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RESUMO

OBJETIVO: Os objetivos do estudo foram comparar a imunomarcagao estromal de alfa-
actina de musculo liso (a-SMA) e proteina de ativacdo de fibroblastos-a (FAP) entre
tumores ovarianos borderline e neoplasias malignas de ovario, como também avaliar sua
associacao na sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) em pacientes com

cancer de ovario.

METODOS: Foram avaliadas no estudo pacientes com diagndstico de neoplasia maligna
de ovario (n = 28) e tumor borderline de ovario (n = 18). Foi realizado estudo
imunohistoquimico de a-SMA e FAP no compartimento estromal. A comparacdo da
imunomarcagdo entre tumores ovarianos borderline e malignos foi realizada pelo teste
exato de Fisher. A sobrevida foi avaliada pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de
log-rank. A analise multivariada foi realizada por regressao de Cox. As diferengas foram

consideradas significativas para p <0,05.

RESULTADOS: Avaliando a expressao estromal de FAP, a imunomarcagao (2 e 3), que
¢ uma marcacao mais intensa, foi evidenciada mais em pacientes com neoplasia maligna
de ovario do que em tumores borderline de ovario (p = 0,0331). Nao houve significancia
estatistica na avaliagao de a-SMA. Avaliando apenas pacientes com cancer epitelial de
ovario, houve uma maior SG em pacientes com imunomarcacao estromal 3 de a-SMA (p
= 0,017). Nao houve significancia estatistica ao avaliar SG e SLD em pacientes com
imunomarcagao estromal de FAP, nem ao avaliar SLD em pacientes com imunomarcagao
estromal 3 de a-SMA. Apds a analise multivariada, os pacientes com imunomarcagao
estromal 3 de a-SMA tiveram maior SG em comparagdo com imunomarcagao 0, 1 ou 2
[OR (95% CI) = 0,107 (0,018-0,649), p = 0,015].

CONCLUSAO: A imunomarcacio de FAP foi mais forte em neoplasia maligna de ovario
comparada com a imunomarcac¢ao de pacientes com tumores ovarianos borderline. No
cancer epitelial de ovario, houve uma maior SG em pacientes com imunomarcagdo

estromal 3 de a-SMA.

PALAVRAS-CHAVE: neoplasia maligna de ovario; tumores ovarianos borderline; alfa-
actina de musculo liso; proteina-o de ativagdo de fibroblastos; microambiente tumoral,

sobrevida global.



ABSTRACT

Objective: The aims of the study were to compare the stromal immunostaining of smooth
muscle alpha-actin (a-SMA) and fibroblast activation protein-o (FAP) between borderline
ovarian tumors and epithelial ovarian cancer, and to evaluate their association in overall

survival (OS) and disease-free survival (SLD) in patients with ovarian cancer.

Methods: Patients diagnosed with malignant (n=28) and borderline ovarian tumors
(n=18) were evaluated. Immunohistochemical study of stromal a-SMA and FAP was
carried out. The comparison of immunostaining between borderline and malignant
ovarian tumors was performed using Fisher's exact test. Survival was assessed by the
Kaplan-Meier method and the log-rank test. Multivariate analysis was performed by Cox

regression. The differences were considered significant for p <0.05.

Results: Evaluating stromal FAP, stronger immunostaining (2 and 3) was more found in
epithelial ovarian cancer than in borderline ovarian tumors (p = 0.0331). There was no
statistical significance in the assessment of a-SMA. Evaluating only patients with
epithelial ovarian cancer, there was a higher OS in patients with stromal a-SMA
immunostaining 3 (p = 0.017). There was no statistical significance when evaluating OS
and SLD in patients with stromal FAP immunostaining, nor evaluating SLD in patients
with a-SMA stromal immunostaining 3. After multivariate analysis, patients with stromal
a-SMA immunostaining 3 had higher OS compared to immunostaining 0, 1 or 2 [OR

(95% CI) = 0.107 (0.018-0.649), p = 0.015].

Conclusion: Stronger FAP immunostaining was more found in epithelial ovarian cancer
than in borderline ovarian tumors. In epithelial ovarian cancer, there was a higher OS in

patients with stromal a-SMA immunostaining 3.

Keywords: malignant ovarian; borderline ovarian tumors; smooth muscle alpha-actin;

fibroblast activation protein-a; tumor microenvironment; overall survival.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de ovario

O cancer epitelial de ovario ¢ umas das malignidades ginecologicas responsavel
por milhares de 6bitos em mulheres em todo mundo. Os fatores de risco que contribuem
para o desenvolvimento da neoplasia ovariana sdo diversos, porém o mais facilmente
identificavel € o fator genético, relacionado a mutagdes nos genes BRCA-1 ou BRCA-2
(BERKENBLIT & CANNISTRA, 2005).

No Brasil, ha a estimativa de 6.650 casos novos de cancer de ovario em 2020
(INCA, 2020). De acordo com dados da Globocan (2020), a incidéncia global estimada
de cancer de ovario foi de 313.959 novos casos diagnosticados em 2020, dos quais
207.252 mulheres morreram da doenga.

A incidéncia do cancer ovariano varia de acordo com a regido, principalmente
quando se compara paises de baixo e alto poder aquisitivo. Variagdes nos critérios
diagnosticos e também em fatores reprodutivos podem influenciar a ocorréncia do cancer
ovariano e suas respectivas taxas relativas por subtipo histologico. A incidéncia do cancer
de ovario em alguns paises e regides distintos, como Europa, Asia ¢ América do Norte,
indicaram estabilidade. Porém, nas regides Leste/Sul da Europa, evidenciaram um
aumento consideravel na incidéncia de cancer de ovario, enquanto no norte da Europa
notou-se queda (COBURN et al., 2017).

Outra vertente analisada por Coburn et al. (2017) foi a andlise das proporcdes
relativas dos subtipos histologicos. As propor¢oes foram similares entre os paises
mencionados acima, exceto para as nagdes asidticas, onde os carcinomas endometridides
e de células claras apresentaram uma propor¢ao maior, enquanto 0s carcinomas serosos
representaram uma propor¢ao menor. Tais fatores evidenciam a necessidade de se analisar
a variagdo geografica, para se detectar e quantificar a incidéncia do cancer ovariano,
juntamente com as diferengas na distribuicdo do subtipo histolégico (COBURN et al.,
2017).

A origem e toda a patogénese do cancer de ovario merecem atencdo. Inimeros
estudos sobre esse tema vém sendo realizados por longos anos, porém ainda os
mecanismos ndo foram totalmente elucidados de forma concreta e especifica. Um dos
principais obstaculos nesse processo deve-se a heterogeneidade da doenca e do

comportamento dos tumores, que manifestam diferentes caracteristicas patologicas e
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clinicas. Mediante essas diferencas, diversos estudos genéticos, moleculares e
morfoldgicos contribuiram para que um modelo de identificagdo tumoral fosse elaborado.
Ele consiste em um modelo dualista onde as neoplasias ovarianas foram divididas em
duas categorias: tumores ovarianos do tipo I e tumores ovarianos do tipo II (SHIH &
KURMAN, 2004).

De acordo com as diferengas moleculares e clinico-patologicas existentes entre os
tumores tipo I e tipo II, destacam-se que os tumores tipo I sdo neoplasias de baixo grau
que surgem de maneira indolente e gradual. Na maioria das vezes, sdo neoplasias cisticas
unilaterais e volumosas. Quando confinados ao ovario, eles tém um excelente prognostico
e sdo responsaveis por 10% dos 6bitos por cancer ovariano. Os tumores ovarianos tipo |
sdo classificados em: tumores mucinosos, tumores malignos de Brenner, tumores
endometridides e tumores de células claras. Suas alteragdes moleculares sao distintas das
alteragcdes encontradas nos tumores ovarianos do tipo II, como mutacdes frequentes
BRAF/KRAS e baixa proliferagao celular (SHIH & KURMAN, 2004; KURMAN &
SHIH , 2016).

Em contrapartida, as neoplasias ovarianas do tipo II sdo neoplasias de alto grau,
com potencial agressivo, que se desenvolvem rapidamente e s3o menores em relagdo ao
volume do que as neoplasias ovarianas do tipo I. Em conjunto com essas neoplasias,
geralmente ocorre a presenca de ascite, o que ¢ pouco comum nas neoplasias do tipo I.
Os tumores que compdem o conjunto dos tumores ovarianos do tipo II sdo:
carcinossarcomas € neoplasias serosas de alto grau. Suas alteracdes moleculares indicam
mutacoes frequentes na P53 e alta proliferagdo celular, podendo ser caracterizadas como
neoplasias de carater maligno (SHIH & KURMAN, 2004; KURMAN & SHIH, 2016).E
esses tumores malignos de ovario podem ser descritos em trés grupos: tumores epiteliais-
estromais; tumores dos corddes sexuais-estromais; e tumores de células germinativas
como mostra a tabela 1.

Em adigdo, vale ressaltar as caracteristicas de um outro tipo de neoplasia ovariana
que sdo os tumores borderline de ovario (BOT). Essa variante tumoral apresenta
caracteristicas intermediarias entre as categorias benignas e malignas ovarianas.Sao
tumores incomuns mas nao raros, € que também apresentam caracteristicas morfologicas,
moleculares e genéticas que diferem dos tumores ovarianos benignos e malignos
(HAUPTMANN et al, 2017). Em relacio ao potencial de malignidade e andlise
histologica, os BOT apresentam atipia nuclear de carater intermediario, baixas atividades

mitdticas sem invasdo estromal (o que vai na contramdo das manifesta¢des histologicas
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dos tumores malignos ovarianos), indicando um melhor prognostico comparado com o0s
tumores ovarianos malignos. Ademais, as taxas de sobrevida analisadas em 5 e 10 anos
sdo de 95 e 85%, respectivamente. Outro ponto relevante, ¢ que devido a esses tumores
manifestarem em pacientes mais novas e apresentarem um melhor prognéstico
comparado com os tumores ovarianos malignos, as pacientes sdo submetidas a
abordagens cirirgicas menos radicais ¢ mais conservadoras, a fim de se preservar a

fertilidade dessas mulheres (PARK et al., 2018).

Tabela 1 - Classificagdo dos tumores ovarianos malignos. Adaptado de World Health

Organization Classification of Tumours, 2003 (TAVASSOLI & DEVILEE, 2003).

Tumores ovarianos

Tumores da superficie Tumores dos corddes Tumores das
epitelial-estromal sexuais-estromais células
germinativas

Tumor de celulas da
Tumores Serosos Disgerminoma
Granulosa

Tumor de células de Sertoli-

Tumores Mucinosos Coriocarcinoma
Leydig
Tumores Endometrioides Tumor de células Esteroidais Carcinoma
embrionario
Tumor de Células Claras Teratoma Imaturo

Tumor de Células
Tumor do seio
Transicionais endodérmico

Tumor indiferenciado

Fonte: TAVASSOLI & DEVILEE, 2003.

Retomando ao cancer ovariano, os sintomas do cancer ovariano sdo inespecificos,
e as mulheres em sua maioria, se queixam do aumento da circunferéncia abdominal,
altera¢des urinarias, edema generalizado e em alguns casos dor na regido pélvica. A

identificacdo precoce desses sintomas pode proporcionar um direcionamento clinico
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excepcional, contribuindo de forma direta para a sobrevida. Ou seja, em estadiamentos
iniciais (I e II), que correspondem a doenca limitada ao ovario e a pelve, a sobrevida em
5 anos ¢ estimada em 70% a 90%. Enquanto em estadiamentos avancados (III e IV), que
acometem o abdome inferior ou superior, a sobrevida em relagdo ao cancer ovariano varia
de 10% a 30%. Comumente, o prognostico desfavoravel caracterizado pelos
estadiamentos avangados deve-se, em grande parte, ao diagnostico tardio das neoplasias,
como também ao aparecimento de metastases. Essas metastases sdo caracterizadas pelo
desprendimento de agregados celulares ou células tumorais que formam nichos fora da
cavidade peritoneal, o que leva a doenga para um estadio avangado, caracterizando um
diagnostico tardio e afetando a sobrevida (LOUGHRAN et al., 2018; EO et al., 2018).
Isso indica que, quanto mais precocemente o cincer ovariano for detectado, melhor o
prognostico e maior a sobrevida. (BERKENBLIT & CANNISTRA, 2005; EO et al., 2018;
GOFF et al., 2004).

Em relacdo ao diagndstico do cancer ovariano, o exame fisico comumente indica,
em alguns casos, a presenca da massa pélvica. A ultrassonografia pélvica transvaginal ¢
utilizada para se identificar a presenca de uma massa ovariana suspeita, além dos
marcadores tumorais. Vale ressaltar que as técnicas de ressonancia magnética e
tomografia computadorizada também sao utilizadas (EO et al., 2018; NOSSOV et al.,
2008; SOLETORMOS et al., 2016; MANEGOLD-BRAUER et al., 2013; MEDEIROS
et al., 2011; NAM et al., 2010). Porém, o diagnostico definitivo das neoplasias ovarianas

necessita de uma confirmagao através da realizagdo de exame anatomo-patologico.

1.2 ESTROMA

Tumores s6lidos malignos ndo sdo apenas células neopldsicas autdnomas, eles sao
formados por células malignas e estroma que se influenciam mutuamente. Os diferentes
tipos de células no ambiente estromal podem ser recrutados por células malignas para
promover o crescimento do tumor e facilitar a metastase (BREMNES et al., 2011).

De acordo com a composicdo do estroma tumoral, ele ¢ composto por células
tumorais ndo malignas, como: fibroblastos associados ao cancer, células mesenquimais,
células imunes inatas e adaptativas, vasculatura com células endoteliais e pericitos,
proteinas estruturais (colageno e elastina), proteinas especializadas (fibrilina, fibronectina

e elastina) e proteoglicanos componentes da matriz extracelular. Outro componente do
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estroma tumoral sdo as células imunes, e os macrofagos associados a tumores (TAMs),
correspondem a metade da massa tumoral (BREMNES et al., 2011; MANTOVANI et al.,
2008; HUGHES, 2008; COLVIN, 2014).

A ativagdo do microambiente do estroma tem sido apontada como um fator
importante na progressao do cancer. O estroma reativo ou permissivo indica similaridade
com a biologia do processo de cicatrizacdo de feridas em tecidos com caracteristicas
normais, onde as células do estroma apresentam significativa produg¢do de fatores
constituintes da matriz extracelular (BREMNES et al., 2011; RONNOV-JESSEN et al.,
1996).

Os diversos agrupamentos celulares distintos situados no estroma, através de um
rearranjo matricial, criam posteriormente um microambiente especifico tumoral promotor
da carcinogénese, resultando em proliferagdo, invasdo e sobrevivéncia das células
cancerigenas. Esses eventos baseiam-se em atividades orquestradas por uma interagao
célulaacélula (RYNER Letal.,, 2015; BREMNES et al., 2011; KALLURI & ZEISBERG,
20006).

O processo de regulagdo estromal responsavel pela progressao tumoral no cancer
epitelial de ovario ainda nao foi completamente elucidado (RYNER et al, 2015). Porém,
sabe-se que o microambiente tumoral tem sido cada vez mais ressaltado pelo seu papel
relevante na patogénese do cancer epitelial ovariano (RYNER et al., 2015; SAAD et al.,
2010; WANG et al., 2005)

1.2.1 CELULAS COMPONENTES DO ESTROMA

Macroéfagos associados ao tumor (TAMs)

Os macrofagos sdo células fagociticas diferenciadas da linhagem mononuclear.
Compdem o sistema imunoldgico e apds migrarem para os tecidos, sofrem diferenciacado
em resposta a estimulos locais. Sao células heterogéneas que podem estimular ou suprimir
o sistema imunolégico (COLVIN, 2014; POLLARD, 2009).

Macrofagos e as células tumorais interagem juntamente de uma forma bidirecional
através da troca de mediadores soluveis, influenciados pelo comportamento fenotipico e
celular (COLVIN, 2014). Os macréfagos associados ao tumor (TAMs) correspondem a

uma populagdo de extrema heterogeneidade, manifestando diferenciacdes e tipos distintos
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esquematicamente caracterizados, sendo M1 os macréfagos classicamente ativados e M2
os alternativamente ativados (SOLINAS et al., 2009).

Os TAMs criam um microambiente de imunossupressdo, contribuindo para a
promocao da angiogénese, crescimento tumoral, motilidade e invasdo. Durante o processo
de metastase, os macréfagos residentes no nicho pré-metastitico promovem o
extravasamento de células tumorais, propiciando um ambiente favoravel para o
crescimento e sobrevivéncia (NOY & POLLARD, 2014).

Macrofagos classicamente ativados M1 se diferenciam na presenga das citocinas
secretadas pelas células Thl envolvidas na resposta contra patégenos, assim como estao
correlacionados com a rejeicao tumoral e apresentagdo génica. As citocinas relacionadas
com essas agOes deste macréfago sdo as citocinas 1L-12, IL-1, IL-6, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e IL-23 (SICA et al., 2002)

Por outro lado, macréfagos alternativamente ativados M2 propiciam um aumento
da angiogénese, influenciando o microambiente tumoral a secretar as metaloproteinases
de matrizes (MMPS) ou IL-1B e assim induz a vascularizagdo do tumor, produzindo
VEGF, PDGF e TGF-p (DIRKX et al., 2006). Esses macrofagos também produzem
fatores quimioprotetores, como a catepsina b, que induzem resisténcia a drogas
antitumorais (BRUCHARD et al., 2012; ZHANG et al., 2014; SOLINAS et al., 2009).

Assim, os TAMs sdo capazes de produzir algumas metaloproteinases de matriz
que podem ser tanto moléculas pro-angiogénicas quanto anti-angiogénicas (BINGLE et
al., 2002). Em especial, a metaloelastase (MMP-12) produzida por TAMs gera
angiostatina, uma molécula anti-angiogé€nica resultante da clivagem proteolitica do
plasminogénio por proteases, que ¢ principalmente produzida por TAMs (DIRKX et al.,
2006). Por conseguinte, varios estudos em tumores humanos, o acimulo de TAMs tem
sido associado a angiogénese (SICA et al., 2002).

Estudos retrospectivos que abrangem a caracterizagdo dos TAMs em neoplasias
ovarianas demonstram que eles possuem similaridade com macroéfagos M2 polarizados e
expressam marcadores M2, tais como CD163, CD204, CD206 (receptor de manose) e
Interleucina 10. Apesar de uma quantidade significativa de evidéncias emergentes, as
quais sugerem que TAMs manifestam um perfil de ativagao inico em tumores ovarianos,
muitas dividas ainda ndo foram esclarecidas. Como por exemplo, quais tipos de células
imunologicas estdo relacionadas aos subtipos histopatologicos das neoplasias ovarianas
ou estadiamento tumoral. Tais informagdes requerem investigacdes mais abrangentes

(COLVIN, 2014).
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Portanto, os macréfagos associados ao tumor (TAMs) do tipo M1 sdo responsaveis
por suprimir a progressao do cancer, enquanto os macroéfagos associados ao tumor do tipo

M2 promovem a progressao do cancer (ZHANG et al., 2014).

1.3 CELULAS DA VASCULATURA

1.3.1 Pericitos

Os pericitos sdo células murais dos microvasos, que entraram em evidéncia
atualmente como mediadores e reguladores da morfogénese vascular e homeostase
cardiovascular (ARMULIK et al., 2011). Sa@o caracterizados também como células de
apoio periendoteliais que se estendem e envolvem as células endoteliais. Possuem
heterogeneidade de carater fisioldgico, bioquimico e morfoldgico. Através da juncdo com
as células endoteliais, compdem as paredes dos microvasos. Possuem, também, diversas
outras caracteristicas que se destacam: atuam na proliferagdo, diferenciagao e regulagao
endotelial, secretam e sintetizam diversos agonistas auto-reguladores que agem nos vasos
sanguineos, atuam como células progenitoras, liberam e sintetizam componentes
estruturais da matriz extracelular ¢ da membrana basal, € por meio de conexdes da
membrana trans-basal, os pericitos tém a capacidade também de influenciar o
comportamento direto das células endoteliais e participam diretamente na regulagdo do
diametro capilar (STAPOR et al., 2014; SHEPRO & MOREL, 1993; GERHARDT &
BETSHOLTZ, 2003).

Sabemos que a participacao dos pericitos € essencial para o processo de regulagdo
da angiogénese e na funcionalidade direta vasoativa, entretanto toda a funcionalidade dos
pericitos ainda ndo estd completamente elucidada e faz necessério investigagdes detalhas

acerca dos mesmos (GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003; STAPOR et al., 2014).

1.3.2 Células endoteliais

Juntamente com os pericitos, as células endoteliais sdo um dos componentes da
vasculatura tumoral e da vasculatura normal. Sdo células que, na fase embriondria,
surgem do mesoderma, e uma das suas fun¢des mais importantes ¢ o revestimento das

paredes dos vasos sanguineos recém-formados. Durante a tumorigénese, as células
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endoteliais necessitam ser recrutadas para que ocorra uma neoformacdo para nutrir o
tumor em desenvolvimento (SPAW et al., 2017).

As células endoteliais formam a camada interna dos vasos sanguineos, nutrindo
uma barreira entre a circulacdo e o tecido. Sdo envolvidas por células perivasculares, com
suporte principalmente dos pericitos, que de uma forma dindmica participam da regulacao
do tonus da vasculatura e no suporte estrutural do tubo vascular (SEYNHAEVE et al.,
2018). Sao beneficiadas por diversos estimulos do seu ambiente, que por uma sequéncia
de eventos, levam a progressao e proliferacdo das mesmas durante o processo de
neoformagdo vascular. Muitos sdo esses eventos promotores da proliferacao das células
endoteliais, e os mais comuns sdo: o aumento da resisténcia apoptotica, sinais
angiogénicos, migracao, diferenciagdo, reestruturacdao do citoesqueleto, formacao de um
novo tubo vascular e alteragdes no equilibrio proteolitico (MUNOZ-CHAPULI et al.,
2004).

No microambiente tumoral, a interagdo entre as células endoteliais e os pericitos
ocasiona um suporte angiogénico para o tumor (KELLY-GOSS et al., 2014). O inicio da
angiogénese ¢ provocado pela desconexdao da dindmica entre eles, o que fard com que
surja uma nova vasculatura mediada pela reducdo dos pericitos e migracao das células
endoteliais. Em seguida, uma nova parede vascular estavel serd formada, e toda a
interagdo entre as células endoteliais e os pericitos acontecem devido a estimulos das
proteases e estimulos angiogénicos (SPAW et al., 2017). Portanto, todas essas evidéncias
indicam que as desestabilizagdes nas interagdes entre pericitos e células endoteliais

contribuem para a metastase tumoral e angiogénese (RAZA et al., 2010).

1.4 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER

Os fibroblastos sdao um grupo celular caracterizado como o principal grupo
componente do tecido conjuntivo, e contribuem também de forma funcional e estrutural,
participando diretamente na regeneragdo e manutencdo do tecido conjuntivo (HANSEN
et al., 2016; KALLURI & ZEISBERG, 2006).

Além de apresentarem associacdo com células cancerigenas em todos os estagios
do desenvolvimento do carcinoma (HANSEN et al., 2016), as fungdes dos fibroblastos
sdo inimeras, destacando-se: a efetiva produ¢do de quimiocinas que facilitam o

recrutamento de pericitos e células endoteliais na promoc¢do de eventos angiogénicos,
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participagdo na producao e deposi¢do dos tipos I, III e V de fibronectina e colageno, como
também na producao de colageno tipo IV que compdem a matriz extracelular (HANSEN
et al., 2016; TOMASEK et al., 2002; KALLURI & ZEISBERG, 2006; CHANG et al.,
2002). Em adigdo, os fibroblastos participam na sintese de proteinas da membrana basal,
as metaloproteinases, e sdo extremamente importantes na manutengdo e reparo da matriz
extracelular (CHANG et al., 2002; HANSEN et al., 2016).

Os fibroblastos associados ao cancer sao grupos celulares com fenotipo reativo
dos fibroblastos comuns que sdo induzidos pelas células cancerigenas. Possuem
similaridade com sitios inflamatorios € com fibroblastos ativados (HANSEN et al., 2016;
MADO et al., 2013, CIRRI & CHIARUGI, 2011).

Através da interagdo com diferentes tipos de tumores, além de expressar algumas
citocinas como IL-6 e SDF-1, os fibroblastos associados ao cancer sao responsaveis pela
expressao da alfa-actina de musculo liso (a-SMA), proteina alfa de ativagdo do
fibroblastos (FAP), e também alguns fatores de crescimento que estimulam a proliferagao
celular do tumor, tais como: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
de hepatocitos (HGF), fator beta de crescimento de fibroblastos (FGF) (CIRRI &
CHIARUGI, 2011; KALLURI & ZEISBERG, 2006).

Embora a origem dos fibroblastos associados ao cancer nao esteja totalmente
esclarecida, acredita-se que eles podem originar-se de uma vasta populacdo celular
heterogénea, como as células mesenquimais derivadas da medula 6ssea, células do
endotélio, fibroblastos residentes e adipdcitos (SPAW et al., 2017; SHIGA et al., 2015;
AUGSTEN, 2014).

Como um todo, a dindmica entre os fibroblastos associados ao cancer e as células
tumorais estimulam as células cancerosas a produzirem fatores que sustentam e ativam
os proprios fibroblastos associados ao cancer, caracterizando uma resposta ou feedback
positivo, o que resultard na promocao de eventos angiogénicos, remodelacdo de matriz
extracelular, proliferacdo celular, e progressao do tumor (HANSEN et al., 2016; CIRRI
& CHIARUGTI , 2011).

1.4.1 Alfa actina de musculo liso (a-SMA)

A actina ¢ uma proteina estrutural com funcionalidade na contragdo muscular e

motilidade celular, que ¢ facilmente encontrada no citoesqueleto em células eucarioticas.
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E devido a essa abundancia, pelo menos seis isoformas da actina foram identificadas
(WEYMOUTH et al., 2012; VANDEKERCKHOVE & WEBER, 1978).

Cada actina ¢ expressa de forma especifica devido a uma identidade relacionada
a aminodcidos. Em relagdo as seis isoformas descobertas da actina, sabe-se que a
diferenciagdo foi feita devido a diferencia¢do de seis genes, ¢ acredita-se também que
duas isoformas estdo presentes em todos os tipos celulares, que sdo as actinas nao
musculares conhecidas como y-actinas e actinas -citoplasmaticas (WEYMOUTH et al.,
2012; MCHUGH et al., 1991; MIWA et al., 1991), e as outras quatro isoformas de actina
sdo comumente encontradas em alguns grupos celulares especializados e também em
musculos peculiares em adultos, que sdo conhecidas como actinas cardiacas, entéricas,
esqueléticas e vasculares (WEYMOUTH et al., 2012; MCHUGH et al., 1991; MIWA et
al., 1991).

Em adicdo, uma das isoformas mais conhecidas da actina é denomimada alfa
actina de musculo liso (a-SMA), que ¢ uma isoforma peculiar de células musculares lisas
da vasculatura (SUN et al.,, 2016, SKALLI et al.,, 1986). Apresenta funcionalidade
significativa na fibrogénese e pode ser encontrada nos vasos sanguineos, nos
miofibroblastos e em células musculares lisas (ANGGOROWATI et al., 2017, CHERNG
et al., 2008; SHINDE et al., 2016).

E caracterizada como o marcador mais utilizado na identificacdo dos
miofibroblastos, entretanto diversos outros marcadores como miosina do musculo liso,
desmina ou vimentina, podem ser utilizados concomitantemente com a alfa actina de
musculo liso para diferenciar subgrupos de células da musculatura, fibroblastos ou
miofibroblastos (FRANCO et al., 2010).

Em adicao, também pode ser associada a outros marcadores em técnicas de
imunomarca¢do de neoplasias ovarianas, visto que somente a expressdo de a-SMA em
alguns estudos ndo apresenta significdncia, necessitando associd-la com outros

marcadores para a obtengdo de resultados precisos (DA SILVA et al., 2018).

Uma razdo que impulsiona o interesse investigativo para se entender e
classificar a expressdo de marcadores de superficie dos fibroblastos associados ao cancer,
¢ em virtude de que os padrdes e niveis relativos de sua expressdo, podem ser fatores

prognosticos e apresentarem relagdo com a sobrevida global (SHIGA, 2015).
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1.4.2 Proteina alfa de ativacio dos fibroblastos (FAP alfa)

A proteina alfa de ativagdo dos fibroblastos, além de ser um antigeno celular de
superficie, ¢é classificada também como marcador de fibroblastos associados ao cancer. E
conhecida como uma proteina de transmembrana do tipo II, caracterizada como uma
serina protease da familia prolil oligopeptidase (POLGAR, 2002; MHAWECH-
FAUCEGLIA et al., 2015; KELLY et al., 2012).

E expressa de forma restrita e exclusiva em fibroblastos estromais, através de
estimulos patoldgicos, onde € possivel evidenciar sua expressdo em situagdes como
processos de granulacdo e cicatrizagdo de feridas, fibrose, artrite, inflamag¢do, quelodides,
sarcomas 0sseos, carcinomas epiteliais € em células-tronco do mesénquima derivadas da
medula 6ssea (SCANLAN et al., 1994; MHAWECH-FAUCEGLIA et al., 2015; BAE et
al., 2008; KELLY et al., 2012).

Estima-se que a expressao da FAP no compartimento estromal acomete mais de
90% das neoplasias de origem epitelial, e essa expressdo elevada tem sido relacionada a
um prognoéstico ruim em diversos tipos de carcinomas (MHAWECH-FAUCEGLIA et al.,
2015; COHEN et al., 2008; SHI et al., 2012; HENRY et al., 2007; ZHANG et al., 2011).

Comumente, ndo ¢ expressa em tecido normal, entretanto sua presenga em
diversas neoplasias e processos patologicos indica um papel importante na facilitagdo de
mecanismos de crescimento celular e invasao (KELLY et al, 2012; MHAWECH-
FAUCEGLIA et al., 2015).

A FAP esta relacionada também com o crescimento de densidade de microvasos,
tendo papel na angiogénese (SPAETH et al., 2009). Além disso, de acordo com estudos
retrospectivos, sua expressao pode ser considerada um preditor de sobrevida global e
resisténcia a derivados da platina, sugerindo a utilizacdo da FAP na clinica, na
identificacdo de pacientes com risco de resisténcia a platina (MHAWECH-FAUCEGLIA
et al., 2015).

Outros estudos também evidenciaram que, através da realizagdo de técnicas
imunohistoquimicas, a FAP indicou positividade em imunomarcagdes em casos de cancer
de ovario relacionados a estadiamentos avancados (grau histoldgico 2 e 3), comparadas
com neoplasias benignas ovarianas, indicando assim, um marcador estromal de pior
prognodstico (DA SILVA et al., 2018).

Outros estudos utilizando amostras isoladas de cancer de ovario em ratos,

indicaram que o silenciamento do FAP inibiu o crescimento de tumores associados a
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fribroblastos (TAFs), juntamente com a inibicdo do crescimento celular in vitro, e a
expressdao génica de células-tronco. De forma especifica a FAP desempenha um papel
importante nos processos de angiogénese, tumorigénese ¢ estromogénese do cancer de
ovariano (LAI et al., 2012). E mesmo a FAP mostrando ser um marcador terapéutico
estratégico para pacientes com neoplasias ovarianas, a FAP ainda necessita de
investigacdes mais aprofundadas e uma elucidacdo mais concreta (LAI et al., 2012;

KELLY et al., 2012).

1.5 CITOCINAS NO ESTROMA OVARIANO E SUA RELACAO NAS
NEOPLASIAS OVARIANAS

A hipdtese de que o ambiente inflamatorio cronico ampara todo o processo
fisiopatologico do surgimento dos tumores foi proposta por Virchow desde 1863
(BALKWILL et al., 2001). Hoje, sabe-se que a prolifera¢dao celular sustentada em um
ambiente rico em c€lulas inflamatorias, fatores de crescimento, estroma ativado e agentes
de dano ao DNA podem aumentar o risco de desenvolver uma neoplasia (MUNN, 2017).
A resposta inflamatoria cronica esta cada vez mais aceita em sua relacdo com a
fisiopatologia do surgimento e desenvolvimento dos tumores, embora 0os mecanismos
moleculares e celulares dessa relagdo nao estejam totalmente esclare¢idos (COUSSENS
& WERB., 2002).

Como ja foi dito, os macrofagos sao uns dos principais componentes do estroma
tumoral. Essas células do sistema imune podem se comportar de maneiras diferentes de
acordo com os estimulos do microambiente em que se encontram. Por exemplo, as
neoplasias estimuladas por citocinas como IL-10 e IL-6 apresentam um fenotipo
imunossupressor (POLLARD, 2004). E ja foi observado que essas interleucinas
encontram-se em niveis elevados em liquido ascitico de pacientes com cancer de ovario
(MATTE et al., 2012).

Jammal et al. (2016) evidenciaram, através da andlise imunohistoquimica
qualitativa de imunomarcadores no estroma de ovarios de pacientes com neoplasias de
ovario, a relacdo entre citocinas e o progndstico da doenca. Concluiram que pacientes
com neoplasias de ovario que tiveram maior expressdo de TNF e IL-2 no estroma

ovariano apresentaram pior prognostico (JAMMAL et al., 2016).
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Através de um estudo in vitro, foi observado que o TNF-a é super expresso por
células neoplasicas do ovario. Essa superexpressao do TNFa estimula o TGF-a derivado
de fibroblastos, o qual promove a colonizagdo por metastase de células de cancer de
ovario no peritonio, sendo este o local mais comum de disseminacdo do cancer ovariano
(LAU et al., 2017).

A interleucina 18 (IL18) ¢ uma citocina pr6 inflamatoria secretada principalmente
por macrdfagos. No entanto, a presenca de mRNA de IL18 em culturas primarias de tecido
ovariano sugere que a IL18 pode ser secretada por outras células que nao sejam do sistema
imunologico. Ao avaliar a expressao de IL-18, proteina de ligagao IL-18 e receptores de
IL18 em tecido ovariano normal e de origem neoplasica, observou-se que os niveis de
IL18 estavam aumentados no céancer epitelial de ovario em relacdo ao tecido ovariano
normal. Além disso, a relacdo entre os niveis de IL18 e a proteina de ligacao IL18, que ¢
inversamente proporcional a forma ativa da IL18, estava menor no tecido tumoral. Os
niveis de receptores IL18 ndo se mostraram diferentes nos tecidos ovariano e normal
(MEDINA et al., 2014).

Portanto, a resposta imune aos tumores tem multiplos e paradoxais papéis
(SCHREIBER , 2011). E um importante mecanismo de defesa contra o crescimento do
cancer, entretanto, a transformacao maligna geralmente ocorre em tecido cronicamente
inflamado que pode favorecer o crescimento do cancer (BALKWILL, 2001), onde as
c¢lulas tumorais podem escapar das defesas imunitarias criando um sitio privilegiado pelo

sistema imunologico (JOYCE, 2015).

1.6 ANGIOGENESE, INVASAO E METASTASE

Os vasos sanguineos sdo fundamentais para a composi¢ao de células endoteliais
que se juntam para a formacdo de novos vasos para manter a perfusdo de tecidos e a
harmonia do fluxo sanguineo (HANAHAN & FOLKMAN, 1996; RISAU, 1995; RISAU
& FLAMME, 1995).

A formagdo desses novos vasos sanguineos no adulto ¢ denominada de
angiogénese, que ¢ importante no desenvolvimento do carcinoma e essencial para o
desenvolvimento e crescimento tumoral. Além disso, possui um papel em processos de
metastases, visto que, ¢ cada vez mais evidente que um processo desregulado de

crescimento de um tumor s6 pode ser entendido quando as contribui¢des das células
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normais presentes em um microambiente tumoral, como células endoteliais e fibroblastos,
entre outros agrupamentos celulares, conduzem func¢des importantes em eventos de
proliferagdo de células tumorais. Esses eventos ocorrem por sinais enddcrinos, paracrinos
e também por vias de sinalizagdo célula-a-célula, de forma que todos esses agrupamentos
celulares sdo orquestrados dentro do tecido, caracterizando uma interagdo heterotipica
(HANAHAN & WEINBERG, 2000).

O processo de angiogénese ¢ complexo. A membrana basal que recobre o ducto
do endotélio sofre degradacdo e as células endoteliais alteram sua forma e invadem o
estroma. A partir dai o agrupamento de células endoteliais sofrem proliferacdo até que
atinjam um nivel especifico e deixem de proliferar, unindo-se para a formag¢dao de um
novo limen capilar. Todo esse processo € controlado por episdodios de crescimento
tumoral e processos patologicos, especialmente em cicatrizagao de feridas (HANAHAN
& FOLKMAN, 1996).

Os promotores de angiogénese sdo conhecidos e podem ser: fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) 1 ou
2, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento de hepatocitos (HGF) e as angiopoietinas (HANSEN et al.,
2016; Ll et al., 2010).

O VEGEF ¢ induzido por diversos tipos de tumores, e € especifico para células
endoteliais. Pode ser expresso em tumores e liberado por diversas células também
situadas no tumor (HANSEN et al., 2016; KIM et al., 1996; FERRARA, 2005). A familia
do FGF (fator de crescimento de fibroblastos) corresponde a um grupo de polipeptideos
que se ligam a heparina com atividade mitogénica que esta envolvida na angiogénese.
Especialmente o FGF2 ¢ essencial nos processos de fibrose tecidual e no crescimento dos
fibroblastos e causa sobretudo efeito sobre as células endoteliais de forma autdcrina ou
paracrina, resultando na secre¢do de células estromais e tumorais (BREMNES et al.,
2011; GUALANDRIS et al., 1996, DONNEM et al., 2009).

O PDGF sdo reguladores de pericitos (células presentes na parede vascular) e
fibroblastos, e sdo importantes na progressdo tumoral (BREMNES et al., 2011; OSTMAN
& HELDIN, 2007; ANDRAE et al., 2008).

O EGF, através da ligagdo com seu receptor EGFR, leva a eventos de

diferenciacdo, proliferagdo, e sobrevivéncia celular (BREMNES et al., 2011).
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O HGF ¢ secretado pelas células mesenquimais e atua principalmente em
células endoteliais ou epiteliais, e ¢ responsavel também pela motilidade celular e

crescimento celular paracrino (BREMNES et al., 2011).

E por fim, as angiopoietinas sdo mediadores fundamentais no processo de
angiogénese, possuem propriedades de regulacdo da maturacdo dos vasos sanguineos e
propriedades anti-inflamatorias. Promovem cascatas de sinalizacdo que desencadeiam
eventos essenciais de angiogénese. Sao responsaveis pelo recrutamento de células
musculares lisas vasculares e pericitos, bem como remodelamento e estabilizagdao

vascular (LINARES et al., 2014).

Vale ressaltar que os processos angiogénicos para o crescimento de tumores ¢
de extrema relevancia, e indicam que o crescimento tumoral e a metdstase exigem uma
vasculatura persistente. Sem um suporte vascularizado mediado por essa
neovascularizagdo, as células sofrem apoptose ou necrose (HANSEN et al., 2016;

FOLKMAN, 1972; FOLKMAN, 1971; HOLMGREN et al., 1995).

Como a angiogénese desempenha um papel fundamental na fisiologia ovariana
normal e na patogénese do cancer de ovario (MONK, 2016), terapias anti-angiogénicas,

como o Bevacizumabe, proporcionam controle continuo do tumor.

O Bevacizumabe (Avastin®), ¢ um anticorpo monoclonal humanizado contra o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Possui efeitos antitumorais através da
inibicao da angiogénese e ¢ amplamente utilizado no tratamento de neoplasias malignas,

como colo-retal, pulmao, rim e ovario (ROVIELLO et al., 2017).

Bevacizumabe mostrou-se ativo em estudos voltados para o cancer epitelial
ovariano (EOC), proporcionando melhorias significativas em estudos pré-clinicos, série
de casos, e ensaios clinicos (MABUCHI, 2008). Recentemente, quatro ensaios clinicos
randomizados foram realizados adicionando o Bevacizumabe a quimioterapia de primeira
linha (BURGER, 2011) ou a quimioterapia em ‘“resistentes a derivados de platina”
(PUJADE-LAURAINE, 2014) ou “sensiveis a derivados de platina” (AGHAJANIAN,
2012) em cancer de ovario recorrente. A combinacdo de Bevacizumabe com um regime
baseado em paclitaxel e carboplatina oferece uma nova opcdo de tratamento para

pacientes com EOC, especialmente naqueles com alto risco de progressao (RUAN, 2018).
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1.6.1 Transicio epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés: Epithelial-

Mesenchymal Transition)

Fazem parte do processo de metéstase do cancer a invasdo de células tumorais
no tecido circundante, para dentro dos vasos sanguineos ou linfaticos e extravasamento
para um novo ambiente hospedeiro (CHAFFER, 2011). A transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) ¢ um processo pelo qual as células epiteliais adquirem um fendtipo
mesenquimal migratorio, caracterizado pela perda de marcadores epiteliais, aquisicao de
moléculas mesenquimais e aumento da mobilidade celular (SHANG, 2013), e
desempenha um papel importante no processo de metéstase do cancer (THIERY, 2002).

Evidéncias mostram que EMT ocorre através de numerosas alteracdes celulares
e moleculares, incluindo um ganho de expressao de Vimentina e Fibronectina, e perda de
E-caderina e queratina na membrana celular (KALLURI, 2009). Esta perda de E-caderina
¢ considerada um evento fundamental no processo de EMT (TAN, 2016). Além disso, a
EMT permite que as células transitorias tenham maior mobilidade celular, invasdo
tumoral e disseminagdo metastatica e sejam mais resistentes as drogas citotdxicas
(YILMAZ, 2011). Fatores de crescimento secretados, principalmente o fator de
crescimento B (TGF-B) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), podem levar a
ativacao da EMT das células cancerosas (XU, 2018).

O desenvolvimento de tumores requer a interagdo de fibroblastos e
componentes associados da matriz extracelular (MEC). Quando o processo neoplasico se
inicia, os fibroblastos sdo recrutados para o local por células cancerosas e ativados no
ambiente local via TGF-p, PDGF, HGF e outras moléculas de sinaliza¢do. A medida que
as cé¢lulas transformadas se multiplicam, os fibroblastos sdo ativados e incorporados ao
tumor. Esses fibroblastos associados ao cancer (CAFs) produzem proteinas e proteases
desreguladas da MEC, formando um arcabouco para que as células cancerosas se
proliferem. CAFs secretam TGF-B, que fornece tanto um mecanismo de feedback
positivo que incentiva a ativacdo de fibroblastos, como também orienta a transi¢do
epitélio-mesenquimal. Os CAFs também secretam fatores de sinalizagdo parcrinos,
incluindo IL-6, IL-8, NF«B, IFN-y, HGF, CTGF, CCL5 e PGE2, bem como moléculas da
matriz extracelular, como colagenos, MMPs, tenascina C e periostina (LU, 2012).

Células cancerosas, sob influéncia da sinalizacdo pelos CAFs, podem sofrer
transicao epitélio-mesenquimal com baixa expressdo de E-caderina e regulacdo positiva

de B-catenina e Twist, e escapar através da membrana basal com acesso a vasculatura para
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disseminagdo metastatica. Células cancerosas também podem se acumular nos ganglios
linfaticos e metastatizar através dos linfaticos. O enrijecimento e a lineariza¢do do
colageno pela lisil oxidase (LOX) caracterizam essa MEC disfuncional, que € mais firme
do que os tecidos circundantes, semelhante a uma cicatriz. A MEC anormal ¢ pro-
tumorigénica e pro- angiogénica. A membrana basal da nova vasculatura tumoral ¢ mais
porosa e permeavel do que o normal, o que pode permitir metastases hematogénicas em
locais distantes e infiltragdo imune. As células inflamatdrias sdo recrutadas para o estroma
do tumor e liberam citocinas. A desmoplasia, uma reagao fibrotica local associada a
tumores solidos, resulta em aumento do tecido conjuntivo. As células cancerosas podem
ser depuradas por linfaticos locais, que drenam para os linfonodos, iniciando metastases
linfonodais em muitos tipos de tumores. As células epiteliais cancerigenas podem sofrer
EMT e invadir através da membrana basal, permitindo a dissemina¢ao hematogénica (LU,
2012).

A FSCNI ¢ uma proteina agregadora de actina que atua no movimento celular
sob condigdes fisiologicas ou patologicas (HASHIMOTO, 2005). Sua superexpressao
promoveu a migracdo e invasao de células cancerigenas (JAWHARI, 2003) e foi
associada a fendtipos clinicamente desfavoraveis em carcinomas epiteliais humanos
incluindo o de ovario (HASHIMOTO, 2005). Em estudos de Li et al (2018), a expressao
de FSCNI1 aumentou significativamente no EOC e, especialmente, no EOC com
metastase. Eles demonstraram através de estudo em amostras de cancer epitelial de ovario
(EOC) por RT-gPCR, que a expressao de FSCNI1 foi significativamente correlacionada
com estagios clinicos avangados no cancer epitelial de ovario, e que a FSCNI1 interage
fisiologicamente e aumenta o nivel de lesmal para promover a EMT em células de cancer

de ovario, indicando um mecanismo de EMT no cancer de ovario (LI et al., 2018).

1.6.2 Componentes da matriz extracelular no estroma

A matriz extracelular ¢ composta por uma grande colegdo de componentes
bioquimicamente distintos, incluindo proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e
polissacarideos com diferentes propriedades fisicas e bioquimicas (OZBEK et al.,
2010). Estruturalmente, esses componentes compdem a membrana basal, que ¢ produzida
conjuntamente por células epiteliais, endoteliais e estromais para separar o epitélio ou o
endotélio do estroma, e a matriz intersticial, que ¢ produzida principalmente pelas células

estromais (EGEBLAD et al., 2010).
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Quando reunidos de maneira ordenada, os componentes da MEC conferem as
matrizes rigidez, porosidade, insolubilidade e disposi¢do que determinam seu papel na
integridade dos tecidos, além de funcionar como uma barreira. Tais propriedades fisicas
da MEC desempenham papéis tanto negativos quanto positivos na migragao celular (LU,
2012).

A fibrina, formada pela quebra do fibrinogénio plasmético e depositada na
MEC, € encontrada no inicio da formagdo da matriz, juntamente com a fibronectina e a
vitronectina (MIRON, 2017). Com relag&o ao crescimento tumoral, Dvorak sugeriu um
papel tumorigénico da fibrina, propondo que ela pode auxiliar a tumorigénese, fornecendo
um suporte para células malignas, protegendo as células tumorais do ataque imune e
auxiliando na angiogénese. Evidéncias recentes mostram que a fibrina pode ter um papel
ainda mais ativo na mediacdo da progressdao maligna - células tumorais de pulmé&o
embebidas em fibrina aumentam os niveis de fibronectina e ativam integrinas, levando a
regulacdo positiva de Slug, um importante mediador de EMT e metastases (KNOWLES,
2013). A rede de fibrina também promove a angiogénese tanto na progressdo do tumor
como na cicatrizacdo de feridas.

A fibronectina também tem um papel proeminente no comportamento
estromal. O alongamento da fibronectina leva a exposicdo diferencial dos sitios de
ligacdo, o que fornece um amplo espectro de interagdes com as células e outras proteinas
estromais (TRACY, 2016). E também esta implicada na angiogénese tumoral (FOSTER,
2018).

O colageno ¢ outra proteina da ECM que influencia significativamente a
biologia do estroma e afeta os tumores pela modulagdo das propriedades mecanicas do
leito tumoral. Estudos in vivo em humanos e camundongos mostram que o aumento da
rigidez devido ao espessamento do colageno e a conformacao linear conduzem a invasao
tumoral, mediada pela aglomeragdo de Lysyl oxidase (LOX), Focal adhesion kinase
(FAK) e integrina (LEVENTAL, 2009).

As integrinas sdo receptores de adesdo que ancoram as células a ECM
(SCHNITTERT, 2018). Em tumores, elas sdo cruciais para a ades@o e invasao de células
cancerigenas. O agrupamento de integrinas ¢ induzido pela rigidez do tumor e leva ao
desenvolvimento de adesdo focal. As integrinas sdo fundamentais para a montagem de
redes de fibronectina pelo CAF para facilitar a invasao tumoral, especialmente a integrina

aVP3 (ATTIEH, 2017).
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Em relacdo aos glicanos intersticiais e proteinas glicosiladas, a fragmentagdo
do hialuronano parece apoiar o crescimento do tumor ao aumentar o recrutamento de
vasos sanguineos. A decorina ¢ um proteoglicano reconhecido por seu papel importante
na regulacdo da sinalizagdo de fibroblastos (MOHAN, 2010). A decorina ¢ um inibidor
de TGF-B de alta afinidade (YAMAGUCHI, 1990) que modula substancialmente a
biologia estromal e também demonstrou regular a fibrilogénese e contragdo do colageno.
Assim como o hialuronano, a decorina tem um papel binario na dissemina¢do maligna
(SANTRA, 1995).

Mudangas anormais na quantidade e composi¢do da MEC podem alterar
significativamente as propriedades bioquimicas da MEC, potencializar os efeitos
oncogénicos das diversas vias de sinalizagdo do fator de crescimento e desregular os
comportamentos das células durante a transformacao maligna (LU, 2012). Um aumento
na deposicao de colageno ou rigidez da MEC, isoladamente ou em combinagao, regula
positivamente a sinalizagdo da integrina e pode, assim, promover a sobrevivéncia e
proliferacdo celular (PASZEK et al., 2005). A dinamica anormal da MEC pode
comprometer a membrana basal como uma barreira fisica e promover a transi¢ao
epitelial-mesenquimal, que em conjunto pode facilitar a invasdo tecidual por células

cancerosas (RADISKY & RADISKY, 2010).

1.6.3 Matriz extracelular no cincer de ovario

Estudos indicam que a transi¢ao epitelial-mesenquimal desempenha um papel
crucial na disseminagdo metastatica do cancer epitelial de ovario (YING, 2016; L1, 2018).
Assim como no cancer de mama, o EOC e seus implantes peritoneais sdo frequentemente

fibréticos e circundados por estroma reativo desmopldsico (LENGYEL, 2010).

A progressao do cancer ovariano envolve o descolamento de células
cancerigenas do carcinoma in situ na tuba uterina ou do tumor ovariano primario,
disseminagdo para a cavidade peritoneal como células tnicas ou esferdides, e fixagdo nas
superficies mesoteliais do omento, intestino e parede do abdome (KLYMENKO, 2017).

Acredita-se que a unidade metastatica minima do EOC seja um agregado

multicelular que se esfolia do tumor primario e se move por toda a cavidade peritoneal

pelo fluxo peritoneal de fluido normal (LENGYEL, 2010).

34



W

O 00 N o U

10
11
12
13
14
15
16

17

18
19
20
21
22

23

24
25
26
27
28

A medida que as metastases aumentam de tamanho, as células cancerigenas
induzem mudangas pré-tumorigénicas nas células estromais do microambiente, incluindo
um aumento no nimero de fibroblastos e uma membrana basal mais rigida (KENNY,

2007).

Além do remodelamento direto da MEC, a inflamacao associada ao implante de
células EOC também altera a superficie peritoneal/ mesotelial e promove uma resposta
estromal desmoplastica (FREEDMAN, 2004). Além disso, existe um consenso crescente
de que a endometriose - e a inflamagdo e fibrose associadas nos tecidos extrauterinos,

incluindo o peritdnio e os ovarios - aumenta o risco de EOC (NEZHAT, 2008).

Como um componente importante do nicho tumoral, a MEC passou a ser vista
como um participante essencial em varios estagios do processo carcinogénico, onde sua
dindmica desregulada ¢ capaz de romper a integridade dos tecidos e promover a
transformacdo e invasdo das células epiteliais, desviar o comportamento das células
estromais levando a angiogénese e inflamagdo promotoras de tumor pelas células
endoteliais e células imunes, respectivamente, tanto nos sitios primarios quanto nos

metastaticos (LU, 2012).

2. JUSTIFICATIVA

Sao necessarias novas estratégias para complementar a terapéutica do cancer de
ovario, ¢ a descoberta de novos fatores prognosticos ¢ importante para guiar melhor o
tratamento. Fatores relacionados ao estroma tumoral podem ter relagdo com o prognodstico
em cancer de ovario, e a avaliacdo da sobrevida livre de doenca e sobrevida global sdo

essenciais para esse entendimento.

3. HIPOTESE

Espera-se que a expressao imunohistoquimica da alfa actina de masculo liso
(aSMA) e da proteina alfa de ativacdo dos fibroblastos (FAP), no compartimento
estromal, seja maior em neoplasias malignas de ovario quando comparada com tumores
borderline de ovério, e que haja relacdo de sua expressao com a sobrevida livre de doenca

e sobrevida global em pacientes com cancer de ovario.
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4. OBJETIVOS

1. Investigar a expressdo imunohistoquimica de dois marcadores de
fibroblastos associados a carcinoma (CAFs), a alfa actina de musculo liso (aSMA) e a
proteina alfa de ativacdo dos fibroblastos (FAP), no compartimento estromal de
neoplasias malignas e borderline de ovério.

2. Avaliar a associacdo de aSMA ¢ FAP com a sobrevida livre de doenca e

sobrevida global em neoplasias malignas de ovario.

5. MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas de forma prospectiva as pacientes atendidas no Ambulatério de
Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia / Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, com
indicagdo de tratamento cirargico de acordo com critérios pré-estabelecidos, seguindo o
protocolo do servigo de cirurgia de massa pélvica da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006).

Foram revisados os resultados andtomo-patologicos em parafina, sendo entao
incluidas no estudo as pacientes com diagnostico confirmado de neoplasia maligna de
ovario (n=28) e neoplasias borderline (n=18).

Foi realizado estudo imunohistoquimico de dois marcadores de fibroblastos
associados a carcinoma (CAFs), a alfa atina de musculo liso (aSMA) e a proteina alfa de
ativacao dos fibroblastos (FAP), e leitura da mesma no compartimento estromal de
neoplasias malignas e borderline epiteliais de ovario, conforme detalhado a seguir.

O estudo foi enviado ao CEP, nimero CAAE 34770014.4.0000.5154 (ANEXO
A).

O Termo de Consentimento foi obtido de cada paciente incluida no estudo
(ANEXO B).

Foram anotados em banco de dados especifico para o estudo os seguintes dados
dos prontudrios: idade, paridade, status hormonal, tipo histologico, grau histologico,
estadiamento (FIGO), metastases em linfonodos, sobrevida global e sobrevida livre de

doenga.
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5.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Diagndstico de neoplasia epitelial maligna de ovario e tumor borderline de ovario.

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) Torcao do pediculo anexial, b) neoplasia maligna secundaria de ovario

(metastase), ¢) tratamento prévio e, d) recidiva.

5.3 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Foi realizado no Servigo de Patologia Cirurgica do HC/UFTM através de cortes
embebidos em parafina, sendo que os casos foram revisados por um observador do
Servi¢o de Patologia Cirurgica, para a escolha dos melhores cortes para a realizacao de
estudo imunohistoquimico. A avaliagdo andtomo-patologica e o estadiamento dos casos
foram realizados de acordo com os critérios da International Federation of Gynaecology

and Obstetrics — FIGO (ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014) (tabela 2).

Todos os estadiamentos foram revisados e escritos de acordo com o estadiamento

de 2014. A relagao dos estadiamentos das neoplasias ovarianas esta descrita na tabela 2.
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Tabela 2 - Estadiamento do cancer de ovario maligno segundo a FIGO. *Adaptado de
The new FIGO staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal cancer

(ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Estadio I — Tumor limitado aos ovarios ou Tubas uterinas.

Estadio IA: Tumor limitado a um ovario ou Trompa(s) de Faldpio, ndo ha
células malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na
superficie do ovério ou Trompa(s) de Falépio, com capsula intacta

Estadio I1B: Tumor limitado aos dois ovarios ou Trompas de Falépio, ndo ha
células malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na
superficie dos ovarios ou Trompas de Fal6pio, com capsula intacta

Estadio IC: Tumor limitado a um ou ambos os ovarios ou Trompa(s) de Falopio,

com alguma das alteragdes:
IC1: Rompimento cirurgico intra-operatorio do tumor

IC2: Capsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou

da Trompa(s) de Falopio

1C3: Células malignas na ascite ou lavado peritoneal

Estadio II — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio com

extensdo pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cdncer peritoneal primario®

Estadio ITA: Extensao e/ou metéstase para utero e/ou Trompa(s) de Falopio

e/ou Trompa(s) de Falopio e/ou ovarios

Estadio IIB: Extensao para outros tecidos intra-peritoneais pélvicos.

Estagio III — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio, ou
cancer peritoneal, confirmagado histologica ou citoldgica de propagacao para o
peritonio fora da pelve e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais

Estadio IIIA1: Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovado

citologicamente ou histologicamente)
11IA1(i): Metastase de até 10 mm em sua maior dimensdo

1114 1(ii): Metastase maior que 10 mm em sua maior dimensdo
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Estadio IITA2: Envolvimento peritoneal microscépico extra-pélvico (acima da

cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos

Estadio IT1IB: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve até 2 cm em sua
maior dimensdo, com ou sem metastase para os linfonodos
retroperitoneais (inclui extensao do tumor para capsula do figado e

bago, sem envolvimento do parénquima de qualquer 6rgdo)

Estadio IIIC: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve acima de 2 cm
em sua maior dimensao, com ou sem metastases para os linfonodos
retro-peritoneais (inclui extensao do tumor para capsula do figado e

baco, sem envolvimento do parénquima de qualquer um dos 6rgaos)

Estadio IV — Metastases a distancia excluindo metastases peritoniais
Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva

Estadio IVB: Metastases para o parénquima e metastases para orgdos extra-

abdominais (incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da cavidade abdominal)*

ANio é possivel ter o cancer peritoneal no estadio I

b Aderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a atualiza¢io
de tumores do Estadio I para Estadio II.

CMetastases extra-abdominais incluem infiltragdo intestinal transmural e dep6sito umbilical.

*Q sistema de estadiamento do cancer de ovario € estabelecido pela International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) baseando-se no resultado obtido durante o ato cirtrgico.
Fonte: ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014.

5.4 IMUNOHISTOQUIMICA

Os espécimes obtidos por resseccao cirurgica foram processados em parafina e
revisados por patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos
cortes (4um) em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se o
Sistema de deteccao de Polimeros Novolink™,

As laminas permaneceram em estufa a uma temperatura de 56°C por um periodo
de 24h, e em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, permanecendo 5
minutos em cada banho e desidratadas em 3 banhos de dlcool absoluto e 1 banho de dlcool
a 80%, 10 segundos cada banho. Posteriormente, apds as laminas permaneceram em

banho de solugdo salina tamponada, o PBS (pH 7.2) durante 5 minutos, para hidratacao.
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Logo depois foi realizada a recuperagdo dos antigenos. As laminas foram colocadas em
tubos de citologia contendo solugdo tampao Citrato 10mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA,
conforme orientagdo do fabricante, e colocados dentro de uma panela Pascal, que foi
completada com agua destilada até o limite indicado durante 30 minutos a uma
temperatura de 100°C. Entdo, os tubos foram retirados de dentro da panela e colocados
sobre a bancada para seu resfriamento a temperatura ambiente de 22°C.

As laminas foram colocadas em um rack e lavadas com agua destilada e
enxugadas, cuidadosamente, na adjacéncia do corte, ndo permitindo que os cortes
ficassem secos. Apds este processo, as laminas foram colocadas em uma prancha de
incubacdo e para neutralizar a peroxidase enddgena foi utilizado o Bloqueador de
Peroxidase (dgua oxigenada a 3%) sobre cada corte durante 15 minutos. Apds esta etapa,
as laminas foram Lavadas 3 vezes em tampao PBS durante 5 minutos cada lavagem. Em
seguida as laminas foram incubadas com Bloqueador de Proteinas por 15 minutos. Apds
esta etapa, as laminas foram Lavadas 3 vezes em tampao PBS durante 5 minutos cada
lavagem e incubadas com anticorpo primario diluido em BSA, (o anticorpo foi diluido
em albumina do soro bovina (Sigma®) de acordo com as indicagdes presentes em suas
especificacdes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a 2%) e anticorpo primdario
permitem bloquear as ligagdes inespecificas, para reduzir coloragdo de fundo), por cerca
de 18 horas, em camara umida, a 4 °C. Foram utilizados controles positivos para cada
anticorpo, mediante pré-requisitos do fabricante.

Ap6s a incubagdo overnight a 4 °C com os anticorpos especificos anti-aSMA e
anti-FAP, as laminas foram colocadas a temperatura ambiente por cerca de 15 minutos e
foram novamente lavadas com tampao PBS durante 5 minutos cada lavagem e secas. Os
anticorpos primarios utilizados no trabalho, dilui¢gdes e controles estao descritos no Anexo
C. As laminas entdo, foram incubadas com Anticorpo pds-primario durante 30 minutos.
Foram lavadas com tampao PBS durante 5 minutos. Em seguida as laminas foram
incubadas com Polimero Novolink™ durante 30 minutos. Foram lavadas com tampao
PBS durante 5 minutos cada lavagem. Apos lavagem com PBS, as laminas foram
reveladas através da adi¢do da solugdo cromdgena (Diaminobenzidine - DAB), por 5
minutos. Apds, as laminas foram lavadas em agua corrente e contra-coradas em
hematoxilina de Harris. Finalmente as laminas foram imersas em 3 banhos de alcool
absoluto 10 segundos cada, para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e

3 banhos de xilol, por 5 minutos cada. As laminulas foram adicionadas sobre as laminas
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com entellan para posterior analise. As solu¢des e tampdes utilizados constam no Anexo
D.

Foram utilizados controles positivo e negativo. Dois observadores avaliaram as
laminas. A intensidade de imunomarcagdo no estroma foi avaliada subjetivamente
utilizando-se 0 a 3: 0 (nenhuma marca¢ao), 1 (marcacdo fraca), 2 (marcacdo moderada),

3 (marcacao forte).(Figura 1).

Figura 1. Cortes histologicos de neoplasias ovarianas malignas: coloragdo
imunohistoquimica de anti-a-SMA policlonal (A, B, 100 x); anti-FAP policlonal (C, D,
100 x).

Fonte: A Autora

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através dos softwares GraphPad Instat e IBM SPSS
Statistics 20. No estudo imunohistoquimico, a concordancia entre 0s dois observadores
foi realizada pelo método kappa: k <0,4: concordéncia fraca; 0,4< x <0,8: concordancia

moderada; 0,8<« <1,0: concordancia forte; x = 1,0: concordéancia perfeita. Todos 0s casos
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discordantes foram reavaliados e o resultado definido por consenso. A comparacgdo da
imunomarcacao entre tumores ovarianos borderline e malignos foi realizada pelo teste
exato de Fisher. A sobrevida foi avaliada pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de
log-rank. A anélise multivariada foi realizada por regressao de Cox. As diferencas foram
consideradas significativas para p <0,05.

6. RESULTADOS

No estudo foram avaliadas 18 pacientes diagnosticadas com tumores ovarianos

borderline e 28 pacientes diagnosticadas com neoplasias malignas de ovario.

A tabela 3 demonstra a diferenca na marcagdo tecidual estromal por
imunohistoquimica dos fibroblastos associados ao cancer entre neoplasias borderline e
malignas de ovario. Para a leitura da expressao imunohistoquimica foi excluida uma
paciente com neoplasia borderline de ovario da analise de FAP, pois os cortes ndo estavam
satisfatorios, permanecendo 17 pacientes respectivamente, mas a paciente fora utilizada
em outras analises. Avaliando a imunomarcagao de FAP estromal, imunomarcac¢des mais
fortes (2 e 3) foram mais encontradas no cancer epitelial de ovario epitelial do que em
tumores ovarianos borderline (p = 0,0331). Nao houve significancia estatistica na

avaliacao de a-SMA (p = 0,7395).

Tabela 3: Imunomarcacdo de FAP em tumores ovarianos borderline e cancer epitelial

de ovario.
Imunomarcacéo Imunomarcagéo p
2/3 0/1
Tumores ovarianos borderline 5 (29.4%) 12 (70.6%)
(n=17) 0.0331
Tumores ovarianos malignos 18 (64.3%) 10 (35.7%)

(n=28)

Teste exato de Fisher
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(o))

Avaliando-se somente as pacientes com cancer epitelial de ovario, houve maior

SG em pacientes com imunomarca¢do 3 estromal de a-SMA (p=0.017). Nao houve

significancia estatistica avaliando-se SG e SLD em pacientes com imunomarcacdo 3

estromal de FAP (p=0.139 e p=0.751, respectivamente), nem avaliando-se SLD em

pacientes com imunomarcacao 3 estromal de a-SMA (p=0.283).

Apds analise multivariada (regressdo de Cox), pacientes com imunomarcagio 3

estromal de a-SMA tiveram maior SG em relacdo a imunomarcagdo 0, 1 ou 2 (p=0.015)

(Tabela 4; Figura 2).

Tabela 4: Analise univariada (método de Kaplan-Meier e o teste de log-rank) e anélise

multivariada (regressdo de Cox) das variaveis idade, grau histolégico, estadiamento,

metastase de linfonodo e imunocoloragdo estromal a-SMA considerando cancer epitelial

de ovario e sobrevida global.

Variavel Analise Univariada (log-

rank test)

Valor de p

Anadlise Multivariada

OR (95% CI) valor de p

Idade (> 50y vs < 50y) 0.962
Grau Histologico (3 vs 1/2) 0.717
Estadiamento (III-IV vs I-1I) 0.691
Metastase linfonodal (sim vs nao) 0.131

Imunomarcacao de a-SMA 0.017

(score 3 vs scores 0-2)

0.886 (0.210-3.735)
0.494 (0.119-2.057)
0.731 (0.192-2.781)
5.954 (0.936-37.878)

0.107 (0.018-0.649)

0.870

0.332

0.646

0.059

0.015

Fonte: A Autora
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Figura 2. Sobrevida global e imunocoloracdo estromal de a-SMA (regressdo de Cox).
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Em relacao as pacientes com tumores ovarianos borderline, a mediana da idade
foide 48 (21-71) anos e a mediana da paridade foi de 2 (0-7) nascimentos. Em relagao as
mulheres com neoplasias malignas do ovario, a mediana da idade foi de 55 (25-81) anos

e a mediana da paridade foi de 2 (0-12) partos.

Em relagdo ao status hormonal de pacientes com neoplasias ovarianas malignas,
21 (75%) pacientes estavam na menopausa € 7 (25%) estavam na menacme. Em relagdo
ao grupo de neoplasias ovarianas borderline, 10 (55,6%) pacientes estavam na menopausa

e 8 (44,4%) pacientes estavam na menacme.

Em relacdo ao estadiamento dos tumores das pacientes com diagnostico de
neoplasia maligna de ovério, de 28 pacientes analisadas: 7 (25%) apresentaram
estadiamento TA, 1 (3,5%) estadiamento 1B, 1 (3,5%) estadiamento IC-2, 1 (3,5%)
estadiamento IC-3, 1 (3,5%) estadiamento IIA, 1 (3,5%) estadiamento IIB, 1 (3,5%)
estadiamento IIIA-1(ii), 1 (3,5%) estadiamento IIIA-2, 1 (3,5%) estadiamento IIIB, 10
(37%) apresentaram estadiamento IIIC, e 3 (10%) pacientes apresentaram estadiamento

IV-B. Ademais, de acordo com o estadiamento das pacientes com diagnosticos de tumores
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ovarianos borderline , de 18 pacientes analisadas: 14 (77.8%) apresentaram estadiamento
IA, 1 (5,5%) estadiamento IB, 1 (5,5%) estadiamento IC-2, 1 (5,5%) estadiamento IIB e
1 (5,5%) estadiamento ITIC.

A Classificagdo Histologica das pacientes com Neoplasias malignas de ovario

estdo listadas na tabela 5.

Tabela 5 - Classificagao Histologica das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovario
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-
2020.

Grupo Neoplasias Malignas de ovario (n=28)

n %
Cistoadenocarcinoma papilifero seroso 18 64,3
Cistoadenocarcinomas 5 17,8
Cistoadenocarcinoma mucinoso 3 10,7
Adenocarcinoma endometridide 1 3,6
Carcinoma de células claras 1 3,6

Fonte: A autora.

A Classificagao Histologica das pacientes com tumores Borderline de ovario

estdo listadas na tabela 6.

Tabela 6 - Classificagdo Histologica das pacientes com Neoplasias Borderline de
Ovirio atendidas no Ambulatorio de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-
2020.

Grupo Neoplasias Borderline de ovario (n=18)

n %
Tumor mucinoso borderline 12 66,7
Tumor seroso borderline 5 27,8
Tumor endometridide proliferativo atipico borderline 1 5,6

Fonte: A autora.
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7. DISCUSSAO

O microambiente tumoral e o estroma desempenham um papel importante no
desenvolvimento do céancer e metastases. As células cancerosas presentes no
microambiente tumoral podem desencadear uma contribuicao direta para a alteracao do
estroma local. Essas células malignas podem manipular o microambiente de forma
funcional por meio de secre¢des recorrentes de inimeras quimiocinas, citocinas € outros
fatores. Elas fornecem a reprogramacao de células adjacentes, fornecendo um suporte e
mecanismo de desenvolvimento do tumor. Também ¢ importante destacar o papel das
células imunes presentes no microambiente € que participam ativamente de todo o
processo de evolugao tumoral. Evidéncias significativas indicam que o desempenho das
c¢lulas imunes inatas e adaptativas também promove a progressdao do tumor e eventos
metastaticos. Além disso, os fibroblastos associados ao cancer (CAFs), células
abundantes no microambiente tumoral, funcionam secretando citocinas e também
manifestando caracteristicas tumorigénicas (ZHANG & HWANG, 2019; HINSHAW &
SHEVDE, 2019).

A FAP ¢ caracterizada por sua alta expressdao no estroma tumoral. Sua expressao
¢ dificil de detectar quando nao hé processo patologico (NURMIK et al., 2020), mas ¢
detectada de forma significativa em sitios de imunomodulacdo tecidual em diversos
tumores. A FAP ¢ uma proteina emergente em varios estudos de terapias-alvo e também
foi detectada mediante expressao significativa em processos de imunomodulacao tecidual
que inclui: fibrose hepatica, fibrose pulmonar, artrite, aterosclerose, tecidos embrionarios
e em diversos tumores, no entanto a FAP ainda precisa ser melhor estudada (HAMSON
etal., 2014). Além disso, a FAP foi identificada como uma proteina de interesse em varios
estudos de imunoterapias direcionadas para certos carcinomas, principalmente em células
cerebrais, especificamente células da glia (EBERT et al., 2020), como também tornou-se
um alvo potencial para imunoterapias para alguns carcinomas como : carcinomas de
pancreas, pulmao, prostata, cabeca e pescoco € uma manifestagdo de mesotelioma,
(OSTERMANN et al., 2008; SCHUBERTH et al., 2013). Em terapias relacionadas ao
cancer de ovario, a imuno-histoquimica mostrou que a imunomarcagao foi mais forte em
tecidos cancerosos em comparagdo com amostras de tecidos de neoplasias borderline e
benignas. Tais achados reafirmam o papel fundamental dos CAFs no processo de
carcinogénese e metastase do cancer de ovario, o que ¢ reafirmado pela alta expressao de

FAP em neoplasias malignas e baixa ou nula expressdo em processos ndo patologicos

46



© 0 N o u b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

(ZHANG et al, 2015; NURMIK et al, 2020). Em nosso estudo, encontramos
imunomarcagdo forte de FAP no cancer epitelial de ovario do que em tumores borderline.

A busca por outros marcadores estromais ¢ extremamente relevante para a
compreensdo do mecanismo interativo do microambiente estroma-tumoral do cancer.
Assim, a a-SMA, que ¢ membro da familia das actinas, ¢ caracterizada como um grupo
de proteinas que desempenha importante papel na integridade muscular, motilidade e
estrutura celular, também é conhecida por seu papel na cicatrizagdo de feridas. E um dos
principais fatores na contratilidade do miofibroblasto, por meio da regulagdo das fibras.
Devido a esses fatores, a a-SMA tornou-se um dos marcadores de referéncia para a
identificagdo de populagdes CAF. Além disso, a expressio de a-SMA também foi
associada como um fator prognostico significativo em pacientes com alguns tumores
(SUN et al., 2016; ANGGOROWATI et al., 2017, CHERNG et., 2008; SHINDE et al.,
2017).

A expressdo de a-SMA foi correlacionada com um risco aumentado de recorréncia
em pacientes com cancer de colon e a alta expressdo de fibroblastos positivos para a-
SMA foi fortemente associada a uma sobrevida global mais baixa em canceres de cdlon
e de mama (WADA et., 2020; SUROWIAK et., 2007). A abundancia de miofibroblastos
no estroma associado ao cancer, que sao fibroblastos especificamente diferenciados, foi
um indicador 1util de recorréncia da doenga apds cirurgia curativa de cancer colorretal
(TSUJINO et al., 2007), e a alta expressao de a-SMA no estroma tumoral foi associada a
pior evolugdo do paciente no cancer pancreatico (SINN et al., 2014).

Um estudo demonstrou que a area de coloragao de a-SMA e FAP no cancer de
ovario foi maior no estadiamento mais avancado (III e IV) e na presenga de metastases
em linfonodos (ZHANG et al., 2011). Apesar da associacdo da imunoexpressao desses
marcadores com fatores de mau prognéstico, ndo encontramos na literatura estudos
associando a imunomarcac¢ao de a-SMA e a sobrevida global no cancer de ovario. Nosso
estudo, por meio de uma analise multivariada, demonstrou uma sobrevida global mais
longa em pacientes com imunocoloragio estromal mais forte de a-SMA.

Estudos tém demonstrado a contribuicio dos CAFs na promocdo direta da
tumorigénese por meio de varios mecanismos, incluindo proliferagdo, invasdo,
sobrevivéncia e imunossupressdo (KALLURI & ZEISBERG, 2006; FRANCO et al.,
2010; OSTMAN & AUGSTEN, 2009). Ficou evidente também a participagdo dos CAFs
no suporte estrutural e funcional do microambiente tumoral pelo mecanismo interativo

com as células tronco-mesenquimais, potencializando ainda mais a tumorigénese
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(SPAETH et al., 2009).Paralelamente, analises genéticas realizadas através da cultura dos
osteoclastos da medula 6ssea, indicou positividade para a presenca de FAP, implicando
na contribuicdo direta dos CAFs, especificamente a FAP, no processo de tumorigénese do
mieloma (GE et al., 2006). Ademais, outros estudos anteriores demonstraram o papel da
expressdo de FAP estromal associada a progressdo do tumor, agressividade da doenca e o
desenvolvimento potencial de metastases, recorréncia ¢ morte em cancer de colon e
pancreatico (COHEN et al., 2008; SHI et al., 2012; HENRY et al., 2007). E através de
todos as descobertas e analises relacionadas a FAP, notou-se que a mesma ¢ um potencial
marcador estromal indicativo de crescimento tumoral. Assim, € importante correlacionar
o papel da PAF em relagdo aos fatores progndsticos.

Outras andlises também mostraram que a alta expressdao de FAP em céanceres de
ovario tratados com citorreducdo seguida de quimioterapia mostrou uma associacao de
FAP com doenca avangada, metastase de linfonodo, envolvimento omental, doenga
linfovascular e aumento da angiogénese (ZHANG et al., 2011).

No entanto, em nosso estudo, ndo encontramos nenhuma relagdo entre a
imunomarca¢ao FAP e a sobrevida.

Nosso estudo demonstrou, por meio de imunohistoquimica, que a expressao de
FAP no estroma peritumoral ¢ maior no cancer epitelial de ovario quando comparado aos
tumores borderline de ovario. Isso sugere que a FAP pode desempenhar um papel mais
importante na carcinogénese e na progressao do tumor. Por outro lado, houve uma maior
SG em pacientes com imunomarcagao estromal 3 de a-SMA, sugerindo um papel para
esse marcador no prognostico e na sobrevida. Apesar das limitagdes de nosso estudo,
como a avaliagdo ndo separada dos tipos 1 e 2 de canceres epiteliais de ovario, nao ha
precedentes em demonstrar que a-SMA ¢ um fator independente relacionado a sobrevida
global em tumor maligno de ovario. Assim, a-SMA pode ser um objeto potencial de

estudos para terapias alvo para cancer epitelial de ovario.

8. CONCLUSAO

A imunomarcagdo da FAP foi mais forte no cancer epitelial de ovario comparado
com os tumores ovarianos borderline. Avaliando apenas pacientes com cancer epitelial
de ovério, houve um maior SG em pacientes com imunomarcagao estromal 3(forte) de a-

SMA.
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Apresentagio do Projeto:

O cAncer de ovario

O cancer de ovario € uma causa comum de morte entre as neoplasias malignas ginecoldgicas, Cerca de
trés quartos dos tumores malignos de ovario apresaenta-se am estadiamentos avangados no momento do
diagnéstico inicial, E o cancer ginecoldgico de maior letalidade [1,2),

A maiorna das pacientes se encontra em estadiamentos |l e IV (FIGD) no momento do diagnastico [3).
Messes casos, a princpal estratégia terapdutica & a cirurgia de citoredugiio, seguida de quimicterapia [4].
Apesar dos esquemas quimicterapicos derivados do platinum e, mais recentemente, dos taxanos, 0s
resultados do tratamento ndo tém obtido melhora importante nas diimas décadas [5]. nos estadiamentos | &
I, a sobrevida em & anos vara de 80 a 895%, enquanto que nos estadiamentos |1l e |V, essa percentagem &
de apenas 5 a 15% [5-7).

(s marcadomes tumorais s3o substincias relacionadas 4 presenca ou 4 progressio de um tumor, O CA =
125 (cancer antigen 125) & um biomarcador ndo especifico para o cancer de ovario, podendo estar elevado
no primeinn timestre da gestaciio, endometriose , infecgbes pélvicas & outros tipos de cincer [B]. Mas se
associado a outros como o CA- 153, CA -T24 e CA-18.9, pode ter aplicagio no maneajo de massas
anexiais [9]. O CA - 19.9 pode estar elevado no sublipo mucinoso, o beta-hCG pode estar aumentado nos
tumores de orgem gemminativa e também no
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coriorcarcinoma [10]). Murta et al. (2004) demaonstraram a validade da associacio de ultrassonografia e

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

Rossi et al. (2004) estudaram o CA 125 como fator progndstico (estudo retrospectivo de B2 pacientes), e
demonstraram que esse marcador correlacionou com o estadiamento da FIGO, mas ndo com a idade, o
grau, a doenga residual apas cirurgia, e intervalo livre de doenga [13]. Santillan et al. (2005) avaliaram o
risco de recidiva de céncer epitelial de ovario em pacientes com niveis séricos de CA125 menor que 35m
UW/ml, e demonstraram gque um aumento prograssivo de seus valores, mesmo ainda em nivaeis normais,
poderia ser indicativo de recorréncia da doenga [14]). Paramasivam et al. (2005) mostraram que o
estadiamento cirurgico completo, o grau histopatologico e os niveis pré-operatorios de CA125 séo fatores
prognasticos independentes e poderiam ser incluidos como fatores de decisfo da realizagio de
quimicterapia [15). Muramatsu et al. (2005) demonstraram gue na avaliagio de CA 125 e CA19.9 séricos &
do didmetro tumoral em pacientes com estadio |A e IC, houve diferengas significativas entre os estadios
[16].

Uma outra altternativa em estudo & a avaliagio do micrcambiente tumoral intracistico. CA - 15.3, CA - 125,
CA-19.9 e CEA apresentam alta positividade tanto no soro quanto no fluido intracistico de pacientes com
tumares epitaliais malignos de ovario [17,18).

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

A progranulina € encontrada no cromossomo 17q, que pode promover a angiogénese e invas8o tumoral.
Pode existir uma relagdo entre os niveis séricos de progranulina e a sobrevida global e livre de dosnga em
cancer epitelial de ovério [22]. Progranulina ¢ um fator de crescimento gue pode mediar a progressao do
ciclo celular & a motilidade celular. Ela regula a inflamagao, pode ter
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acho antHinflamatdria, inibindo algumas agbes do fator de necrose tumoral [23].
Citocinas

As citocinas sfo proteinas expressas pelo sistema imunolégico determinantes na regulagio da fungio,
crescimento e diferenciacdo deste, apresentando funches-chave na defesa do hospedeiro. Interleucinas
compdem um grande grupo das citocinas produzidas principalmente por células T, embora algumas sejam
sintetizadas também por macrdfagos e células teciduais, Possuem grande variedade de funches, mas a
maioria delas estd envolvida na indugo da divisBo de outras células. As interleucinas sdo citocinas
importantes no estudo da interagdo tumor-hospedeiro, possuindo propriedades pro ou antitumorais [24].
Ainflamacéo crbnica é assodada a varas etapas da tumorigénese, incluindo a transformacao, proliferacéo e
invasio celular, angiogénese e metastase [25). As citocinas podem estimular o crescimento celular e
contribuir para a metastase. Se permanentemente sintetizadas, estas substancias podem ser utilizadas
como marcadores de ativagBo do sistema imune. A participag8o das citocinas na oncogénese revela suas
atuagtes (isolada ou em conjunto com outras citocinas) em atividades imunomoduladoras da resposta
imunologica contra neoplasias e, consequentemente, na sinalizagio entre células inflamatorias e o tecido
neoplasico. Essa sinalizagio poderia inferir ou ndo em vantagens seletivas ao crescimento das células
malignas [26,27].

Além da atividade tradicional da IL-2 na promogio do crescimento dos linfécitos T, ela também participa da
ativagao, crescimento e estimulo da fungdo tumaoricida das células MK [28]. Altos niveis de IL-2 significam
aumento dos componentes do sistema imune no ataque contra as células cancerosas. Assim, a IL-2 &
utilizada no tratamento de alguns cénceres [29,30]. A IL-6 influencia a fungo ovariana e no processo de
ovulagio, fertilizagBo e implantago [31]. Pode estar associada 8 progressao tumoral através da apoptose
de células malignas [32]. E relatada como fator prognéstico do céncer avariano [33]. Produzidas por
macrifagos, monocitos e linfdcitos, as interleucinas 8 (IL-8) & 10 (IL-10) podem exercer varios efeitos sobre
o sistema imune e estdo relacionadas a angiogénese, crescimento e proliferagio das células cancerosas
[34].

A |L-B & uma citocina pro-inflamataria, originalmente identificada como quimioatrativa de neutréfilos, esta
citocina @ produzida por células epiteliais, fibroblastos e tumorais, as quais também possuem receptores
para esta interleucina [35). Sua expressio em células do melanoma humano e do céncer ovariano esta
correlacionada ao potencial metastatico do tumor [24,37 38],
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A IL-10 € uma citocina multifuncional, produzidas pelos linfécitas Th2, pode inibir a resposta imune do tipo
celular e as fungbes das células Thi (CO4+) imunocompetentes, pelo blogueio da fungo de apresentacio
de antigenos por estas celulas [39], as quais sio capazes de produzir IL-B, acarretando a progressaoc da
malignidade [34,40). Estudo realizado por Uanes-Fernandez et al. (2009) evidenciou associagdo inversa
entre a IL-10 e a p53, o que reflete o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumor, e sua
associagdo inversa com um marcador de apoptose foi sugerido como indicative do aumento da
agressividade do tumor. Uma possivel explicacio para o resultado encontrado € o blogueio da expressio de
algumas citocinas pela p53, todavia a regulacio negativa destas maoléculas pode ser perdida quando ha
uma deficiéncia da p53 ocasionada, por exemplo, por mutages [38].

Enguanto algumas citocinas estimulam a proliferagio e a invasio do cancer, outras, como os interferons,
inibem este processo, O interferon gama (|FN-) & produzido principalmente pelas células Th1 CD4+, CDE+ e
MK. Seu efeito antiproliferative provavelments & devido ao aumento da morte celular por estimular a
atividade de algumas enzimas caspases e exercer atividade antiangiogénica [40] e antitumaral [33].
O TMNF- além de ser um dos principais mediadores da inflamagSo, também & produzido por tumores. Seu
papel na tumarigénese inclui transformacao e proliferacao celular na imnvasio, angiogénese e metastase
[41,42].

Estroma em carcinoma epitelial de ovario

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

Ma literatura, tem sido demonstrado que grande numero de células T CO3+ s&o indicativas de uma
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melhor sobrevida em neoplasia maligna de ovario [46,47), e que os linfocitos T CD-B+ 530 responsaveis por
esse efeito [45,48,49). Por outro lado, a presenga de linfocitos T CD4+ regulatérios parecem reduzir a
imunidade especifica contra tumores, resultando em pobre sobrevida [50]. A localizagdo de TILs nos
tumores tem-se mostrado por ser importante fator prognostico em cancer de ovario [45,51].
Ainfiltragio de células imunes peri @ intratumorais podem ser fatores preditores de resposta & quimicterapia
[47 48], Bismiller et al. (2011) mostraram que a densidade de células T CD3+ e CDB+ no estroma tumoral
pode ser um fator preditor da resposta a terapia baseada em platinum [52].

Linfécitas T CD4+ regulatarios (Treg) podem induzir a uma tolerdncia e suprimir a resposta imune, o que &
feito atraveés da secrego de TGF- e interleucina 10 {IL-10), ou por contato direto célula-célula [50]. Os
estudos demonstram uma propensdo a localizagdo dessas células na regido peritumoral [53,54),

E bem estudado que o microambiente tumoral desempenha um papel importante no comportamento do
tumor. O estroma pode controlar o crescimento de tumores e invaso. Este compartimento tem uma grande
influéncia relacionada com a resposta imune, A infitracéo de células imunes em tumaores pode até mesmao
determinar a evolugio e o prognostico da doenga, e a interagio entre as células neoplasicas e o estroma &
um fator critico pam o crescimento do tumor [55]. Por isso, o compartimento que serd avaliado nesse estudo
na imuno-histoquimica para TlLs sera o estromal.

Recentemente, estudos demonstraram gue fibroblastos associados a carcinoma (CAFs) podem promaover
diretamente tumorigénese através de maltiplos mecanismaos, incluindo a angiogénese, proliferacdo, invasao
& supressao imune [56, 57). Esses efeitos so mediados através da expressdo e secrecio de varios fatores
de crescimento, como o TGF-, VEGF e interleucina-8 (ILB) [58]. Esses efeitos sdo também estabelecidos
pela modulagio e status de difeenciacio de células inflamatdrias mo microambiente tumoral [59]. Além
disso, CAFs poderiam afetar a sensibilidade das células do tumor a guimicterapia e a radioterapia [60). FAP
& SMA sdo considerados marcadores para CAFs em varios tipos de tumaores. A eliminagio de CAFs in vivo
através de uma vacina de DNA cujo alvo é a proteina affa de ativaco dos fibroblastos (FAP) resultou em
uma mudanga do microambiente imune do padréo Th2 para Thi, melhorando os efeitos antimetastaticos da
quimioterapia com doxorrubicina em um modelo murino de cancer de mama [61). FAP exercem um papel
importante na predicio da agressividade tumaral em pacientes com carcinoma epitelial de ovario apbs
terapia necadjuvante. CAFs podem exercer um importante papel
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também na progressao do cancer @ metastases, podendo ser alvo para novas estratégias terapéuticas [62,
63).

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

Objetivo da Pesquisa:

1.Investigar a expresséo imunohistogquimica de dois marcadores de fibroblastos associados a carcinoma
(CAFs), a alfa actina de masculo liso (SMA) e a proteina alfa de ativag#o dos fibroblastos (FAP), no
compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas epiteliais de ovario.

2.Investigar a expressao imunchistoguimica citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 & TNF-alfa) e de linfécitos tumar-
infiltrantes - TILs (CD3, CD4 e CD8) no estroma de neoplasias benignas & malignas epiteliais de ovario.
3 Relacionar a expressdo de SMA e FAP com a expresséo de citocinas @ TILs no estroma de neoplasias
malignas de ovario & com a dosagem dessas mesmas citocinas no soro e liguido intracistico.

4 Relacionar a expressdo de SMA e FAP, e a expressdo de dtocinas e TILs no compartimento estromal com
fatores prognosticos em carcinoma epitelial de ovario,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

M&o ha riscos inerentes & pesquisa, ja que os protocolos clinicos e cirdrgicos ser@o mantidos, o lavado
pentoneal ja faz parte da rotina do procedimento cirdrgico, e a pungio do cisto de ovario sera realizada apos
a exérese do mesma, ndo prolongando em nada o tempo cirdrgico @ nem interferindo no procedimaento, O
Unico desconforto devido & pesquisa podera ser causado pela coleta de sangue, 0 que serd minimizado por
ser realizado por profissional habilitado e com as explicagtes pertinentes oferecidas as padentes. O riscoda
perda de confidencialidade serd prevenido pela utilizagio de numeros elou letras para identificagdo dos
Cas0s.

Os beneficios séo consequéncia da melhor compreenséo da fisiopatologia da doenga e identificagdo de
fatores relacionados ao prognostico. Cansiderando que a avaliagao clinica e os elementos utilizados para o
estudo sdo parte do diagnostico @ condutas terapéuticas de rotina,
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ndo ha riscos adicionais a4s pacientes referentes & pesquisa. Os beneficios séo consequéncia da melhor
compreensdo da fisiopatologia da doenga e identificagio de fatores relacionados ao prognastico,

Comentarics e Consideragoes sobre a Pesquisa:
pendéncias atendidas

Conslderagbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
pendéncias atendidas

Recomendagoes:

pendéncias atendidas

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
pendéncias atendidas

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
FEL

Conslderagbes Finals a critérlo do CEP:

UBERABA, 19 da Movembro de 2014

Assinado por:
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(Coordenadar)
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ANEXO B

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “Avaliacio de pardmetros da resposta inflamatéria em

neoplasias ovarianas”

Registro Hospitalar n® .......cccccoviiinnnn. , li e/lou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicacé@o que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualqguer momento, sem justificar minha deciséo e
que isso ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que néo terei
despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do

estudo e autorizo a publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha doenca.

Uberaba, ............. [, Lo
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato da paciente:

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326
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DESCRICAO DOS ANTICORPOS UTILIZADOS EM IMUNOHISTOQUIMICA

ANEXO C

NO ESTUDO
Anticorpos Marca Descricao Formulagao/Dilui¢do  Controles
Positivos
Nova Analitica  Anti-Fibroblast 1:50 Tecido de
FAP Imp e Exp activation cancer de
LTDA protein, alpha mama
Nova Analitica antibody — humano
Imp e Exp ab53066
LTDA.
Rua Assungui,
432, Vila
Gumercindo
04131-000, Sao
Paulo, SP, Brazil
R&D Systems,  Human a- Lyophilized from Tecido de
o-Actina  Inc. Smooth Muscle 100 plofa 0.2um coracao
614 McKinley Actin N- filtered solution in ~ humano /
Place NE terminal PBS pH 7.4/ Tecido de
Minneapolis, Synthetic Reconstitute at 0.5 cancer de
MN 55413 Decapeptide mg/mL in sterile mama
Toll Free USA,  Antibody/ PBS humano
Canada: (800) Monoclonal
343-7475 Mouse [gGaa
Clone # 1A4 /
Lot:

IBR0O213121
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ANEXO D
TAMPOES E REAGENTES UTILIZADOS EM IMUNO-HISTOQUIMICA

v Tampao Citrato pH 6.0:

2,19 de &cido citrico + 1.000mL de &gua destilada.

Homogeneizar a solucéo e acertar o pH até 6.0, utilizando solucdo de Hidroxido desddio
(NaOH a 2N). Conservar em temperatura ambiente.

v Tampao TRIS/EDTA pH 9.0:

0,099 de EDTA + 0,30g de TRIZMA BASE + 250 mL de agua destilada. Homogeneizar
a solucdo e acertar o pH até 9.0, utilizando solucéo de Hidroxido desddio (NaOH a 2N).
Deve ser utilizada apenas no dia que for feita.

TAMPAO DE LAVAGEM PBS (PHOSPHATE BUFFERED SALINE) PH 7.2:

Solucdo Mée: 81,79 de Cloreto de sddio2,69g de Fosfato de sodio dibasico

10,59 de Fosfato de sédio monobasico heptahidratado

0. 5mL de Tween 20 (DAKO-51966).

Homogeneizar a solucao e conservar em geladeira.PBS de uso:
100mL de PBS (solucdo mae) + 900mL de agua destilada. Conservar a temperatura
ambiente.

v Solucdo diluente para anticorpo primario (BSA):

29 de Albumina Bovina + 100 mL de PBS de usoOPCAO (DAKO-53022).

Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.

v Solucdo de agua oxigenada a 3%:

3mL de agua oxigenada 30 volumes + 97mL de agua destilada.
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