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RESUMO

OBJETIVOS: Os objetivos do estudo foram comparar, no periodo pré-tratamento, o estroma
do colo (alfa-actina de musculo liso e proteina alfa de ativacdo de fibroblastos) em pacientes
com cancer do colo avancgado (estddio maior ou igual a 11B) com o grupo controle (pacientes
submetidas a histerectomia por miomatose uterina); comparar, no periodo pré-tratamento,
parametros do hemograma (plaquetas, relacdo neutrofilo-linfécito — RNL, relacdo plagqueta-
linfécito — RPL, RDW) em pacientes com cancer do colo avangado (estadio maior ou igual a
I1B) com os mesmos parametros do grupo controle (pacientes submetidas a histerectomia por
miomatose uterina); e em cancer do colo, verificar se hé associacdo da imunomarcacdo dos
marcadores do estroma com fatores progndsticos patoldgicos (tipo histoldgico, grau
histolégico e grau de diferenciacdo) e sistémicos (plaquetas, RNL, RPL e RDW).
METODOS: Foram avaliadas prospectivamente 16 pacientes com diagnostico de carcinoma
invasivo do colo uterino estadiamento avancado (maior ou igual a 11B), confirmados por
biopsia. Foram anotados do prontuario dados clinicos, citologia oncética, parametros do
hemograma (neutrofilos, linfocitos, plaguetas, RDW) e bidpsia em banco de dados especifico
para 0 estudo. Um grupo controle de 22 pacientes foi utilizado (pacientes submetidas a
histerectomia por mioma). Foi realizado imuno-histoquimica para verificar a imunomarcagédo
estromal de alfa-actina de musculo liso (SMA) e proteina alfa de ativacdo de fibroblastos
(FAP) em biopsia de colo de pacientes do grupo de estudo e do grupo controle. As
imunomarcacfes dos marcadores de estroma foram comparadas entre 0s grupos através do
teste exato de Fisher. Os resultados dos parametros de hemograma foram comparados entre 0s
grupos através de Teste Mann-Whitney. As diferencas serdo consideradas significativas para
p<0,05. RESULTADOS: A imunomarcacdo forte (2/3) por FAP foi mais frequente em
pacientes com cancer do colo uterino quando comparado com pacientes com mioma (grupo
controle) (p=0.0005). Em relagdo a SMA, a imunomarcacao forte (2/3) também foi mais
encontrada no grupo de pacientes com cancer comparado ao grupo de pacientes com mioma
(p < 0.00001). Os valores de RNL foram mais elevados no grupo de pacientes com cancer
comparado com o grupo controle (p=0,0019). Em relagéo aos valores de RPL, esses foram
também mais altos no grupo céncer que no grupo de leiomioma, mas no limiar de
significancia (p=0.0675). Nao houve diferenca significante na avaliagéo dos 2 marcadores de
estroma em cancer do colo uterino no estudo de fatores progndsticos patoldgicos
(estadiamento e grau histoldgico) e nem no estudo de fatores sistémicos. CONCLUSAO: A

imunomarcacao forte (2/3) por FAP e SMA foram mais encontradas no grupo de pacientes



com cancer do colo uterino quando comparado com o grupo de pacientes com mioma. Os
valores de RNL foram mais elevados no grupo de pacientes com cancer quando comparado

com o grupo controle.

Palavras-chave: Cancer do colo uterino. Alfa-actina de musculo liso. Proteina alfa de
ativacdo de fibroblastos. Estroma. Pardmetros do hemograma.



ABSTRACT

OBJECTIVES: The objectives of the study were to compare the cervical stroma in patients
with advanced cervical cancer with the control group; to compare, in the pre-treatment period,
blood count parameters (platelets, neutrophil-lymphocyte ratio - NLR, platelet-lymphocyte
ratio - PLR, RDW) in patients with advanced cervical cancer (stage > IIB) with the same
parameters as control group; and in cervical cancer, to verify if there is an association of
immunostaining of stromal markers with pathological and systemic prognostic factors.
METHODS: We prospectively evaluated 16 patients diagnosed with advanced invasive
cervical cancer (stage > IIB), confirmed by biopsy. A control group of 22 patients was used
(patients undergoing hysterectomy for uterine leiomyoma). Immunohistochemistry was
performed to verify the stromal immunostaining of SMA (alpha-smooth muscle actin) and
FAP (fibroblast activation protein alpha) in cervical biopsy of patients and the control group.
Immunostainings were compared between groups using Fisher's exact test. The results of the
hemogram parameters were compared using the Mann-Whitney Test. Differences were
considered significant for p<0.05. RESULTS: Strong FAP immunostaining (2/3) was more
frequent in patients with cervical cancer when compared with patients with myoma
(p=0.0005). Regarding SMA, strong immunostaining (2/3) was also found more in the group
of cancer patients compared to the group of patients with myoma (p < 0.00001). The NLR
values were higher in the cancer patient group compared to the control group (p=0.0019).
Regarding the PLR values, these were also higher in the cancer group than in the leiomyoma
group, but at the threshold of significance (p=0.0675). There was no significant difference in
the evaluation of the two stromal markers in cervical cancer in the study of pathological
prognostic factors (staging and histological grade) nor in the study of systemic factors.
CONCLUSION: Strong FAP and SMA immunostaining (2/3) were found more in the group
of patients with cervical cancer when compared to the control group. The NLR values were

also higher in the group of cancer patients.

Keywords: Cervical cancer. Alpha-smooth muscle actin. Fibroblast activation protein alpha.

Stroma. Blood count parameters.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cancer € o principal problema de satde publica no mundo e esta entre as
quatro principais causas de morte prematura na maior parte dos paises. A incidéncia e a
mortalidade por esta doenga vém aumentando, devido ao envelhecimento, ao crescimento
populacional, como também pelas alteracdes na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de
risco, especialmente aqueles associados ao desenvolvimento socioecondmico (BRAY et al.,
2018).

Ocorreram no mundo, em 2018, 18 milhGes de casos novos de cancer e 9,6 milhdes de
Obitos. O tipo mais incidente no mundo foi o cancer de pulméo € (2,1 milhdes) seguido pelo
cancer de mama (2,1 milhdes), célon e reto (1,8 milh&o) e prostata (1,3 milhdo). A incidéncia
em homens representa 53% dos casos novos, sendo um pouco maior nas mulheres (47%) de
casos novos. Os tipos mais frequentes nos homens foram o cancer de pulméo (14,5%),
prostata (13,5%), colon e reto (10,9%), estdmago (7,2%) e figado (6,3%). Nas mulheres, as
maiores incidéncias foram cancer de mama (24,2%), colon e reto (9,5%), pulmao (8,4%) e
colo do dtero (6,6%) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2019).

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero é o
terceiro tipo de cancer mais incidente entre mulheres. Para o ano de 2022 foram estimados
16.710 casos novos, 0 que representa um risco considerado de 15,38 casos a cada 100 mil
mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2022). Na andlise regional, o cancer do colo do Utero é o primeiro mais incidente na
regido Norte (26,24/100 mil) e o segundo nas regides Nordeste (16,10/100 mil) e Centro-
Oeste (12,35/100 mil). J& na regido Sul (12,60/100 mil) ocupa a quarta posi¢édo e, na regido
Sudeste (8,61/100 mil), a quinta posicdo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

Na mortalidade proporcional por cancer em mulheres, em 2020, os obitos por cancer do
colo do utero ocupam o terceiro lugar no pais, representando 6,1% do total (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2022).

1.1 O ESTROMA

O estroma tumoral € constituido por varias células, e a matriz extracelular (MEC) que

demonstraram ajudar a suprimir as respostas imunitérias do hospedeiro contra as células



17

tumorais. Através da secrecdo de citocinas imunossupressoras, alteracdes metabolicas e outros
mecanismos, 0 estroma tumoral fornece uma rede complexa de salvaguardas para a
proliferacdo tumoral (MENON et al., 2019).

Os tipos histoldgicos mais frequentes de cancer de colo de Utero sdo 0s carcinomas
escamosos, compostos por células relativamente grandes que podem se dividir em bem
diferenciado, moderadamente diferenciado e mal diferenciado. Esses tumores estéo
frequentemente associados ao Papilomavirus humano (HPV) de alto risco, o tipo 18. E o0s
menos frequentes que correspondem de 10% a 25% sdo os adenocarcinomas, carcinomas
adenoescamosos, carcinomas indiferenciados ou outros tipos histoldgicos raros (ROBBINS,
COTRAN, 2004).

O principal tratamento do cancer do colo uterino avancado € a quimiorradioterapia.
Com os recentes avancos no tratamento localizado mais eficaz, a Radioterapia (RXT)
permitiu estratégias que podem efetivamente alterar e remover o tecido estromal do tumor.
Isto inclui a promocdo de morte celular imunogénica através da liberacdo de antigeno tumoral
para aumentar o trafego de células imunologicas, a RXT tem uma vantagem Unica contra 0s
mecanismos de evasdo imunoldgica tumoral que sdo orquestrados pelas células estromais.
Estudos atuais estdo em andamento para elucidar vias dentro do estroma tumoral como
potenciais alvos para imunoterapia e quimiorradiacdo. Os efeitos do estroma tumoral na
evasdo imune do tumor, como a RXT pode ajudar a superar esses efeitos, com possiveis
abordagens combinatdrias para futuras modalidades de tratamento serdo explicados abaixo
(MENON et al., 2019).

A radioterapia € um padrdo ouro no tratamento do cancer, com mais de 50% dos
pacientes com céncer precisando de terapia local com esse tratamento. Com o crescente
conhecimento do papel do microambiente do tumor na evasdo imune, o interesse no efeito da
RXT no microambiente do tumor estd crescendo. Desde o aumento da apresentagdo do
antigeno do tumor ate a facilitacdo do trafego de células T, a RXT desempenha um importante
papel imunogénico no tratamento do cancer e do seu microambiente (DELANEY et al.,
2005).

No estroma, tanto as células tumorais quanto os abundantes M2 secretam varias
moléculas, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a interleucina (IL) -10, o
fator transformador de crescimento (TGF)-B, a adenosina ¢ a prostaglandina E2, que inibem a
ativacdo de células dentriticas (DC) e maturagdo e suprimir a atividade de linfocitos T
citotoxicos (CTLs) e imunidade mediada por células natural killer (LANITIS et al., 2017).



18

Da mesma forma, a secregéo de prostaglandina E2 modula a producéo de quimiocinas
em favor da diferenciacdo de células T reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas de
células mieldides (MDSCs), inibindo linfocitos T citotoxicos (CTLs) e populacbes de céelulas
natural Killer e diminui a producdo de IL-2 e IL-12 (KALINSKI, 2012) macréfagos
associados a tumores (TAMSs) tém papéis imunossupressores que se estendem além da
producdo de fatores soltveis. O fendtipo "imunoexcluido” pode ocorrer fisicamente por meio
de interacGes duradouras entre CTLs e TAMs. Os macrofagos estromais impedem que as
células T CD8+ atinjam as ilhotas tumorais, estabelecendo contatos duradouros que reduzem
a motilidade das células T (PERANZONI et al., 2018).

A vascularizagdo tumoral pode desempenhar um papel importante nos mecanismos
estromais da exclusdo imune. A migracdo de células T através do endotélio, que muitas vezes
é desregulada como resultado do remodelamento da vasculatura, é outro desafio para a
imunidade antitumoral. Para as células T migrarem para o leito tumoral, elas devem aderir ao
endotélio (BUTCHER et al., 1996). Entretanto, a expressdo de varias moléculas de adesao
endotelial, como a molécula de adesdo intercelular (ICAM)-1 e a proteina de adeséo vascular
(VCAM) -1, é regulada negativamente em células endoteliais circundando tumores sélidos
(GRIFFIOEN et al., 1996).

Motz et al. (2014) descreveram um mecanismo pelo qual a barreira endotelial do
tumor regula a migracéo de células T para tumores. Na vasculatura de tumores humanos e de
camundongos, a expressdo do ligante Fas (FasL), que induz a apoptose, foi detectada, mas
ndo foi detectada na vasculatura normal. Além disso, a expressdo de FasL no endotélio foi
associada a menor infiltracdo de CD8 + e acumulo de Tregs, que foram resistentes ao FasL
devido & maior expressdo de proteina celular inibitéria semelhante a FLICE (c-FLIP). No
entanto, este enfraquecimento da infiltracdo de células T CD8 + foi revertido por inibicéo
farmacoldgica de prostaglandina E2 e VEGF, que demonstraram cooperativamente induzir a
express de FasL nesta barreira de morte endotelial do tumor (MOTZ et al., 2014).

A arquitetura densa da matriz do estroma também apresenta um desafio Unico a
infiltracdo de células T, e a redugdo da matriz com colagenase mostrou melhorar a infiltragdo
de células T (SALMON et al.,, 2012; BOUGHERARA et al., 2015). Finalmente, os
fibroblastos associados ao cancer (CAFs) no estroma tém papéis pleiotropicos na secrecéo de
quimiocinas, citocinas e metabdlitos que alteram a imunidade antitumoral (ZIANI,
CHOUAIB e THIERY, 2018). Estratégias moleculares para normalizar a vasculatura tumoral
e induzir estruturas linfoides terciarias tém se mostrado muito promissoras na orquestra¢do da
imunoterapia de células T eficaz de forma pré-clinica (ZIANI, CHOUAIB e THIERY, 2018;
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HAMZAH et al., 2008; JOHANSSON, HAMZAH e GANSS, 2016). Em geral, as células
tumorais empregam uma combinacdo desses mecanismos acima, excluindo as células T

citotoxicas do microambiente tumoral, diminuindo a imunidade antitumoral.

1.2 IMUNIDADE ANTITUMORAL

Estudos demonstram que o crescimento tumoral ndo € determinado apenas pela
presenca de células malignas. As interacGes entre as células cancerigenas e 0 microambiente
estromal tém grande impacto no crescimento e progressdo do cancer. Esse microambiente é
uma mistura de células hematopoiéticas e mesenquimais, que suprime o controle imunolégico
do crescimento tumoral. O crescimento de uma neoplasia epitelial necessita da formacéo de
um estroma tumoral de suporte para suprir nutrientes, favorecendo o crescimento e
desenvolvimento das ceélulas tumorais continuamente. Tal crescimento invasivo esta
associado as alteracbes caracteristicas no estroma de apoio que incluem a indugdo da
formacdo de vasos sanguineos; o recrutamento de fibroblastos estromais reativos, linfocitos e
macrofagos; a liberagdo de moléculas de sinalizacdo de peptideos; e a producdo de uma
matriz extracelular alterada (LEBEAU et al., 2009).

O compartimento estromal representa um componente importante da massa da maioria
dos carcinomas, com 20% a 50% encontrados em canceres de mama, pulmao e colorretal; e
atingindo > 90% em carcinomas que tém reacGes desmoplasticas (LEBEAU et al., 2009).

Os fibroblastos associados ao cancer desempenham um papel importante nesse
processo. Dois marcadores de fibroblastos associados as neoplasias — alfa-actina de musculo
liso (SMA) e a proteina-alfa de ativagdo de fibroblasto (FAP), no microambiente estromal de
neoplasias epiteliais; sendo a FAP ndo expressa em tecidos normais. Em tecidos néo
malignos, a FAP é expressa por fibroblastos reativos na cicatrizacdo de feridas, artrite
reumatoide, cirrose hepética e em alguns tecidos mesenquimais fetais. Em estudo publicado
foi usado Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real para quantificar a expressdo
genética a partir do laser e capturar o endotélio do tumor dissecado, assim encontrando um
aumento significativo na expressdo da FAP, em comparagdo com o endotélio normal
(GHILARDI et al., 2008).

FAP foi relatado originalmente como sendo um antigeno de superficie celular
reconhecido pelo anticorpo monoclonal F19 em linhas humanas Astrocitos e células de
sarcoma in vitro. Em uma série usando tecidos humanos, a FAP foi detectada no estroma de

mais de 90% dos tumores malignos de mama, colorretal, pele e pancreas. Os fibroblastos
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tumorais reativos diferem dos fibroblastos dos tecidos adultos normais segundo a morfologia,
expressdo génica e producdo de importantes mediadores biologicos, tais como fator de
crescimento e peptidases. Através de estudo comparativo, Kobayashi et al. (1993)
consideraram a a-SMA um potencial marcador histopatologico util para indicar o teor
maligno de tumores ovarianos, sendo encontrado nas paredes dos vasos sanguineos, fibras
musculares e células estromais em tumores benignos expressaram o a-SMA. Entretanto, nos
tecidos tumorais malignos, os vasos localizados dentro ou perto do aglomerado de células
cancerosas, ndo expressaram o-SMA.

O campo da biologia da radiagédo enfocou historicamente os efeitos da radiagdo em
matar células cancerosas isoladamente. Embora os primeiros experimentos de radiobiologia
celular tenham produzido avancos significativos no entendimento do dano e reparo do DNA,
eles ndo levaram em conta o impacto que os fatores locais e sistémicos podem ter nas
respostas de radiacdo. Ensaios clonogénicos e de formacgédo de colonias in vitro, nos quais as
curvas de mortalidade por log de radiacéo foram geradas pela primeira vez, mas ndo incluiram
a compreensdo do microambiente estromal e da imunidade (THAMES, WITHERS, 1980).
Assim, esses modelos classicos nos quais 0s radio-oncologistas se basearam durante décadas
foram insuficientes para elucidar fendbmenos como a resposta abscopal (STEEL,
COURTENAY, PECKHAM, 1983; HINIKER, CHEN, KNOX, 2012).

Evidéncias crescentes tém implicado o microambiente estromal como sendo um
mediador critico de respostas de radiacdo tanto local quanto sistemicamente. A radiacdo é um
potente indutor de lesdo vascular, inflamacéo e fibrose. Além disso, a hipoxia e a ativacdo da
sinaliza¢do do fator 1o / VEGF induzida por hipéxia como resultado de disfuncdo vascular
induzida por radiacdo podem promover a radiorresisténcia. Além disso, a irradiacdo coloca
em movimento uma resposta inflamatdria e fibrética robusta no estroma mediada por
citocinas, como IL-1, IL-6, IL-10 e TGF-B, que podem modificar as respostas tumorais 8 RXT
e a quimioterapia. De fato, a radiacdo tem uma miriade de efeitos pleiotropicos em tumores e
seu estroma que s6é comecam a ser compreendidos (BARKER et al., 2015; VALKENBURG
etal., 2018).

Com o crescente reconhecimento do papel fundamental desempenhado pela
sinalizacdo imune estromal na manutenc&o e radiorresisténcia do tumor, a busca de estratégias
baseadas em mecanismos para superar a resisténcia a RXT baseada em uma compreenséao
abrangente ndo apenas da biologia do tumor, mas também da imunobiologia estromal e
sisttmica local é crucial. Historicamente, a RXT foi considerada primariamente

imunossupressora. No entanto, a descoberta do efeito abscopal em varios tipos de tumores
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(embora raros) alterou significativamente nossa compreenséo do papel do RXT no sistema
imunologico. Este novo paradigma demonstra que a RXT e uma ferramenta
imunomoduladora que facilita o recrutamento e ativacdo do sistema imunoldgico para
combater tumores. A principal base do efeito da RXT na imunidade antitumoral é aumentar a
liberacdo de antigenos tumorais e sua disponibilidade para células apresentadoras de
antigenos (APCs) para tomar e primer células T. No entanto, RXT também tem efeitos diretos
sobre 0 estroma circundante que permite que o sistema imunoldgico aumente as respostas
antitumorais (MENON et al., 2019).

1.3 MECANISMOS IMUNOGENICOS DE RXT

Como descrito anteriormente, a RXT foi inicialmente utilizada para induzir
diretamente os danos no acido desoxirribonucleico (DNA), levando a morte das células
tumorais (ANTONIA et al., 2018). Historicamente, esse mecanismo de morte por DNA foi
visto como imunossupressivo devido a radiossensibilidade dos linfécitos (TROWELL et al.,
1952). No entanto, com 0s recentes avancos na tecnologia, incluindo a terapia de radiacéo
estereotaxica do corpo (SBRT), que permite distribuices mais apertadas e doses mais altas,
tem havido evidéncias crescentes de que a RXT pode ajudar a ativar células T e destruir
grande parte do estroma inibitorio imunolégico (MENON et al., 2019).

Um resultado direto relacionado & imunidade da RXT € a liberacdo de antigenos
tumorais, o que permite a apresentacdo de APC e subsequente ativacdo de células CD8 +.
Esta modalidade de morte celular é denominada morte celular imunogénica (CDI).
Tradicionalmente, a apoptose € considerada um processo tolerogénico, que limita a
capacidade do sistema imunoldgico de desenvolver uma resposta completa. No entanto, com
0 CDI, uma fonte externa de estresse facilita a liberagéo de padrdes moleculares associados ao
perigo (DAMPs), que induzem um sinal para as APCs e instigam a morte celular. Diversos
DAMPs foram implicados na via do CDI, como calreticulina (CRT), proteina de alta
mobilidade box 1 (HMGB1) e trifosfato de adenosina (ATP) secretado (KEPP, SENOVILLA,
KROEMER, 2014; HERNANDEZ, HUEBENER, SCHWABE, 2016; WU et al., 2017).

Mesmo com o aumento da liberagcdo de antigeno devido a RXT levando ao aumento
do CDI, o microambiente tumoral (TME) ndo permite a ativacdo adequada da resposta imune.
Por exemplo, os tumores demonstraram expressdo de complexo de histocompatibilidade
principal de classe | (MHC-I), que leva a diminuigdo do reconhecimento de células tumorais
pelas células T efetoras. Clinicamente, o aumento da expressdo de MHC-1 tem sido associado
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a melhora da sobrevida de multiplos tipos de cancer (TURCOTTE et al., 2014, GOEPPERT
et al., 2015). Biologicamente, isso faz sentido, pois pode ocorrer um aumento no nimero de
reacOes mediadas por células T, conferindo respostas imunoldgicas mais fortes. A expressao
reduzida de MHC-1, biologicamente é encontrada no estroma do tumor e pode ser superada
por RXT (MENON et al., 2019).

1.4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Uma boa definicdo de hemograma seria o conjunto de avaliacdes das células do
sangue (quantitativas e qualitativas) que, reunido aos dados clinicos permite conclusGes
diagndsticas e progndsticas de grande numero de patologias (FAILACE et al., 2009). O
hemograma é um dos exames mais solicitados, sendo considerado um exame rapido, de baixo
custo, minimamente invasivo e que causa pouco desconforto ao paciente, possuindo grande
importancia no conjunto de dados a serem observados no diagndstico médico, controle
evolutivo de doengas crénicas e infecciosas; assim como acompanhamento de quimioterapia e
radioterapia (GUIMARAES et al., 2011; FAILACE et al., 2009).

Estudos realizados em oncologia apontam que células do sistema sanguineo, como
leucdcitos, neutréfilos e plaquetas, bem como a razdo entre elas, poderiam estar ligadas a
formacao e crescimento de canceres. Algumas destas células poderiam estar atuando de forma
pré ou anticancerigena. Dados levantados através de pesquisas, visando avaliar as células
sanguineas consideradas imunoinflamatorias, como biomarcadores em diversos tipos de
canceres; podendo avaliar possiveis potencialidades no rastreio, diagnéstico, planejamento e
monitoracdo terapéutica, e determinacgdo progndstica em pacientes (FIGUEIREDO, 2019).

A contagem de plaquetas € um parametro associado ao progndstico do tumor. A
trombocitose é encontrada com frequéncia nos pacientes oncolégicos, tendo relagdo com uma
diversidade de tumores, podendo demonstrar estdgio avancado da doenca. Portanto, as
plaquetas exercem um papel importante no crescimento e progressdo do tumor (NOMELINI
etal., 2019; MANTOANI, NOMELINI e MURTA, 2021).

A relacdo determinada entre a quantidade de neutrofilos e linfocitos (RNL) no sangue
periférico foi utilizada como um marcador de resposta inflamatéria. Assim, valores altos de
RNL sugerem sintomas avancados, tumores agressivos e pior sobrevida global (MANTOANI,
NOMELINI e MURTA, 2021; DA SILVA et al., 2022).

Outro marcador que seu valor aumentado aponta pior evolucao clinica é o RPL (razdo

plaqueta-linfocito), que pode predizer metéstases linfonodais em pacientes com céancer
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cervical. Sendo assim, a avaliagdo conjunta de RNL e RPL permitem a previsdo de
sobrevivéncia dos pacientes (DE LIMA et al., 2021).

O RDW (amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos) é outro marcador
disponivel no hemograma, porém menos estudado, mas também utilizado como fator

prognostico nas pacientes com cancer (DE LIMA et al., 2021).

1.5 JUSTIFICATIVA

Esse estudo se justifica porque o estudo de parametros locais (estroma tumoral) e
sistémicos (parametros do hemograma) podem levar a novas descobertas de fatores
prognosticos e preditivos de resposta no tratamento do cancer do colo uterino, que tem uma

grande importancia epidemioldgica na satde da mulher.

1.6 HIPOTESE

A imunomarcacdo de marcadores de estroma (FAP e SMA) é mais forte em neoplasia
maligna do colo uterino quando comparado com colo sem alteracdes, e em neoplasias
malignas, imunomarcacdo forte desses marcadores estd relacionado a fatores de pior
prognostico. Além disso, plaquetas, RNL, RPL e RDW possuem valores mais elevados em
cancer cervical uterino quando comparado com pacientes sem alteracdes em colo uterino,

demonstrando uma resposta sistémica inflamatoria.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o estroma (SMA e FAP) e os parametros do hemograma (plaquetas, RNL,
RPL e RDW) em pacientes com cancer de colo uterino com estadiamento maior ou igual a
1B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar, no periodo pré-tratamento, o estroma do colo (SMA e FAP) em
pacientes com cancer do colo avancado (estddio maior ou igual a 11B) com o grupo controle

(pacientes submetidas a histerectomia por miomatose uterina).
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2. Comparar, no periodo pré-tratamento, pardmetros do hemograma (plaquetas,
relagdo neutrofilo-linfocito — RNL, relagdo plaqueta-linfocito — RPL, RDW) em pacientes
com cancer do colo avancado (estadio maior ou igual a I1IB) com os mesmos parametros do
grupo controle (pacientes submetidas a histerectomia por miomatose uterina).

3. Em céncer do colo, verificar se hd associacdo da imunomarcacdo dos
marcadores do estroma com fatores progndsticos patolégicos (tipo histologico, grau

histoldgico e grau de diferenciacao) e sistémicos (plaquetas, RNL, RPL e RDW).

3 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo de coorte transversal, onde foram avaliadas prospectivamente
16 pacientes com diagndéstico de carcinoma invasivo do colo uterino estadiamento avancado
(maior ou igual a 1B - FIGO) (BHATLA et al., 2018), confirmados por biopsia atendidas nos
ambulatérios de Colposcopia e Oncologia Ginecoldgica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da UFTM, de 2020 a 2022. Foram anotados do prontuario dados clinicos, citologia
oncética, parametros do hemograma (neutrofilos, linfocitos, plaquetas, RDW) e bidpsia em
banco de dados especifico para o estudo. Um grupo controle de 22 pacientes foi utilizado.

O critério de incluséo foi paciente com diagnostico de cancer invasivo do colo uterino
avangado (estadiamento maior ou igual a 11B).

Os critérios de exclusdo foram gestacdo, outras doencas que levem a imunodepressao,
uso de drogas imunossupressoras e recidiva.

Os dados foram obtidos dos prontuédrios das pacientes. Todas as pacientes com
citologia oncoética mostrando carcinoma invasivo do colo uterino foram submetidas a bidpsia
do colo. Foi realizada a coleta de fragmentos com a pinca de biopsia Professor Medina. O
estadiamento foi realizado através de exames clinicos e de imagem. As pacientes com
estadiamento maior ou igual a IIB foi selecionada para o estudo. O grupo controle foi
constituido de 22 pacientes submetidas a histerectomia por miomatose uterina, sem alteracoes
(neoplasia ou displasia) na citologia oncética anterior a cirurgia e sem comprometimento
cervical pelo mioma.

Para célculo da relagcdo RNL, foi realizado a divisdo do nimero absoluto de neutrdfilos
pelo ndmero absoluto de linfocitos. Para calculo da RPL, foi realizado a divisdo do namero
absoluto de plaquetas pelo nimero absoluto de linfocitos.

Foi realizado imuno-histoquimica para verificar a imunomarcacdo estromal de SMA e

FAP em bidpsia do colo de pacientes submetidas a histerectomia por mioma (grupo controle).



25

3.1 COLETA DA BIOPSIA DO COLO

As biodpsias do colo foram colocadas em formaldeido e encaminhadas a Disciplina de
Patologia Especial. A coleta de bidpsia ja faz parte do procedimento de rotina para o grupo de
pacientes com cancer do colo. Para o grupo-controle, a biopsia foi realizada logo apods a
retirada da peca cirtrgica — Utero, respeitando questdes éticas e evitando desconforto para a

paciente (ja que ndo é necessaria bidpsia do colo em pacientes com mioma uterino).

3.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras obtidas por ressec¢do cirurgica foram processadas em parafina e
revisadas por um patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos
cortes (4 pum) em laminas silanizadas (ATPS - Silane, Sigma® A3648), pela técnica de
estreptoavidina-biotina-peroxidase. As laminas permaneceram em estufa (56°C, 24 h) e em
sequida foram desparafinizadas (3 banhos em xilol, 5 min cada) e desidratadas (3 banhos em
alcool absoluto e 1 banho em alcool 80%, 10 s cada). Em seguida, as laminas permaneceram
em banho (Tampdo fosfato - PBS, pH 7,2, 5 min) para hidratacdo. O excesso de tampéao foi
removido e a borda cortada foi borrada com papel absorvente. Peroxido de hidrogénio (3%,
10 min) foi adicionado as laminas sobre cada corte para bloquear a peroxidase enddgena e
depois lavado em PBS.

Para a recuperacdo do antigeno, as laminas foram colocadas em tubos contendo
solucdo tampao citrato 10 mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA. Os tubos foram entdo colocados em
um pote cheio de agua destilada a 100°C até o limite indicado. Ap6s 30 min, os tubos foram
colocados em uma bancada para resfriar até a temperatura ambiente (22°C).

A coloragdo imuno-histoquimica foi realizada com o Novolink™ Polymer Detection
System (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, EUA). Resumidamente, as laminas foram
primeiro lavadas com agua destilada e secas cuidadosamente para evitar que 0s cortes
secassem completamente. As laminas foram entdo incubadas com Peroxidase Block (3% de
peréxido de hidrogénio) por 5 min e lavadas 3x em tampdo PBS (5 min cada). Ap6s uma
etapa de incubacdo de 5 min com Protein Block, as laminas foram lavadas 3x em tampdo PBS
(5 min cada) e depois incubadas com o anticorpo primario especifico (anti-aSMA, anti-FAP)
que foram diluidos em 2% de albumina de soro bovino (Albumina soro bovino - BSA,

Sigma®) de acordo com as indicac¢6es do fabricante.
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As coloracbes foram realizadas em cdmara Umida a 4°C por periodos recomendados
pelo fabricante. Além disso, a coloracdo dos controles positivos foi realizada para cada
anticorpo, de acordo com as instru¢des do fabricante. Depois que as laminas foram lavadas
com tampédo PBS (5 min cada), as laminas foram incubadas com Post Primary Block por 30
min, lavadas com tampé&o PBS (5 min cada), depois incubadas com Novolink™ Polymer.
Apos 30 min, as laminas foram lavadas com tampdao PBS (5 min cada) e reveladas com DAB
Chromogen e Novolink corante diaminobenzidima (DAB) Substrate Buffer (Polymer). Apos
5 minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente e contracoradas em hematoxilina de
Harris. Como etapa final, as l[aminas foram imersas em trés banhos de alcool absoluto (10
segundos cada), para retirada do excesso de agua; um banho de xilol fenilado; e trés banhos
de xilol (5 min cada).

Uma laminula foi montada em cada lamina com Entellan (-) e dois observadores
avaliaram as laminas. A intensidade da imunocoloracdo no estroma foi avaliada
subjetivamente usando 0 a 3: 0 (sem coloragéo), 1 (coloragéo fraca), 2 (coloracdo moderada),
3 (coloracdo forte). A Figura 1 mostra a imunocoloracdo dos casos (figuras 1 a 6) e controles
(figuras 7 a 12).

Figura 1 — Fotomicrografia de bidpsia do colo uterino com carcinoma
epidermdide invasor bem diferenciado (HE, 40x).

Fonte: Do autor, 2022



Figura 2 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma fibra
musculares positivas para actina de masculo liso 3+/3 (SMA, 40x).
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Fonte: Do autor, 2022

Figura 3 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma
fibroblastos positivos para fator anti-fibroblastos 3+/3 (anti-FAP, 40x).
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Fonte: Do autor, 2022
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Figura 4 — Fotomicrografia de bidpsia do colo uterino com carcinoma
epidermdide invasor moderadamente diferenciado (HE, 40x).
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Fonte: Do autor, 2022

Figura 5 — Fotomicrografia da biopsia anterior demonstrando no estroma fibras
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Fonte: Do autor, 2022
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Figura 6 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma

fibroblastos positivos fator anti-fibroblastos 3+/3 (anti-FAP, 40x).
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Figura 7 — Fotomicrografia de biopsia do colo uterino com leve cervicite
inespecifica (HE, 20x).
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Fonte: Do autor, 2022
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Figura 8 — Fotomicrografia da biopsia anterior demonstrando no estroma fibras
musculares e pequenos capilares positivos para actina de masculo liso 1+/3 (SMA,
40x).
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Fonte: Do autor, 2022

Figura 9 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma
fibroblastos e pequenos capilares npositivos para fator anti-fibroblastos 2+/3
(anti-FAP, 40x).

5 - .. ol = = i‘“

0% .

Fonte: Do autor, 2022
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Figura 10 — Fotomicrografia de bidpsia do colo uterino demonstrando o estroma
com pequenos capilares sem alteragfes (HE, 20x).
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Figura 11 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma fibras
musculares e capilares positivos para actina de musculo liso 2+/3 (SMA, 40x).
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Fonte: Do autor, 2022
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Figura 12 — Fotomicrografia da bidpsia anterior demonstrando no estroma
flbroblastos e capllares posmvos para fator anti- flbroblastos 1+/3 (anti-FAP, 40x).
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3.3 CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Foi obtido consentimento de todas as pacientes incluidas no estudo na data do
diagndstico no ambulatério de Oncologia Ginecoldgica e verificacdo de que a paciente se
enguadrava nos critérios de inclusdo. Para o grupo controle, o termo de consentimento foi

obtido no ambulatorio de pré-operatorio (Apéndice A).

3.4 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFTM sob o CAAE
22725019.2.0000.5154, de numero 3.988.424 (Anexo A).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism software. Os resultados foram
expressos em medianas, valores minimos e maximos. As imunomarcagdes dos marcadores de
estroma foram comparadas entre 0s grupos através do teste exato de Fisher. Os resultados dos
parametros de hemograma foram comparados entre os grupos através de Teste Mann-

Whitney. As diferencas serdo consideradas significativas para p<0,05.
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No estudo imunohistoquimico, a concordancia entre dois observadores sera realizada
através do kappa: k <0,4: concordancia fraca; 0,4< k <0,8: concordancia moderada; 0,8< «

<1,0: concordancia forte; k¥ =1,0: concordancia perfeita.

4 RESULTADOS

As caracteristicas gerais e 0s parametros do hemograma dos grupos de pacientes com
cancer do colo uterino e mioma uterino estdo representadas na tabela 1. O tipo histoldgico,
grau histologico e estadiamento das pacientes do grupo de céncer do colo uterino estdo

representadas na tabela 2.

Tabela 1: Caracteristicas gerais e parametros do hemograma dos grupos de pacientes com
cancer do colo uterino e mioma uterino atendidas no Hospital de Clinicas da UFTM, Uberaba-
MG, 2020-2022 (Mediana, minimo e mé&ximo, ou n e percentagem).

Cancer do colo Mioma
n=16 n=22
Idade (anos) 50 (26-67) 46 (41-55)
Paridade (partos) 3 (1-6) 2 (0-5)
Status hormonal
Menacme 7 (43,75%) 22 (100%)
Menopausa 9 (56.25%) 0 (0%)
Plaquetas (mil/mm?®) 281,5 (174-903) 321(98-497)
RNL 4,4 (2,06-47,48) 2,32 (0,82-8,29)
RPL 200,7 (123,14-748,13) 164,6 (78,99-263,33)
RDW
13,85 (13-23,6) 14 (12,6-23,3)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022
Observacgéo — Valores de referéncia para mulheres: Plaquetas: 150.000 — 400.000/mms3,
RDW: 11,5 — 15,0%.
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Tabela 2: Caracteristicas do grupo de pacientes com cancer do colo uterino atendidas no
Hospital de Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, 2020-2022, quanto ao tipo histoldgico, grau
histologico e estadiamento (mediana, minimo e maximo, ou n e percentagem).

n %

Tipo histoldgico

Epidermoide 15 93,75

Né&o epidermaoide 1 6,25
Grau histologico

Grau 1 5 31,25

Grau 2 8 50

Grau 3 3 18,75
Estadiamento

1B 5 31,25

A 1 6,25

1B 7 43,75

cC1 1 6,25

c2 0 0

IVA 2 12,5

IVB 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

A imunomarcagdo forte (2/3) por FAP foi mais frequente em pacientes com cancer do
colo uterino quando comparado com pacientes com mioma (grupo controle) (p=0,0005). Em
relacdo a SMA, a imunomarcacdo forte (2/3) também foi mais encontrada no grupo de
pacientes com cancer comparado ao grupo de pacientes com mioma (p < 0.00001) (tabelas 3 e
4).
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Tabela 3: Imunomarcacdo da Proteina alfa de ativacdo dos fibroblastos (FAP) em céancer de
colo uterino e mioma uterino, Uberaba-MG, 2020-2022.

FAP (0/1) FAP (2 /3)
P

Cancer cervical (n=16) 1 (6,25%) 15 (93,75%)
Mioma (n=22) 14 (63,64%) 8 (36,36%) 0.0005

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022
Teste exato de Fisher, com nivel de significancia menor que 0,05.

Tabela 4: Imunomarcacdo da alfa-actina de masculo liso (SMA) em céancer do colo uterino e
mioma uterino, Uberaba-MG, 2020-2022.

SMA (0/1) SMA (2 /3)
p
Cancer de colo (n=16) 0 (0%) 16 (100%)
. < 0.00001
Mioma (n=22) 19 (86,36%) 3 (13,64%)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022
Teste exato de Fisher, com nivel de significancia menor que 0,05.

Os valores de RNL foram mais elevados no grupo de pacientes com cancer
(mediana=4.4; minimo=2,06; maximo=47,48) comparado com 0O grupo controle
(mediana=2,32; minimo=0,82; maximo=8,29) (p=0,0019). Em relacdo aos valores de RPL,
esses foram também mais altos no grupo céancer (mediana=200,7; minimo=123,14;
maximo=748,13) que no grupo de leiomioma (mediana=164,6; minimo=78,99;
maximo=263,33), mas no limiar de significancia (p=0.0675). N&o houve diferenca
significativa nos valores de plaquetas e RDW na comparacédo entre esses grupos (p=0.3986 e

p=0.9095, respectivamente) (figuras 13 a 16).
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Figura 13: Relacdo neutrofilo-linfocito em pacientes com cancer do colo uterino e leiomiomas
(p=0,0019).
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Fonte: Do autor, 2022

Figura 14: Relacdo plaqueta-linfécito em pacientes com cancer do colo uterino e leiomiomas
(p=0,0675).
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Figura 15: Valor absoluto de plaquetas (/mm®) em pacientes com cancer do colo uterino e
leiomiomas (p=0.3986).
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Fonte: Do autor, 2022
Figura 16: RDW em pacientes com cancer do colo uterino e leiomiomas (p=0,9095).
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Né&o houve diferenca significante na avaliacdo dos 2 marcadores de estroma em cancer
do colo uterino no estudo de fatores progndsticos patologicos (estadiamento e grau

histoldgico) e nem no estudo de fatores sistémicos (plaquetas, RNL, RPL e RDW).

5 DISCUSSAO

Os componentes estromais séo constituintes comuns da maior porcentagem do volume
tumoral, e 0 microambiente tumoral é essencial para sua sobrevivéncia. O estroma tumoral
consiste em células tumorais ndo-malignas, como fibroblastos associados ao cancer (CAFs),
células mesenquimais, células imunes, células endoteliais e pericitos, e também a matriz
extracelular (YANG et al., 2013). A partir dai,,0 crescimento continuo das células tumorais
esta ligado ao fornecimento de nutrientes, formacdo de vasos sanguineos tumorais, linfocitos
e fatores de crescimento; associados as alteracbes caracterizadas no estroma de apoio
(LEBEAU et al., 2009).

Segundo Huang et al. (2019), o microambiente tumoral vem recebendo mais atencao
nos ultimos anos; varias células inflamatdrias sdo componentes importantes do microambiente
tumoral. Neutréfilos, linfocitos, plaquetas e proteinas de fase aguda contribuem para a
resposta inflamatoria, podendo ser detectadas através de exame de hemograma (HUANG et
al., 2019). A primeira vez que foi percebida a associagéo entre inflamagéo e cancer, ocorreu
em 1863 por Virchow (BALKWILL et al., 2001). A resposta inflamatéria tumoral tem o
potencial de promover a mutagénese celular e um microambiente de inflamacdo crénica, com
muitas células inflamatérias que geram altos niveis de oxigénio reativo (HUANG et al.,
2019).

O acumulo de células semelhantes a fibroblastos, os miofibroblastos, constantemente
mostra associag¢do a borda da regido peritumoral. A SMA revelou forte positividade estromal,
indicando a presenca de ativado de miofibroblastos que s&o os principais produtores da matriz
extracelular no estroma (LI et al.,, 2009). No presente estudo, em relacdo a SMA, a
imunomarcacao forte também foi mais encontrada no grupo de pacientes com cancer do colo,
demonstrando os miofibroblastos estromais SMA positivos associados.

A proteina de ativacdo do fibroblasto (FAP) surgiu como um marcador especifico de
fibroblastos reativos em tumores. E altamente expresso em fibroblastos estromais reativos em
carcinomas epiteliais. As células de carcinoma epitelial também sdo FAP-negativos. A FAP

contribui para a neovascularizagdo dentro dos tumores, além de aumentar a tumorigenicidade
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(LAI et al., 2012). Neste estudo, a imunomarcacdo forte por FAP ocorreu com maior
frequéncia no grupo de pacientes com cancer do colo do Utero.

O mecanismo subjacente aos nossos estudos ndo foi elucidado. No entanto, existem
algumas explicacdes possiveis para nossa observacdo. As doencas inflamatorias podem
aumentar o risco de desenvolver muitos tipos de céncer, incluindo o do colo do Utero.
Mudangas oncogénicas induzem o microambiente inflamatdrio, o que promove o surgimento
de tumores. A variacdo da resposta imune tem sido observada em diferentes tipos de cancer
(LEE et al., 2012).

A RNL pre-tratamento pode ser um biomarcador potencial de baixo custo,
especialmente importante em paises em desenvolvimento, onde o cancer do colo do Utero; no
caso o Brasil, ocupa o terceiro lugar em taxa de mortalidade proporcional por cancer em
mulheres, 2020 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES
DA SILVA, 2022).

Nomelini et al. (2022) demonstraram que a contagem absoluta de bastonetes maior
que 273/mm 2 foi um potencial preditor de menor sobrevida global em mulheres com cancer
cervical invasivo. Essa contagem pode ser de grande utilidade clinica, além de ser de baixo
custo, menos invasiva e de facil execucdo. Segundo De Lima et al. (2021), no cancer de colo
uterino, maiores valores de NLR e PLR foram encontrados nos estadios Il a IV quando
comparados ao estadio | (p = 0,0066 e p = 0,005, respectivamente). Curvas ROC foram
realizadas. Nas neoplasias invasivas, os valores de corte para NLR e PLR na comparagdo
entre estagio | e maior que | foram 4 e 165,45, respectivamente. Para curvas de sobrevida,
houve menor sobrevida global e sobrevida livre de doenca nas pacientes com relacéo
neutréfilo-linfocito maior que 4 (p=0,0004 e p=0,0153, respectivamente) e relacdo plaqueta-
linfécito maior que 165,45 (p = 0,0319 e p = 0,0362, respectivamente). Apos analise
multivariada, apenas NLR permaneceu como fator independente em sobrevida livre de
progressao (HR = 6,095, IC 95% = 1,120-33,177, p = 0,037) e sobrevida global (HR = 4).

Os indicadores RNL e RPL sdo baseados em inflamagdo, todos com valor preditivo
significativo para varios tipos de cancer. Neste estudo relacionamos o biomarcador RPL para
o0 cancer do colo. As células inflamatdrias periféricas pré-tratamento se mostram disponiveis,
biomarcadores expressam a resposta inflamatoria sistémica as manifestagdes do cancer.
Constatamos que a RPL foi mais alta no grupo com cancer. Estudos apontam a RPL como um
bom biomarcador na previsdo de metastase de linfonodo. Grupo com céncer e RPL elevado
gue passaram por cirurgia; um alto grau de RPL € indicativo de maior risco de metastase

linfonodal, sugerindo a necessidade de biopsia do linfonodo para-adrtico. O estudo de Zhang
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et al. 2014, revelou uma vantagem da RPL sobre a RNL apontando no resultado clinico para o
cancer do colo do utero. Diferentemente de outros fatores de risco pds-operatorios, a RPL
atua como indice pré-operatorio na previsdao de metastases linfonodais, podendo contribuir
com informacdes importantes para determinar a linha de tratamento cirargico e pos-operatério
a sequir.

A inflamacdo desempenha fundamental processo na tumorigénese e no avanco do
cancer do colo. No presente estudo focamos na determinacdo da significancia preditiva do
marcador de inflamacdo RDW, mas ndo houve diferenca significativa nos valores na
comparacdo entre os grupos do estudo. O RDW tradicionalmente € utilizado para o
diagndstico diferencial de anemia microcitica, sendo proposto como marcador de inflamacéo
sistémica para doencas inflamatdrias crénicas (WANG et al., 2017). Além disso, pacientes
com cancer tém valores mais elevados de RDW em compara¢do com pacientes saudaveis.
Outra caracteristica € que a RDW elevada estd associada ao estagio do cancer e as
caracteristicas histopatolégicas. No presente estudo ndo detectamos diferenca significativa
nos valores de plaquetas e RDW, podendo sugerir que o papel biolégico do RDW no cancer
do colo do Utero pode diferir para outros canceres. Esse estudo sugeriu que os valores pré-
tratamento de NLR e PLR podem ser Uteis para prever a presenca de metéstases a distancia e
linfonodos em pacientes com carcinoma cervical, mas ndo fatores prognosticos adequados para
pacientes em estadio inicial.

Para decidir a linha de tratamento a seguir para o cancer, os fatores prognosticos sao
de extrema importancia. O estroma tumoral contém dados prognosticos distintos evidenciados
por células vasculaturas e células imune no movimento da progressdao neoplasica. Os
marcadores FAP e SMA foram avaliados em cancer do colo (no microambiente estromal),
sendo varios estudos realizados mostrando que o comportamento dos fibroblastos e as
caracteristicas influenciam as respostas terapéuticas. Numerosas estratégias foram
desenvolvidas usando fibroblastos associados ao cancer (CAFs) para lidar com fatores
prognosticos. O aumento da expressdo de FAP em neoplasias malignas, correlacionam-se com
estudos de ERRARTE et al. 2016, que observou maior expressdao de FAP em tumores
primarios e ainda estatisticamente relacdo entre a agressividade tumoral 