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Resumo

Os adenocarcinomas do endométrio da gata (AEG’s) sdo considerados raros, porém
estudos recentes sugerem que os AEG’s possam ser mais frequentes do que o descrito pela
literatura. O estroma modela o0 microambiente dos AEG’s desempenhando um papel essencial
no seu comportamento e agressividade.

Recorrendo a imunohistoquimica avaliamos a expressdo de antigenios protéicos
presentes no citoesqueleto, a desmina pertentence aos filamentos intermédios e alfa-actina
pertence aos microfilamentos, em AEG’s papilares serosos (n=34), e foram utilizados como
grupos controlo uteros de gatas sem doenca (n=24) nas fases folicular e lGtea. Avaliaram-se
os diferentes epitélios, estroma, miométrio e os vasos do estroma e do estrato vascular.

A invasdo do miométrio poderd ser considerado um indicador importante de
prognostico destas lesdes, sendo a desmina o anticorpo mais fiavel para avaliar distintamente
esta invasdo, com aplicacdo vantajosa no diagndstico.

Os Uteros durante o ciclo ndo apresentaram, em relacdo a estes dois marcadores,
variacdes relevantes entre si. Encontraram-se diferencas significativas no estroma neoplasico
com maior expressdo da alfa-actina do musculo liso comparando-as com as fases normais,
sugerindo fortemente a presenca de miofibroblastos. Os vasos apresentaram maior marcacao
para a alfa-actina do musculo liso comparativamente com a desmina.

A desmina apresentou imunoexpressao em ceélulas epiteliais neoplasicas, resultado
significativo quando comparado com o0s grupos controlo. Estes resultados sugerem a

existéncia de transicao epitélio-mesenquima nos AEG’s.

Palavras Chave: Adenocarcinomas do endométrio em gatas; Alfa-actina do musculo liso;

Desmina; Estroma;Utero.
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Abstract

Feline endometrial adenocarcinomas (FEA) are considered rare, nevertheless recent
studies suggest that they might be more common than literature describes. Microenvironment
and stroma of FEA are critical features of neoplasms that play a major role in his
aggressiveness and behavior.

We evaluated the expression of protein antigens present in the cytoskeleton, desmin
belongs intermediate filaments and alpha-actin belongs to microfilaments, by
immunohistochemistry, in FEA papillary serous type, (n=34), and in normal uterus used as
control groupe (n=24) in follicular phase and luteal phase.

The distinctive structures as epithelial, stromal, myometrial, stroma vessels and
stratum vascular vessels within the uterus were evaluated.

The myometrial invasion could be considered as an important prognosis feature in the
prognosis in this neoplasia, and the desmin is the most reliable antibody and clear marker to
evaluated this invasion with useful a lication in the pathological diagnosis.

With this two markers, the normal oestrus cycle uterus did not showed relevant
variations among them.

Significant differences were found in FEA stroma compared to the control group, with
higher intensity for alpha actin that suggests the presence of myofibroblasts.

In general vessels show a higher expression for alpha actin when compared to desmin.

Neoplastic epithelial cells reveal higher immunexpression to desmin, results that are
significant when compared to control group. Those results strongly suggested evidence of
epithelial mesenchymal transition in FEA.

Key words: Feline-adenocarcinoma; Smooth-muscle-actin; Desmin; Stroma; Uterus
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Abreviaturas, siglas e simbolos:

AEG’s- Adenocarcinomas do endométrio
da gata

AEG - Adenocarcinoma do endométrio da
gata

a-ML — Alfa-actina do musculo liso
DES - Desmina

IF- Filamentos intermédios

TEM — Transicao epitelio-mesenquima
OVH — Ovariohisterectomia

nm — Nandmetros

DAB - 3,3'-Diaminobenzidina

TAM — Macrofagos associados ao tumor

FIGO-Federacéo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia

PBS — Tampéo fosfato salino

CAF's — Fibroblastos associados a
neoplasia

COX-2 - Ciclo-oxigenase 2
PGE-2 - Prostaglandina E2

VEGF - Fator de crescimento vascular
endotelial

TGF-B1- Factor de transformacdo de
crescimento betal

TNF - Factor necrose tumoral

Lh - Hormona luteinizante

FSH- Hormona estimulante dos foliculo
n - Nimero

MEC — Matriz extra celular

RX - Raio-x

MMP- Metaloproteinases

Fig — Figura

Obj — Objetiva
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1 Introducao

1.1 Nota introdutoria

O estudo de doencas neoplasicas malignas do trato genital dos animais de companhia é de
elevado interesse, quer do ponto de vista clinico-patoldgico quer na perspetiva da fertilidade e
preservacao das espécies (Foster, 2007; Saraiva et al., 2015).

O gato doméstico (Felis catus) pode ser utilizado como modelo de estudo para gatos
selvagens bem como de toda a familia felidea, sendo que o aumento de conhecimento acerca de
doencas do trato reprodutivo, pode contribuir para a preservacdo destas espécies selvagens,
algumas das quais em perigo de extincdo. O conceito de conservagdo é importante uma vez que
trinta e seis espécies felinas estdo classificadas como vulneraveis, ameacadas ou em perigo de
extingdo (Goodrowe et al., 1991; Pope, 2000).

1.2 Fisiologia reprodutiva e ciclo éstrico da gata

1.2.1 Consideracg0es gerais

Nenhum outro sistema ou conjunto de tecidos do organismo apresenta e sofre uma
variedade tdo grande de alteracGes fisioldgicas, como o sistema reprodutor feminino. A sua
complexidade fisiologica exige um vasto leque de conhecimentos, englobando véarias areas de
conhecimento (embriologia, anatomia, endocrinologia, fisiologia, histologia). Neste sistema
encontram-se muitas diferencas dependendo da espécie em estudo que poderdo néo ter ainda a
total compreensdo de todos os fendmenos e variagdes interespecificas, mecanismos etiologicos e
acOes biopatoldgicas associadas, tornando esta area muito interessante, desafiante e atual
(Schlafer & Foster, 2015).

As gatas necessitam de ter um peso minimo de cerca de 2,3 a 2,5 kg para atingir a
puberdade, que surge entre os 4 e 12 meses de idade, com média aos 9 meses, variando consoante
0 periodo do ano em que nascem, e podem ter uma longa vida reprodutiva, superior a 14 anos
(Tsutsui et al., 2004; Risso et al., 2012).
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A fisiologia reprodutiva da gata apresenta algumas particularidades, sendo um animal
sazonal, poliéstrico com ovulagédo induzida pelo coito ou por outros estimulos. A regulacdo do
ciclo éstrico da gata esta também associada a alteracGes do fotoperiodo sendo, assim como as
ovelhas, éguas e cabras, sensivel a sazonalidade (Hurni, 1981; Malpaux et al., 1996; Nagy et al.,
2000; Johnston et al., 2001; Fatet et al., 2011). A ciclicidade cessa em dias decrescentes (nos
meses de Outubro, Novembro) e inicia-se nos dias de horas de luz crescentes. Porém, em
Portugal continental este efeito sé pode ser observado na regido centro-norte do pais, dado que,
nas restantes zonas as gatas apresentam-se constantemente em ciclo (Petersen, 2015; Saraiva,
2015).

A gata é considerada uma espécie poliéstrica porque ocorrem ovulacdes sucessivas
durante a mesma época reprodutiva. Os ciclos sdo continuos quando ndo ocorre ovulagéo,
apresentando assim ciclos anovulatdrios, designando-se ciclos ovulatérios quando h& ovulagdo
(Petersen, 2015).

A ovulacdo surge quando existe ruptura do foliculo maduro e libertacdo do ovacito,
captado pela trompa uterina; este acontecimento € precedido por niveis séricos aumentados de
LH (hormona luteinizante) (Wildt et al., 1980). Para que a ovulacdo aconteca € necessario uma
prévia estimulacdo mecénica a nivel do cérvix da gata através de copula (ou outro estimulo
mecanico que o mimetize) (Robinson & Sawyer, 1987). No entanto também estdo descritos
fendmenos de ovulacdes espontaneas (Kutzler, 2007).

O tecido resultante do foliculo maduro, situado no cortex superficial do ovério sofre
alteracOes e passa a ser designado de corpo ldteo, é composto por células que se desenvolvem a
partir das células da granulosa, responsaveis pela secrecdo de progesterona (Samuelson, 2007;
Petersen, 2015).

O corpo luteo surge passados dois dias ap0os a ovulacao, apresentando uma duracdo média
de 40 dias em casos de pseudogestacdo, e com um periodo de cerca de 60 dias nos casos em que
se desenvolve uma gestacdo (Paape et al., 1975; Petersen, 2015).

Quando os niveis de progesterona voltam para valores basais, nos casos em que a gata ndo
esta gestante, surge novamente um novo ciclo (Petersen, 2015). A libertacdo de FSH (hormona

estimulante dos foliculos) permite o desenvolvimento e crescimento de varios foliculos ovaricos,
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que segregam estrogénios até ao momento de ovulacdo (Feldman & Nelson, 2004; Malandain et
al., 2006).

Desta forma a regulagdo do ciclo éstrico é controlada tanto pelo sistema reprodutor como
pelo sistema neuroenddcrino do eixo hipotdlamo-hipdfise, através de niveis hormonais geradores

de feed back negativos e positivos (Figura 1), (Samuelson, 2007).
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Figura 1: Variagdo de diferentes hormonas no sangue da gata ao longo do seu ciclo éstrico. Adaptado de
http://www.mcguido.com.br/cicloestral.htm. Acedido em 10/07/2016.

1.2.2 Ciclo éstrico da gata

As fases do ciclo estrico das gatas séo descritas de formas diferentes conforme os autores.
H& autores que consideram a existéncia de cinco fases: proestro, estro, interestro, diestro e
anestro (Peternsen, 2015). Outros consideram apenas quatro fases: proestro, estro, diestro e
anestro. Neste caso 0 interestro e 0 anestro estdo juntos na mesma fase em que se observam

niveis basais de progesterona e estrogénio (Peternsen, 2015).
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O anestro é caraterizado pelos valores basais da progesterona e estradiol. Nesta altura as
gatas ndo expressam qualquer tipo de comportamento sexual (Brown, 2011; Petersen, 2015).

A fase de proestro tem a duracdo média de 1-2 dias, e antecede a fase de estro 24 a 48
horas (Fontbonne & Garnier, 1998). E a fase em que os foliculos se desenvolvem, e 0s
estrogenios sdo produzidos pelas células da granulosa. Esta fase € de dificil percepcdo sob o
ponto de vista comportamental (Shille et al., 1983).

A duracdo da fase de estro varia de 2 a 19 dias, com uma média de 7,2 dias (Shille et al.,
1979). Os niveis de estradiol sanguineos continuam a aumentar até ao 3° ou 4° dias, e declinam
rapidamente apds o pico de LH; depois a progesterona passa a dominar (Banks & Stabenfeldt,
1982; Johnston et al., 2001). Nesta altura sdo notadas alteragdes comportamentais caracteristicas
de recetividade ao macho. Se ocorrer ovulagdo a gata pode ficar gestante ou pseudogestante
(Feldman & Nelson, 2004; Petersen, 2015; Johnston et al.,. 2001).

Depois da fase de estro a gata passa a fase de interestro caso ndo tenha ocorrido ovulagao
(Johnston et al., 2001; Feldman & Nelson, 2004; Petersen, 2015). O Interestro é uma fase
caracteristica da espécie felina (Feldman & Nelson, 2004), apresentando uma media de 9 dias,
com 0s niveis de estrogénio e progesterona a apresentarem-se bastante baixos (Feldman &
Nelson, 2004).

A fase de diestro € caraterizada pela predominancia da progesterona, em gatas que
ocorreu ovulacdo. Este periodo dura aproximadamente 60 dias na gata gestante e 40 dias em
situacdes de pseudogestacdo. Esta fase termina com a lute6lise (Johnston et al., 2001; Pertersen,
2015).

1.3 Anatomia e histologia do sistema reprodutor feminino da gata

O sistema reprodutor da gata é constituido por 2 ovarios, 2 trompas uterinas ou de faldpio,
2 cornos uterinos e 1 corpo uterino, vagina e vulva. O Utero é subdividido em trés estruturas
comunicantes: dois cornos uterinos em Y que se unem no corpo uterino e pelo colo uterino
também denominado por cérvix (Sisson, 1986; Foster, 2007; Samuelson, 2007).

Os dois ovérios apresentam uma localizacdo caudo-lateral relativamente a extremidade
caudal dos rins. Estes 6rgdos tém fungdo priméaria de oogénese (Samuelson, 2007; Saraiva, 2015).

Caudalmente e contornando os ovarios observam-se as trompas uterinas. E na trompa uterina que
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ocorre a fecundacdo (Sisson, 1986; Samuelson, 2007). Os cornos uterinos apresentam uma
localizagdo abdominal dorso-caudal, situado no espaco reto-peritoneal, entre a pélvis e os rins.
Ventralmente estd em contacto com as visceras abdominais e dorsalmente posicionam-se contra a
musculatura sublombar (Sisson, 1986; Samuelson, 2007; Petersen, 2012). Os cornos uterinos
comunicam cranealmente com a trompa uterina e caudalmente com o corpo uterino em
continuidade com o cérvix.

Histologicamente a parede uterina € formada por trés camadas, constituidas por ordem da
camada mais interna para a mais externa: endométrio, miométrio e perimétrio/ serosa (Figura 2).
O endométrio é a mucosa uterina, constituido por um epitélio de superficie mais pavimentoso,
cubico ou colunar, dependendo da fase do ciclo éstrico, que esta diretamente em contato com o
lume; pelas glandulas superficiais e pelas glandulas profundas cujos epitélios conforme a
influéncia hormonal se encontram mais cubicos ou colunares, com maior ou menor enrolamento
e desenvolvimento. A submucosa ou ldmina prépria do endométrio, também designado por
estroma, assenta sob fibras reticulares e a nutricdo é assegurada por artérias espirais (Samuelson,
2007). E no seio do estroma que se encontram as glandulas uterinas e é formado por tecido
conjuntivo laxo muito rico em matriz extra-celular. E ainda composto por fibrocitos e
miofibroblastos e também se encontram células inflamatérias varidveis conforme a fase do ciclo
éstrico (Samuelson, 2007; Pereira, 2013; Pires & Payan-Carreira, 2015).

A matriz extra-celular (MEC) é formada por substancia fundamental e por um conjunto de
fibras; nela se encontram varias macromoléculas proteicas proporcionando apoio estrutural a
células vizinhas e permite ainda comunicagdo e permutas de sinalizacdo entre células estromais e
glandulares do endométrio. A MEC intervém na proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose
(Selam et al., 2002). O colagénio tipo IV é um dos principais constituintes da MEC. Para a
correta funcionalidade e equilibrio celular estdo também presentes outras moléculas
sinalizadoras, como proteinas que incluem as lamininas, os proteoglicanos, as fibronectinas e as
integrinas de entre outras (Frisch & Francis, 1994; Selam, 2002; Samuelson, 2007; Kim et al.,
2011). Existem no estroma do endométrio miofibroblastos, células semelhantes aos fibroblastos,
que apresentam quantidades significativas de actina (Kishaba et al., 2010), permitindo atividade

contractil desta estrutura.
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O miométrio € a tanica muscular do Utero, constituido por duas camadas de células
musculares lisas, a interna circular e a externa longitudinal. Estas duas camadas, que apresentam
uma orientagdo perpendicular entre si, sdo separadas por uma camada fina de tecido conjuntivo,
denominado estrato vascular, onde se encontram nervos e vasos sanguineos (Figura 2). Na
camada circular, interna, o tecido muscular € mais denso relativamente a camada longitudinal,
externa (Junqueira & Carneiro, 2004; Samuelson, 2007).

As células musculares lisas sdo dotadas de capacidade contractil devido a presenca de um
sistema de filamentos intermédios, onde se destacam as proteinas vimenina e desmina. Esta
capacidade contractil é reforcada gracas aos micro-filamentos de alfa-actina (Bond & Somlyo,
1982). As células musculares lisas do endométrio, a semelhanca de todas as estruturas uterinas,
estdo dependentes de flutuagdes hormonais (Rehman, 2003). Estas células sofrem hiperplasia,
quando os niveis séricos de estrogénios sdo elevados (Rehman et al., 2003). Esta é uma resposta
mediada pela presenca de recetores de estrogénio nos midcitos (Rehman et al., 2003).

A serosa ou perimétrio € a Ultima camada do Utero e é constituida por tecido conjuntivo,
que envolve e reveste este oOrgdo (Figura 2), delimitando-o assim das restantes visceras
abdominais (Samuelson, 2007).

A histologia e morfologia uterina e do ovério, sofrem alteracbes consoante a
predominancia de concentragdes hormonais de estrogénio ou de progesterona (Junqueira &
Carneiro, 2004; Liman et al., 2013). Neste trabalho, para efeitos de simplificacdo e porque as

variacfes hormonais e morfoldgicas sdo mais facilmente perceptiveis e agrupaveis desta forma,

apenas consideramos nos animais controlo duas fases: a fase Estrogénica ou Proliferativa (inclui

0 proestro e o0 estro) e a fase Progestagénica, Secretora ou Lutea (Figura 2)

Na fase proliferativa e associada a niveis séricos aumentados de estrogénio, a atividade
contractil uterina aumenta, observando-se a presenca de edema e uma maior vascularizacdo. A
espessura do endométrio € basal, e as glandulas endometriais aparentam um aspeto pouco
desenvolvido e atréfico distribuindo-se paralelamente alinhadas e radialmente a superficie
(Figura 2A). O epitélio de superficie e das glandulas é pavimentoso a cubico. No ovario
observam-se foliculos em diferentes fases de desenvolvimento (Junqueira & Carneiro, 2004;
Liman et al., 2013).
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Na fase secretora, associada ao predominio de progesterona, a atividade mio-elétrica do
Utero e a sua capacidade de contracdo diminuem. No endométrio o edema também diminui, e
observa-se um aumento do enovelamento/enrolamento das glandulas do endométrio associado ao
aumento progressivo das células do epitélio de superficie e das glandulas, que se tornam
colunares (Figura 2B). Nesta fase, as glandulas atingem a sua maxima expressdo. Estas
modificacdes sdo também acompanhadas por uma maior quantidade de secrecdo glandular. No
ovario regista-se a presenca de corpos luteos ativos (Junqueira & Carneiro, 2004; Liman et al.,
2013).
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Figura 2: Aspeto histolégico de um Utero de gata; A) na fase estrogénica, com as diferentas camadas. B) na fase
progestagénica. Note-se a diferenca da morfologia das glandulas do endométrio entre a figura A e B. 1 — endométrio,
2 - miométrio camada interna circular, 3 - estrato vascular do miométrio, 4 - miométrio camada exterior longitudinal,
5 serosa ou perimétrio; H-E, obj. 4x.

1.4 Citoesqueleto, filamentos intermédios e desmina

O citoesqueleto € um componente vital das células eucarioticas; é formado por uma vasta
teia de filamentos proteicos interligados de trés tipos diferentes: microfilamentos, microtibulos e
filamentos intermédios (Houseweart & Cleveland, 1998; Kim & Coulombe, 2007; Geisler &
Leube, 2016).

A familia dos filamentos intermédios (FI) € um dos principais componentes e

constituintes do citoesqueleto (Cooper, 2000). Esta vasta familia engloba diferentes proteinas.
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Existem cinco classes distintas de microfilamentos (Lazarides, 1980; Moll et al., 1982),
que partilham uma estrutura: um dimero composto por duas cadeias em alfa-hélice, orientadas
paralelamente entre si, e entrelacadas numa haste em espiral. Diferentes tecidos contém
diferentes tipos de filamentos intermédios, como por exemplo as citoqueratinas que existem nas
células epiteliais, e os filamentos de desmina especificos de células musculares (Moll et al., 1982;
Debus et al., 1983). A diferenca entre microfilamentos, filamentos grossos e filamentos
intermédios reside na distribuicdo citoplasmética, dimensdo e também no seu peso molecular
(Parry & Steinert, 1999; Margiotta & Bucci, 2016).

Os microfilamentos medem cerca de 5 nm de diametro, ja os filamentos grossos medem
mais de 16nm; a desmina situa-se entre estas duas classes de filamentos, possuindo cerca de 8 a
10 nm de didmetro e pertence a familia dos FI (Geisler & Weber 1981; Fuchs & Weber, 1994;
Costa et al., 2004; Kiss et al., 2011; Margiotta & Bucci, 2016).

Gracas a estudos realizados nas ultimas décadas, hoje sabe-se que os FI ndo sdo estruturas
que servem apenas de suporte para manter a integridade celular, como se julgou ao longo de
varios anos mas, para além destas fungbes mecanicas que mantém uma organizada estrutura
fisica também desempenham um papel importante na dindmica celular, nomeadamente em
fendmenos de contracdo de células musculares lisas (Costa et al., 2004; Helfand et al., 2004;
Tang, 2008).

A desmina € uma proteina que pertence a familia dos filamentos intermédios, assim como
a vimentina, a nestina e as citoqueratinas (Paulin & Li, 2004). A desmina tem cerca de 10 nm de
didmetro (Ishikawa et al., 1968; Geisler, 1982). Esta proteina foi purificada pela primeira vez em
1977 e caraterizada bioguimicamente em 1989 (O'Shea et al., 1981; Li, 1989) (Figura 3). A
desmina é considerada a principal proteina de tipo 111 dos filamentos intermédios. E especifica do
tecido muscular estriado e liso (Lyall & Bulmer, 2013; Diokmetzidou et al., 2016) Em células
musculares lisas a desmina apresenta uma localizacdo citoplasmatica concentrada nos corpos
densos (Figura 3) (Paulin & Li, 2004; Tang, 2008; Li et al., 2015, Heckmann et al, 2016).

Pensa-se que as funcdes primarias da desmina sejam estruturais e mecanicas, oferecendo
elasticidade e a0 mesmo tempo rigidez as células, tal como uma teia tridimensional com varios
organitos e estruturas celulares interligadas (citoesqueleto, nucleo, etc.) que mantém organizada

toda a arquitetura e o suporte mecénico da célula (Paulin & Li, 2004), sendo responsavel pela
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regulacao de motilidade e contractilidade celular (Helfand et al., 2004). Na literatura encontram-
-se associacOes entre a desmina e outras proteinas de FI como por exemplo a nebulina e a
tubulina. A desmina também esta envolvida no processo de apoptose, interagindo com proteases
como a caspase. Esta proteina tem ainda a particularidade de ser resistente e estavel a processos

quimicos de desnaturacdo (Costa et al., 2004).
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Figura 3 : Representacdo esquematica da desmina (FI) e alfa-actina do musculo liso. Adaptado de
http://slideplayer.com/slide/4594250/. Acedido em 28/06/2016.

1.4.1 Actina e alfa-actina do musculo liso

A actina é uma proteina do citoesqueleto (Vandekerckhove & Weber, 1979) conservada
entre espécies, e expressa em quantidades diferentes por diversas células eucarioticas (Kim,
2008). Estdo descritos seis tipos de isoformas de actina em mamiferos e aves. Estas isoformas sdo
classificadas em trés subgrupos: 1- actina sarcomérica, actina esquelética o (a-SKA), a actina

cardiaca-a (a-CAA); 2- alfa-actinas do mausculo liso (s-ML: o-ML e y-ML); 3- as actinas
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citoplasmaticas (CYAs, B-CYA e y-CYA) (Chaponnier et al., 2016). A diferenca entre as varias
isoformas de actina reside em variacdes entre cerca de 3 a 4 aminoacidos localizados na
sequéncia N-acetilada dos decapéptidos (Kim, 2008; Ruan & Lai, 2007).

A alfa-actina do musculo liso (a-ML) é uma proteina estavel e é considerada como
marcador especifico deste tipo de tecido (Figura 3) (Ruan & Lai, 2003). Pode também ser
encontrada em quantidades importantes em miofibroblastos. Esta proteina apresenta uma
localizacdo citoplasmética com disposi¢do em forma de rede, com pontos de ligacdo entre outros
filamentos de actina e também com filamentos de miosina. Os seus pontos de unido e ancoragem
situam-se nos corpos densos de células musculares lisas (Bond & Somlyo, 1982).

A o-ML é composta por dois finos proto-filamentos enrolados entre si presentes no
citoplasma (Vandekerckhove & Weber, 1979; Moll et al., 1982; Sanders et al., 2014). A a-ML
intervém principalmente na manutencéo do citoesqueleto e na motilidade celular nomeadamente
na contracdo celular (Ruan & Lai, 2007; Gunst & Zhang, 2008; Kim, 2008; Petersen, 2015).

Estudos sugerem que a alfa-actina esteja envolvida em neoplasias malignas, estando a
alteracdo de expressdo e remodelacdo desta proteina relacionada com a maior agressividade de
determinadas neoplasias, associada a presenca de miofibriblastos (Goicoechea et al., 2014; Sinn
etal., 2014).

1.5 Adenocarcinomas do endométrio

Os adenocarcinomas do endométrio sdo tumores malignos de origem epitelial. Uma
neoplasia maligna surge pelo crescimento anormal de grupos celulares com ritmo de crescimento
descontrolado e, mesmo apds a cessacdo dos eventuais estimulos iniciais envolvidos na iniciagdo
da neoplasia, esta persiste ao longo do tempo. A neoplasia maligna € um processo com varias
etapas, promovido por fatores mutagénicos e oncogénes; onde o equilibrio homeostatico é
totalmente perdido (Bertolaso, 2009; Hanahan & Weinberg, 2011).

Estudos baseados em oncologia comparativa permitem a contribui¢cdo para o avango do
saber, relacionando a medicina veterinaria com a medicina humana, com a evidéncia de uma so
salde. Estudos em gatos tém contribuido para a compreensdo do estudo das doengas dos
humanos, nomeadamente em areas da virologia, genética, oftalmologia e oncologia (Vail &
Macewen, 2000; Porrello et al., 2006; Vico & Maiolino, 2008; Cekanova & Rathore, 2014). Os
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animais de companhia podem também ser modelos biolégicos na area da oncologia, por terem
uma longevidade inferior a dos humanos e viverem no mesmo ambiente, ficando sujeitos aos
mesmos agentes potencialmente carcinogénicos. Ao desenvolverem determinados tumores de
forma mais rapida poderdo assim ser considerados animais sentinela para o homem de algumas
lesGes neoplésicas (LeRoy & Northrup, 2009; Pinho et al., 2012).

1.5.1 Epidemiologia

Nas mulheres, neoplasias do endométrio sdo a doenca maligna mais comum do utero
(Boronow, 1984; Slomovitz et al., 2003).

Os adenocarcinomas do endométrio nos animais apresentam diferentes incidéncias
conforme as espécies animais em estudo, séo lesbes raras na maior parte das espécies, exceto nos
bovinos e leporideos (Kennedy et al., 1988), e sdo mais comuns em gatos do que em cdes
(Morris & Dobson, 2001; Klein, 2007; Saraiva, 2015).

Segundo a literatura consultada, as neoplasias uterinas em gatas variam entre 0,2 a 1,5%
do total de neoplasias felinas (Miller et al., 2003; Taylor, 2010), mas descri¢cOes recentes referem
que poderdo estar subdiagnosticadas, sendo mais frequentes que o considerado até entdo (Saraiva,
2015). As razbes expostas para esta baixa ocorréncia seriam a pratica de ovariohisterectomia
(OVH) em gatas bastante jovens, a presenca de alteracBes uterinas macroscopicas inespecificas
com falta de sinais clinicos, associados a falta de habito do exame minucioso do trato
genitourinario desta espécie que deveria ser realizado por rotina quer ap0s exérese quer apds
realizacdo de necropsias (Taylor, 2010; Saraiva et al., 2012).

N&o existem descricdes de racas de gatas predispostas aos AEG’s (Klein, 2007). Um
estudo nestes tumores refere que o aparecimento desta doenca surge, em média aos 7 anos de
vida (Saraiva et al,. 2012), mas em geral os AEG’s surgem em gatas com mais de 9 anos de idade
(McEntee, 1990; Klein, 2007; Morris & Dobson, 2008). No entanto existem casos esporadicos de
AEG’s em animais muito jovens, com idade inferior a dois anos de idade (Cho et al., 2011;
Payan-Carreira et al., 2013).
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1.5.2 Aspecto morfologico dos AEG’s

O adenocarcinoma do endométrio, como o nome indica, € uma neoplasia epitelial
glandular maligna. Inicia-se a partir do epitélio onde sofre alteraces e atipias celulares (Miller et
al., 2003; Saraiva, 2015). O tamanho das lesdes € variavel, podendo ser inferiores a 1 cm ou
atingir mais de 10 cm de comprimento, afetando apenas um dos cornos uterinos, ser uma leséo
nodular ou polipdide Gnica ou uma lesdo difusa atingindo os dois cornos ou mesmo 0 COrpo
uterino (Figura 4) (Morris & Dobson, 2008; Saraiva et al., 2012). Com frequéncia esta associado
a casos de piometra, sendo muitas vezes subdiagnosticado nestes casos (Pires et al., 2016).

Existem trés tipos de AEG’s, baseado na disposi¢cdo das células neoplésicas no
endométrio, e o seu aspeto morfolégico dominante, com sobreposicdo de alguns
adenocarcinomas da mulher (Horn et al., 2007; Saraiva, et al., 2012). O aspeto morfoldgico mais
frequente é o papilar seroso, sendo um tipo de neoplasia que apresenta proliferacdo de papilas de
células neoplésicas colunares a pseudoestratificadas que podem apresentar varias camadas, com
perda da polaridade e por vezes multinucleadas, suportadas pod um fino feixe de estroma
fibrovascular (Figura 4). As células neoplasicas apresentam citoplasma mais ou menos
abundante, com aspeto pleomorfico, eosinofilico ligeiramente granular. Os nucleos apresentam
pleomorfismo, e variam de ovais a redondos, densos ou vesiculados, aumentados de volume com
nucléolo evidente. Apresentam-se muitas vezes células multinucleadas com nucleos muito
densos. Evidenciam-se zonas com aumento de figuras mitéticas (Saraiva et al., 2012). Podem
ainda ser observados fendmenos de apoptose em grande quantidade e infiltrado inflamatorio
associado (Pereira, 2013; Pires et al., 2015). Areas de necrose e hemorragia também podem estar
presentes (Saraiva, et al., 2012).
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Figura 4 : A) Aspeto macroscdpico de AEG com proliferagdes multifocais do endom contetido purulento. B) Aspeto
microscépico de um AEG papilar seroso. De notar a estrutura papilar formada por células epiteliais neoplasicas com
estreito feixe fibrovascular, que se projeta para o interior do lume, com contetido mucoso. HE.

Por vezes encontram-se AEG’s com predominancia em mais de 50% de células de
citoplasma clarificado, de cor ténue e palida com ndcleo denso mais ou menos uniforme, que
formam ninhos de células epiteliais poligonais e raramente apresentam células multinucleadas;
também sdo acompanhados por estroma fibrovascular escasso. Este tipo morfolégico corresponde
aos AEG’s de células claras, o mais raro dos tipos histolégicos na gata (Saraiva et al., 2012).

Em algumas situacdes, a proliferacdo neoplésica é limitada, com disposi¢do papilar, mas
sem invadir as camadas mais profundas do endométrio. E o denominado AEG papilar in situ
(Saraiva et al., 2012).

Os AEG’s papilare serosos tém capacidade de invasdo local, invadindo as diferentes
camadas do miométrio, e em casos mais severos, a serosa (Saraiva et al., 2012). A metastizacdo a
distdncia esta raramente descrita e a sintomatologia depende dos 6rgéos afetados (Saraiva, 2015)
Existem casos descritos de metastizagcdo por sementeira abdominal em situacdo de rotura da

serosa (Pires et al, 2013).

1.5.3 Sinais clinicos dos AEG’s

O adenocarcinoma do endométrio (AEG) da gata é geralmente considerado uma doenca
com evolugdo silenciosa, indetetavel até a manifestagdo clinica de doenca (Klein, 2007; Saraiva,
2015).
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Os sinais clinicos sdo inespecificos, variam conforme a idade, dependem da dimenséo da
leséo e da evolucdo clinica (Morris & Dobson, 2008; Saraiva et al., 2012) e sdo comuns a outras
doencas uterinas. Em tumores de grandes dimensdes, podem ser observados fendmenos de
disdria e constipacdo por acdo mecanica de compressao visceral adjacente (Klein, 2007; Saraiva
2015). Podem ser observados sinais sistémicos como apetite irregular, vomito, poluiria/
polidipsia. Devido a neoplasia e inflamag&o, pode observar-se corrimento seropurulento, ou com
maior frequéncia, hemorragico (McEntee, 1990; Taylor, 2010).

No exame fisico, a palpacdo, pode ser detetada uma massa ou dilatacdo uterina,
acompanhada ou nao por distensdo e/ ou desconforto abdominal (Klein, 2007).

Como ja foi referido anteriormente os AEG’s tém a capacidade de metastizar a distancia
(McEntee, 1990; Klein, 2007; Taylor, 2010; Saraiva, 2015). Dependendo da localizagdo
metastasica podem surgir novos sintomas secundarios, como dificuldades respiratdrias e tosse se
0 sistema respiratorio estiver comprometido; casos de cegueira e descoordenacdo motora se afetar
0 sistema nervoso central; ascite se a localizac¢do for abdominal. Sintomas como anorexia, perda
de peso, anemia, febre e caquexia que podem também estar associados a fendmenos de
metastizacdo (Johnston et al., 2001). Os AEG’s podem ser confundidos macroscopicamente com
lesbes do complexo hiperplasia quisticas/ pibmetra e com situacfes de pos-parto recente (Saraiva,
2015).

1.5.4 Diagndstico e exames complementares

A suspeita de AEG é baseado na historia pregressa e no exame fisico, sendo o corrimento
vaginal sanguinopurulento o indicador mais potente, mas nestes casos 0s diagnosticos
diferenciais deverdo incluir o complexo de hiperplasia quistica/pidbmetra. Pode ainda ndo ter
qualquer tipo de corrimento, ou sintoma associado ao sistema genitourinario, e ser uma leséo
encontrada apenas pelo exame histopatoldgico (Payan-carreira et al., 2013). O hemograma pode
indicar uma anemia regenerativa e/ou neutréfila, estando este parametro geralmente associado a
casos de piémetra (Morris & Dobson, 2001; Klein 2007).

Os exames complementares mais usuais sdo a ecografia e o raio-x (Rx). Na

ecografiaencontra-se liquido no Utero, e/ou espessamento da parede uterina, sobreponivel a
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hiperplasia quistica, ou uma massa hipoecoica (Klein, 2007; Saraiva, 2015). Devera ser realizado
Rx toracico e abdominal; no RX abdominal esperam-se encontrar massas com densidade
correspondente a tecidos moles (Saraiva, 2015).

O diagnostico definitivo € sempre histopatoldgico, realizado ap6s a cirurgia de OVH ou
recolha da peca por necropsia, mesmo que os animais tenham outro tipo de suspeita clinica como

hiperplasia quistica ou piometra ou a OVH tenha sido eletiva (Klein, 2007).

1.5.5 Tratamento dos AEG’s

O tratamento de eleicdo para AEG é a OVH completa, incluindo o corpo uterino. A peca
excisada devera ser sempre enviada para avaliagdo histopatologica. O cirurgido devera verificar
se ndo existem lesbes ou massas suspeitas na cavidade abdominal. Se a pidmetra existir
concomitantemente com AEG, a administracdo de antibioterapia serd necessaria (Saraiva et al.,
2012).

1.6.1 Microambiente, invasdo e metastizacao

Geralmente em oncologia humana o prognéstico dos pacientes é avaliado segundo varios
parametros previamente estabelecidos em estudos de estadiamento clinico (follow-up), avaliacdo
de parametros histoldgicos, imuno-histoquimicos, bioquimicos e genéticos. Nos adenocarcinomas
uterinos da mulher muitos sdo 0s parametros para o prognéstico e um dos principais e sempre
referido € a presenca de invasdo e metastizacdo do miométrio (Boronow et al., 1984; Sefre et al.,
2004; Geels et al., 2013), que estdo descritos no sistema de classificacdo realizados pela FIGO
(Federation International Gynecologique Obstetrique). O estadiamento tumoral (tumor,
metastase, ndédulo - TMN) e o progndstico baseia-se no grau de invasdo do miométrio. A
profundidade de invasdo é um dos critérios para definir o estadiamento neoplasico (Frei, 2000;
Geels et al., 2013; Wei et al., 2013; Raj & Chitrathara, 2015). O processo de invasdo do
miométrio dos AEG’s pode ser superficial ou profundo, pode mesmo passar 0 miométrio e
alcancar a camada serosa (Pires et al., 2013). Um dos fatores utilizado em medicina humana

indicadores de prognostico € 0 50 MI, que significa “Invasdo do miométrio em mais de 50% da
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extensdo da neoplasia € no total da camada do miométrio” o que estd associada a um pior

prognostico (Geels et al., 2013).

Estudos sobre a invasdo do miométrio pelo tumor podem permitir avangos sobre a
compreensdo da biopatologia tumoral e avaliagdo do progndstico, bem como servir de base para
estudos limitantes e da propagacédo do tumor, sendo relacionados com a agressividade neoplasica.
O processo de invasdo tumoral local surge quando células neoplasicas adquirem a habilidade de
migrar do tumor primario para o tecido adjacente (que no caso dos AEG’s ¢ 0 miométrio)
(Larson, 1996; Martin et al., 2000; Geels et al., 2013).

A avaliacdo da interface entre endométrio-miométrio e a visualizacdo de células tumorais
isoladas no miométrio nestes adenocarcinomas podem suscitar davidas quando se recorre apenas
a coloracdo de rotina de hematoxilina-eosina (HE), pois a ténue camada de tecido conjuntivo
pode ser de dificil observacdo. O miométrio apresenta habitualmente interdigitagdes que podem
induzir em erro quanto a invasdo desta camada. Casos de metaplasia do tecido muscular liso em
neoplasias endometriais na mulher geram dividas na avaliacdo da invasao do miométrio (Ali et
al., 2007).

O processo de invasdo neoplasica é complexo; para além das carateristicas invasivas das
células neoplasicas, este processo é também desencadeado por uma cascata de eventos
despoletados por vias de sinalizacdo molecular e bioquimica (Anexo I) (Monaghan et al., 2007;
Stivarou & Patsavoudi, 2015). Para manter a homeostasia, é necessario um grande controlo de
todas as vias de sinalizacdo e bioquimicas, passando pela manutencdo do correto funcionamento
da matriz extracelular (Kessenbrock et al., 2010; Satta et al., 2011).

Vaérios fatores proteicos e mediadores bioquimicos soltveis circulam livremente através
da matriz extra celular afetando também as células vizinhas (Giancotti & Ruoslahti, 1999). Se as
propriedades da matriz extracelular forem alteradas poderdo surgir problemas com consequéncias
funcionais na sinalizacdo, incluindo uma desorganizacao estrutural dos tecidos (Frisch & Francis,
1994). O microambiente extracelular tumoral contribui grandemente para a invasao tumoral pela
alteracdo da regulacdo de recetores e proteinas que sdo libertadas para a matriz extracelular,
através de fatores de crescimento e seus recetores, e ainda pela producdo de fatores pro-

angiogenicos (Stivarou & Patsavoudi, 2015).
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A invasdo promovida pelas células neoplésicas é efetivada através da degradacdo da MEC
pela estabilizacdo e ativacdo de proteinas oncogenicas, pela estimulacdo de neovascularizacdo e
pela alteracdo das comunicagdes célula-célula e célula-matriz (Stevenson et al., 1993).

Resumidamente, as células neoplasicas progridem pelos tecidos adjacentes mediante a
sinalizacdo captada a partir da matriz extracelular, esta sinalizacdo é também gerada pelo estroma
circundante. A invasdo, para além de estar dependente das condi¢des do proprio tumor e estroma
adjacente também estd associada as células do sistema imunitério (Figura 5) (Lu et al., 2012;
Mirantes et al., 2012; Pereira, 2013.)
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Figura 5 : Fases de formagdo de um adenocarcinoma. A - Epitélio normal; B - Proliferacdo celular
apresentando atipias e presenga de células inflamatdrias e chamada de miofibroblastos no estroma associado a
neoplasia; C — Progressdo e invasdo. Nesta fase existem também macrofagos associados ao tumor e as células
neoplasicas sofrem migracdo e invadem o estroma adjacente, que se pode apresentar desmoplasico. Adaptado de
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2012.00270/full. Acedido em 12/2/2016.

Relativamente aos processos de metastiza¢do surgiram novas teorias nas ultimas décadas,
sugerindo que este processo pode surgir mesmo em neoplasias de dimensfes reduzidas,

promovendo a libertacdo de micrometastases. Estudos apontam que estas micrometastases

possam ser a causa de tumores secundarios (Naumov et al., 2002; Niikura et al., 2007). As

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 28


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2012.00270/full

Ariana Radar Chafirovitch - Contribuicao Para A Caraterizagdo Do Estroma Dos Adenocarcinomas Do Endométrio
Da Gata. Imunoexpresséo De Alfa-Actina Do Musculo Liso E De Desmina

células tumorais podem permanecer inalteradas por um longo periodo, num estado de dorméncia
do seu ciclo celular, na matriz extracelular dos tecidos em causa. Pensa-se que a persisténcia
dessas células tumorais contribuam para a perpetuidade do tumor bem como para a ineficiéncia

dos tratamentos efetuados (Barkan, et al., 2010).
1.6.2 Transicao epitelial-mesénquima (TEM)

Existem trés tipos de TEM descritos na literatura. O “tipo 1” estd associado ao processo
de implementagdo da gastrulagdo embrionéria. O “tipo 2” de TEM envolve os processos de
inflamacao e fibrose, e pode comprometer a integridade dos tecidos e culminar com a destruicao
do o6rgdo afetado se o processo inflamatorio concomitante com o processo de TEM for expresso
de forma continua ao longo do tempo. Por fim, o “tipo 3” de TEM, esta relacionado com células
totipotentes e com células neoplésicas malignas de origem epitelial, que intervém e promovem

fendmenos de invasdo e metastizacdo (Figura 6) (Kalluri & Weinberg, 2009).

A integridade entre as células é assegurada através de juncdes intercelulares designadas de
tight junctions, adherens junctions, gap junctions e de desmossomas. A quebra deste tipo de
organizacao e a justaposicao celular epitelial é a primeira etapa da transicao epitélio-mesénquima
(Thiery & Sleeman, 2006; Yilmaz & Christofori, 2009; Lamouille et al., 2014).
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Figura 6: Representacdo esquematica da transicdo epitélio-mesénquima. As células de cor azul matém as
caracteristicas de células epiteliais normais; as células de cor vermelha representam as células epiteliais que sofreram
alteracOes e expressam proteinas com caracteristicas de células mesenquimatosas, dotadas de capacidade de
contracdo e migragdo pela matriz extra-celular. Observa-se também a perda de justaposicéo carateristica de células
epiteliais. Adaptado de http://www.sabiosciences.com/pathwaymagazine/minireview /fib.php. Acedido em 9/5/2016.

Células epiteliais que anteriormente mantinham a polaridade fisioldgica sdo sujeitas a
perturbacdes provocado desregulacdo e quebra da polaridade celular, alteragdo especifica que
consiste na segunda etapa de TEM (Thiery & Sleeman, 2006; Bueno, et al., 2008; Huang et al.,
2012). Na terceira etapa ha alteracdo de expressdo génica caracteristica das células epiteliais, ao
mesmo tempo que a expressdo génica caracteristica de células mesenquimatosas € massivamente
ativada (Thiery & Sleeman, 2006; Peinado et al., 2007; Craene et al., 2013). A célula sofre assim
fendmenos que interferem na sua funcionalidade e também na sua estrutura e conformacéo,
perdem as caracteristicas e arquitetura de células epiteliais assemelhando-se mais a células
mesenquimatosas (Figura 7). As células adotam uma capacidade invasiva movel através da
aquisicdo de lamelipodia, filopodia e invadopodia; concomitantemente surge a expressao de
metaloproteinases (MMPS), enzimas que possuem a capacidade de degradar as proteinas da MEC
(Thiery & Sleeman, 2006; Lamouille et al., 2014).

Estudos realizados em TEM que envolvem a invasdo neopléasica e formacgdo de metastases
distantes relativamente ao local de origem, indicam que pode haver reversao deste tipo de

processo, originando um outro processo denominado de transicdo mesénquima-epitelial,
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clarificando a forma como as células neoplésicas que sofreram alteracbes mesenquimatosas, que
sofreram migracdo alojando-se em 0Orgdos secundarios e tornam novamente a exibir
particularidades morfoldgicas e funcionais de células epiteliais, formando deste modo tumores
secundarios morfologicamente similares as neoplasias maligna de origem (Thompson &
Williams, 2008; Rhim et al., 2012).

1.7 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica surgiu em 1941, descrita por Coons. Esta técnica engloba
trés grandes disciplinas: a histologia, imunologia e a quimica. A imunohistoquimica permite
localizar antigénios especificos presentes no tecido, através da utilizacdo de anticorpos
comerciais com uma leitura facil ao microscopio 6tico e com uma sensibilidade elevada
(Lourenco, 2008; Pires et al., 2010).

A imunohistoquimica é uma técnica que pode ser realizada por diferentes métodos sendo
os indiretos enzimaticos os mais utilizados atualmente (Figura 7). Os métodos diretos s6 usam
um anticorpo ligado a enzima, dando muitos resultados falsos positivos (Pires et al., 2010).

A recuperacao antigénica pelo calor, método introduzido por Shi e colaboradores (1991),
permitiu a utilizacdo de tecidos parafinados e os estudos retrospetivos. A variacdo do tempo e
tampdo utilizado neste passo critico da imunohistoquimica permite também que possam ser
usados em tecidos animais anticorpos produzidos para antigénicos humanos. Este fendmeno
designa-se por reatividade cruzada (Pires et al., 2010).

Os anticorpos podem ser monoclonais e policlonais. Os anticorpos monoclonais séo
produzidos in-vitro, desenhados para produzir anticorpos especificos contra o epitopo do
antigeénio pretendido e os anticorpos policlonais sdo produzidos in vivo, em geral em coelhos ou
cabras. Os anticorpos monoclonais s&o mais especificos que os policlonais (Pires et al., 2010).

A imunohistoquimica é amplamente utilizada em laboratérios de anatomia patolédgica para
fins de investigagdo cientifica e como complemento de diagndstico clinico de multiplas doencas,
agentes infecciosos, sendo mais utilizada no diagnostico de neoplasias, caracterizacao

morfologica, estudo de factores de prognostico e como auxiliar terapéutico (Taylor, 2014).
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No entanto esta técnica apresenta algumas desvantagens, e alguns dos pontos criticos nao
sdo facilmente controlaveis, como € o caso da fixacdo. Também, pelo facto dos clones dos
anticorpos ndo serem totalmente especificos para os animais de companhia, poderé ser observada
alguma marcacdo inespecifica, havendo por isso necessidade da adaptacdo dos protocolos e
optimizacdo das técnicas para cada tecido animal afim de evitar falhas de interpretacdo dos
resultados. A qualidade, tempo de fixacdo de tecidos, pH dos tampdes e oscilacbes da
temperatura ambiente, s&o fatores criticos que podem influenciar o sucesso desta técnica (Pires et
al., 2010).

Imunohistoquimica indireta
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Figura 7: Representacdo do método indireto de imunohistoquimica - avidina-biotina. O anticorpo primério liga-se
através das suas cadeias leves ao antigenio presente no tecido. O anticorpo secundério liga-se ao anticorpo primario.
Esta ligacdo efetua-se entre a cadeia pesada do anticorpo primario e a cadeia leve do anticorpo secundario. A
glicoproteina avidina, composta por quatro subunidades, tem uma elevada afinidade para a vitamina biotina. Por
cada glicoproteina de avidina podem ser ligadas quatro biotinas. Este complexo enzimatico é revelado pelo
cromogéneo 3-3’- diaminabenzidina (DAB) conferindo a cor castanha aos tecidos positivos. Adaptado de
http://www.leinco.com/immunohistochemistry. Acedido em 18/7/2016.
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1.8 Objetivos

Foram objetivos gerais deste trabalho contribuir a caraterizagdo do estroma do Utero
normal de gata nas duas fases do ciclo éstrico e 0 estudo do estroma neoplésico e o seu papel no
microambiente tumoral nos AEG’s.

Otimizacdo da técnica de imunohistoquimica para anticorpos anti-alfa-actina e anti-
desmina em tecidos de gato.

Avaliacdo da imunoexpressdo de alfa-actina do musculo liso e desmina nas diferentes
estruturas do utero normal: no epitélio superficial e glandular, no estroma do endométrio; no
miométrio; nos vasos do estroma e nos vasos do estrato vascular do miométrio, quer nas fases
normais (fase folicular e fase lutea) quer em casos de AEG.

Comparar estatisticamente os biomarcadores, tanto de desmina como de alfa-actina do
musculo-liso em situacbes de AEG’s relativamente a situacdes normais (fase folicular e fase
lutea) em todas as estruturas avaliadas. Comparar estatisticamente os dois biomarcadores (a-ML
e DES) em situagBes normais (fase folicular e fase lGtea), em todas as estruturas avaliadas.
Comparacdo estatistica entre os dois biomarcadores (a-ML e DES) em situacdes de AEG’s em
todas as estruturas avaliadas.

Identificar estruturas/ células presentes especificamente em casos de AEG com resultados
significativos relativamente as fases normais.

Avaliar a invasdo tumoral no miométrio recorrendo a alfa-actina do musculo liso e/ ou a

desmina, com identificacdo do melhor biomarcador.
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2. Materiais e Métodos

O material utilizado provinha do acervo do arquivo do laboratorio de Histologia e
Anatomia Patologica (LHAP), da Universidade de Tras os Montes e Alto Douro (UTAD), assim
como material proveniente de cirurgias electivas no &mbito do controlo de colonias de gatas na
ilha de Faro, este projeto contou também com a colaboracdo da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

Apbds a exérese dos oOrgdos genitais femininos recorrendo a técnica cirurgica de
ovariohisterectomia as amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% enviadas para o
LHAP onde foram processadas por rotina para parafina (no processador Shadon Hypercenter XP
e inclusdo no equipamento Shadon Histocenter 2). Os cortes de 3 micra (efetuados no micrétomo
Leica RM 2255) foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) e avaliada a sua morfologia
com estadiamento do ciclo éstrico ou diagnéstico da patologia presente. Cortes seriados, com a
mesma espessura, foram efetuados para laminas adesivadas com Silane® para posteriormente se
efetuar a técnica de imunohistoquimica. A confidencialidade da origem das amostras
provenientes dos hospitais e clinicas veterinarias foi respeitada, e este projeto foi autorizado pela
comissdo de ética da UTAD.

Para cada caso foi incluido metade de cada ovario, seccionado segundo 0 seu eixo
longitudinal, ap6s avaliadas as suas dimens6es. Cada um dos cornos uterinos foi medido a partir
da bifurcacdo do corpo uterino até a parte mais anterior do mesmo e seccionados nos casos
normais transversalmente a cerca de 1 cm da trompa uterina e junto ao corpo uterino, e nos
restantes casos e sempre que a espessura o permitiu, foi efetuado um corte longitudinal incluindo
assim a maior parte do segmento e corpo quando presente. A trompa foi sempre incluida em
cortes transversais. Em caso de leséo foi efetuado preferencialmente uma secgéo longitudinal de
cada corno e corpo uterinos.

O diagnostico da fase do ciclo éstrico, bem como a avaliagdo das lesdes presentes foram
realizadas através da observacao direta ao microscopio 6tico, com coloracdo de hematoxilina e
eosina (H.E) por, pelo menos um patologista do LHAP.

Depois desta avaliacdo foram selecionados 13 Uteros em fase estrogénica ou folicular e 11
em fase progestagénica, lutea ou secretora. Foram também escolhidos com base na sua

morfologia predominante, 34 casos de adenocarcinomas do endométrio do tipo papilar seroso.
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2.1 Imunohistoquimica

Neste trabalho recorreu-se ao método de imunohistoquimica indireto enzimatico de
streptavidina-biotina, com distintos anticorpos monoclonais reativos conta a alfa-actina do

masculo liso e contra a desmina humanas (Tabela 1).

Tabela 1: Anticorpos desmina e alfa-actina do musculo liso.

3 Tempoe
) o Recuperacao
Anticorpo Clone Diluicéo o temperatura de
antigénica ] j
incubacéo
Monoclonal :
Micro-ondas
_ ) _ Durante a
Alfa-actinado  Mouse antibody (3 ciclos de 5’ ]
) _ 1:50 noite (ON) a
mausculo liso to human cada) em
t ao citrat 4
ampdo citrato
NovoCastra P
Monoclonal .
Micro-ondas
_ ] Durante a
) Mouse antibody (2 ciclos de 5° )
Desmina 1:100 noite (ON)
to human cada) em
L 4°C
tampado citrato
Dako, D33 P
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2.2.1 Protocolo utilizado:

© © N o 0 &

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

Desparafinacao das laminas em xilol durante 20 minutos.

Hidratacdo das laminas em &lcoois com percentagem decrescente de concentracao;
100%> 95%> 80%> 70%, durante cerca de 5 minutos cada. Passagem das laminas por
agua destilada.

Recuperagdo antigénica dos tecidos com tratamento térmico em micro-ondas em tampéo
citrato (pH 6,0£0,2); (Para a preparacao das solugdes consultar.o anexo I1)

Arrefecimento lento a temperatura ambiente, durante aproximadamente 30 minutos.
Inativacdo das peroxidases enddgenas com H,0, a 3%, durante 30 minutos.

Colocag&o das I[aminas em cdmara humida (Bio-Optica Milano S.P.A.) horizontal.
Delimitar o corte histolégico com caneta hidrofébica.

Lavagem das ldaminas em PBS (tampdo fosfato salino, pH 7,4+0,2), 3 vezes.

Incubar com soro normal universal durante 5 min (Large volume, Ultra V Block® da
Thermo scientific).

Escorrer o excesso de soro normal.

Incubar durante a noite (ON), com o anticorpo primario, com diluicdo respetiva (Tabela
1).

Lavar 3 vezes cada lamina com PBS.

Incubar com o soro biotilado universal (Biotinylated Goat Polyvalent Secondary, incluido
no kit Ultra V Block® da Thermo Scientific), durante 10 min.

Lavagem com PBS 3 vezes.

Incubar com a estreptavidina Universal (Streptavidin Peroxidase, do kit Ultra V Block®
da Thermo Scientific).

Revelagdo com o0 agente cromogénico, 3’-3 diaminobenzidina (DAB) ativado
imediatamente antes de utilizar com H,0; a 33,3%. Deixar atuar durante 10 min.

Nota: 0 DAB deveria de ser cuidadosamente manipulado, e todo o material que contacta
com esta solugéo devia ser depositado num recipiente proprio contendo lixivia.

Lavar as laminas em agua corrente durante 5-10 minutos.
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18. Contraste com hematoxilina de Gill, durante 1 minuto a 30 segundos.

19. Lavar as laminas em agua corrente tépida durante 10 minutos.

20. Desidratacdo das laminas com passagem por alcoois com percentagem crescente de
concentragdo, 95% I> 95% I1> 100% I> 100% I1, finalizando com a diafanizagdo em
xilol.

21. Montagem das ldminas com Entellan ® (Merck).

2.2.2 Avaliacdo da imunoexpressao

A avaliacdo da imunomarcacdo para ambos os anticorpos foi realizada da mesma forma,
através da evidéncia de coloracdo castanha-dourada no citoplasma de diversos componentes
celulares presentes no endométrio felino, sendo considerado controlo positivo interno para estes
marcadores 0 miométrio.

A imunoexpressdo observada foi contabilizada a nivel celular em diferentes estruturas: no
miométrio e nos vasos do estrato vascular; no endométrio, o epitélio quer da superficie quer
glandular; o estroma do endométrio e 0s vasos presentes neste estroma.

Nos adenocarcinomas do endométrio, além do miométrio, vasos do estrato vascular e estroma
tumoral também foi avaliada a expressdo destes dois marcadores no epitélio tumoral.

As fases secretoras e as fases proliferativas foram utilizadas como grupo controlo normais,
dado que estes marcadores ainda ndo estavam caraterizados para este 6rgao nas suas diferentes
fases do ciclo.

Procedeu-se a avaliacdo da imunoexpressao de forma semi-quantitativa categérica, avaliando
a intensidade de marcagdo, utilizando a média de cinco campos de 40x (Tabela 2), sendo
avaliadas nestes as diversas estruturas anteriormente descritas segundo a sua intensidade para 0s
diferentes grupos (grupos controlo e adenocarcinomas do endomeétrio).

Os marcadores alfa-actina do musculo liso e desmina, pelo facto de serem marcadores
musculares permitiram a melhor observacdo de situacbes em que os adenocarcinomas do
endometrio invadem a camada muscular. Foram por isso avaliadas com a denominagdo de
invasdo as situacOes em que se observaram permeacOes das camadas musculares: da camada
interna (considerada assim invasdo superficial) e da camada muscular mais externa (invasédo

profunda).

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 37



Ariana Radar Chafirovitch - Contribuicao Para A Caraterizagdo Do Estroma Dos Adenocarcinomas Do Endométrio
Da Gata. Imunoexpresséo De Alfa-Actina Do Musculo Liso E De Desmina

Tabela 2: Avaliacdo da intensidade de expresséo dos anticorpos em estudo.

Valor por 5 campos Intensidade
0 Sem marcagéo
1(+) Fraca
2 (++) Moderada
3 (++4) Forte

2.3 Andlise estatistica

A anélise estatistica dentro e entre os diferentes grupos foi realizada através da utilizacdo do
software IBM SPSS Statistics 24, para o Windows® pelo teste de Qui-quadrado. Foi considerado

como estatisticamente significativo, quando o valor de p <0,05.

3 Resultados

3.1 Imunoexpressao de alfa-actina do musculo liso

A tabela 3 e a figura 8 representam a avaliagdo da expressdo da alfa-actina em todos 0s
casos e estruturas observados. Na figura 9 podemos observar a expressdo da intensidade e
localizagdo da alfa-actina presente em AEG’s.

Foi possivel observar marcacdo especifica no controlo positivo interno (miométrio) em
todos os casos utilizados.

Os resultados mostram que todas as células epiteliais do endométrio das fases folicular e
lutea ndo apresentaram qualquer marcagéo para este anticorpo. A grande maioria das neoplasias

também ndo apresentaram qualquer marcagdo (n=27 - 79,4%); no entanto em 7 casos (20,6%)
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verificou-se marcacdo de intensidade fraca no epitélio neoplasico. As diferencas verificadas para
a expressdo da alfa-actina nos diferentes epitélios nao foi significativa (p= 0,66).

Houve variacdo na intensidade de marcacdo para este anticorpo nos casos de Uteros
normais, havendo casos sem qualquer marcacdo e outros em que se observou uma marcagao
fraca. Verificou-se marcacdo positiva para a alfa-actina no estroma de todos o0s casos de
adenocarcinoma (n=35). Nestes casos, verificamos que a marcacéo predominante foi forte (n=17
- 50%). O valor de (p=0,00) no estroma entre as fases normais e o0s adenocarcinomas foi
estatisticamente muito significativo.

Relativamente aos vasos do endométrio, durante o ciclo éstrico, em ambas as fases [na
fase latea (n=11 - 100%) e na fase folicular (n=13 - 100%)], houve expressdo de marca¢do com
intensidade fraca em todos os casos analisados. Os vasos do estroma dos adenocarcinomas
obtiveram marcacao positiva para todos os casos (n=35); verificAmos ainda que a intensidade de
marcagdo predominante nesta situacdo foi forte (n=21; 61,8%). Em funcdo do observado, houve
uma diferenca altamente significativa (P <0,001) na expressdo da alfa-actina do musculo liso dos
vasos do estroma entre estes 0s Uteros normais e 0s AEG’s.

Em todos os casos foi possivel evidenciar intensidade de expressdo de alfa-actina no
miométrio, até porque este tecido foi o nosso controlo positivo. A expressdo forte foi a
intensidade mais observada, sendo que nos AEG’s esta representada em 79,4% dos casos (n=27)
e no grupo controlo, onde também se observou uma forte expressdo na maior parte dos casos [na
fase folicular em 53% dos casos (n=7) e em 72,7% dos casos na fase litea (n=8)]. A avaliacdo
estatistica deste parametro ndo evidenciou uma diferenca significativa (p=0,198).

A intensidade de expressdo de alfa-actina no estrato vascular do miométrio foi
evidenciada em todos o0s casos. Foi forte a intensidade de expressdo da alfa-actina na maior parte
0s casos da fase lutea (n=11; 84,6%) e na fase folicular (n=10; 90,9%), assim como nos casos de
adenocarcinomas do endomeétrio (n=25; 73,5%). A diferenca entre a expressdo destes grupos nao

foi significativa (p=0,298) para este parametro.
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Tabela 3: Imunoexpressao de Alfa-actina do musculo liso.

Intensidade 0 + ++ +++
Epitélio
Fase folicular 13(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
. P=0,66
Fase lutea 11(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
AGE’s 27 (79,4)% 7 (20,6)% 0(0,0%) 0(0,0%)
Estroma
Fase folicular 8(61,5%) 5(38,5%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Fase LUtea 2(18,2%) 9(81,8%) 0(0,0%) 0(0,0%) P=0,000
AEG’s 0(0,0%) 5(14,7%) 12(35,3%) 17(50%)
Miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 0(0,0%) 6(46,2%) 7(53,8%)
Fase Ltea 0(0,0%) 0(0,0%) 3(27,3%) 8(72,7%) P=0,198
AEG’s 0(0,0%) 0(0,0%) 7(20,6%) 27(79,4%)
Vasos do Estroma
Fase folicular 0(0,0%) 13(100%) 0(0,0%) 0(0,0%)
P=0,000
Fase lutea 0(0,0%) 11(100%) 0(0,0%) 0(0,0%)
AEG’s 0(0,0%) 8(23,5%) 5(14,7%) 21(61,8%)
Vasos do
miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 0(0,0%) 2(15,4%) 11(84,6%)
P=0,298
Fase litea 0(0,0%) 1(9,1%) 0(0,0%) 10(90,9%)
AEG’s 0(0,0%) 8(23,5%) 5(14,7%) 21(61,8%)
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Imunoexpresséo da intensidade de Alfa actina do
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Figura 8: Grafico representando a intensidade de expressdo da alfa-actina do musculo liso em todos 0s casos e
estruturas estudadas. lintensidade forte, verde-escuro (3); a cor verde traduz a intensidade moderada (2); a

verde clara intensidade fraca (1) a auséncia de marcacgéo e sem intensidade corresponde a cor bege (0).
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Figura 9: Imunoexpressdo da alfa-actina do musculo liso. A) Marcagdo com intensidade forte do miométrio na
fase secretora; B) Fase folicular, marcacdo nos vasos do estroma do endométrio; C) AEG, marcacdo positiva
do miométrio (marcacdo moderada); D) Marcacdo positiva dos vasos em AEG’s; E) marcacdo forte do
estroma.. AEG’s. F) Marcacdo forte do estroma e de células nos AEG’s. Marcagdo com avidina-biotina pelo
anticorpo alfa actina, contrastado com Hematoxilina de Gill.
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3.2 Imunoexpressdo de desmina

A tabela 4 e figura 10 sdo relativas a expressdo da intensidade da desmina nas estruturas
uterinas dos diferentes casos estudados. Foi possivel observar marcacdo especifica no controlo
positivo interno, os vasos do miométrio, na totalidade dos casos observados. Na figura 11
podemos observar a expressdo da intensidade e localizagdo da desmina presente em AEG’s.

Nenhuma célula epitelial do endométrio dos casos controlo, compreendendo a fase
folicular e lUtea, apresentaram qualquer expressao de desmina. Também o mesmo se verificou na
maioria das neoplasias malignas (n=21 - 60%). No entanto, em 40% dos casos de
adenocarcinomas (n=14), observou-se fraca intensidade de marcacdo das células epiteliais
neoplasicas para a desmina, sendo uma diferenca de expressdo altamente significativa (p=0,002)
entre 0s casos controlo e os tumores.

Os vasos do estroma do endométrio apresentaram intensidade fraca de marcacdo nos
casos estudados, em 58,3% dos casos na fase folicular (n=7), em 83, 3% na fase l(tea (n=10) e
em 82,9% dos adenocarcinomas do endométrio (n=29) pelo que ndo se observaram diferencas
significativas entre estes valores (p=0,226).

O estroma do endométrio apresentou fraca intensidade na maior parte dos casos durante o
ciclo, com 7 casos na fase folicular (58,3%) e 10 (83,3%) na fase lUtea, 0s restantes casos nao
evidenciaram qualquer marcacdo. Também no estroma dos adenocarcinomas se observou
predominantemente intensidade fraca de marcacdo (n=22 - 62,9%), pelo que ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p=0,27).

Todos os vasos do miométrio (presentes no estrato vascular) dos adenocarcinomas do
endométrio apresentaram marcacdo para a desmina, com uma intensidade de marcagdo variével,
mas predominantemente fraca (n=21 - 60%). No grupo controlo observou-se a intensidade
moderada em 50% dos casos na fase folicular (n=6) em 66,7% dos casos na fase litea (n=8;
66,7%), verificando-se assim uma diferenca estatisticamente significativa entre estes casos (p=
0,056). O miometrio foi o controlo positivo para a desmina, pelo que ndo observamos diferencas
significativas (p=0,267) na expressdao deste marcador no miométrio dado a expressdo ser
predominantemente forte em todos os grupos em estudo: em 66,7% (n=8) dos casos na fase
folicular; 83,3% (n=10) dos casos na fase lutea e em 65,7% (n=23) dos adenocarcinomas do

endométrio.
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Tabela 4: Imunoexpressdo de Desmina em fases normais e em adenocarcinomas do endométrio felino

Intensidade 0 + ++ +++
Epitélio
Fase folicular 12(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Fase litea 12(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) P=0,002
AEG’s 21(60,00%) 14(40,009%) 0(0%) 0(0,0%)
Estroma
Fase folicular 5(41,7%) 7(58,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
P=0,273
Fase lutea 2(16,7%) 10(83,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
AEG’s 9(25,7%) 22(62,9%) 4(11,4%) 0(0,0%)
Miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 1(8,3%) 3(25%) 8(66,7%)
P=0,267
Fase lGtea 0(0,0%) 0(0,0%) 2(16,7%) 10(83,3%)
AEG’s 0(0,0%) 0(0,0%) 12(34,3%) 23(65,7%)
Vasos do
estroma
Fase folicular 5(41,7%) 7(58,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
P=0,226
Fase latea 2(16,7%) 10(83,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
AEG’s 6(17,1%) 29(82,9%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Vasos do
Miométrio
Fase folicular 1(8,3%) 4(33,3%) 6(50%) 1(8,3%)
P=0,056
Fase lGtea 0(0,0%) 2(16,7%) 8(66,7%) 2(16,7%)
AEG’s 0(0,0%) 21(60%) 11(31,4%) 3(8,6%)
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Imunoexpresséo da Intensidade de Desmina
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Figura 10 : Gréfico representando a intensidade de expressdo da desmina em todas as estruturas e casos
estudados. Com diferentes valores de intensidade a cor lil&s; escuro representa intensidade forte (3); a lilas € a

intensidade moderada (2); lil&s claro intensidade fraca (1). A auséncia de marcacdo corresponde a cor bege (0).
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Figura 11: Imunoexpressdo de desmina. A) Fase IUtea, imunoexpressdo forte para o miométrio e estrato
vascular; B) Fase folicular com imunoexpressao forte para 0 miométrio e estrato vascular do miométrio; C)
AEG’s papilar seroso com forte intensidade do miométrio D) Células epiteliais neoplasicas que mostram

imunoexpressdo positiva para desmina; E) invasdo da camada interna por AEG através do miométrio;
F- invasdo da camada interna por AEG através do miométrio.
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3.3 Imunoexpressdo de desmina e alfa-actina do musculo liso em casos normais

Tabela 5: Imunoexpresséo de alfa-actina do musculo liso em fases normais

Intensidade 0 + ++ +++
Estroma
Fase folicular 8(61,5%) 5(38,5%) 0(0,0%) 0(0,0%) P=0,04
Fase lutea 2(18,2%) 9(81,8%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 0(0,0%) 6(46,2,4%) 7(53,8%) P=0,341
Fase litea 0(0,0%) 0(0,0%) 3(27,3,0%) 8(72,7,0%)
Vasos do
estroma
Fase folicular 0(0,0%) 13(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) pP=1
Fase lutea 0(0,0%) 11(100%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Vasos do
miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 0(0,0%) 2(15,4%) 11(84,6%) P=0,482
Fase litea 1(9,1%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(90,9%)
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Tabela 6: Imunoexpressao de desmina em fases normais

Intensidade
0 + ++ +++
Estroma
Fase folicular 5(41,7%) 7(58,3%) 0(0,0%) 0(0,0%) P=0,185
Fase lutea 2(28,6%) 10(70,8%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Miométrio
Fase folicular 0(0,0%) 1(8,3%) 3(25,0%) 8(66,7%) P=0,640
Fase lutea 0(0,0%) 0(0,0%) 2(16,7%) 10(83,3%)
Vasos do
estroma
Fase folicular 5(41,7%) 7(58,3%) 0(0,0%) 0(0,0%) P=0,185
Fase lutea 2(28,6%) 10(70,8%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Vasos do
miométrio
Fase folicular 1(8,3%) 4(33,3%) 6(50%) 1(8,3) P=0,600
Fase I(tea 0(0,0%) 2(16,7%) 8(66,7) 2(16,7)
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Nos casos normais, os dois marcadores utilizados sdo praticamente sobreponiveis, com
excecédo da alfa-actina do masculo liso que marca mais intensamente os vasos, nomeadamente 0s
vasos do miométrio (Tabela 5 e 6; Figura 12 e 13).

Para ambos os biomarcadores a marcacdo € mais intensa a nivel do miométrio e vasos do
miométrio, correspondendo aos controlos internos positivos, comparativamente com todas as
outras estruturas uterinas analisadas.

Os vasos do estroma do endométrio apresentam uma intensidade fraca em 100% dos
casos, para 0 marcador alfa-actina do musculo liso, para ambas as fases; Ao passo que no
marcador desmina apresenta uma percentagem sem marcagao que ndo ultrapassa 0s 45% na fase

folicular e 20% na fase lUtea.
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3.4 Comparacdo da marcacdo da desmina e alfa-actina nos adenocarcinomas do

endométrio

Fez-se a comparacao da imunoexpressao dos dois marcadores nas diferentes estruturas em
estudo, nos adenocarcinomas do endométrio (Tabela 7 e Figura 14).

O epitélio apresentou fraca expressdo para os dois marcadores, embora com maior
intensidade de expressdo pela desmina, ndo apresentando diferencas significativas. O estroma, 0s
vasos do estroma e do miométrio, apresentaram diferencas altamente significativos (p <=0,001)
sendo mais intensa a marcacdo destas estruturas pela alfa-actina. O miométrio exibiu uma
marcacgdo semelhante, sem qualquer diferenca significativa.

A alfa-actina do musculo liso marcou células presentes no estroma com intensidade forte
em n=17 (50%) contrastando com a desmina em que a intensidade predominante encontrada

nestas células € fraca (n=22; 62,9 %).
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Tabela 7: Comparacao da imunoexpressdo de desmina e alfa-actina do musculo liso em adenocarcinomas
do endométrio felino

Intensidade

0 + ++ +++
27(79,4%) 7(20,6%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Alfa-actina
Epitélio P=0,099
21(60,0%) 14(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Desmina
0(0,0%) 5(14,7%) 12(35,3%) 17(50%)
Estroma Alfa-actina P<=0,001
Desmina 9(25,7%) 22(62,9%) 4(11,4%) 0(0,0%)
0(0,0%) 0(0,0%) 7(20,6%) 27(79,4%)
Miométrio Alfa-actina P=0,141
0(0,0%) 0(0,0%) 12(34,3%) 23(65,7%)
Desmina
Vasos . 0(0,0%) 8(23,5%) 5(14,7%) 21(61,8%)
Alfa-actina
estroma P<=0,001
Desmina 3(17,1%) 29(82,9%) 0(0,0%) 0(0,0%)
0(0,0%) 1(2,9%) 8(23,5%) 25(73,5%)
Vasos Alfa-actina
miomeétrio P<=0,001
Desmina 0(0,0%) 21(60,0%) 11(31,4%) 3(8,6%)
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Intensidade de imunoexpresséo de desmina e alfa actina do
musculo liso em adenocarcinomas
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Figura 14: Representacdo da imunoexpressdo da alfa-actina e da desmina nas diferentes estruturas dos
adenocarcinomas do endométrio.

Para diferentes valores de intensidade de desmina, a cor lilas escuro representa intensidade mais forte (3); a lilas
a intensidade moderada (2); a lilas clara intensidade fraca (1) a auséncia de marcagao a cinza claro (0).

Para diferentes valores de intensidade de alfa-actina do musculo liso: cor verde escuro representa intensidade
mais forte (3); a verde moderada (2); a verde clara intensidade fraca (1) a auséncia de marcacdo bege (0).

A alfa-actina do masculo liso em geral marcou de uma forma mais intensa as estruturas
vasculares. Demonstrou assim uma expressdo com intensidade forte no estrato vascular do
miométrio, em 73,5% dos casos (n=25) para este marcador, a0 passo de que para a mesma
estrutura com a desmina esta marcacao forte apenas foi registada em 8,6% das estruturas (n=3).

Quanto aos vasos presentes no estroma, verificou-se uma marcagdo com intensidade forte para a
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alfa-actina do masculo liso em 61,8% dos casos avaliados (n=21), contrastando com a desmina

que apenas expressou marcacao fraca predominante em 82,9% dos casos (n=29).

3.5 Invasao do miométrio

Dos adenocarcinomas em estudo, foi possivel avaliar em 34 casos, a existéncia ou nao de
permeacao muscular (Tabelas 8 e 9; Figuras 15 e 16).

Com a alfa-actina do musculo liso observou-se invasdo muscular em 73% (n=25) dos
adenocarcinomas do endométrio, sendo que 16 (47 %) a uma invasdo é apenas da camada
superficial e 9 (26%) apresentam também invasdo da camada profunda.

A mesma avaliacdo com a desmina permitiu visualizar essa invasdo em 70% dos casos
(n=24) , sendo 12 casos (35%) com invasdo da camada muscular superficial e 12 (35 %) com

invasdo da camada profunda.

Invasdo desmina Invasdo alfa-actina

sem Profunda
invasao 26%

30%

superficia Superficial

| 47%
35%

Figura 15: Invasdo do miométrio recorrendo Figura 16: Invasdo do miométrio recorrendo ao
ao marcador desmina anticorpo alfa-actina do musculo liso
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Tabela 8 : Invasdo do miométrio recorrendo Tabela 9 : invasdo do miométrio recorrendo ao
ao marcador desmina marcador alfa-actina do masculo liso
Invasao
Invasao — - —

Profunda Superficial Sem invasao

Profunda Superficial Sem invasao
N=9 N=16 N=9

N=12 N=12 N=10
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4 Discussao

Os estudos realizados nos Gltimos anos com a técnica de imunohistoquimica permitiram
avancos na compreensdo de muitas patologias animais e também acerca dos adenocarcinomas do
endométrio de gata. No entanto, os trabalhos de investigacdo nesta area sdo escassos, e até ao
presente estes estudos focaram-se principalmente na avaliacdo de marcadores que caracterizam as
células neoplésicas (Saraiva, 2015).

Uma das razfes para esta forma de abordagem mais geral em relagdo a este tipo de
neoplasia deveu-se ao facto de estes tumores serem considerados raros nos felinos (Kennedy et
al., 1998). No entanto, estudos mais recentes permitiram a observacdo mais frequente de
adenocarcinomas do endométrio em gata, mesmo em animais mais jovens, com idade inferior a 2
anos (Payan-Carreira et al., 2013; Saraiva, 2015). Uma das conclusdes destes estudos é que €
importante que se proceda sempre a avaliacdo metodica e sistematica dos Uteros de animais
submetidos a necropsia ou excisados por OVH de rotina, com ou sem sintomatologia clinica do
sistema reprodutor ou em contexto de prevencdo relacionados por exemplo com tumores
mamarios (Payan-Carreira et al., 2013; Saraiva, 2015).

Foi objeto do presente estudo alargar os nossos conhecimentos acerca da biopatologia dos
AEG’s, fazendo uma abordagem desta patologia centrada no estudo do estroma neoplasico
juntamente com a matriz extra celular e os seus constituintes. Pretendia-se assim compreender
melhor as alteracGes do microambiente neoplasico.

Estudar especificamente determinados antigénios presentes em células, nomeadamente
proteinas citoplasmaticas, permite de uma forma essencial compreender as comunicacles e
interacOes bioldgicas fundamentais em células e tecidos no seu estado fisioldgico e higido. Estes
dados permitem depois a comparacao entre tecidos sdos e em situa¢des de doenca.

Pela escassa quantidade de informacao relativa a este tema, no presente estudo tivemos de
recorrer a consulta de literatura noutras espécies animais e nos Humanos.

Os filamentos intermédios, os microfilamentos e os microtubulos s&o os trés principais
componentes do citoesqueleto das células (Helfand et al., 2004). Embora estes trés sistemas
sejam constituidos por proteinas distintas, estes elementos estdo constantemente em interacdo
(Schliwa & Blerkom, 1981; Yang et al., 1996; Helfand et al., 2004; Margiotta & Bucci, 2016).
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A alfa-actina do masculo liso assim como a desmina, sdo estudadas tanto em medicina
veterinaria como em medicina humana na investigacdo de processos fisioldgicos e patologicos.
Nos laboratérios de anatomia patoldgica é utilizada para fins de diagnostico mais vulgarmente do
foro oncoldgico. Estes compostos estdo incluidos em painéis imunohistoquimicos que permitem
identificar e diferenciar a histogénese dos tecidos e das lesbes em estudo (Vos et al., 1993;
Patterson et al., 2003; Gumber et al., 2015: Kawabata et al., 2016).

A alfa-actina do masculo liso esta inserida no grupo dos microfilamentos associada ao
musculo liso possibilitando a sua identificagdo em neoplasias relacionadas com este tecido, quer
benignos (leiomiomas), quer malignos (leiomiossarcomas) quer em humanos ou em animais
(Skalli et al., 1989; Serakides et al., 2000; Miller et al., 2003; Radi et al., 2005, Souza et al.,
2012, Payan-Carreira et al., 2013). Esta molécula estd intimamente associada a adesdes
intercelulares e intervém em duas vertentes principais, uma delas estrutural, que inclui a
integridade/ arquitetura celular, e outra envolvida na motilidade promotora/ geradora de forga,
uma vez que esta associada a contractilidade celular (Franquemont et al., 1991). A alfa-actina do
musculo liso é codificada por apenas um gene, expressa por células musculares lisas,
compreendendo a camada média, e os pericitos do sistema vascular (Yuan, 2015). A sua
expressdo pode estar dependente de fatores hormonais como o estradiol (Christensen et al., 1995;
Hong, 2004).

Neste trabalho, observdmos uma marcacdo extensa e intensa nas células musculares do
miomeétrio e dos vasos, confirmando assim a sensibilidade do anticorpo utilizado. O miométrio
foi por isso usado como controlo positivo, certificando que o anticorpo usado, desenhado para
humanos, pode ser utilizado para a espécie felina para marcar especificamente masculo liso, pela
propriedade da reatividade cruzada. Os nossos resultados estdo de acordo com os estudos de Gil
da Costa e colaboradores (2009) que, numa serie menor (n=6), tambeém encontrou reatividade
positiva deste anticorpo no musculo liso no miométrio e nos vasos do Gtero de gatas.

Ndo havendo referéncias ao padrdo de normalidade detalhado para estes marcadores,
iniciamos o estudo com a marcagdo de Uteros sem qualquer alteracdo patoldgica, em duas fases
do ciclo éstrico: na fase de dominancia estrogenica ou folicular, e na fase de predominio de

progesterona ou fase lutea ou secretora. Nestas fases observou-se expressao fraca de alfa-actina
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do musculo liso em células do estroma do endométrio, o que estd de acordo com estudos mais
antigos realizados em mulheres (Franquemont et al., 1991).

Os miofibroblastos possuem certas propriedades inerentes a células musculares lisas e
caracteristicas ultra-estruturais onde é possivel observar estruturas como microfilamentos e
corpos densos (Bird & Willis, 1965) sendo positiva a marcacdo para a alfa-actina de musculo liso
(Franquemont et al., 1991; Rao et al., 2014). Por esta razdo sugerimos que as células do estroma
do endométrio que apresentaram esta marcacdo positiva nos casos por nos estudados, com
marcacdo positivas possam ser miofibroblastos (Franquemont et al., 1991; Miettinen & Lasota,
2001; Tuxhorn et al., 2002; Ding et al., 2014;). Nos adenocarcinomas do endométrio, a marcacao
do estroma foi constante em todos os casos com intensidade variavel, predominantemente forte,
expressa de forma significativa mais preponderante que nos Uteros normais. As células do
estroma com expressdo positiva apresentavam uma morfologia fusiforme alongada, sugerindo
novamente que estas células mesenquimatosas associadas a este tipo de neoplasias sejam muito
provavelmente miofibroblastos que alguns autores denominam de “fibroblastos associados a
cancro”, do inglés “cancer-associated fibroblasts” (Ballardini, 1988; Cintorino et al., 1991;
Yang, 1996; Kishaba, et al., 2010; Pietras & Ostman, 2010; Augsten, 2014). Estas células
apresentam um aumento da quantidade de alfa-actina que poderd estar relacionado com o
aumento da sua atividade e contractilidade, podendo contribuir ativamente desta forma para a um
microambiente neoplasico com caracteristicas muito préprias (Zhang et al., 1996; Hinz et al.,
2003).

Existem varios estudos, especialmente na medicina humana e em animais de laboratorio,
que evidenciam o papel agressivo de miofibroblastos associados ao processo neoplasico; estas
células estdo implicadas na potencializagdo da proliferacdo e subsequente progressdo tumoral
(Cintorino et al., 2001; Augsten et al., 2014; Hanley et al., 2016). Acredita-se que 0s
miofibroblatos associados aos tumores contribuam para diversas alteracbes do meio neoplasico,
facilitando os processos de progressdo celular e metastizagdo. Estas células podem produzir
componentes que modulam a matriz extracelular e diferentes factores sollveis como citocinas,
quimiocinas, factores de crescimento como o vascular endotelial o VEGF (fator de crescimento
vascular endotelial), o TGF-B1, (factor de crescimento de transformacdo betal) metaloproteinases

e fibronectina. Os miofibroblastos excretam factores de crescimento promovendo e acelerando o
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crescimento das células epiteliais malignas (Orimo et al., 2001; Xing et al., 2010). Desta forma
este tipo de células desempenha fungbes importantes na modulacdo do microambiente celular por
via paracrina, e ainda altera as propriedades fisicas da matriz extracelular (Xing et al., 2010; Cirri
& Chiarugi, 2011; Augsten et al., 2014). Os miofibroblastos apresentam morfologia comum a
fibroblastos e a células musculares lisas.(Davis & Molkentin, 2014).

Nos vasos do estroma em situacGes de AEG’s, a alfa-actina do musculo liso apresentou
trés niveis diferentes de intensidade de imunoexpressao (fraca, moderada e forte), contrastando
com o grupo controlo que apenas apresentou fraca intensidade de expresséo deste marcador. Este
fato pode ser mais uma prova do comportamento heterogéneo dos vasos associados ao tumor, 0s
quais sofrem alteracbes morfoldgicas e bioguimicas em situaces de neoplasia (Tonino & Abreu,
2011).

Observamos também, nos vasos sanguineos, uma maior expressdo da alfa-actina do
musculo liso que da desmina. Assim, entre estes dois biomarcadores sugerimos que a alfa-actina
possa ser um melhor o anticorpo para identificar estruturas vasculares, propondo a aplicacao
futura em estudos e diagnostico que foquem estas estruturas e estas lesées na espécie felina.

A imunoexpressao nos vasos do estroma entre as fases normais e o grupo dos AEG’s
demonstram resultados estatisticamente significativos para alfa-actina do musculo liso. Este
aumento de imunoexpressdo nos AEG’s para a alfa-actina do masculo liso pode indicar, por um
lado, um sinal de remodelacdo vascular e por outro, maturacdo vascular presente na neoplasia
(Morikawa et al., 2002). No entanto, nao foi objeto especifico deste estudo a quantificacdo dos
vasos presentes nesta doenca, pelo que as observagdes descritas sdo baseadas numa avaliacéo
semiquantitativa. Observamos no entanto, que nem todos 0s vasos presentes no estroma
expressaram este biomarcador e esta heterogeneidade de marcagdo pode estar relacionada com
alteracdes estruturais vasculares associadas tambeém a fragilidade carateristica dos vasos nas
neoplasias (Eberhard et al., 2002; Tonino & Abreu, 2011).

A desmina, assim como a alfa-actina é utilizada para o diagndstico diferencial e
determinacdo da histogénese tumoral (Arentz et al., 2011). E o filamento intermédio que
predomina em células musculares lisas do trato genital, com excecdo das células musculares lisas

dos vasos em que o FI predominante ndo é a desmina mas sim a vimentina. Esta observacao foi
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evidenciada em estudos de células musculares lisas de varias espécies (homem, rato, porco, vaca,
coelho) (Gabbiani et al., 1981) e o presente estudo confirmam estes dados.

A desmina interage com varias moléculas, e pode formar heteropolimeros com proteinas
da mesma classe como a vimentina. A desmina pode ser responséavel por propriedades elasticas
musculares, contribui também para a motilidade/ contratilidade, uma vez que o0s corpos densos
observados em microscopia eletronica sdo considerados “centros de contragdo” (Costa, 2004;
Arentz et al., 2011).

Neste trabalho os dois biomarcadores estudados ndo apresentaram diferencas relevantes
entre as duas fases nos grupos controlo (fases normais: fase lutea/ proliferativa e fase folicular/
secretora). Noutros trabalhos desenvolvidos pelo grupo que esta integrado no CECAV-UTAD e
no LHAP, foram descritas pequenas variacdes entre as fases lutea e folicular para outros
marcadores, de forma néo significativa (Macedo, 2016; Saraiva, 2015).

No presente estudo a intensidade de imunoexpressdo da desmina no estroma dos
adenocarcinomas, foi superior relativamente ao grupo controlo, contudo ndo foi significativo,
contrastando com o biomarcador alfa-actina do masculo liso que apresentou resultados
estatisticamente significativos com maior intensidade de expressdo. Em medicina humana
verifica-se que o estroma pode ser positivo para casos normais/fisiolégicos para desmina e a alfa-
actina do masculo liso, no entanto foi um estudo realizado num pequeno nimero de casos (n=5)
(Franquemont et al., 1991).

Comparando os diferentes grupos, os vasos do miométrio apresentaram idéntica expressao
entre 0s animais normais e grupos com AEG’s, ndo sendo os resultados estatisticamente
significativos.

Nas células do epitélio, ao contrario dos resultados negativos das fases normais
observdmos marcacao positiva para alfa-actina e desmina em adenocarcinomas, 0 que sugere que
as células epiteliais estejam em processo de TEM. Outros estudos nestes adenocarcinomas com o
marcador vimentina e citoqueratinas 8/18 obtiveram resultados semelhantes com a indicagéo de
uma indiferenciacdo celular com a perda de expressdo de CK8/18 e expressao positiva nas células
epiteliais de vimentina corroborando com a nossa hipotese de transicdo TEM desta neoplasia
(Abreu, 2015; Macedo, 2016). Devido a estes factos, acreditamos que os AEG’s estejam a sofrer

alteracOes a nivel do metabolismo basal, bioquimico, estando o fendmeno de TEM associado ao
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aumento de agressividade biologica para os tumores de origem epitelial, exacerbando a invaséo
tumoral por estas células neoplésicas (Tsai & Yang, 2013; Zhao et al., 2014; Sowa et al., 2015)
uma vez que as células do epitélio com estas alteracdes adquirem propriedades e fungdes de
células mesenquimatosas aumentando o seu potencial de metastizacao (Tennakoon, et al., 2015).

O mecanismo de TEM foi alvo de muitos estudos e estdo associados a tumores de origem
epitelial que adotaram um comportamento mais agressivo, invasivo e com pior prognéstico. As
células neoplésicas presentes em tumores que adquiram caracteristicas TEM podem prevenir o
fenomeno de senescéncia induzida por oncogenes, promovendo deste modo a agressividade das
neoplasias (Kalluri & Weinberg, 2009). As etapas chave que acompanham o processo completo
de TEM sdo: a invasdo, a permeacdo vascular, o transporte através da corrente sanguinea, a
formacdo de micrometéstases e a colonizacao de tecidos a distancia (Kalluri & Weinberg, 2009;
Tsa & Yang, 2013).

A nivel do estroma dos adenocarcinomas os resultados observados para estes dois
marcadores sdo bastante diferentes, com expressdo predominantemente fraca para a desmina
contrastando com expressao forte de forma significativa para a alfa-actina do muasculo liso. A a
alfa-actina do musculo liso é utilizada como marcador dos miofibroblastos, ao passo que a
utilizacdo da desmina nesta funcdo € um marcador controverso (Wever et al., 2008; Xing et al.,
2010; Rao et al., 2014). Comparando os grupos de adenocarcinomas com 0 grupo controlo
observaram-se diferencas estatisticamente significativas na expressdo de alfa-actina do musculo
liso, com imunoexpressdo mais forte nos casos de AEG’s, o que confirma a nossa sugestdo que
possa haver no estroma destes tumores miofibroblastos/ CAF’s.

As células que se encontram em TEM possuem propriedades facilitadoras para a
formacdo de miofibroblastos e vice-versa o que podera ser a justificagdo do aumento da
expressao nos tumores para estes dois marcadores (Augsten et al., 2014).

Os adenocarcinomas do endomeétrio em animais domeésticos poderdo também emitir
metastases e colonizar érgdos a distancia. Como nas outras neoplasias, a primeira fase da cascata
de metastizacdo € a iniciacdo, seguindo-se do crescimento/ desenvolvimento neoplasico. Depois
com a migracdo e invasdo através do miométrio e a permeacdo vascular permite alcangcarem

Orgdos distantes através do sistema circulatério. Quando efracionam a serosa ocorre metastizagdo
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subsequente, por sementeira, pela cavidade abdominal com metéstases nos 6rgaos vizinhos (Pires
et al, 2013).

No processo de TEM ocorre remodelacéo das proteinas do citoesqueleto; por um lado as
células do epitélio perdem peculiaridades especificas das células epiteliais como as
citogueratinas, e por outro lado adquirem um fenoétipo fusiforme no qual sdo expressas proteinas
especificas do “novo” tipo celular (das células mesengquimatosas) como a vimentina
(Klymkowsky et al., 2009; Yilmaz & Christofori, 2009) e carateristicas funcionais das mesmas,
destacando-se do epitélio em que se encontram e adquirem a habilidade de migrar através da
remodelacdo do ambiente circundante. As células do epitélio com morfologia arredondada ou
poliédrica tornam-se achatadas, alongadas ou estreladas, assemelhando-se a ceélulas
mesenquimatosas (Yang & Weinberg, 2008). Estas células além de alterarem o0 seu
comportamento a nivel da motilidade também adquirem um grau elevado de resisténcia devido a
alteracdes sofridas no citoesqueleto e capacidade de degradar a matriz extracelular (Gurzu et al.,
2015).

O fendmeno de TEM pode culminar num processo metastatico. Este processo de
proliferacdo a distancia de células do tumor primario, pode ser facilitado pela formacdo de
microprotusdes da membrana (filopodia e pseuddpodes), que conferem a capacidade de aderir ao
endotélio e de sofrer permeacdo vascular (Wicki et al., 2006; Yang & Weinberg, 2008). Este
fendmeno de TEM é controlado por diversas vias de sinalizacdo, e regulado através da expressao
de varios fatores de transcrigdo (Thiery, 2002).

O TEM tem sido relacionado com fenémenos de remodelacdo da matriz extra celular
mediada por enzimas proteoliticas como as metaloproteinases. A perda de expressdo da caderina-
E, interveniente a nivel das juncGes celulares, € uma das caracteristicas do processo de TEM
(Thiery, 2002). Hoje pensa-se que o processo de TEM estd tambem relacionado com inflamagéo
e a angiogenese através da producdo da COX-2, que por sua vez estimula o TGF-  controlada
pela via da PGE-2 (Kalluri & Weinberg 2009; Fuxe & Karlsson, 2012).

O comportamento de adaptabilidade e plasticidade celular exibido pelas células quando
expostas aos diferentes estimulos do ambiente neoplasico, é interessante para se explorar em
estudos futuros. O TEM, como ja foi referido, promove o aparecimento de células com

carateristicas pro-invasivas que partilham o mesmo tipo de proteinas que os miofibroblastos, que
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curiosamente podem promover e estimular a TEM, contribuindo também para esta alteracéo
fenotipica (Radisky et al., 2007; Augsten, 2014).

Um estudo de Gil da Costa e colaboradores (2009) sugere que a transi¢do epitélio-
mesenquima ndo é comum em adenocarcinomas endometriais felinos. No entanto, o estudo
destes autores foi realizado numa série muito limitada de casos (apenas 6), pelo que, o presente
estudo numa série bem mais ampla, apresenta fortes indicios de que este mecanismo possa estar
presente neste tipo de neoplasia. Estudos com a vimentina (Abreu, 2015) nesta mesma série de
tumores sdo mais um reforgo desta nossa afirmagdo, mas mesmo assim ainda serdo necessarios
outros estudos complementares, com outros biomarcadores, como por exemplo as

metaloproteinases e a caderina-E, para conseguirmos de forma mais segura tirar estas ilacGes.

Uma melhor compreensédo da biolopatologia oncoldgica consiste em estudar as diferentes
interacdes entre células neoplasicas e o estroma envolvente mediados por moléculas sinalizadoras
(Levental et al., 2009).

O termo interessante de seed and soil empregue na oncologia associa 0 processo de
invasdo e metastizacdo ao microambiente neoplasico. Um dos principios desta teoria defende que
as neoplasias malignas tanto sdo constituidas por células neoplasicas como pelas células do
estroma, células do endotélio vascular e células inflamatérias presentes na lesdao (Fidler, 2003;
Wever et al., 2008; Quail & Joyce, 2013). O comportamento das células neoplésicas € bastante
oportunista uma vez que utiliza o0 meio em seu proprio beneficio, promovendo o crescimento,
sobrevivéncia, angiogénese, invasdo e metastizacao (Fidler, 2003). Hoje esta definido como um
dos halmark of cancer as propriedades invasivas tumorais, devido a estudos que focaram a acéo
nociva do microambiente. (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan, & Weinberg, 2011).

Os hallmarks of cancer foram propostos para englobar e organizar os complexos e
enormes avangos realizados no ambito da oncologia. Dividiram-se seis eventos biol6gicos
presentes no processo aquando o desenvolvimento tumoral. Incluem: a sinalizagdo e proliferacéo
sustentavel; os supressores da invasdo e do crescimento, resisténcia a morte celular, evasdo aos
supressores do crescimento, morte celular de células em repouso, capacidade de replicacéo
imortal ou infindavel, inducdo da angiogénese, e ativacdo da invasdo e metastizagdo (sustaining
proliferative signalling, evading growth su ressors, resisting cell death, enabling replicative

immortality, inducing angiogenesis, e activating invasion and metastasis). Este artigo,
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acrescentou mais estratos de complexidade, reconhecendo o comportamento de “recrutamento”
de células vizinhas normais (principalmente do estroma) que contribuem para a aquisi¢do de
caracteristicas chaves dos Halmarks, demonstrando desta forma uma associacdo complexa
favoravel entre o desenvolvimento neoplasico e as células vizinhas, este ambiente proprio
denominado de microambiente tumoral (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan, & Weinberg,
2011). As propriedades invasivas tumorais em AEG’s foram um dos nossos focos de estudo e
tanto os miofibroblastos como a TEM séo considerados fatores que contribuem diretamente para
0 caracter agressivo tumoral.

As células neoplésicas sao alvo de variagdes fenotipicas e genotipicas com potencial para
invadir o tecido vizinho e ainda desenvolver o fendmeno de metastizacdo, contudo hoje em dia é
em geral, aceite pela comunidade cientifica de que, isoladamente, as células neoplésicas
dificilmente completam o processo de metastizagio. E necessario uma orquestra de mediadores e
sinalizadores bioquimicos a atuar em conjunto para a propagacdo do tumor primario; este evento
pode ser mediado através de células do sistema imunitario, células do proprio estroma e
alteracdes bioquimicas da matriz extracelular (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &
Weinberg, 2011; Sleeman, 2012). A matriz extracelular é constituida por um conjunto interligado
de macromoléculas que, além do suporte fisico, promovem a progressdo neoplasica através da
degradacdo da propria matriz (Xu et al., 2001; Kishaba et al., 2010).

No processo de invasdo as células neoplasicas conseguem migrar, comecando pela
degradacdo da membrana basal e com processos que induzem a remodelacdo da matriz extra
celular. O crescimento neoplédsico é assegurado através do suporte sanguineo e pela
neovascularizagdo. As proprias células imunitarias presentes no local alteram o seu
comportamento em relacdo as células neoplésicas e passam a excretar fatores pré-tumorais.
Assim, as carateristicas agressivas das células neoplésicas sdo suportadas por um conjunto de
fatores e pelas células presentes no meio ambiente tumoral (Wever et al., 2008; Alphonso &
Alahari, 2009; Quail & Joyce, 2013).

Um dos fatores intervenientes nas neoplasias é o fator de transformacéo de crescimento
beta (TGFB), que também facilita a progressdo tumoral, promove uma serie de eventos e
alteracdes na formacdo de miofibroblastos, estimula e controla as células do sistema imunitario e

estd associado com processos de TEM (Papageorgis & Stylianopolos, 2015). O TGF-p ¢
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considerado o principal indutor de transformacéo de fibroblastos para CAFs (Veirman et al.,
2014). O trabalho de Machado (2016) mostrou que o recetor 1 do TGF B esta aumentado em
situacOes de AEG’s, mais predominante no estroma, semelhante & correlagdo positiva descita em
ensaios com foco em neoplasias em humanos, utilizando ratos como modelo, que relaciona
positivamente miofibroblastos e o TGFp, contribuindo para um microambiente neoplasico
especifico (Lewis et al 2004., Scharenberg et al., 2014).

Observamos, nas nossas amostras, principalmente de AEG’s, células do sistema
imunitario em quantidades varidveis, nomeadamente neutréfilos, macréfagos, linfocitos e
plasmdcitos concomitantemente com células tumorais, a semelhanca do estudo de Pereira (2013),
numa amostra semelhante a nossa de AEG’s, na qual o objecto do trabalho foi a avaliagdo das
células do sistema imunitério nestas lesdes. Multiplos trabalhos se debrucam sobre as relages do
Sl e principalmente dos macrofagos com diferentes lesdes neoplasicas, que podem estar
intimamente associados ao processo neoplédsico, denominados de “macrofagos associados ao
tumor” (Tumor associated macrophages ou TAM); sdo células com duas diferentes fases de
atuacdo, numa primeira fase com predominio de fen6tipo M1 claramente com uma acgdo anti
neoplésica e, posteriormente numa segunda fase, exibem um fen6tipo M2 com atividade de
producdo de fatores que beneficia a progresséo do tumor (Sica et al., 2006; Beirdo et al., 2015;
Raposo et al., 2015).

Os macrofagos, podem comportar-se como agentes nocivos para esta; a neoplasia
amplifica todos os sinais bioldgicos e altera 0 comportamento destes macr6fagos, que numa
segunda fase vao facilitar o processo neoplasico. Estes macréfagos apresentam varias
propriedades, pro-tumorais, entre as quais a inducdo de angiogénese, mediada por quimocinas,
VEGF e TNF. Outra propriedade deste tipo celular é a supressdo de imunidade adaptativa. O
evento da remodelacdo da matriz extracelular é efetuada através de fatores de crescimento como
0 TGFp, e de outros componentes, nomeadamente por fatores de crescimento. Por fim, o
processo de invasdo é acompanhado por metastizacdo, que também ¢ facilitado por via das
metaloproteinases, de quimocinas e do TNF (Sica et al., 2006; Pereira, 2013).

Recorrendo a desmina e a alfa actina do masculo liso um dos objectivos deste estudo foi
verificar o caracter invaso para miomeétrio pelos AEG’s, sendo esta uma das vias que pode ser

mais direta a metastizacdo, através da ruptura da serosa e por implantacdo das metastases, como
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estd descrito por outros autores (Sandmeyer et al., 2009; Pires et al., 2013); A invasdo pode ser
avaliada por hematoxilina e eosina, mas ha situacdes que a subtileza das efragcdes obriga a maior
esforco e experiéncia do patologista.

Devido a falta de follow-up dos casos em estudo, ndo nos foi possivel identificar a
existéncia de metastases a distancia nem a evolucdo dos casos em que observamos invasao
muscular, ou efracdo da serosa, e como tal ndo temos dados que nos permitam propor fatores de
prognostico; no entanto observdmos que a invasdo estd presente em adenocarcinomas do
endométrio da gata, confirmado por estudos ja efetuados por Saraiva e colaboradores (2012). A
invasdo da camada mais profunda do miométrio € menor que 0s casos que apresentam invasao da
camada superficial. Os adenocarcinomas papilares serosos do endométrio da mulheres, séo
semelhantes a nivel histoldgico e partilham as mesmas caracteristicas que 0s por n6s observados
neste estudo de AEG’s, estando descrito em medicina humana que a invasdo profunda do
miomeétrio esta associada a um pior progndstico (Frei et al., 2000; Euscher, et al., 2013).

Na nossa série, tivemos um caso em que estava presente a invasdo da serosa, e este nivel
de invasdo compromete 6rgdos presentes na cavidade abdominal. Sdo em geral casos de curso
muito rapido com presenca de metastases em 6rgdos como o figado (Sandmeyer et al, 2009; Pires
etal., 2013).

A vasculatura desempenha fungées cruciais para a sobrevivéncia das células e dos tecidos,
tanto normais, como em neoplasias, assegurando a nutri¢do e a oxigenacao (Pezzella et al.,2014).
Como vimos anteriormente o crescimento neoplasico ndo depende apenas das propriedades
bioldgicas das células cancerigenas, mas também do estroma e da vascularizagdo neoplésica. A
imunoexpressdo positiva para alfa-actina do mdusculo liso em vasos, permite avaliar o
comportamento do crescimento neoplasico que pode ditar um caracter mais agressivo da
neoplasia. (Gilead & Neeman, 2004).

A vascularizacdo e necessaria para o processo de iniciacdo tumoral maligna e a progressao
tumoral, estd também relacionado com fatores pro-angiogénicos por parte das células tumorais
vizinhas (Gilead et al., 2004; Tonino & Abreu, 2011; Vong & Kalluri, 2011). O microambiente
neoplasico favorece a producdo de factores pré angiogenicos, e muitos destes fatores como foi
mencionado anteriormente podem ser produzidos pelos miofibroblastos e macrofagos associados
a neoplasia (Kishaba & Niki, 2010; Vong & Kalluri, 2011).
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Ha evidéncias que suportam a existéncia de uma correlacdo entre o didmetro e a
intensidade de marcagdo nos vasos sanguineos que expressam a alfa-actina do masculo liso o que
explica a maior intensidade de marcacdo por nés observada nos vasos do miométrio (que
pertencem ao stratum vascular) por apresentarem um maior didmetro (Morikawa et al., 2002).
Pensamos também que esta intensidade de marcacdo, superior a nivel dos vasos do miométrio,
possa também ser devida ao aumento do numero de células na camada média destes mesmos
vasos comparativamente com os vasos do estroma do endométrio felino .

Comparando os dois grupos de marcadores referentes aos adenocarcinomas, obtiveram-se
resultados estatisticos significativos referentes, aos vasos do estroma e aos vasos do miométrio. A
semelhanca do que ocorre noutros estudos, esta diferenca de intensidade superior expressa pela
alfa-actina pode residir na elevada afinidade deste marcador para as células musculares lisas da
camada média dos vasos. A diminui¢do da expressao de desmina ja era esperada uma vez que 0s
filamentos intermédios do tipo Il predominantes em células musculares lisas vasculares séo 0s
de vimentina e ndo os de desmina (Gabbiani et al., 1981).

Dos varios fatores indutores de angiogénese que estdo envolvidos no processo neoplasico,
destaca-se o fator VEGF, que estimula o crescimento de células endoteliais, e sua migracao e
diferenciacdo. As células endoteliais desencadeiam uma serie de eventos moleculares implicando
as células musculares lisas vasculares através factores de crescimento, estes ligam-se com VEGF
e com as células da matriz extracelular promovendo angiogénese (Carmeliet, 2000). O trabalho
de Alonso (2015) observou imunoexpressdo do VEGF com forte intensidade em células
endoteliais e do estroma numa série semelhante de AEG’s, 0 que esta de acordo com o aparente
aumento da intensidade, da alfa acina do musculo liso para as estruturas vasculares observadas
nos adenocarcinomas do endometrio no nosso trabalho..

Com intuito de perceber melhor o papel do estroma do endomeétrio e suas interagcbes com
as células neoplasicas dos AEG’s, seriam relevantes estudos futuros com a utilizagdo de outros
biomarcadores complementares como a caderina-E ou as metaloproteinases de entre outras, com
a técnica de imunohistoquimica e outras metodologias de biologia molecular. Os estudos de
follow-up serdo muito Uteis para a defini¢do de fatores de prognostico que, em associagdo com a
caracterizacdo morfologica e imunohistoquimica destas lesdes irdo permitir, no futuro,

desenvolver nova formas de terapia e a melhoria do bem estar destes animais.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 66



Ariana Radar Chafirovitch - Contribuicao Para A Caraterizagdo Do Estroma Dos Adenocarcinomas Do Endométrio
Da Gata. Imunoexpresséo De Alfa-Actina Do Musculo Liso E De Desmina

No ambito de uma sé salde, seria interessante propor esta espécie como modelo de estudo
deste tipo de lesbes, como espécie sentinela relativamente a medicina humana, na medida em que
0s carcinomas papilares serosos apresentam muitas semelhangcas com os adenocarcinomas
papilares serosos em mulheres.

Uma vez que o gato é um animal que faz parte das nossas familias e partilha 0 nosso
ambiente, as gatas poderiam servir como um bom modelo oncoldgico sentinela contribuindo para
uma melhor saltde publica, embora seja muito importante ter em conta as diferengas fisiologicas

do trato reprodutor destas duas espécies (Schmidt, 2009; Reif, 2011).
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5 Conclusao

Devido a falta de follow-up dos casos em estudo, a avaliacdo da invasdo do miométrio é
limitada a observacdo histologica. Conclusdes mais sélidas e a sua associagdo com o prognostico
assim como a atribuicdo de um eventual estadiamento com base na invasao e metastizacdo ainda
ndo sdo possiveis nem uma realidade proxima numa parte dos estudos para a medicina veterinaria
contrastando com a medicina humana. Contudo os objetivos principais deste trabalho foram
obtidos.

Os marcadores de citoesqueleto estudados, alfa-actina do musculo liso e desmina,
especificos para tecidos humanos, sdo ambos validos nos tecidos de gata. No entanto, a desmina
revelou ser o marcador de eleicdo para a identificacdo de invasdo do miométrio, pois permite
realizar um diagndstico simples e preciso aquando da avaliacdo em casos de adenocarcinoma
endométrico em gatas.

Os uteros da fase proliferativa e da fase secretora apresentam marcacdo positiva do
miométrio para ambos o0s marcadores e embora estas proteinas sejam diferentes
bioguimicamente, sdo sobreponiveis para a marcacdo de células musculares lisas do trato genital
de gata.

Devido a especificidade para musculo liso vascular a alfa-actina marca de forma positiva
e intensa os vasos em adenocarcinomas do endométrio da gata, bem como nos grupos normais
(na fase secretora e na fase proliferativa). Assim a alfa-actina pode ser considerado um marcador
proveitoso em estudos futuros sobre a vasculariza¢do do endométrio da gata.

A alfa-actina apresenta uma expressdo positiva mais intensa no estroma dos AEG’s que
nos casos de utero normais, indicando muito provavelmente que estas células sejam
miofibroblastos.

Este estudo, a semelhanga de outras investigagdes efetuadas no mesmo grupo de trabalho
do CECAV/UTAD/LHAP, sugere fortemente a presenca de um processo de transicdo epitelial
mesenguimatosa, uma vez que as proteinas desmina e alfa-actina s@o expressas pelas células
epiteliais neoplésicas.

A falta de dados clinicos ndo nos permite fazer a associagdo para a espécie felina, contudo
hd que salientar o papel importante que o estroma desempenha em situacdes de doenca
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neoplasica. Este estudo permitiu reforcar a ideia que o tumor néo é apenas constituido por células
neoplasicas propriamente ditas mas também da sua associacdo a um conjunto de alteraces do
microambiente das quais se incluem as células estroma, incluindo vasos e a matriz extra celular
que, através da libertacdo de fatores de crescimento de entre outros sinalizadores, produzidos
pelas células da matriz, do estroma, neoplasicas e também por células do sistema imunitario séo
indispensaveis para o0 crescimento, invasdo e possivelmente, ditam também a capacidade de
metastizacdo e promocao de tumores secundarios em 6rgaos distantes destas neoplasias.

Séries mais completas, com dados clinicos, followup e com metodologias complementares
de biologia molecular seriam muito Uteis para conseguir aumentar o espectro de conclusées sobre
0 comportamento destes adenocarcinomas.

Os avancos tém sido feitos no estudo desta neoplasia especialmente na éarea da
imunohistoquimica, com a caracterizacdo morfoldgica destas lesbes. Porém existe ainda uma
grande falta de informacéo relativamente a esta doenca.

Seria interessante utilizar as mesmas séries e comparar os estudos ja efetuados com outros
fatores e enzimas que interferem no microambiente, como por exemplo as metaloproteinases, e a
caderina-E nas interacdes celulares neopléasicas.

A compreensdo da expressdo da sinalizagdo do estroma e do microambiente neoplasico
sera um passo muito importante para a contribuicdo da biologia tumoral dos adenocarcinomas do
endomeétrio das gatas.

A comparacdo destes estudos entre espécies, podera ser no futuro uma forma util de
avangos bioquimicos e tecnoldgicos. Os AEG’s da gata poderdo eventualmente ser propostos
como modelo de estudo para os tumores papilares serosos do endométrio da mulher, dado as suas
semelhangas morfoldgicas e bioquimicas de alguns fatores ja estudados, salvaguardando no

entanto sempre, as diferencas fisioldgicas entre as espécies.
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ANexos

Anexo |

Invasdo neopléasica

Tabela 10: Moléculas extracelulares envolvidas na invasdo neoplasica e no processo de metastizacédo

Categoria

Nome / Tipo
molecular

Mecanismos

Moleculas da Matriz
extra-celular

Acido hialuronico

Glicosaminogicano

Sobrevivéncia e crescimento tumoral.

O seu aumento provoca fluidez da matriz promovendo
invaséo tumoral.

Promove angiogénese tumoral

Fibronectina

Glicoproteina

Degradacéo e remodelacéo de MEC, invasdo tumoral

Glicoproteina
Sibiling

Comportamento similar as chaperonas. Envolvido na
regulacdo de metaloproteinases

Receptores da matriz
extra-celular

Integrinas,
laminina,fibronectin
a, colagenio tipo IV

Envolvida na regulagdo de metaloproteinases

Receptor Celular de

Receptor de de acido hialuronico

superficie (CD 44)
Interagem com integrinas. Mudanca de pH
Factor de Participam na transicdo de células epiteliais-
Factores de crescimento betal | mesenquimatosas. Alteram organizacédo celular de fibras de
(TGF- B1) actina

crescimento

Heregulina - Factor
de crescimento e
desdiferenciacéo

Crescimento tumoral, indutor de angiogénese, remodelagédo da
dispersdo de fibras de actina. Invaséo tumoral

Receptores de factores
de crescimento

Receptor celular de
superficie (EGFRR)

Proliferagdo celular, angiogénese, invaséo tumoral

Co-receptor celular
de superficie
(HER-2)

Presente na progressao e invasdo tumoral

E arranjo de fibras de actina

Receptor Celular de
superficie (IRGF-R)

Envolvido na proliferagdo, motilidade e adeséo celular
tumoral.

Inibigdo de apoptose

Metaloproteinases de
matriz

Matriz
Metaloproteinase 9
e 2 (MMP-9)
(MMP-2)

Degradam gelatina e colagénio tipo IV, que sdo constituintes
da membrana basal.

Remodelagao da matriz

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medecina Veterinaria




Avriana Radar Chafirovitch - Contribuicdo Para A Caraterizacdo Do Estroma Dos Adenocarcinomas Do Endométrio
Da Gata. Imunoexpresséo De Alfa-Actina Do Musculo Liso E De Desmina

Endopeptidase  de
zinco

Metalopeptidase
dependente de | Clivagem de péptidos
zinco (CD10)

Co - Chaperone
Chaperones (Cdc37) Migragdo e invasdo tumorais

Recetor lipoproteina | wmotilidade celular
LRP-1 baixa densidade

(LRP) Invasdo tumoral

Adaptado de Stivarou &  Patsavoudi 2015. http://www.mdpi.com/2072-6694/7/1/238,
acedido em 21/4/2016.
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Anexo |1- Preparacdo de solucgoes:

Tampao Citrato:

1- Preparar as sequintes soluc@es: SolucBes a ser previamente preparadas, para depois se fazer o

tampdo citrato:

Solucéo A :
Acido citrico 0,1M — 21,019
Agua destilada — 1000mL

Solucdo B :

Citrato de sodio (C6H507Na3.2H20) - 29,41¢g
Agua destilada — 1000mL

2 - Para 500 mL de solucéo de trabalho:

-9 mL da solucdo A + 41 mL de solucédo B e perfazer o volume até 500 mL com agua destilada.
AjustaropHa6 0,2

Tampéo PBS:

Dissolver:
Na2HPO4 — 11,5g
NaH2PO4H20 - 2,6184g
NaCl - 5,84g

Em 1000 mL de agua destilada.

AjustaropHa7,4+0,2

DAB:
Dissolver uma tablete de DAB (sigma) em 15 mL de PBS.
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