0366 
Neoplasias malignas 

(n=27) 

11 (40.7%) 16 (59.3%) 

Teste exato de Fisher, com nível de significância menor que 0,05. 3 

 4 

Tabela 6. Marcação imunohistoquímica da α-actina de músculo liso (alfa-SMA) em 5 

neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovário. 6 

 Forte intensidade de  

α -SMA 

 (2 / 3) 

Fraca intensidade de  

α -SMA 

(0 /1) 

 

p 

Neoplasias benignas 

(n=28) 

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

 

0,7848 

 
Neoplasias malignas 

(n=27) 

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

Teste exato de Fisher, com nível de significância menor que 0,05. 7 
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 1 

Figura 1. Diferenças na marcação imunohistoquímica da Proteína α de ativação dos 2 

fibroblastos (FAP) em neoplasias benignas e neoplasias malignas de ovário. 3 

Fonte:Próprio autor  4 

 5 

 6 

 7 
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 1 

Fonte: Próprio autor. 2 

Figura 2. Marcações imunohistoquímicas. Cortes histológicos de neoplasia ovariana. A: fraca 3 

marcação estromal de Α-actina de músculo liso em neoplasia maligna de ovário (400x); B: 4 

forte marcação estromal de Α-actina de músculo liso em neoplasia maligna de ovário (100x); 5 

C: fraca marcação estromal de FAP em neoplasia benigna de ovário (200x); D: forte 6 

marcação estromal de FAP em neoplasia benigna de ovário (400x). 7 

 8 

A Tabela 7 e a figura 3 mostram a relação entre fibroblastos associados ao câncer e 9 

fatores prognósticos. As imunomarcações 2/3 para FAP foram significativamente 10 

relacionadas aos graus histológicos 2 e 3 (p = 0,0183). Não houve diferença significativa em 11 

relação à expressão da α-actina do músculo liso e fatores prognósticos. 12 
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Tabela 7: Distribuição dos fibroblastos associados ao câncer com imunomarcação estromal 1 

2/3 de acordo com o grau histológico, estadiamento, metástases em linfonodos, resposta a 2 

quimioterapia e sobrevida livre da doença. 3 

 FAP α-Actina 

Grau histológico 

 

1 (n=11) 

 

1 (9,1%) 6 (54,5%) 

2/3 (n=16) 10 (62,5%)* 10 (62,5%) 

Estadiamento (FIGO) 

 

I/II (n=14) 

 

7 (50%) 7 (50%) 

III/IV (n=13) 8 (61,5%) 9 (69,2%) 

Metástases em Linfonodos  Negativa (n=12) 

 

7 (58,3%) 7 (58,3%) 

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

Resposta à 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 doença  > 24 meses (n=10) 6 (60%) 9 (90%) 

≤ 24 meses (n=14) 4 (28,6%) 5 (35,7%) 

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

resposta à quimioterapia com a imunomarcação de α-actina, o n estudado foi de 17 pacientes, 5 

já que umas das lâminas foi excluída por corte não representativo. 6 
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 1 

 2 

Figura 3: Distribuição da Proteína α de ativação dos fibroblastos de acordo com o grau 3 

histológico, sendo imunomarcação leve (0 e 1), e imunomarcação forte (2 e 3). 4 

Fonte: Próprio autor  5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 
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 1 

5  DISCUSSÃO 2 

 3 

O presente estudo teve como objetivo principal identificar e correlacionar 4 

marcadores no compartimento estromal ovariano e correlacioná-los com as neoplasias 5 

ovarianas benignas e malignas. Segundo Mhawech-Fauceglia et al (2014), os componentes 6 

estromais são comumente constituintes de um grande percentual do volume tumoral, e o 7 

microambiente tumoral é essencial para a sobrevida do mesmo. As células fibroblásticas 8 

estromais adquirem fenótipos que são perpetuamente ativados, e sua identificação é feita pela 9 

expressão da α -actina de músculo liso e proteína α de ativação dos fibroblastos, os quais são 10 

chamados de fibroblastos associados ao câncer (CAFs) (MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 11 

2014). 12 

Em nosso estudo, a proteína α de ativação dos fibroblastos foi expressa de forma 13 

significativa em neoplasias malignas quando comparadas com neoplasias benignas. Isso 14 

ocorre devido a reações de granulações de tecidos, processos fibróticos associados ao câncer 15 

em processos de cicatrização de tecidos normais e ser altamente considerada um marcador 16 

específico de fibroblastos associados ao câncer (CAFs) (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-17 

FAUCEGLIA et al., 2014). Os fibroblastos associados ao câncer manifestam significância na 18 

progressão tumoral, no suporte estrutural e funcional no microambiente tumoral. A população 19 

dos fibroblastos associados ao câncer é vasta e é composta por diversos marcadores, incluindo 20 

a proteína α de ativação dos fibroblastos e α -actina do músculo liso os quais foram os 21 

marcadores do presente estudo (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 22 

2014). 23 
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CAFs são responsáveis pela ativação dos fibroblastos que possuem significância 1 

biológica em processos de linfangiogênese, angiogênese, tumorigênese, na degradação 2 

celular, na produção da matriz extracelular e invasão tumoral e processos metastáticos. Em 3 

adição participam na produção de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, e 4 

principalmente em processos imunomodulatórios (SPAETH et al., 2009; MHAWECH-5 

FAUCEGLIA et al., 2014). 6 

A maior expressão da proteína α de ativação dos fibroblastos é um indicativo de 7 

progressão da doença, sendo caracterizada como precursor de malignidade (SPAETH et al., 8 

2009), e manifestada em diversos tipos de cânceres. Estudos confirmam que ela vem sendo 9 

explorada em terapias contra o câncer e imunoterapias combinadas por ser um fator de 10 

supressão imune no microambiente tumoral e permitir o direcionamento imunogenético no 11 

tratamento de alguns cânceres onde há o aumento da expressão da FAP (SCOTT et al,. 2003; 12 

CHEN et al., 2015; JIANG et al., 2016). 13 

De um modo geral, as imunoterapias associadas com a FAP podem manifestar 14 

resultados significantes terapêuticos em relação a alguns tumores sólidos e células 15 

metastáticas por inibir o crescimento tumoral e ajudar na remissão de células cancerígenas, o 16 

que torna a FAP um alvo imunoterápico e indicador de agressividade da doença e pior 17 

prognóstico (JIANG et al., 2016). 18 

Não houve diferença estatística na expressão imunohistoquímica da α-actina de 19 

músculo liso em nosso trabalho quando analisada em neoplasias benignas e malignas 20 

ovarianas, sem relação com fatores prognósticos. 21 

Segundo Kobayashi et al (1992) a actina precursora da α-actina de músculo liso 22 

corresponde a uma proteína intracelular bastante abundante, polimerizada dentro de 23 

microfilamentos que são cruciais para motilidade, morfologia e estrutura citoesquelética 24 
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estrutural. Seus filamentos são estruturados em redes e feixes, a partir daí surgem isoformas 1 

da actina, dentre elas a α-actina de músculo liso, onde é predominante no interior das células 2 

musculares lisas vasculares e extremamente importante nos processos de fibrinogênese. A 3 

expressão da mesma está relacionada com ativação dos miofibroblastos, que correspondem a 4 

uma forma celular fibroblástica a qual sua forma parcial sofreu diferenciação em relação a 5 

uma linhagem celular muscular lisa (CHERNG; YOUNG; MA, 2008; ELBERG et al., 2008). 6 

Sua expressão tanto nas neoplasias benignas quanto nas malignas de ovário se deve 7 

ao fato de algumas identificações de CAFs serem bem identificadas pela vasta expressão de α-8 

SMA, onde sua expressão isolada não manifesta ou expressa fibroblastos associados ao 9 

câncer. Com isso, outros marcadores de fibroblastos devem ser utilizados, como a vimentina, 10 

fibronectina e a proteína de ativação dos fibroblastos utilizada em nosso estudo, que segundo 11 

alguns autores, é considerada o principal marcador de fibroblastos (PAULSSON & MICKE, 12 

2014).  13 

As α-SMAs são capazes de acelerar processos cicatriciais de feridas através de 14 

contração de extremidades. Após o processo cicatricial, essas células sofrem apoptose porém 15 

em alguns casos, esses eventos apoptóticos não acontecem o que leva a persistência de 16 

miofibroblastos, expandindo os processos de contração e a matriz extracelular.(CHERNG; 17 

YOUNG; MA, 2008). 18 

A α-SMA corresponde um tipo celular valioso que contribui na deposição de matriz 19 

extracelular, principalmente em processos de fibroses. A regulação da sua transcrição tem 20 

sido avaliada e estudos atuais comprovam claramente que existem atividades promotoras de 21 

alfa-SMA reguladas por mecanismos comuns em diferentes tipos celulares (ELBERG et al., 22 

2008). Esses eventos se caracterizam pela diferenciação de miofibroblastos diante a 23 

cicatrização de feridas e reparação de tecidos. A intensa contratilidade manifestada pelos 24 
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miofibroblastos é adequada para a remodelação funcional tecidual mas se torna abusiva em 1 

patologias fibróticas, cicatriz hipertrófica e durante reações do estroma com os tumores 2 

(CHERNG; YOUNG; MA, 2008). 3 

Os fatores prognósticos são importantes para o direcionamento do tratamento do 4 

câncer pelos oncologistas para a tomada de decisões quanto a terapia a ser utilizada. 5 

Evidências apontam que o estroma contém dados prognósticos peculiares evidenciados pela 6 

manifestação de células da vasculatura e células imunes em processos de progressão das 7 

neoplasias. Em adição, fortes indícios apontam que os fibroblastos estromais (CAFs) possuem 8 

papel fundamental no processo de formação tumoral. Com isso pode-se afirmar que dados 9 

moleculares de CAFs são muito relevantes para o acompanhamento clínico tumoral. Diversos 10 

estudos demonstram que o comportamento e as características fibroblásticas influenciam em 11 

respostas terapêuticas. Assim, numerosas estratégias têm sido abordadas utilizando CAFs para 12 

abordagem de fatores prognósticos (ERRARTE et al., 2016). 13 

Nossos achados em relação à maior expressão de FAP em neoplasias malignas se 14 

correlaciona com estudos de Errarte et al (2016), que encontrou uma maior expressão de FAP 15 

em tumores primários e uma associação estatisticamente significativa entre agressividade 16 

tumoral e a expressão de FAP. Nosso estudo encontrou uma maior imunomarcação da FAP 17 

em graus histológicos menos diferenciados (2 e 3, p=0,0183). Existem hipóteses de que o 18 

nível de FAP expressa no interior do estroma pode estar correlacionada com variáveis 19 

clinicopatológicas  tradicionais, onde incluem-se grau tumoral, tamanho tumoral, subtipos do 20 

câncer, número de linfonodos acometidos, o que reflete na biologia heterogênea das células 21 

tumorais. Podemos afirmar que a FAP possui suma importância na biologia de tumores 22 

avançados detalhados pelo aumento de sua expressão. O fato de não ser encontrado 23 



 

 

    53 

 

significância estatística nos demais fatores prognósticos avaliados poderia ser justificado pela 1 

limitação do tamanho da amostra.  2 

Outros estudos que também avaliaram a expressão imunohistoquímica de FAP, 3 

relatam a sua maior expressão no estroma de cânceres colorretais, também associada ao pior 4 

prognóstico (WIKBERG et al., 2013). 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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 1 

6 CONCLUSÃO  2 

A imunomarcação de proteína α de ativação dos fibroblastos é mais expressiva em 3 

neoplasias malignas que em neoplasias benignas de ovário, e também em neoplasias malignas 4 

moderadamente diferenciadas e indiferenciadas comparada com neoplasias bem 5 

diferenciadas, sugerindo ser marcador de pior prognóstico. Assim, a proteína α de ativação 6 

dos fibroblastos poderia, no futuro, ser um alvo potencial para novas terapias no câncer de 7 

ovário.  8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 
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11.   ANEXOS  1 

ANEXO A 2 

PROTOCOLO DE APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA 3 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIÂNGULO MINEIRO 4 
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ANEXO B 1 

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO. 3 

TÍTULO DO PROJETO: “Avaliação de parâmetros da resposta inflamatória em neoplasias 4 

ovarianas” 5 

Eu, 6 

....................................................................................................................................................., 7 

Registro Hospitalar nº ............................., li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi 8 

para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicação que recebi 9 

esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha 10 

participação a qualquer momento, sem justificar minha decisão e que isso não afetará meu 11 

tratamento. Sei que meu nome não será divulgado, que não terei despesas e não receberei 12 

dinheiro por participar do estudo.  Eu concordo em participar do estudo e autorizo a 13 

publicação em forma de artigo científico sobre minha doença.  14 

Uberaba, ............./ ................../................ 15 

 __________________________________________              _______________________ 16 

Assinatura do voluntário ou seu responsável legal                        Documento de identidade 17 

______________________________                     _________________________________ 18 

Assinatura do pesquisador responsável                       Assinatura do pesquisador orientador 19 

Telefone de contato da paciente: _______________________ 20 

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326 21 
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ANEXO C 1 

DESCRIÇÃO DOS ANTICORPOS UTILIZADOS EM IMUNOHISTOQUÍMICA NO 2 

ESTUDO 3 

Anticorpos Marca Descrição Formulação/Diluição Controles 

Positivos 

 

FAP 

 

 

 

Nova Analitica Imp 

e Exp LTDA 

Nova Analitica Imp 

e Exp LTDA. 

Rua Assungui, 432, 

Vila Gumercindo 

04131-000, São 

Paulo, SP, Brazil 

Anti-Fibroblast 

activation protein, 

alpha antibody – 

ab53066 

1:50 Tecido de 

câncer de 

mama 

humano 

 

α-Actina 

R&D Systems, Inc. 

614 McKinley Place 

NE 

Minneapolis, MN 

55413 

Toll Free USA, 

Canada: (800) 343-

7475 

Human α-Smooth 

Muscle Actin N- 

terminal Synthetic 

Decapeptide 

Antibody / 

Monoclonal 

Mouse IgG2A 

Clone # 1A4 / 

Lot: IBR0213121 

Lyophilized from 

100 µl of a 0.2µm 

filtered solution in 

PBS pH 7.4 / 

Reconstitute at 0.5 

mg/mL in sterile 

PBS 

Tecido de 

coração 

humano / 

Tecido de 

câncer de 

mama 

humano 
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