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Resumo

Introducdo: As neoplasias uterinas sdo causas importantes de desconforto, infertilidade e dbito entre as mulheres no Brasil € no mundo.
Nesse cenario, destaca-se a proteina anti-inflamatoria anexina Al (ANXA1) que tem sido associada com a progressdo em tumores
indicando que essa proteina regula o processo de migracdo/invasdo celular. Objetivo: Analisar, por imuno-histoquimica, a expressao
da ANXAL1 e sua correlacdo com as metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9), bem como com o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) no leiomioma e no adenocarcinoma de endométrio. Material e Método: As analises foram realizadas em bidpsias de
leiomiomas e adenocarcinomas. Amostras de Utero normal foram usadas como controle. A quantificagdo da expressdo das proteinas
foi feita por densitometria. Resultados: Nossos resultados mostraram aumento da expressdo da proteina nos tumores benignos e
malignos. Conclusdo: Similarmente, observamos expressdes aumentadas de MMPs e VEGF nas neoplasias uterinas, o que parece indicar
a participagdo da proteina ANXA1 nos processos de proliferacdo e invasdo celular

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

Abstract

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

Keywords: Violence against women. Humanizing delivery. Epidemiology. Questionnaires. Depression postpartum.

Resumen

Introduccion: El cancer uterino son las principales causas de malestar, la infertilidad y la muerte entre las mujeres en Brasil y en todo el
mundo. En este escenario, la proteina anti-inflamatoria anexina A1 (ANXA1) que se ha asociado con la progresion de los tumores, lo que
indican que esta proteina regula la invasién migracion / célula. Objetivo: analizar, mediante inmunohistoquimica, la expresién de ANXA1
y su correlacion con las metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9), asi como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en
leiomioma y adenocarcinoma endometrial. Material y Método: Los analisis se realizaron en biopsias de leiomiomas y adenocarcinomas.
Muestras de Utero normal se utilizaron como controles. La cuantificacion de la expresion de la proteina se realizé por densitometria.
Resultados: Nuestros resultados mostraron un aumento de expresion de la proteina en los tumores benignos y malignos. Conclusion: Del
mismo modo, se observd aumento de la expresion de MMPs y el cancer uterino VEGF, lo que parece indicar la participacion de la proteina
ANXAL1 en la proliferacion y la invasion celular.

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

O adenocarcinoma de endométrio € o
tumor ginecoldégico maligno mais comum em paises
industrializados e sua incidéncia vem aumentando nos
Ultimos anos'?. Entre os fatores de risco associados
ao desenvolvimento desses tumores estdo obesidade,
anovulacdo, nuliparidade e menopausa3.

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

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

No desenvolvimento das neoplasias, a invasao das
células tumorais € devida a uma série complexa de eventos
entre o hospedeiro e o tumor, envolvendo a migracdo das
célulastumorais e a desintegracdo da matriztumoral. Devido
a esse fato, o conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na biologia dos tumores malignos e benignos é
essencial para a identificagdo de candidatos a marcadores
progndsticos, novos alvos terapéuticos e estratégias
de detecgdo precoce preditivas de sobrevivéncia. Nesse
cenario, destaca-se a proteina anti-inflamatdria Anexina
Al (ANXA1) da superfamilia das anexinas®. Treze membros
da familia das anexinas foram descritos e clonados em
mamiferos e, em humanos, o gene ANXA1 esta localizado
na regido cromossomica 9q12-9q21.21011,

A ANXA1l apresenta mlltiplas funcdes em
diferentes sistemas e a expressao alterada dessa proteina
tem sido associada a transformacao celular, progressao
Uma funcao da ANXAl na
proliferacdo celular é o seu papel como substrato para

tumoral e metastase!l.

o dominio da tirosina-quinase pertencente ao receptor
para fator de crescimento epidérmico (EGFR) inibindo
a proliferacdo de células epiteliais'’. A ANXA1 modula a
resisténcia a drogas em tumores e regula a proliferacdo
celular, e ainda, a sua associacdo no desenvolvimento da
metastase em alguns tumores sugere a participacdo dessa
proteina no processo de migragao/invasao celulart.

Com essas consideracbes, o estudo da
proteina ANXA1 e de suas possiveis correlagdes com as
metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9), bem como,
com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
neoplasias uterinas benignas e malignas é importante,
pois os mecanismos de agdo pelos quais a proteina atua
na biologia tumoral sdo ainda pouco conhecidos nos
tumores uterinos. Além disso, esses estudos poderdo
contribuir na identificagdo de novos alvos progndsticos e/
ou terapéuticos no adenocarcinoma de endométrio e no

leiomioma uterino.

MATERIAIS E METODO
Obtencdo do material e analises histopatologicas
O estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) das Faculdades Integradas Padre
Albino (FIPA), protocolo n°. 293.198. As analises foram
realizadas em bidpsias de neoplasias uterinas benignas
e malignas, incluidas em parafina, provenientes do
Servico de Patologia da FIPA. Foram selecionados casos
de leiomiomas (n=10), adenocarcinomas de endométrio
(n=10) e Gteros normais (n=10). Os blocos de parafina,
contendo fragmentos de bidpsias, foram utilizados para a
obtencdo de cortes de 5um e, em seguida, processados e
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para confirmacao
dos diagndsticos e pelo método Picrossirius-Hematoxilina
e Polarizacdo para evidenciar as fibras de colageno.

Analises imuno-histoquimicas

A deteccdo da proteina ANXA1, das enzimas MMP-
2 e MMP-9 e do VEGF foi realizada em cortes de 5um das
bidpsias selecionadas. Apods desparafinizacdo, recuperacdo
antigénica com tampdo citrato pH 6,0 e blogueio da
atividade da peroxidade enddgena, as seccdes foram
incubadas com os anticorpos primarios policlonais rabbit:
anti-ANXA1 (1:2000) (Zymed Laboratories, Cambridge,
UK), anti-MMP-2 e anti-MMP-9 (1:200) (Abcam, Cambridge,
MA, USA) e anti-VEGF (1:400) (Abcam, Cambridge,
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MA, USA), diluidos em BSA a 1%. A seguir, lavadas
com PBS pH 7,4, incubadas com o anticorpo secundario
biotilinado, imersas em complexo streptavidin-peroxidase
conjugada, reveladas com o substrato diaminobenzidina e
contracoradas com Hematoxilina.

Analises estatisticas

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

RESULTADOS

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

tons de verde e amarelo (Figura 1).

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

Polarizacdo

Picrossirius

Miométrio Normal

As analises imuno-histoquimicas e densitométricas
revelaram aumento da ANXA1l no adenocarcinoma de

endométrio (p<0,01) comparado ao endométrio controle

(Figura 1). A expressdo aumentada da proteina também
ocorreu no leiomioma (p<0,001) com relacdo ao miométrio
normal (Figura 2).

Figura 2 - Expressdao da ANXA1 no endométrio normal (A) e adenocar-

cinoma de endométrio (B). Controle da reagdo (C). Barra: 10 pm. Den-

sitometria da imunorreatividade da ANXA1 (D). Resultados demonstrados

como média + S.E.M. (n=10). **, p<0,01 versus endométrio controle
. B _ . - _ __
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Figura 3 - Expressdo da ANXA1 no miométrio normal (A) e leiomioma
(B). Controle da reagdo (C). Barra: 10 pm. Densitometria da imunorre-
atividade da ANXA1 (D). Resultados demonstrados como média + S.E.M.
(n=10). *** p<0,001 versus miométrio controle

Densitometria
(unidades arbitrarias)

O]

observamos  aumento  na
VEGF (p<0,001) no
adenocarcinoma de endométrio e as MMP-2 (p<0,001),

Similarmente,

imunorreatividade para o

MMP-9 no leiomioma comparado aos tecidos normais
(Figura 4). Nao houve aumento significante das MMPs no
adenocarcinoma e do VEGF no leiomioma comparado aos

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

Centrole

Adenocarcinoma

VEGF

Controle

MMP-2

Controle

Mioma

MMP-9

DISCUSSAO
A expressdo e o papel da proteina ANXA1
no cancer, demonstrada em varios estudos, indica a
participacao dessa proteina na patogénese de neoplasias
benignas e malignas de diferentes origens!?'*. No presente
trabalho estudamos a expressao da proteina ANXAL
e sua correlacdo com o VEGF e as MMP-2 e MMP-9 em
leiomiomas uterinos e adenocarcinomas de endométrio.
As andlises imuno-histoquimicas dos tumores
uterinos mostraram expressdo da proteina ANXA1 em
todas as condicdes clinicas estudadas. A imunomarcagao
para a proteina foi observada mais intensamente nas
células epiteliais dos adenocarcinomas de endométrio,
endométrio normal.

comparada ao Similarmente,

ocorreu aumento da imunorreatividade da ANXAl
preferencialmente nas células musculares lisas dos
leiomiomas em comparagdo ao miométrio normal. Nossos
resultados corroboram com outros estudos que tém
associado a ANXA1 com a progressao em alguns tumores
invasivos, sugerindo um papel na regulacdo da migracao/
invasdo das células epiteliais’>®. Em uma investigacao™?
realizada com 115 pacientes portadores de carcinoma oral,
foi demonstrada elevada expressdo da ANXA1 no nlcleo
das células epiteliais tumorais, correlacionando com pobre
prognostico.

Por outro lado, alguns pesquisadores observaram
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diminuicdo na expressao da ANXA1 na membrana

plasmatica no carcinoma de laringe, faringe e oral,
mostrando a desregulacdo da expressao da proteina ANXA1
na diferenciacao das células epiteliais tumorais'’'8, Dados
similares foram obtidos em estudos recentes realizados
por Wang et al.'?, que verificaram um padrdo inverso da
imunorreatividade da proteina ANXA1 no tumor cervical
uterino, com diminuicdo na expressdo da proteina com
a progressdao da neoplasia. No entanto, os mecanismos
moleculares pelos quais a ANXA1 modula essas respostas
celulares ndo estao completamente determinados® e uma
das possiveis acGes da proteina pode estar relacionada ao
processo de angiogénese.

A angiogénese tumoral é o principal evento
envolvido na tumorigénese e é fundamental para a
investigagdo oncoldgica nos Ultimos anos. Durante o
crescimento tumoral, fatores de angiogénese, incluindo o
VEGF, sao secretados para promover a vascularizacdo do
tumor, o que leva a um crescimento continuo das células
tumorais e invasdo nos tecidos e as estruturas adjacentes?'.

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

Outro aspecto a ser considerado no processo de
desenvolvimento tumoral é a interacdo entre as células
tumorais e a matriz extracelular, como um passo critico
de invasdo tumoral e metdstase. As MMPs causam a
degradagdo da matriz extracelular e regulam a adesao
de células®. A MMP-9, em particular, degrada e destroi a
matriz adjacente e cria dano vascular na barreira endotelial
tumoral, levando a diminuigdo do impedimento estérico,
aumentando permeabilidade vascular e o extravasamento
de nutrientes?*. Estas alteragdes da matriz proporcionam
espaco para a neovascularizacao das neoplasias uterinas e
promovem o crescimento e invasdo tumoral.

Nossos resultados com relagdo as MMPs também
mostraram aumento da expressividade de MMP-2 e MMP-
9 nos leiomiomas. Similarmente, foi observado aumento
da expressdo das MMP-2 e MMP-9 em um estudo realizado
por Chang et al.»> em neoplasias do miométrio. Por outro
lado, observamos diminuicdo das expressoes dessas MMPs
nos adenocarcinomas de endométrio, corroborando assim

com outros pesquisadores®.

As andlises de polarizagao, apds a coloragdo
de Picrossirius-Hematoxilina, evidenciaram fibras de
colageno mais imaturas no leiomioma em relagdo ao
miométrio normal, indicando maior renovagdo. O que
pode ser correlacionado ao aumento das MMPs nesse
tecido. Nosso resultado corrobora com outro estudo que
indica que MMP-2 medeia a clivagem de colagéno tipo IV
e outros componentes da matriz extracelular, levando a
instabilidade da estrutura da matriz?.

Em conjunto, os nossos dados mostram acentuada
imunomarcacao da proteina ANXA1, correlacionada com o
aumento das expressdes do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) no adenocarcinoma de endométrio e das
MMP-2 e MMP-9 no leiomioma. Esses resultados indicam
participacdo da proteina nos processos de proliferacdo

celular nas neoplasias uterinas benignas e malignas.

CONCLUSOES

A diferenca da expressao da ANXA1 nas neoplasias
uterinas benignas e malignas, associada as expressoes
de marcadores de desenvolvimento tumoral (VEGF e
MMPs), pode ser correlacionada com a progressao tumoral
conforme aumenta a invasdao e malignidade nessas

neoplasias.
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