A
Avavavy - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp Y& 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de S&o José do Rio Preto

Sara de Souza Costa

ANALISE DA HETEROGENEIDADE DOS MASTOCITOS E EXPRESSAO DA
PROTEINA ANEXINA Al E RECEPTOR FPR EM VARIAVEIS CLINICO-
PATOLOGICAS DE LESOES UTERINAS

Séo José do Rio Preto, SP

2017



Sara de Souza Costa

Analise da heterogeneidade dos mastocitos e expressdo da proteina Anexina Al e

receptores FPR em variaveis clinico-patoldgicas de leses uterinas

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencédo do titulo de Mestre
em Biociéncias, junto ao Programa de Pés-
Graduagdo em Biociéncias, Area de
Concentragdo — Genetica, do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sdo José¢ do
Rio Preto.

Orientadora: Prof?. Dr2. Ana Paula Girol

Coorientadora: Profd. Dr2 Sonia Maria
Oliani

Séo José do Rio Preto, SP

2017



Costa, Sara de Souza.

Anilise da heterogeneidade dos mastocitos e expressio da proteina
Anexina Al e receptores FPR em varidveis clinico-patologicas de lesdes
uterinas / Sara de Souza Costa.- 580 José do Rio Preto, 2017

6l fil

Orientador: Ana Paula Girol

Coonentador: Sonta Mana Oham

Dissertacio (mestrado) - Universidade Estadual Paulista “hilio de
Mesquita Filho™, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Neoplasias uterinas. 2. Utero - Tumores. 3. Utero - Céincer.

4. Marcadores biologicos de tumores. 5. Mastocitos. 6. Anexina Al.
L. Universidade Estadual Panlista "Jilio de Mesquita Filho". Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Bxatas. [ Titulo.

CDU - 616-006.6

Ficha catalogrifica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Cimpus de Sdo José do Rio Preto




Sara de Souza Costa

Analise da heterogeneidade dos mastdcitos e expressdo da proteina Anexina Al e

receptores FPR em variaveis clinico-patoldgicas de lesGes uterinas

Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencédo do titulo de Mestre
em Biociéncias, junto ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biociéncias, Area de
Concentracdo — Genética, do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sdo José do
Rio Preto.

Banca Examinadora

Profé. Dr2. Ana Paula Girol
UNESP — Séo José do Rio Preto
Orientadora

Prof. Dr. Ayder Anselmo Gomes Vivi
FIPA — Catanduva

Profé. Dr2 Cristiane Damas Gil
UNESP — Séo José do Rio Preto

Sdo José do Rio Preto
2017



Dedico este trabalho

Aos meus pais, Ednéia e Odemir, pessoas que amo e meus melhores mentores; pelo carinho,
apoio incondicional, por ndo terem medido esforgos para que eu alcangasse meus objetivos e

por me estimular no crescimento profissional e pessoal.



A minha orientadora, Prof* Dr2 Ana Paula Girol, meu respeito e reconhecimento pela
competéncia e brilhantismo profissional. Além da fundamental importancia na minha
formacgdo, permitindo meu crescimento profissional e enriquecendo minhas experiéncias
pessoais. Foi essencial para a finalizacdo deste trabalho, com paciéncia, amizade, dedicacéo

e determinacdo, sendo referéncia pessoal e profissional.



AGRADECIMENTOS

Porque nada € possivel sem apoio, reconheco a importancia e agradeco:

A Deus que me permitiu alcancar mais essa etapa da minha vida.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
de Mestrado concedida.

A Prof? Dra. Claudia Marcia Aparecida Carareto, coordenadora do Programa de Pos-
graduacdo em Biociéncias do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE-

UNESP), e aos demais professores do programa.

A minha coorientadora, Prof® Dra. Sonia Maria Oliani, pela participacdo fundamental

neste trabalho e por todo conhecimento adquirido.

Ao Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista (IBILCE/UNESP), e a todos os funcionarios pela atencdo e
colaboracéo.

As Faculdades Integradas da Fundacdo Padre Albino (FIPA) pelo uso de suas
dependéncias, o Laboratério de Histopatologia, Imuno-histoquimica e Laboratério

Multidisciplinar.

Ao Prof. Mairto Roberis Geromel, técnico do Laboratério de Histopatologia das FIPA,

excelente profissional, cuja colaboracgéo foi essencial para o desenvolvimento desse trabalho.

As técnicas e amigas do laboratorio, Melina Mizusaki lyomasa-Pilon e Helena Ribeiro

Souza, que me auxiliaram com todo carinho, alegria e disposi¢cdo neste trabalho.

Ao querido amigo Lucas Possebon, por quem tenho carinho especial, pelo apoio e

incentivo constante.

Aos companheiros do Laboratério de Imunomorfologia do IBILCE, Janesly Prates,
Jusciele Brogin Moreli, Lucas Azevedo, Mab Pereira Corréa, Rafaela Molas, pela atencéo,

alegria constante e entusiasmo.



A minha familia, em especial, meu irmao Samuel, pela confianca, por me estimular no

crescimento profissional e amadurecimento pessoal.

A todos que de forma direta ou indireta contribuiram para a elaboracdo deste trabalho
no qual dificilmente poderiam ser devidamente citadas, sem que se cometesse a injustica do

esquecimento, meu agradecimento.



“Que os nossos esforcos desafiem as impossibilidades.
Lembrai-vos que as grandes proezas da historia foram

conquistas daquilo que parecia impossivel”.

Charles Chaplin.


http://www.frasesfamosas.com.br/de/charles-chaplin.html

vi

APRESENTACAO

A identificacdo e avaliacdo precoce de lesGes no aparelho reprodutivo feminino tem
papel fundamental na prevencdo de diversos tumores ginecoldgico, como o adenocarcinoma
de endométrio. Diversos estudos tém buscado o entendimento das subpopulagdes dos
mastocitos na inflamacdo e neoplasias uterinas, enquanto a proteina Anexina Al é
grandemente relacionada a processos inflamatérios e desenvolvimentos tumorais, por meio da
interacdo com o receptor FPR.

Nesta investigagao, buscamos aprofundar o conhecimento sobre a heterogeneidade dos
mastocitos, bem como analisar o envolvimento ANXAL/FPR nas lesdes uterinas, na busca de
subsidios para o desenvolvimento de novos marcadores progndsticos relacionados ao Utero. O
conjunto dos resultados obtidos esta sendo usado na confec¢do do manuscrito intitulado "Role
of mast cell subpopulations and specific ANXAL/FPR1 Interaction in different clinical-
pathological uterine conditions" que sera submetido a revista Fertility and Sterility (ISSN
0015-0282).

Paralelamente ao trabalho desenvolvido no mestrado, foi possivel colaborar em outros
projetos de pesquisa envolvendo a proteina ANXAL, sob orientacdo da Professora Dra. Ana
Paula Girol, nas Faculdades Integrada Padre Albino (FIPA), entre eles, uma investigacéo
sobre a expressdao da ANXAL em astrocitomas de diferentes graus de malignidade, cujos
dados estdo compilados no manuscrito “Expression of the Annexin Al protein and its
correlation with matrix metalloproteinases and the receptor for formylated peptides in
astrocytomas of different degrees of malignancy”, em fase final de redacdo e que sera
submetido a revista internacional Cancer Biotherapy and Radiopharmaceuticals (ISSN 1084-
9785).

Ainda, o trabalho de iniciagdo cientifica desenvolvido anteriormente durante meu
Bacharelado em Ciéncias Biologicas, também orientado pela Prof®. Ana Paula Girol,
possibilitou a redagdo do artigo “Anexina Al e metaloproteinases de matriz em neoplasias
uterinas”, que foi aceito pela revista indexada CuidArte Enfermagem (ISSN 1982-1166) e

sera publicado no seu proximo volume. Este artigo segue anexado na integra.
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RESUMO

As lesdes uterinas sdo causas importantes de desconforto, infertilidade e 6bito entre as mulheres
no Brasil e no mundo. O cancer de endométrio é um tumor maligno frequente e sua incidéncia
vem aumentando nas Ultimas décadas. Enquanto, o tumor uterino benigno mais comum, o
leiomioma, acomete cerca de 40% das mulheres na idade reprodutiva, sendo relacionado a
menorragia, dismenorreia e infertilidade. Investigagdes indicam que o microambiente tumoral é
crucial para o avango do cancer, sendo caracterizado, principalmente, pela composicao alterada da
matriz extracelular, alta densidade de microvasos e abundancia de células inflamatorias, como
mastdcitos (MCs). MCs desgranulados liberam fatores quimiotaticos e proteases, como triptase e
quimase, para 0 meio extracelular, contribuindo na degradacdo da matriz extracelular, promocéao
da angiogénese, propiciando ambiente favoravel para invasdo tumoral e remodelacao tecidual por
meio de protedlises seletivas na matriz e ativacdo de metaloproteinases. Outro aspecto importante
no crescimento tumoral € a proteina anti-inflamatoria Anexina A1 (ANXA1), relacionada a
regulacdo dos processos de crescimento e migracdo/invasdo celular, sendo seus efeitos mediados
por receptores para peptideos formilados (FPRs), especialmente FPR1 e FPR2. Diante da
importancia dos MCs e da ANXA1/FPR no desenvolvimento tumoral, o objetivo desta
investigacdo foi analisar a heterogeneidade dos MCs e a expressdo das proteinas ANXAL, FPR1 e
FPR2 em bidpsias humanas das variaveis clinico-patoldgicas de Gtero normal: hiperplasia
endometrial simples (HES), adenomiose, leiomiomas e adenocarcinoma (ADC) endometrial de
graus | e 1l. Os MCs foram quantificados de acordo com seu estado de ativacao e expressdo das
proteases triptase e quimase. A expressdo da ANXAL e seus receptores FPR1 e FPR2 nos MCs e
tecidos uterinos foram analisadas nas diferentes bidpsias estudadas. Nossos resultados mostraram
MCs intactos e desgranulados, no endométrio € miométrio normais e aumentados na HES,
margens tumorais nos leiomiomas, adenomiose e ADC endometrial de graus | e Il, e diminuidos
significantemente na regido tumoral do leiomioma. Com relacdo & heterogeneidade, os MCs
triptase-positivos foram observados em maior quantidade. As expressdes enddgenas da ANXAL e
do FPR1 foram observadas nos tecidos uterinos e MCs, com auséncia para o FPR2. As
modula¢des dos MCs, da proteina ANXA1 e de modo especifico do receptor FPR1, nas variaveis
clinico-patologicas das lesdes uterinas investigadas indicam o envolvimento dessas células e a

interacdo ANXA1/FPR1 no desenvolvimento de inflamacdo e neoplasia uterina.

Palavras chave: neoplasias, mastocitos, Anexina Al, receptores para peptideos formilados,

biomarcadores tumorais, alvos terapéuticos.
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ABSTRACT

Uterine lesions are important causes of discomfort, infertility and death among women in Brazil
and in the world. Endometrial cancer is a frequent malignant tumor and its incidence has been
increasing in the last decades. Besides, the most common benign uterine tumor, leiomyoma,
affects about 40% of women at reproductive age, being related to menorrhagia, dysmenorrhea and
infertility. Investigations indicate that the tumor microenvironment is crucial for the advancement
of cancer, being characterized mainly by the altered composition of the extracellular matrix, high
microvessel density and abundance of inflammatory cells, such as mast cells (MCs). Degranulated
MCs release chemotactic and protease factors, such as tryptase and chymase, to the extracellular
medium, contributing to the degradation of the extracellular matrix, promoting angiogenesis,
providing a favorable environment for tumor invasion and tissue remodeling through selective
proteolysis in the matrix and activation of metalloproteinases. Another important aspect of tumor
growth is the anti-inflammatory protein Annexin Al (ANXAL), related to the regulation of
growth and migration / invasion processes, and its effects mediated by receptors for formylated
peptides (FPRs), especially FPR1 and FPR2. The objective of this investigation was to analyze the
heterogeneity of the MCs and the expression of the ANXAL, FPR1 and FPR2 proteins in human
biopsies of clinical-pathological variables of normal uterus: simple endometrial hyperplasia
(HES), adenomyosis, leiomyomas and endometrial adenocarcinoma (ADC) of grades | and II.
MCs were quantified according to their state of activation and expression of tryptase and chymase
proteases. Expression of ANXAL and its FPR1 and FPR2 receptors in the MCs and uterine tissues
were analyzed in the different biopsies studied. Our results showed intact and degranulated MCs
in the normal endometrium and myometrium and increased MCs in HES, tumor margins in
leiomyomas, adenomyosis and endometrial ADC of grades I and Il, but significantly decreased in
the leiomyoma tumor region. In relation to the heterogeneity, it was observed that the tryptase-
positive MCs were observed in greater quantity. Endogenous expressions of ANXAL and FPR1
were observed in uterine tissues and MCs, but absent for FPR2. Modulations of MCs and ANXA1
protein expression and the specificity of FPR1 receptor immunolabeling in the clinical-
pathological variables of the investigated uterine lesions indicate the involvement of these cells

and the interaction ANXAL/FPR1 in the development of inflammation and uterine neoplasia.

Key words: neoplasias, mast cells, annexin Al, formyl peptide receptors, tumor biomarkers,

therapeutic targets.
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I. INTRODUCAO

O céncer de endométrio (CE) é um dos tumores ginecoldgicos malignos mais comuns
em paises industrializados e sua incidéncia vem aumentando nas Ultimas décadas (SIEGEL et
al., 2012; MILLER et al., 2016; SIEGEL, MILLER E JEMAL, 2017). A idade média de
diagnostico € por volta dos sessenta anos, sendo que 20 a 25% dos casos sao diagnosticados
na pre-menopausa (SIEGEL et al., 2012). Entre os fatores de risco associados ao
desenvolvimento desses tumores estdo obesidade, anovulagédo, nuliparidade e menopausa
(GU, CHEN E ZHAO, 2013). O diagnostico do CE € normalmente feito durante a avaliacdo
de hemorragia vaginal anormal, peri ou p6s-menopausa, sendo que 75 % dos tumores de
endométrio sdo diagnosticados numa fase precoce (MATIAS-GUIU E PRAT, 2013).

Apls a menopausa, 0s ovarios e as glandulas adrenais continuam a produzir o
horménio androstenodiona, que é convertido em estrona no tecido adiposo pela enzima
aromatase. Esse estrogeno fraco pode estimular a proliferacdo endometrial cronica e levar ao
desenvolvimento do carcinoma ap6s a menopausa (KAAKS et al.,, 2002). Os tumores
originados em ambiente hiper-estrogénico sdo classificados em adenocarcinoma (ADC)
endometrial do tipo I, sendo os canceres mais comuns e tendo como precursores a hiperplasia
endometrial (SANDERSON et al.,, 2016). Esses tumores caracterizam-se por histologia
endometrioide de baixo grau e sdo receptores de estrégeno e progesterona positivos.

A cirurgia é o tratamento padrdo, sendo a radioterapia adjuvante indicada para
pacientes que tém alto risco de recorréncia da doenca (GU, CHEN E ZHAO, 2013), condicéo
que estimula o estudo de determinantes progndésticos que possam fornecer informacGes mais
precisas sobre as pacientes que estdo em risco de progressdo ou recorréncia da doenca
(PANSRIKAEW et al., 2010).

A hiperplasia endometrial ¢ uma patologia uterina que apresenta alteracdes
morfoldgicas no endométrio, caracterizada pelo aumento da proliferacdo glandular em relacéo
ao estroma quando comparado com o endométrio normal, associada também com a
estimulacdo excessiva do estrégeno. (SANDERSON et al., 2016). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a hiperplasia endometrial € classificada em quatro
categorias: hiperplasia endometrial simples sem atipia (HES), hiperplasia endometrial simples
com atipia (HEA), hiperplasia complexa sem atipia (HC) e hiperplasia complexa com atipia

citologica (HCA). As mulheres que desenvolvem hiperplasias endometriais, em sua maioria,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20KD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28055103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanderson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27920066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanderson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27920066
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apresentam clinicamente sangramento uterino anormal, sendo a hemorragia pds-menopausa
estimada em 15% dos casos (SANDERSON et al., 2016). Os fatores de risco para o
desenvolvimento dessa lesdo sdo semelhantes aos do CE (BOYRAZ et al., 2016;
SANDERSON et al., 2016).

Dentre as lesdes uterinas estrogeno dependentes, encontra-se também a adenomiose,
caracterizada como inflamacdo, cujas células endometrias glandulares e estromais estdo
presentes no interior do miométrio, causando sangramento uterino anormal e dismenorréia
(PONTIS et al., 2016; YE et al., 2016). As células musculares lisas da regido do miométrio
rodeiam os ninhos de adenomiose tornando-se hipertréficas, levando a contragdes anormais
da parede uterina (SEIKKULA, NIINIMAKI E SUVITIE, 2016).

Outra neoplasia comum do trato reprodutivo feminino é o leiomioma uterino, ou
fibroma, que afeta 40% das mulheres em idade reprodutiva com aumento da incidéncia para
70 a 80% aos 50 anos de idade (BAIRD et al., 2003). Os leiomiomas apresentam como
sintomas pressdo e dor pélvica, sangramento uterino anormal e disfuncdo reprodutiva
incluindo a reducdo da fertilidade ou complicacdes na gravidez (CORONADO et al., 2000;
BORAH et al., 2013; NEZHAT et al., 2016). Ainda, os leiomiomas uterinos sdo causas
frequentes de histerectomia (FARQUHAR E STEINER, 2002; OKOGBO et al., 2011;
LAGANA et al., 2016).

Varias investigages indicam que o microambiente tumoral é crucial na evolugdo do
cancer, caracterizando-se principalmente pela composicao alterada da matriz extracelular, alta
densidade de microvasos e abundancia de células inflamatdrias, como mastocitos (MCs)
(GRIVENNIKOV, GRETEN E KARIN, 2010; PANSRIKAEW et al., 2010; SIMIONESCU
etal, 2013).

1.1. Mastocitos

Os fatores que parecem desempenhar papeis importantes no comportamento de Varios
tipos celulares dentro de um tumor incluem o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina
(IL)-1, IL-6, IL-8/CXCLS8, proteina quimiotatica para mondcitos (MCP)-1, fator de
transformacdo do crescimento (TGF)-B e ciclo-oxigenase 2 (COX-2) (GRIVENNIKOV,
GRETEN E KARIN, 2010; SANSONE E BROMBERG, 2011). A maioria destes fatores sao
produzidos pelas células tumorais e inflamatdrias, promovendo a comunicacdo paracrina e
autocrina no microambiente tumoral e influenciando todos os estagios do desenvolvimento

tumoral, incluindo a iniciagdo, promocao, progressdo e metastase (AGGARWAL,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanderson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27920066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanderson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27920066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lagan%C3%A0%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27904953
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VIJAYALEKSHMI E SUNG, 2009; GRIVENNIKOV E KARIN, 2011; NEURATH E
FINOTTO, 2011). A expressdo de varios mediadores inflamatorios, assim como a abundancia
e o estado de ativacdo dos diferentes tipos celulares no microambiente tumoral ditam se a
inflamacéo tera um papel pro ou anti-tumoral (GRIVENNIKOV, GRETEN E KARIN, 2010;
SANSONE E BROMBERG, 2011).

Os MCs sdo as primeiras células que reconhecem o0s sinais da iniciacdo tumoral, em
resposta ao stem cell factor (SCF) das células tumorais (KHAZAIE et al., 2011; JIANG et al.,
2013). No processo de desgranulacdo os MCs liberam fatores quimiotaticos e proteases como
triptase e quimase para 0 meio extracelular, contribuindo na degradacdo da matriz
extracelular, promocdo da angiogénese, invasao tumoral e remodelacdo tecidual por meio de
protedlises seletivas na matriz e ativacdo de metaloproteinases (MMPs) (CONTI et al., 2007,
STROUCH et al., 2010; GASTARDELO et al., 2014; AMMENDOLA et al., 2016) (Figura
1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da interacgéo entre os MCs e as células do microambiente tumoral.
No desenvolvimento tumoral as células secretam moléculas promovendo o recrutamento dos MCs. Dentro do
microambiente tumoral, os MCs liberam uma variedade de mediadores afetando a sobrevivéncias das células
tumorais, bem como a remodelacdo de tecidos locais e recrutamento de células efetoras imunitarias. Células
locais e populacdes que se infiltram, também produzem e secretam seus subconjuntos de moléculas, criando um
conjunto complexo de interagdes (MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY, 2009).
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A expressdo varidvel das enzimas triptase, quimase e catepsina G, tem levado ao
reconhecimento de diferentes subpopulagdes de MCs humanos. MCs que expressam triptase e
quimase (MCr+c) sdo abundantes no tecido conjuntivo da pele (derme), submucosa do trato
gastrointestinal, parénquima mamario, miocardio, linfonodos, conjuntiva e sindvia. Enquanto,
aqueles que expressam somente triptase (MCry) sdo localizados geralmente, na mucosa dos
tratos respiratorio e gastrointestinal (METCALFE E SCHWARTZ, 2009; KHAZAIE et al.,
2011; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015; ANDERSSON et al., 2016). A terceira e menor
populacdo de MCs, expressa somente quimase e catepsina G (MCc) (METCALFE E
SCHWARTZ, 2009; SWEDENBORG, MAYRANPAA E KOVANEN, 2011). Alguns
estudos tém mostrado que tais classificagdes ndo sdo rigidas, podendo ser modificadas dentro
do microambiente tumoral (MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY, 2009; AMMENDOLA et
al., 2014; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015).

Jeziorska (1995) e colaboradores observaram no Utero, em condi¢fes normais, a
presenca dos MCs no endometrio durante todo o ciclo menstrual, sem flutuagdes em numero
ao longo do ciclo. No entanto, a maior ativacdo dos MCs imediatamente antes da menstruacéo
foi identificada em outra investigacdo (LEE et al., 2015). De modo interessante, os MCs
expressam receptores de estrogénio, que quando estimulados aumenta a atividade dessas
células. (THEOHARIDES E STEWART, 2015). Além disso, o estradiol também estimula na
migracdo dos MCs para o Utero e em sua desgranulacdo (JENSEN et al., 2010;
THEOHARIDES E STEWART, 2015).

Estudos relataram que, na endometriose, a analise quantitativa dos MCs mostrou
aumento do ndmero de células intactas e desgranuladas no endométrio ectdpico em
comparacdo com o eutdpico normal (KEMPURAJ et al., 2004; FUJIWARA et al., 2004;
SUGAMATA et al., 2005; PAULA et al., 2015). Em um trabalho realizado em modelo de
endometriose, as ratas tratadas com um antagonista do receptor de leucotrieno mostraram
inibicdo da infiltracdo e a ativacdo dos MCs nas lesdes endometriais (IHARA et al., 2004).
Além disso, as lesdes profundas de endometriose, geralmente associadas com dor pélvica
exibiram ndmero elevado de MCs ativados proximos aos nervos periféricos (ANAF et al.,
2006), sugerindo envolvimento destas células no desenvolvimento de fibrose, processos de
adesdo e a producdo da dor na endometriose. Investigacfes indicam predominancia MCt no
endometrio eutopico (JEZIORSKA, SALAMONSEN E WOOLLEY, 1995; PAULA et al.,

2015) e aumento significativo nas células quimase-positivas no endométrio ectopico (ANAF
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et al., 2006; PAULA et al., 2015), sugerindo uma mudanca no padrdo de subtipos de MCs
associados as lesoes.

Os MCs também tém sido estudados em neoplasias uterinas benignas e malignas. A
reducdo no numero dos MCs foi observada na hiperplasia atipica e no sarcoma endometrial
(D’SOUZA, RAMESHKUMAR E NIRMALA, 1994), enquanto o aumento dessas células foi
encontrado nos leiomiomas (ZHU, SHI E ZHOU, 2004; LU et al., 2007). A densidade de
microvasos e MCs triptase-positivos foi estudada no leiomioma e CE humanos (EROL et al.,
2011). Além disso, os mesmos pesquisadores relataram que o nimero de MCs no CE foi
maior do que em leiominoma.

Outra investigacdo (PANSRIKAEW et al., 2010) mostrou auséncia de correlagdo
significativa entre quantidade de microvasos e densidade de MCs e a recorréncia de CE. Em
contraste, Ribatti et al. (2005) observaram que a densidade de microvasos foi altamente
correlacionada com o nimero de MCs triptase-positivos na progressdo do tumor no CE. A
correlagéo significante entre a maior densidade MCs e invasdo miometrial foi demonstrada no
CE (CINEL et al., 2009) sugerindo os MCs como células potenciais para tratamentos
adjuvantes ou prognasticos.

Embora pesquisas anteriores tenham relatado os MCs no leiomioma (EROL et al.,
2011) e no CE (PANSRIKAEW et al., 2010), os resultados séo conflitantes, além disso, ndo
foram realizados estudos sobre o estado de ativacao dessas células, tampouco foi verificada a
presenca de quimase nessas condicdes clinicas, 0 que estimula as pesquisas sobre os MCs em
diferentes condi¢cdes neoplasicas uterinas auxiliando no entendimento do papel dessas células

no evolucgdo da neoplasia, com eventual possibilidade de aplicacéo clinica.

1.2. Anexina Al e FPR

O conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na biologia tumoral é essencial
para a identificacdo de candidatos a marcadores prognosticos, novos alvos terapéuticos e
estratégias preditivas de sobrevivéncia. As investigacdes que relacionaram a proteina Anexina
Al (ANXAL) a regulagdo do crescimento celular, juntamente com a sua participacdo na
cascata de sinalizagdo celular, ttm demonstrado um alvo importante para as pesquisas
relacionadas com o desenvolvimento tumoral (GUO, LIU, SUN, 2013; GASTARDELO et al.,
2014).

A ANXA1 é uma proteina de 37 kDa, que exibe sitios de ligacdo ao célcio e aos

fosfolipidios de membrana, e estd envolvida na inibicdo das sinteses de eicosanoides e
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fosfolipase A, (CPLAZ2), induzidas por glicocorticoides (GCs), o que confere propriedades
anti-inflamatorias a essa proteina (FLOWER, 1988; PERRETTI E GAVINS, 2003;
D'ACQUISTO, PERRETTI E FLOWER, 2008). Treze membros da familia das anexinas
foram descritos e clonados em mamiferos (PEPINSKY et al., 1988; RAYNAL E POLLARD,
1994; MOSS E MORGAN, 2004; GOBBETTI E COORAY, 2016), e em humanos, 0 gene
ANXAL, esta localizado na regido cromossémica 9912-9g21.2 (HUEBNER et al., 1988).

As anexinas sao agrupadas em funcdo das suas caracteristicas estruturais, incluindo a
presenca de um ndcleo, que é constituido por quatro repeti¢cfes de 60 a 70 aminoacidos cada,
com alta afinidade ao calcio, ligado a uma sequéncia N-terminal, que confere especificidade
de acdo para cada membro da superfamilia anexina (D'ACQUISTO, PERRETTI E FLOWER,
2008; BOUDHRAA et al., 2016; GOBBETTI E COORAY, 2016). A representacao

esquematica da estrutura primaria e o arranjo tridimensional da ANXA1 sdo mostrados na

figura 2.
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Figura 2. Estrutura da proteina Anexina Al - (A) Representacdo esquemadtica da estrutura priméria da
proteina ANXAL, com destaque do sitio ativo anti-inflamatorio (peptideo Ac2-26). (B) llustragdo do arranjo
tridimensional dessa proteina (RESCHER E GERKE, 2004).

A ANXAL apresenta multiplas funcbes em diferentes sistemas e a expressdo alterada
dessa proteina tem sido associada a transformacdo celular, progressao tumoral e metastase
(LIM E PERVAIZ, 2007; GUO, LIU, SUN, 2013; BOUDHRAA et al., 2016). A proteina é
amplamente distribuida no organismo e também pode ser expressa em células imunitarias
diferentes, em particular os MCs e os neutrdfilos (OLIANI et al., 2000; OLIANI et al., 2001;
GIL et al., 2006; GAVINS E HICKEY, 2012; SINNIAH et al., 2016).

No cancer humano o padrdo da expressdo da ANXAL é muito variado (LI et al., 2008;
GUO, LIU, SUN, 2013; BOUDHRAA et al., 2016). O aumento da expressdo dessa proteina
foi previamente observado no ADC mamario (AHN et al., 1997; YOM et al., 2011),
carcinoma hepatocelular (MASAKI et al., 1996; GUO, LIU, SUN, 2013), cancer de pancreas
(BAI et al., 2004; GUO, LIU, SUN, 2013), cancer de pulmdo (GUO, LIU, SUN, 2013;
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RONG et al., 2014; BOUDHRAA et al., 2016) e carcinoma de pénis (CALMON et al.,
2013). Qutras investigacdes relataram reducgédo da expresséo da ANXAL no cancer de cabeca e
pescoco (GASTARDELDO et al., 2014), es6fago (PAWELETZ et al., 2000; GUO, LIU, SUN,
2013), préostata (PAWELETZ et al., 2000; XIN et al., 2003) e mama (SHEN et al., 2005;
YOM et al., 2011).

A alteracdo da expressdo do ANXAL foi estudada durante a progressdo da neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) (WANG et al., 2008). A reducdo da expressdo da ANXAL na
NIC ocorreu em paralelo com o aumento da gravidade da neoplasia, associada com a
diferenciacdo celular tumoral no carcinoma invasivo de células escamosas do colo do
utero, sugerindo que a alteracdo da expressdao da ANXAL pode ser um evento precoce no
desenvolvimento da neoplasia cervical. Além disso, a expressdo da ANXAL pode ser um
marcador eficaz para a eventual avaliacdo progndstica de NIC e para analise de diferenciacéo
de células tumorais no carcinoma de celulas escamosas do colo do Utero.

Outro aspecto importante na biologia da ANXA1 tem sido o estudo do seu mecanismo de
acao na superficie celular. A observacdo que a ANXAL e os seus peptideos miméticos ligam-
se a uma classe especifica de receptores transmembrana acoplados a proteina G, 0s receptores
para peptideos formilados (nFPR) (WALTHER, RIEHEMANN E GERKE, 2000)
revolucionou o campo de pesquisa da ANXAL. Este estudo permitiu novas investigaces nas
relagbes funcionais e moleculares entre a ANXAl e a familia de receptores FPR
(D'ACQUISTO, PERRETTI E FLOWER, 2008; GOBBETTI E COORAY, 2016).

Trés membros da familia FPR humana foram identificados e incluem FPR1, FPR2
(também conhecido como FPR2/ALX e FPRL-1) e FPR3 (YE et al.,, 2009; LEONI E
NUSRAT, 2016). Em uma investigagdo, foi mostrado que a ANXAL e seu peptideo mimético
podem promover a invasdo das células SKCO-15 (linhagem celular derivada de ADC
colorretal) por meio da ativacdo do receptor FPR2 de maneira autdcrina/paracrina (BABBIN
et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado que a ANXAL, derivada das células
inflamatdrias e tumorais do carcinoma epidermoide de laringe humano, pode contribuir na
regulagdo do crescimento tumoral por meio de mecanismos paracrinos mediados pelo receptor
FPR2 (GASTARDELO et al., 2014).

No utero, andlises imuno-histoquimicas e densitométricas indicaram expressdo
aumentada da ANXAL nas glandulas epiteliais indiferenciadas das amostras ectopicas em
comparagdo com as glandulas epiteliais diferenciadas do endométrio ectdpico e glandulas
endometriais eutdpicas (LI et al., 2008; PAULA et al., 2015). Além disso, por meio de
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andlises imunocitoquimicas ultraestruturais (PAULA et al., 2015) foi demonstrada a
expressdo do FPR1 nas mesmas regides onde foi observada a expressdao da ANXAL, com
aumento significante do receptor FPR1 nas glandulas indiferenciadas do endométrio ectopico
em comparacao com glandulas eutopicas normais e ectépicas bem diferenciadas. A expressao
aumentada de ANXAL também foi observada no CE (XUE et al., 2007), contudo ndo existem
resultados da expressdo de ANXA1 em leiomiomas, tampouco do receptor FPR na neoplasia
uterina. Também néo se conhece a expressdo dessas proteinas nos MCs em tumores benignos
e malignos do Utero.

Poucos pesquisadores tém estudado o envolvimento da ANXA1l e sua possivel
interacdo com o receptor FPR nas lesdes uterinas. Além disso, investigacfes mostram que o
papel do MC precisa ser individualmente avaliado e estabelecido para cada tipo de cancer e,
também, para diferentes fases do mesmo cancer. Por essas razdes, foi avaliado o grau de
ativacdo dos MCs e a expressdo da ANXAL e dos receptores FPR1 e FPR2 em variaveis
clinico-patologicas benignas e malignas de lesbGes uterinas em bidpsias humanas. Os
resultados dessas analises poderdo auxiliar no entendimento do papel das subpopulacfes dos
MCs, e sua relacdo com a proteina anti-inflamatéria ANXAL e receptores nas neoplasias

uterinas como possibilidade de novos marcadores prognosticos ou aplicacédo clinica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Analisar a heterogeneidade dos mastdcitos e a expressao das proteinas ANXAL, FPR1
e FPR2 nessas células e em bidpsias humanas de inflamacéao e neoplasias uterinas benignas e

malignas.

2.2. Objetivos Especificos

No utero normal, adenomiose, hiperplasia endometrial simples, leiomioma e ADC
endometrial de graus I e II:
- Quantificar e avaliar o estado de ativacdo dos MCs;
- Identificar a heterogeneidade dos MCs, para triptase e quimase;
- Investigar a expressdo enddégena da proteina anti-inflamatéria ANXAL1 e dos seus
receptores FPR1 e FPR2, nos tecidos e nos MCs.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo das biopsias de variaveis clinico-patologicas das lesbes uterinas

As anélises foram realizadas em bidpsias de adenomiose, leiomiomas e HES (n=50) e
ADC de endométrio de grau | (n=25) e grau Il (n=25) provenientes dos arquivos do Servico
de Patologia, das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA/FAMECA) de Catanduva
(Protocolo CEP/FIPA no. 1.076.918). Amostras de Utero normal (regifes de margem nao
acometidas pelas lesdes dos mesmos pacientes) (n=50) foram usadas como controle. Abaixo

esquema da metodologia proposta.

Bidpsias do Servico de Patologia da FIPA - Protocolo n°. 293.198
YteroNormal Quantiﬁc,agﬁo dos
-50 — Analises histopatologicas — Mastocitos
(n=50) (mmz)
|
Adenomiose T
nti-triptase
(n=50) Imunofluorescéncia | — . p
T Anti-quimase
Leiomioma Uterino
(n=50)
. .. Anti-ANXA1
| L Imuno-histoquimica |— .
Hiperplasia Endometrial Anti-FPR1e FPR2
Simples
(n=50) \ Y ’
I
Adenocarcinoma Analise estatistica
Endometrial - Grau I e IT (quantificacdes e — Anova e Bonferroni
(n=25 cada) densitometria)

3.2. Analise e quantificagdo dos mastocitos

As bidpsias das diferentes condigdes clinico-patologicas foram seccionadas em 4um e
0s MCs quantificados com base em suas caracteristicas morfoldgicas, como intactos (MC;) e
desgranulados (MCy), por meio da coloragdo por Azul de Toluidina a 0,5 % (DA SILVA,
2011; GASTARDELO et al., 2014; PAULA et al. 2015). A quantificacdo dos MCs nos
fragmentos uterinos foi realizada utilizando a objetiva de 40X no microscopio Leica (DM500)

do Laboratério Multidisciplinar das FIPA, Catanduva-SP. As areas de cada tecido foram
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obtidas com o auxilio do software Leica Image Analysis. Os dados foram expressos como

média £ erro padrdo (S.E.M.) do niimero de MCs por mm?.

3.3. Imunofluorescéncia e analise da heterogeneidade dos mastocitos

Cortes obtidos das amostras foram desparafinizados, re-hidratados e a recuperagao
antigénica foi realizada em tampé&o citrato pH 6,0 a 96°C, durante 20 min. Os cortes foram
incubados em temperatura ambiente por 10 minutos em PBS contendo 0,25% de Triton X-
100, lavados em PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada). Apos lavagem em
PBS, os cortes foram incubados com os seguintes reagentes: a) soroalbumina bovina (BSA) a
2% em PBST por 30 minutos para o bloqueio de ligacdo inespecifica dos anticorpos; b)
anticorpos rabbit monoclonal anti-chymase (Abcam, Cambridge, MA, USA) e mouse
monoclonal anti-tryptase (Millipore, EUA) diluidos em BSA a 1%, por 1 hora, temperatura
ambiente, em cAmara Umida; d) lavados em PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos
cada); e) anticorpo secundario goat anti-mouse-FITC (verde) e goat anti-rabbit-TR
(vermelho) conjugados (1:100; Santa Cruz, USA) por 60 minutos, em camara escura e
lavados em PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada); f) DAPI por 1 minuto em
camara escura e lavado com PBS. Apos esta reacdo, as laminas foram montadas com glicerol.
O controle negativo da reacdo foi obtido omitindo-se o anticorpo primério. A quantificacao
dos MCs nos tecidos uterinos foi realizada utilizando a objetiva de 40X, com o auxilio do
programa analisador de imagem Axiovision do Microscopio AXIOSKOP2 (ZEISS, Germany),
do Laboratério de Morfologia, IBILCE-UNESP, Sdo José do Rio Preto. Os valores foram
expressos como média = S.E.M. do nimero de MCs por mm?.

3.4. Analises Imuno-histoquimicas

As expressdes das proteinas ANXAL, FPR1 e FPR2 foram analisadas nos tecidos
uterinos e nos MCs das bidpsias selecionadas. Sec¢bes seriadas de 4um foram preparadas em
laminas silanizadas e, em seguida: (a) desparafinizados e hidratados em agua por 5 minutos;
(b) incubados em calor umido em solucdo tampéo citrato pH 6,0, por 20 minutos, para a
recuperacdo antigénica; (c) lavados em agua destilada e deixados em solucdo de peroxido de
hidrogénio (p.a) a 3% em metanol por 30 minutos, para o blogueio de peroxidase enddgena;
(d) lavados com PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada); (e) incubados
overnight, em camara Umida a 4°C, com os anticorpos primarios policlonais rabbit: anti-
ANXA1 (1:2000) (Life Technologies, EUA), anti-FPR1 (1:1000) e anti-FPR2 (1:2000) (Bioss,
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EUA), diluidos em BSA a 1%; (f) lavados com PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5
minutos cada); (g) incubados com o anticorpo secundario biotinilado (kit Histostain,
Invitrogen, EUA) por 30 minutos; (h) lavados com PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5
minutos cada); (i) imersos em complexo estreptavidina peroxidase conjugada por 30 minutos;
(j) lavados com PBS por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada); (k) incubados em
substrato diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos a 37° C, no escuro, para revelagdo (Kit
DAB, Invitrogen, EUA); (I) lavados em &gua destilada, contracorados com Hematoxilina e as
laminas montadas. A analise da expressdo das proteinas ANXAL, FPR1 e FPR2 foi realizada
nas celulas epiteliais glandulares e nas células musculares lisas das variaveis analisadas, por
densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) pelo programa analisador de imagem Leica
Image Analysis e a densidade Optica média (D.O.M.) mostrou a intensidade de

imunomarcacao apenas nas areas imunorreativas (GIROL et al., 2013).

3.5. Anélises Estatisticas

Os dados das analises quantitativas e densitométricas foram obtidos como média +
S.E.M., submetidos a analise de normalidade e comparados pela ANOVA, seguida pelo teste
de Bonferroni. Os valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacdo dos mastocitos

Apos a selecdo das biopsias, os mastdcitos intactos (MC;) e desgranulados (MCy
foram quantificados em secgdes de Utero normal, adenomiose, HES, leiomiomas e ADC
endometrial de graus I e Il, por meio da coloracao de Azul de Toluidina (Figura 3).

Nas analises dos tecidos uterinos normais foi verificada grande quantidade de MCi,
contendo granulos citoplasmaticos metacromaticos, no endométrio (25,95 + 0,7133) e no
miométrio normais (39,69 + 1,118) (Figura 3A, E, | e J).

No endométrio, numerosos MCi também foram observados nas regides peritumorais
de ADC de grau | (32,90 + 0,6057) e Il (28,13 + 0,2483) e tumorais dos ADCs endometriais
de graus | (28,46 +0,7083) e 11 (22,19 + 0,2378) (Figura 3C, D e I). Aumento significante de
MCi ocorreu na HES (43,75 + 2,011) comparado aos demais grupos (Figura 3B e I), e na
margem peritumoral de ADC de grau | com relacdo ao endométrio normal (Figura 31). Com
relacdo aos MCd, maior numero de células nessa condicdo foi observado na regido
peritumoral do ADC endometrial de grau Il (13,00 + 0,7013), enquanto no interior deste
tumor ocorreu reducdo da quantidade de MCd (4,313 + 0,01306) comparada as margens
normais (8,500 + 0,6124) (Figura 3D e I).

Com relacdo as quantificacbes realizadas no miométrio, varios MCi foram
encontrados na margem peritumoral do leiomioma e aumento do numero de MCi foi
observado na adenomiose (50,30 + 1,883) comparado ao miométrio normal (11,88 + 1,099)
(Figura 3F, G e J). Diferentemente, no leiomioma, ocorreu diminuicdo significante dos MCs
tanto intactos (p<0,001) (MC;: 10,31 + 1,351) como desgranulados (p<0,001) (MCqy: 3,775 +
0,5197) (Figura 3H e J).

Em todas as condicdes clinicas, com exce¢do do leiomioma, a quantidade de MCi foi

significantemente maior (p<0,001) comparada aos desgranulados (Figura 31 e J).



28

Endométrio Normal

ADC endometrial Gl ADC endometrial Gll

7

i " o 3 MC Intacto
k- £
S 40- z B @B MC Desgranulado
s & 404 i
2 304 o eal=
3 K] N
S 20 T ] =
g % 20 # # # & |
© TE P
= 197 = . I r‘l # £
@ o @ o e ,,‘r“!
” 5 I’ Lei . —

Endométrio HES ADC GI ADC Gl ADC GlI ADC GII
Peritumoral Peritumoral

Figura 3. Andlise de quantificacdo dos MCs. Varios MCs (setas) no endométrio e miométrio uterino em
condi¢Bes normais, na HES, na adenomiose, nas regides peritumorais do leiomioma e dos ADCs endometriais de
graus I e Il (A, B, D, E, F e G). Auséncia dos MCs no Leiomioma (H). Cortes de 4um. Coloragdo: Azul de

Toluidina. Barras: 10pum. Quantificagdo dos MCs (1 e J). a p<0,001 vs MCi endométrio normal; b p<0,001 vs
MCi endométrio normal e HES; C p<0,001 vs MCi HES e p<0,01 vs MCi ADC Gl peritumoral; d p<0,001 vs
MCi HES, ADC peritumoral GI, ADC Gl e ADC GlI peritumoral; | p<0,01 vs MCd endométrio normal € ADC
Gl; 1l p<0,05 vs MCd endométrio normal, HES, ADC Gl peritumoral, ADC GI e ADC GII peritumoral; *
p<0,001 vs MCi; a p<0,001 vs MCi miométrio normal;  p<0,05 vs MCi adenomiose; & p<0,001 vs MCi e

MCd miométrio, adenomiose e margem peritumoral e # p<0,001 vs MCi.
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4.2. Heterogeneidade dos mastocitos

A heterogeneidade dos MCs foi verificada para as proteases triptase e quimase, por
meio do método de imunofluorescéncia, nas HES, nos ADC endometrial de graus | e II, na
adenomiose e no leiomioma, comparados aos tecidos uterinos normais.

As andlises das lesdes uterinas mostraram muitos MCs triptase (MCy) e quimase-
positivos (MC¢) em todas as condic¢des clinicas estudadas, exceto no leiomioma (Figura 4).
As células foram localizadas em grande quantidade no endométrio e principalmente no
miométrio (Figura 4H e ). As quantificacdes dos MCs evidenciaram elevado numero de MC+
em comparagdo a MCc nas margens peritumorais de ADCs endometrias de graus | (MCx:
45,60 + 0,8796) e Il (MC+: 41,22 + 1,681) e especialmente na adenomiose (MC+: 122,3 +
6,873).

Apesar dos MCs expressarem tanto triptase como quimase, entre 0S grupos, ocorreu
reducdo dos MC¢ na regiéo peritumoral do ADC de grau Il (MCc¢: 25,20 + 1,659) e dos MC+
e MCc no ADC endometrial de grau Il (MC+: 32,60 + 3,533; MCc: 24,48 + 1,261) comparado
ao endomeétrio normal (MC+: 47,17 + 2,313; MCc¢: 39,00 + 3,304) e HES (MCs: 53,70 +
3,459; MCc¢: 40,50 + 6,284) (Figura 4D e H). Numero significantemente menor de MC¢ foi
observado na adenomiose (MCc: 47,55 + 6,646) com relacdo ao miométrio normal (MCc:
104,4 + 7,460) e regido peritumoral do leiomioma (MCc¢: 6,588 + 0,8554). Poucos MCs tanto
triptase como quimase positivos foram encontrados no leiomioma (MC+: 11,05 + 1,715; MCc:
6,588 + 0,8554) (Figura 4G e I). Ndo houve diferenca significante em relacdo a essas duas

subpopulacdes de células nas demais variaveis clinico-patologicas.
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Figura 4. Imunofluorescéncia para as proteases triptase (verde) e quimase (vermelho) dos MCs. Célula
com dupla marcagdo para triptase e quimase (A, B, C, D, E, F e G). No detalhe a dupla marcagéo (T/C),

expressdo para triptase (T) e quimase (C). Cortes de 4um. Coloragdo de nucleo com DAPI. Barra: 100um.
Quantificacdo dos MCs (H e I). a p<0.05 vs MC¢ endométrio e HES; b p<0.05 vs MC+ endométrio e HES; *
p<0.05 e ** p<0.01 vs MCy; o p<0,001 vs MCc miométrio; B p<0,001 vs MC. adenomiose; & p<0,001 vs

MC+ e MCc miométrio, adenomiose e margem peritumoral e # p<0,001 vs MC;.

4.3. Expressado da proteina ANXAL e receptores em lesdes uterinas

A expressao endogena da proteina ANXAL e dos seus receptores FPR1 e FPR2 nos
tecidos e nos MCs, foi verificada por meio do método imuno-histoquimico, nas células
epiteliais glandulares na HES, no ADC endometrial, na adenomiose e no leiomioma
comparados ao tecido uterino normal. A especificidade da imunomarcacdo foi comprovada
pelos controles das reagOes (Figura 5E) (Figura 6D).

As andlises imuno-histoquimicas das lesdes uterinas mostraram expressdes da
ANXAL e do FPR1 em todas as condicdes clinicas estudadas (Figura 5 e 6). De maneira
interessante, ndo houve expressdo para 0 FPR2 em nenhum dos grupos (Figura 5J e Figura
6H). Com relacdo & ANXAL (Figura 5K e 61), as observaces densitométricas revelaram

aumento da proteina na HES e no ADC endometrial de graus I e 1l (p<0,001) (Figura5C, D e
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K) comparado ao endométrio controle (Figura 5A e K). Também foi observada maior
expressdo da proteina nos ADC endometrial de graus I (p<0,001) e Il (p<0,001) com relagédo a
HES. Ainda, a expressdo aumentada da ANXAL ocorreu na adenomiose e no leiomioma
(p<0.001) (Figura 6B, C e 1) com relacdo ao miométrio normal (Figura 6A e I), bem como no

leiomioma quando comparado com a adenomioses (p<0,05).
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Figura 5. Expressdo endogena da ANXAL e do receptor FPR1 nas lesdes de endométrio. Aumento da
imunorreatividade de ANXA1 e FPR1 na hiperplasia endometrial simples (B, C e D) e nos adenocarcinomas
endometriais de graus | e Il (G, H e I) comparado ao endométrio normal (A, F). Auséncia de imunorretividade
no controle de reacdo (E) e para FPR2 (J). Sec¢fes: 4 um. Contra-coloracdo: Hematoxilina. Barra: 10 pum.
Densitometria da imunorreatividade da ANXAL (K) e FPR1 (L). a p<0,001 vs endométrio normal; b p<0.01 vs
endométrio normal e HES; a p<0.01 vs endométrio normal;  p<0.01 vs endométrio normal e HES e y p<0,001

vs e endométrio normal, HES e p<0.01 vs ADC endometrial de grau .

Similarmente, foi observado aumento na imunorretividade para o FPR1 na HES
(p<0,001), no ADC endometrial de graus | e Il (p<0,001) (Figura 5G, H, | e L), na
adenomiose (p<0,001) e no leiomioma (p<0,001) (Figura 6F, G e J), comparado aos
respectivos tecidos normais (Figura 5F e L) (Figura 6E e J). No ADC de grau Il a expressao
do FPR1 é ainda mais acentuada (p<0,01) comparada ao ADC de grau |I. Também no

leiomioma a imunorreatividade é maior em comparagdo com a adenomiose (p<0,001).
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Figura 6. Expressdo endogena da ANXAL e do receptor FPR1 nas lesdes de miométrio. Aumento da
expressdo de ANXAL e FPR1 na adenomioses (B, F) e no leiomioma (C, G) em relagdo ao miométrio normal
(A, E). Auséncia de imunorretividade no controle de reacdo (D) e para FPR2 (H). Secc¢des: 4 um. Contra-
coloracdo: Hematoxilina. Barra: 10 um. Densitometria da imunorreatividade da ANXAL (I) e FPR1 (J). a
p<0,001 vs miométrio normal; b p<0.001 vs miométrio normal e p<0.05 vs adenomiose; a p<0.001 vs miométrio

normal e B p<0.001 vs miométrio normal e adenomiose.

Os MCs também demonstraram imunomarcagdo positiva para ANXAL e FPR1 em
todas as variaveis clinico-patoldgicas estudadas (Figura 7A-D). A imunorreatividade para 0s
MCs foi aumentada conforme a evolucdo da malignidade das lesGes, especialmente com
relagdo ao ADC endometrial de grau Il (Figura 7A e B). Contudo, ocorreu aumento da
expressao da ANXA1 nos MCs na adenomiose quando comparado com o leiomioma (p<0,05)
(Figura 7C).
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Figura 7. Expressdo enddgena da ANXAL e do receptor FPR1 nos MCs. Nos detalhes a imunomarcacdo
para ANXAL (A, C) e FPR1 (B, D) nos MCs. Como controle de especificidade da imunorrea¢do, 0 mesmo MC

foi corado em azul de toluidina em corte sequencial (A-D). Densitometria da imunomarcacdo da ANXAL e

FPR1. a p<0,001 e vs endométrio normal; b p<0,001 vs endométrio normal e HES; o p<0,001 vs endométrio

normal; p p<0,001 vs endométrio normal e HES; y p<0,001 vs endométrio normal e HES e p<0,01 vs ADC

endometrial de grau I; ¢ p<0,001 vs miométrio normal e d p<0,001 vs miométrio normal e p<0,05 vs

adenomiose; A p<0,001 vs miométrio normal.
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5. DISCUSSAO

As lesdes uterinas acometem diversas mulheres nas idades reprodutivas ou na fase de
menopausa no Brasil e no mundo, dentre elas, o cancer de endométrio (CE) e o leiomioma,
que representam, respectivamente, os tumores malignos e benignos mais comuns (OKOGBO
et al., 2011; SIEGEL et al., 2012; SILVA et al., 2015; NEZHAT et al., 2016; SIEGEL,
MILLER E JEMAL, 2017). O estudo das interagdes entre o tumor e os componentes celulares
e moleculares envolvidos na tumorigénese podera originar novos alvos bioldgicos na
intervencdo terapéutica das lesdes uterinas. Devido ao envolvimento dos MCs (MALTBY,
KHAZAIE E MCNAGNY, 2009; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015), da proteina ANXAL e
receptor FPR (GUO, LIU, SUN, 2013; BOUDHRAA et al., 2016) no desenvolvimento
tumoral, no presente estudo, analisamos essas células e proteinas em bidpsias de hiperplasia
endometrial simples (HES), adenomiose, leiomioma e adenocarcinoma (ADC) endometrial de
graus | e Il, comparadas aos tecidos normais.

Inicialmente, verificamos os MCs de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, em
intactos e desgranulados, e nossas andlises quantitativas revelaram elevado niumero de MCs,
em sua maioria intactos, nos tecidos controles, na HES, na adenomioses, nas regides
peritumorais dos leiomiomas e ADC endometrial de ambos os graus. Além disso, os MCs
desgranulados foram observados na regido peritumoral do ADC de grau Il com diminuicdo da
guantidade de MCd no interior desse tumor, comparado com endométrio normal. Essas
células foram geralmente, localizadas préximos as glandulas e aos vasos sanguineos e podem
estar envolvidas com a progressao tumoral. Outros pesquisadores também relataram aumento
do nimero de MCs tanto intactos como desgranulados na endometriose, em comparagdo com
endométrio controle (SUGAMATA et al., 2005; PAULA et al., 2015). Dados da literatura
indicam associacdo dos MCs com a vasculatura nas regides saudaveis circundantes aos
tecidos malignos, indicando o papel pré-angiogénico dessas células (MALTBY, KHAZAIE E
MCNAGNY, 2009; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015).

Diferentemente, as regides de leiomioma analisadas na nossa investigagdo mostraram
reducdo significante dos MCs intactos e desgranulados em seu interior. Varios estudos
mostraram maior densidade de MCs predominantemente na periferia tumoral, na interface
com tecidos saudaveis, e ndo no interior do tumor (COUSSENS et al.,1999;
SAWATSUBASHI et al., 2000; SOUCEK et al., 2007). A localizagdo periférica dos MCs

sugere origem por migracgdo celular dos tecidos adjacentes ou recrutamento de progenitores
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sanguineos de vasos proximos ao tumor, ou ainda, de ambas as fontes (MALTBY, KHAZAIE
E MCNAGNY, 20009).

Investigacbes mostraram que as células mieldides imaturas recrutadas para o
desenvolvimento de tumores expressam CD34, CCR1, MMP2 e MMP9 (KITAMURA et al.,
2007), todos os quais estdo presentes nos MCs em diferentes fases de desenvolvimento
(DREW et al., 2002; JUREMALM et al., 2005) e indicam os MCs como células de suporte na
tumorigénese (MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY, 2009; DYDUCH, KACZMARCZYK
E OKON, 2012; AMMENDOLA et al., 2016).

Além disso, Maltby (2009) e colaboradores sugerem que a escassez de MCs no
interior do nucleo tumoral pode estar associada a desgranulacdo dessas células levando a
"fantasmas" apds a coloracdo (GASTARDELO et al., 2014). Contudo, a auséncia de MCs no
interior da massa tumoral pode ter outro significado. Um estudo com camundongos
transgénicos mostrou que os MCs desempenham funcdo importante como interruptor
angiogénico durante o crescimento do tumor (COUSSENS et al.,1999; JUNANKAR et al.,
2006). Nestes estudos, nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral, os MCs foram
observados aumentados, proximos a vasos sanguineos e conduzindo a angiogénese, mas
foram ausentes no interior do tumor, nas fases posteriores, as células tumorais assumiram o
controle do crescimento e angiogénese, e o tumor se desenvolveu independente dos MCs.

Embora esteja claro que os MCs se acumulam ao redor de muitos tipos de tumores, ha
relatos conflitantes sobre o valor prognéstico do nimero dessas células avaliadas em bidpsias
de tumores e a sobrevida do paciente (GULUBOVA, VLAYKOVA, 2009). Na maioria dos
tumores humanos, maior nimero de MCs foi associado ao aumento na vascularizacao, e
diminuigéo na sobrevida do paciente (CRIVELLATO, NICO, RIBATTI, 2008). Contudo, no
CE, foi observada a auséncia de correlacdo entre a densidade de MCs e a quantidade de
microvasos e recorréncia (PANSRIKAEW et al., 2010).

A associacdo de infiltracdo de MCs com progndstico pobre depende do tipo de cancer
estudado (MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY, 2009). Investigacdes em carcinoma de
mama invasivo mostraram correlacéo entre a grande quantidade de MCs e melhor progndstico
(DABIRI et al., 2004). Outro estudo com cancer de pulméo de células ndo-pequenas também
demonstrou uma correlacdo entre a melhoria do progndstico e a presenca de MCs em ilhotas,
mas ndo no estroma circundante (WELSH et al.,2005). Estas pesquisas sugerem um papel

anti-tumoral para os MCs, indicando que, em certos ambientes de tumor, as fungdes anti-



36

tumorais podem substituir o papel de promotor de tumor e enfatizam a complexidade dos
MCs no ambiente tumoral (MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY, 2009).

Os mastocitos também produzem potentes mediadores biologicamente ativos, como
histamina, TNF-a, IL-10 e as proteases triptase e quimase, 0 que contribui na promocéao da
angiogénese e invasao tumoral (STROUCH et al.,, 2010; GASTARDELO et al., 2014;
PAULA et al., 2015; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015). Em decorréncia disso, verificamos
a heterogeneidade dos MCs por meio da quantificacdo das proteases triptase e quimase nas
variaveis clinico-patoldgicas estudadas.

Os MCy e MCc foram localizados em grande quantidade nos tecidos normais, nas
HES, nas regides peritumorais e no ADC de graus | e Il, nas adenomioses e margens
peritumorais dos leiomiomas, com diminuicdo acentuada dessas células no interior do
leiomioma. As analises quantitativas dos MCs demonstraram nas adenomioses e nas margens
peritumorais dos ADCs endometriais de ambos os graus, predominio da subpopulacdo de
MC+t em relacdo aos MCc. Por outro lado, a quantificacdo dos MCs nas demais variaveis
clinico-patologicas ndo mostraram diferencas significantes entre MCt e MCc. Esses
resultados apontam o maior envolvimento da triptase na inflamacdo e ADC e de ambas as
proteases na HES e leiomioma.

Diferencas na subpopulagdo de MCs também foram encontradas por outros
pesquisadores que observaram alta densidade de MCs triptase positivos em polipos
endometriais, comparado ao endométrio normal (AL-JEFOUT et al., 2009), o que indica a
participacdo do MC na biologia do pdlipo, atuando possivelmente na iniciacdo, crescimento e
manutengdo dessa lesdo (RIBATTI et al., 2005; EL-HAMARNEH et al., 2013). Por outro
lado, Paula e colaboradores (2015) verificaram aumento dos MCc em relagdo a endometriose,
demonstrando mudanca do subtipo de MCs quando comparados com o endométrio glandular
normal.

Outros estudos também observaram MCs triptase-positivos no leiomioma e CE
humanos (ZHU et al., 2007; EROL et al., 2011). O aumento na angiogénese foi observado no
CE de alto grau, contudo a densidade dos MC tripatase-positivos ndo aumentou com o grau
histolégico (EROL et al., 2011). Além disso, esses mesmos autores, observaram que em
leiomioma, a densidade dos MCs e a densidade dos microvasos ndo diferem do controle. Em
contraste, Zhu et al. (2007) observaram predominio de MCyc no leiomioma comum e no
subtipo leiomioma celular, enquanto os MT+ foram raramente observados. Contudo, quando

0s subtipos de MCs foram comparados nas regides peritumorais e tumorais, ocorreu
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predominio de MCt com relacdo aos MC+tc no tumor e a situacdo inversa na regido
peritumoral e o fen6tipo MCc nao foi observado.

Em outra investigacdo, em neoplasias bem e pouco diferenciadas de CE, foram
identificados poucos macréfagos € MC+t no interior tumoral em comparacdo a regido
peritumoral, sendo associados aos processos da angiogénese e a progressdo (SIMIONESCU et
a.l, 2013). Os MC+e MCc também foram estudados em lesbes mamarias benignas e malignas,
nos quais foi observado maior nimero de MC+ nos tumores malignos concentradas na borda
tumoral, sugerindo possivel envolvimento dos MCs no processo fibroso da mama
(KASHIWASE et al., 2004 ).

A expressdo das proteases dos MCs varia conforme a progressdo tumoral (ANTONIO
et al, 2012). Acumulo dessas células nos tumores ocorre em resposta aos fatores
quimioatrativos produzidas por essas e outras células associadas ao cancer (THEOHARIDES
E COCHARANE, 2004). Na pele, foi observada expressdao aumentada dessas proteases em
correlagdo com a maturacdo dos MCs e a formacdo de vasos sanguineos, indicando seu
envolvimento direto na progressdo do tumor de pele (ANTONIO et al., 2012). Varios estudos
utilizando marcador de triptase ttm mostrado que os MCs estdo estrategicamente localizados
préximos a vasos sanguineos, associando-se assim com a angiogénese e 0 mau progndstico
tumoral (AMMENDOLA et al., 2014 ; DE SOUZA JUNIOR et al., 2015). A triptase e
guimase participam na degradacdo de componentes da matriz extracelular, sendo que a
triptase parece ser mais essencial para a neovascularizagdo e progressdo tumoral do que a
quimase (FIORUCCI E ASCOLI, 2004; ANTONIO et al., 2012; DE SOUZA JUNIOR et al.,
2015). Desse modo nossos dados reforcam a participacdo das proteases triptase e quimase na
inflamacéo e progressao tumoral, e indicam a triptase como principal protease na adenomiose
e tumorigénese no ADC endometrial, mas o envolvimento de ambas as proteases no
leiomioma e HES.

Na sequéncia da nossa investigacdo, verificamos a expressdo da proteina ANXAL e
dos receptores FPR1 e FPR2 no leiomioma e ADC endometrial. A imunomarcacao para a
proteina ANXA1 foi observada intensamente nas células epiteliais da HES e, especialmente,
do ADC endometrial de graus | e Il, comparada ao endométrio normal. A expressao
aumentada da proteina também ocorreu no epitélio glandular da adenomiose infiltrante da
regido miometrial e nas células musculares lisas dos leiomiomas em comparacdo ao

miometrio normal. Esses dados corroboram com outras investiga¢fes que indicam a ANXAL
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na patogénese de neoplasias benignas e malignas de diferentes origens (SHEN et al., 2005;
GUO, LIU, SUN, 2013; BOUDHRAA et al., 2016).

Nossos resultados reforcam outros estudos que tém associado a ANXAL com a
progressdo em alguns tumores invasivos, sugerindo um papel na regulacdo da
migracdo/invasdo das células epiteliais (BAI et al., 2004; GUO, LIU, SUN, 2013). A ANXA1
também esta correlacionada com o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, cancer de
pulmdo, cancer pancreatico, melanoma, cancer de pele ndo melanoma e CE. O nivel
aumentado de expressdo da ANXAL promove a carcinogénese da pele e do CE, e beneficia a
invasdo e metastase do melanoma (GUO, LIU, SUN, 2013).

Em uma investigagdo (LIN et al., 2007) realizada com 115 pacientes portadores de
carcinoma oral, foi demonstrada elevada expressdo da ANXAL1 no nudcleo das células
epiteliais tumorais, associada com pobre prognéstico. Por outro lado, Wang et al. (2008),
mostraram um padrdo inverso da imunorreatividade da proteina ANXAL no tumor cervical
uterino, correlacionando a diminuicdo na expressdo da proteina com a progressao da
neoplasia.

No Utero, a expressdo aumentada da ANXAL foi verificada no CE, sem distin¢do entre
graus, em comparacdo com o endométrio proliferativo normal, desempenhando um papel
importante na regulacdo da funcéo celular, proliferacdo, diferenciagdo e na carcinogénese do
endométrio (VOISIN et al.,, 2011; GUO, LIU, SUN, 2013). Outras analises também
mostraram padrdo similar da expressdo da ANXAL nas glandulas epiteliais indiferenciadas
das biopsias ectopicas, comparado com as glandulas diferenciadas do endométrio ecptopico e
glandulas endometriais eutdpicas, na doenca de endometriose (LI et al., 2008; PAULA et al.,
2015).

Com relacdo aos receptores FPRs, observamos aumento na imunorretividade para o
FPR1, na HES, no ADC endometrial de graus | e Il, na adenomiose e no leiomioma,
comparado aos tecidos normais e nas mesmas regides observadas da expresséo para ANXAL.
De maneira interessante, ndo houve expressdo do FPR2 em nenhuma das condigdes clinicas
patologicas estudadas, indicando que as acbes da ANXAL sdo mediadas especificamente pelo
FPR1. Em contraste com nossos resultados, estudos da expressdao de ANXA e FPR em outros
orgdos mostraram a interacdo especifica da ANXAL com o receptor FPR2 nos epitélios dos
processos ciliares, em modelo de uveite (GIROL et al., 2013), nas células epiteliais e
estromais do tumor mamario (SHIPITSIN et al., 2007; KHAU et al., 2011) e nas células
escamosas do carcinoma de laringe (GASTARDELO et al., 2014).
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Contudo, em outra investigacdo também em Utero e realizada por meio de anélises de
imunocitoquimica estrutural (PAULA et al., 2015), os pesquisadores encontraram dados
semelhantes aos nossos, pela observacdo da expressdo do FPR1 nas mesmas regides
imunomarcadas para ANXAL, com aumento significante na expressdo do receptor FPR1 nas
glandulas do endométrio ectopico em comparacdo com as eutdpicas. Desse modo, nossos
dados apontam a relevancia da proteina anti-inflamatoria ANXA1 com acbes mediadas
especificamente pelo receptor FPR1 e relacionada ao cancer, reforcando a ideia de que a
ANXAL e o FPR1 podem ser utilizados como marcadores potenciais para o diagnostico,
tratamento e prognostico de tumores (GUO, LIU, SUN, 2013; BOUDHRAA et al., 2016).

A imunomarcacédo positiva para ANXAL e FPR1 também foi verificada nos MCs em
todas as variaveis clinico-patolégicas estudadas, com maior imunomarcacdo das proteinas
observadas conforme o aumento do grau de malignidade das lesdes uterinas, bem como na
adenomiose. De acordo com a literatura, MCs contendo ANXA1 foram observados pela
primeira vez no tecido conjuntivo de roedores, no processo inflamatério agudo do mesentério
(OLIANI et al., 2000). Em outro estudo, Oliani (2008) e colaboradores também observaram
MCs positivos para ANXA na inflamacdo granulomatosa crénica dos ratos. Nossos dados
corroboram com estudos, que constataram a expressao da proteina nos MCs na endometriose
(PAULA et al.,, 2015), e indicam que os MCs sdo fontes de ANXA para o tecido,
contribuindo na inflamacéo e nas neoplasias benignas e malignas do Gtero.

Em conjunto, 0s nossos resultados mostram variacdo na quantidade e heterogeneidade
dos MCs nas diferentes condicOes clinicas estudadas, e sugerem a participacdo da triptase na
no processo inflamatério da adenomiose, e na progressdo tumoral no ADC, e de ambas as
proteases na HES e no leiomioma. Além disso, a acentuada imunomarcagdo da proteina
ANXAL e, especificamente, do receptor FPR1, nos tecidos e nos MCs, nas bidpsias estudas,
indicam seu envolvimento, por mediacdo especifica, no desenvolvimento inflamatério e
neoplésico do Utero o que pode levar a perspectivas promissoras em intervencgdes clinicas do

cancer uterino.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condicOes propostas, permitem concluir:

e MCs intactos sdo encontrados no miometrio e endométrio normais, aumentam em
namero nas HES, nas margens tumorais e nos ADCs de graus | e Il, nas adenomioses
e nas regides peritumorais dos leiomiomas, com diminuigdo acentuada dessas celulas
no leiomioma.

e Predominio dos MCs triptase positivos na adenomiose e margens peritumorais de
ADC endometrial de graus I e I1.

e Auséncia de imunorreatividade para o receptor FPR2 em todas as condigdes clinico-
patoldgicas estudadas.

o Forte expressdo da ANXAL e FPR1 nos MCs em todas variaveis clinicas avaliadas,
especialmente nos ADCs de ambos 0s graus e na adenomiose.

o As expressdes da ANXAL e do FPR1 sdo significantemente maiores nas células
epiteliais do ADC endometrial de graus I e 1l em relagdo ao tecido uterino normal.

Associados, nossos dados mostram variagdes nas subpopulacGes dos MCs triptase e
guimase positivos de acordo com a condicdo clinica estudada, e apontam a interacdo
especifica ANXAL/FPR1 na inflamacgéo e no desenvolvimento neoplasico do Gtero.
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ANEXINA A1 E METALOPROTEINASES DE MATRIZ EM NEOPLASIAS
UTERINAS

ANNEXIN A1 AND MATRIX METALLOPROTEINASES IN UTERINE NEOPLASIAS

ANEXINA A1Y METALOPROTEINASAS DE MATRIZDE EN NEOPLASIAS
UTERINAS

Sara de Souza Costa’, Bianca Zanforlim Zago™, Méarcio Shudi Kanda™, Stephanie Cecilia Barbosa Drudi™,
Mairto Roberis Geromel™", Ana Paula Girol™"

Resumo

Introducédo: As neoplasias uterinas sdo causas importantes de desconforto, infertilidade e ébito entre as mulheres
no Brasil e no mundo. Nesse cendrio, destaca-se a proteina anti-inflamatoria anexina A1 (ANXAL) que tem sido
associada com a progressdo em tumores indicando que essa proteina regula o processo de migracdo/invasdo
celular. Objetivo: Analisar, por imuno-histoquimica, a expresséo da ANXALl e sua correlagdo com as
metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9), bem como com o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) no leiomioma e no adenocarcinoma de endométrio. Material e Métodos: As analises foram realizadas
em bidpsias de leiomiomas e adenocarcinomas. Amostras de Utero normal foram usadas como controle. A
quantificacdo da expressdo das proteinas foi feita por densitometria. Resultados: Nossos resultados mostraram
aumento da expressdo da proteina nos tumores benignos e malignos. Conclusdo: Similarmente, observamos
expressdes aumentadas de MMPs e VEGF nas neoplasias uterinas, o que parece indicar a participacdo da
proteina ANXAL nos processos de proliferacdo e invaséo celular.

Palavras-chave: Leiomioma. Adenocarcinoma de endométrio. Metaloproteinases de matriz. VEGF.
Biomarcadores tumorais.

Abstract

Introduction: Uterine neoplasias are major causes of discomfort, infertility and death among women in Brazil
and worldwide. In this scenario, we highlight the anti-inflammatory protein annexin A1 (ANXA1) that has been
associated with progression in tumors indicating that this protein regulates the migration/cell invasion processes.
Objective: to analyze, by immunohistochemistry, the expression of ANXAL and its correlation with matrix
metalloproteinase (MMP-2 and MMP-9), as well as the vascular endothelial growth factor (VEGF) in
leiomyoma and endometrial adenocarcinoma.The analyzes were performed on biopsies from leiomyomas and
adenocarcinomas. Normal uterus samples were used as controls. The quantification of the protein expression was
performed by densitometry. Results: our results showed increased protein expression in benign and malignant
tumors. Conclusion: similarly, we observed increased expression of MMPs and VEGF in the uterine neoplasias
which seems to indicate the participation of ANXAL protein in proliferation and cell invasion.

Keywords: Leiomyoma. Endometrial adenocarcinoma. Matrix metalloproteinases. VEGF. Tumor biomarkers.
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Resumen

Introduccion: El cancer uterino son las principales causas de malestar, la infertilidad y la muerte entre las
mujeres en Brasil y en todo el mundo. En este escenario, no es el anti-inflamatoria anexina proteina Al
(ANXA1) que se ha asociado con la progresion de los tumores indican que esta proteina regula la invasion
migracion / célula. objetivo: analizar, mediante inmunohistoquimica, la expresion de ANXAL y su correlacion
con las metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9), asi como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) en leiomioma y adenocarcinoma endometrial. Los analisis se realizaron en biopsias de leiomiomas y
adenocarcinomas. Muestras de Utero normal se utilizaron como controles. La cuantificacion de la expresion de la
proteina se realiz6 por densitometria. Resultados: Nuestros resultados mostraron un aumento de expresion de la
proteina en los tumores benignos y malignos. Conclusion: Del mismo modo, se observé aumento de la expresion
de MMPs y el cancer uterino VEGF, lo que parece indicar la participacién de la proteina ANXAL en la
proliferacion y la invasion celular.

Palabras clave: Leiomioma. Cancer de endometrio. Metaloproteinasas de matriz. VEGF. Biomarcadores
tumorales.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma de endométrio é o tumor ginecolégico maligno mais comum em
paises industrializados e sua incidéncia vem aumentando nos ultimos anos*2. Entre os fatores
de risco associados ao desenvolvimento desses tumores estdo obesidade, anovulagéo,
nuliparidade e menopausa®.

O diagnostico de adenocarcinoma de endométrio é normalmente feito durante a
avaliacdo de hemorragia vaginal anormal, sendo que 75% dos tumores de endométrio sdo
diagnosticados numa fase precoce. O sangramento peri ou pdés-menopausa anormal é
associado ao cancer de endométrio em cerca de 10% dos casos de hiperplasia endometrial
atipica, a qual pode ser considerada precursora do cancer de endométrio. O uso da terapia de
reposicdo hormonal combinada estrégeno-progesterona pode reduzir o risco de carcinoma de
endométrio®.

Outra neoplasia comum do trato reprodutivo feminino é o leiomioma uterino, ou
fibroma, que afeta 30% das mulheres em idade reprodutiva com aumento da incidéncia para
70-80% aos 50 anos de idade®. Os leiomiomas apresentam como sintomas presséo e dores
pélvicas, sangramento uterino anormal e disfuncdo reprodutiva, incluindo a reducdo da
fertilidade ou complicacdes na gravidez®. Ainda, os leiomiomas uterinos sdo causas
frequentes de histerectomia’®.

No desenvolvimento das neoplasias, a invasdo das células tumorais é devida a uma
série complexa de eventos entre o hospedeiro e o tumor, envolvendo a migragéo das células
tumorais e a desintegracdo da matriz tumoral. Devido a esse fato, o conhecimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na biologia dos tumores malignos e benignos é essencial
para a identificacdo de candidatos a marcadores prognosticos, novos alvos terapéuticos e

estratégias de deteccdo precoce preditivas de sobrevivéncia. Nesse cenario, destaca-se a
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proteina anti-inflamatéria Anexina Al (ANXA1) da superfamilia das anexinas®. Treze
membros da familia das anexinas foram descritos e clonados em mamiferos e, em humanos, o
gene ANXAL, esta localizado na regido cromossémica 9q12-9¢21.21%*.

A ANXAL apresenta multiplas funcbes em diferentes sistemas e a expressao alterada
dessa proteina tem sido associada & transformacao celular, progresséo tumoral e metéastase™’.
Uma funcdo da ANXAL na proliferacdo celular é o seu papel como substrato para o dominio
da tirosina-quinase pertencente ao receptor para fator de crescimento epidérmico (EGFR)
inibindo a proliferacéo de células epiteliais™. A ANXAL1 modula a resisténcia a drogas em
tumores e regula a proliferacdo celular, e ainda, a sua associacdo no desenvolvimento da
metastase em alguns tumores sugere a participacdo dessa proteina no processo de
migracao/invasio celular™.

Com essas consideracdes, o estudo da proteina ANXAL e de suas possiveis correlaces
com as metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9), bem como, com o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em neoplasias uterinas benignas e malignas é
importante, pois os mecanismos de acdo pelos quais a proteina atua na biologia tumoral sédo
ainda pouco conhecidos nos tumores uterinos. Além disso, esses estudos poderdo contribuir
na identificacdo de novos alvos progndésticos e/ou terapéuticos no adenocarcinoma de

endométrio e no leiomioma uterino.

MATERIAIS E METODO

Obtencdo do material e andlises histopatoldgicas
O estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) das Faculdades

Integradas Padre Albino (FIPA), protocolo n°. 293.198. As analises foram realizadas em
biopsias de neoplasias uterinas benignas e malignas, incluidas em parafina, provenientes do
Servico de Patologia da FIPA. Foram selecionados casos de leiomiomas (n=10),
adenocarcinomas de endométrio (n=10) e ateros normais (n=10). Os blocos de parafina,
contendo fragmentos de bidpsias, foram utilizados para a obtencdo de cortes de 5um e, em
sequida, processados e corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para confirmacdo dos
diagndsticos e pelo método Picrossirius-Hematoxilina e Polarizagdo para evidenciar as fibras

de colageno.
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Analises imuno-histoquimicas
A deteccdo da proteina ANXAL, das enzimas MMP-2 e MMP-9 e do VEGF foi

realizada em cortes de 5um das bidpsias selecionadas. Ap6s desparafinizacdo, recuperagdo
antigénica com tampéo citrato pH 6,0 e bloqueio da atividade da peroxidade endogena, as
seccOes foram incubadas com os anticorpos primarios policlonais rabbit: anti-ANXAL
(1:2000) (Zymed Laboratories, Cambridge, UK), anti-MMP-2 e anti-MMP-9 (1:200) (Abcam,
Cambridge, MA, USA) e anti-VEGF (1:400) (Abcam, Cambridge, MA, USA), diluidos em
BSA a 1%. A seguir, lavadas com PBS pH 7,4, incubadas com o anticorpo secundario
biotilinado, imersas em complexo estreptavidinaperoxidase conjugada, reveladas com o

substrato diaminobenzidina e contracoradas com Hematoxilina.

Anélises estatisticas

Para as quantificacbes das proteinas, apds as analises imuno-histoquimicas, foram
utilizadas trés laminas de cada condicdo (n=10 por grupo). Por meio do software Leica Image
Analysis e objetiva de 40X do microscopio Leica DM500, foram analisados 20 pontos em
diferentes regides para a obtencdo de uma média relacionada com a intensidade de
imunorreatividade. Os valores foram obtidos como unidade arbitraria (u.a) e a densidade
Optica média mostrou a intensidade de imunomarcacao apenas nas areas imunorreativas. As
médias foram comparadas pela ANOVA, seguidas pelo teste t de student. Os dados obtidos
foram expressos como média + S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Primeiramente, foram analisadas a presenca e maturacdo das fibras de colageno. Essas
foram observadas maduras no miométrio normal, evidenciadas pela coloracdo avermelhada
apos polarizacdo. Enquanto no leiomioma, as fibras sdo mais imaturas e aparecem em tons de

verde e amarelo (Figura 1)

Figura 1 - Fibras de colageno maduras no miométrio normal (A e C) e imaturas no leiomioma (B e D).
Coloracéo Picrossirius-Hematoxilina
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Picrossirius

Miométrio Normal

Leiomioma

As analises imuno-histoquimicas e densitométricas revelaram aumento da ANXAL no
adenocarcinoma de endométrio (p<0,01) comparado ao endométrio controle (Figura 1). A
expressdo aumentada da proteina também ocorreu no leiomioma (p<0,001) com relacdo ao

miométrio normal (Figura 2).

Figura 2 - Expressdo da ANXAL no endométrio normal (A) e adenocarcinoma de endométrio (B). Controle da
reacdo (C). Barra: 10 pum. Densitometria da imunorreatividade da Anxal (D). Resultados demonstrados como
média £ S.E.M. (n=10). **, p<0,01 versus endométrio controle

= endométrio controle
I adenocarcinoma de
endomeétrio

Densitometria
(unidades arbitrarias)

Figura 3 - Expressdo da ANXAL no miométrio normal (A) e leiomioma (B). Contole da reagdo (C). Barra: 10
pm. Densitometria da imunorreatividade da ANXAL (D). Resultados demonstrados como média + S.E.M.
(n=10). ***, p<0,001 versus miométrio controle
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Densitometria
(unidades arbitrarias)

©

Similarmente, observamos aumento na imunorreatividade para o VEGF (p<0,001) no
adenocarcinoma de endométrio e as MMP-2 (p<0,001), MMP-9 no leiomioma comparado aos
tecidos normais (Figura 4). Ndo houve aumento significante das MMPs no adenocarcinoma e

do VEGF no leiomioma comparado aos respectivos controles.

Figura 4 - Expressdio do VEGF no endométrio normal (A) e adenocarcinoma de endométrio (B).
Imunorreatividade para as MMP-2 e MMP-9 nos tecidos controle (D) e (G) e no leiomioma (E) e (F). Barras:
10 pm. Densitometria da imunorreatividade do VEGF (C), MMP-2 (F) e MMP-9 (I). Resultados demonstrados
como média £ S.E.M. (n=10). ***, p<0,001 versus tecidos controle
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DISCUSSAO

A expressdo e o papel da proteina ANXAL no cancer, demonstrada em varios estudos,
indica a participacdo dessa proteina na patogénese de neoplasias benignas e malignas de
diferentes origens****. No presente trabalho estudamos a expressdo da proteina ANXAL e sua
correlacdo com o VEGF e as MMP-2 e MMP-9 em leiomiomas uterinos e adenocarcinomas
de endométrio.

As andlises imuno-histoquimicas dos tumores uterinos mostraram expressao da
proteina ANXAL em todas as condic@es clinicas estudadas. A imunomarcagdo para a proteina
foi observada mais intensamente nas células epiteliais dos adenocarcinomas de endométrio,
comparada ao endométrio normal. Similarmente, ocorreu aumento da imunorreatividade da
ANXAL preferencialmente nas células musculares lisas dos leiomiomas em comparacdo ao
miométrio normal. Nossos resultados corroboram com outros estudos que tém associado a
ANXAL com a progressdo em alguns tumores invasivos, sugerindo um papel na regulacéo da
migracdo/invasédo das células epiteliais™*®. Em uma investigacdo® realizada com 115
pacientes portadores de carcinoma oral, foi demonstrada elevada expressdo da ANXAL no

nucleo das células epiteliais tumorais, correlacionando com pobre prognostico.
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Por outro lado, alguns pesquisadores observaram diminui¢do na expresséo da ANXA1
na membrana plasmatica no carcinoma de laringe, faringe e oral, mostrando a desregulacdo da
expressdo da proteina ANXAL na diferenciacdo das células epiteliais tumorais'"®. Dados
similares foram obtidos em estudos recentes realizados por Wang et el.'°, que verificaram um
padrdo inverso da imunorreatividade da proteina ANXAL1 no tumor cervical uterino, com
diminuicdo na expressdo da proteina com a progressdo da neoplasia. No entanto, 0s
mecanismos moleculares pelos quais a ANXA1 modula essas respostas celulares ndo estdo
completamente determinados® e uma das possiveis aces da proteina pode estar relacionada
ao processo de angiogénese.

A angiogénese tumoral é o principal evento envolvido na tumorigénese e é fundamental
para a investigacdo oncoldgica nos ultimos anos. Durante o crescimento tumoral, fatores de
angiogénese, incluindo o VEGF, sdo secretados para promover a vasculariza¢do do tumor, o
que leva a um crescimento continuo das células tumorais e invasdo nos tecidos e as estruturas
adjacentes®.

Em relacdo ao VEGF, observamos aumento da sua expressdo nos adenocarcinomas de
endométrio, comparado aos tecidos normais; corroborando com dados encontrados na
literatura, indicando que o aumento da expressdo do VEGF estd relacionado com a
angiogénese, criando um ambiente propicio para o crescimento dessas neoplasias uterinas®*. O
mesmo padrdo ndo foi observado no leiomioma, onde a expressdo do VEGF nédo teve
significancia estatistica. Dados controversos foram constatados em outra pesquisa, nas quais
foi relatado o aumento do VEGF em leiomiomas pelos mesmos fatores?.

Outro aspecto a ser considerado no processo de desenvolvimento tumoral é a interacéo
entre as células tumorais e a matriz extracelular, como um passo critico de invasdo tumoral e
metastase. As MMPs causam a degradacdo da matriz extracelular e regulam a adesdo de
células®™. A MMP-9, em particular, degrada e destréi a matriz adjacente e cria dano vascular
na barreira endotelial tumoral, levando a diminui¢cdo do impedimento estérico, aumentando
permeabilidade vascular e o extravasamento de nutrientes®. Estas alteracdes da matriz
proporcionam espago para a neovascularizagdo das neoplasias uterinas e promovem o0
crescimento e invasao tumoral.

Nossos resultados com relagcdo as MMPs também mostraram aumento da expressividade
de MMP-2 e MMP-9 nos leiomiomas. Similarmente, foi observado aumento da expresséo das

MMP-2 e MMP-9 em um estudo realizado por Chang et al.*® em neoplasias do miométrio.
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Por outro lado, observamos diminuicdo das expressdes dessas MMPs nos adenocarcinomas de
endométrio, corroborando assim com outros pesquisadores®.

As analises de polarizacdo, ap0s a coloracdo de Picrossirius-Hematoxilina, evidenciaram
fibras de colagenos mais imaturas no leiomioma em relagdo ao miométrio normal, indicando
maior renovacdo. O que pode ser correlacionado ao aumento das MMPs nesse tecido. Nosso
resultado corrobora com outro estudo que indica que MMP-2 medeia a clivagem de colagéno
tipo IV e outros componentes da matriz extracelular, levando a instabilidade da estrutura da
matriz.”’,

Em conjunto, 0s nossos dados mostram acentuada imunomarcacao da proteina ANXAL,
correlacionada com o aumento das expressdes do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no adenocarcinoma de endométrio e das MMP-2 e MMP-9 no leiomioma. Esses
resultados indicam participacdo da proteina nos processos de proliferacdo celular nas

neoplasias uterinas benignas e malignas.

CONCLUSOES

A diferenca da expressdo da ANXAL nas neoplasias uterinas benignas e malignas,
associada as expressdes de marcadores de desenvolvimento tumoral (VEGF e MMPs), pode
ser correlacionada com a progressdo tumoral conforme aumenta a invasdo e malignidade

nessas neoplasias.
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