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APRESENTACAO

Ciéncia é uma palavra que vem do latim, “scientia’, que significa conhecimento.
Basicamente, definimos ciéncia como todo conhecimento que é sistematico, que se
baseia em um método organizado, que pode ser conquistado por meio de pesquisas. Ja a
tecnologia vem do grego, numa jung¢ao de “tecnos” (técnica, oficio, arte) e “logia” (estudo).
Deste modo, enquanto a ciéncia se refere ao conhecimento, a tecnologia se refere as
habilidades, técnicas e processos usados para produzir resultados.

A produgéo cientifica baseada no esforgco comum de docentes e pesquisadores
da area da saude tem sido capaz de abrir novas fronteiras do conhecimento, gerando
valor e também qualidade de vida. A ciéncia nos permite analisar o mundo ao redor e
ver além, um individuo nascido hoje num pais desenvolvido tem perspectiva de vida de
mais de 80 anos e, mesmo nos paises mais menos desenvolvidos, a expectativa de vida,
atualmente, é de mais de 50 anos. Portanto, a ciéncia e a tecnologia s&o os fatores chave
para explicar a redugdo da mortalidade por varias doengas, como as infecciosas, o avanco
nos processos de diagnostico, testes rapidos e mais especificos como os moleculares
baseados em DNA, possibilidades de tratamentos especificos com medicamentos mais
eficazes, desenvolvimento de vacinas e o consequente aumento da longevidade dos seres
humanos.

Ciéncia e tecnologia sdo dois fatores que, inegavelmente, estdo presentes nas
nossas rotinas e associados nos direcionam principalmente para a resolugéo de problemas
relacionados a saude da populagdo. Com a pandemia do Coronavirus, 0s novos métodos
e as possibilidades que até entdo ainda estavam armazenadas em laboratérios chegaram
ao conhecimento da sociedade evidenciando a importancia de investimentos na area e
consequentemente as pessoas viram na pratica a importéncia da ciéncia e da tecnologia
para o bem estar da comunidade.

Partindo deste principio, essa nova proposta literdria construida inicialmente de
quatro volumes, propde oferecer ao leitor material de qualidade fundamentado na premissa
que compde o titulo da obra, isto €, a busca de mecanismos cientificos e tecnolbégicos que
conduzam o reestabelecimento da satde nos individuos.

Finalmente destacamos que a disponibilizacdo destes dados através de uma
literatura, rigorosamente avaliada, fundamenta a importancia de uma comunicagéo s6lida e
relevante na area da saude, assim a obra “Medicina: A ciéncia e a tecnologia em busca da
cura - volume 4” proporcionara ao leitor dados e conceitos fundamentados e desenvolvidos
em diversas partes do territrio nacional de maneira concisa e didatica.

Desejo uma o6tima leitura a todos!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O cancer géastrico é a mais continua
neoplasia maligna do aparelho digestivo. Foi
estimado que, para o biénio 2018-2019, 13.540
casos novos de cancer de estdbmago entre
homens e 7.750 nas mulheres, sendo o cancer
gastrico o quarto tumor maligno mais frequente no
sexo masculino e sexto na populagéo feminina,
aumentando em ambos os géneros, a partir de 35-
40 anos. As proteinas ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) constituem, normalmente,
uma familia de proteinas integrais da membrana
plasmatica das células. A superexpressdo do
gene ADAM10, pode resultar em perturbacéo
da fungdo do complexo protéico de caderina, o
que pode causar adeséo celular fraca e conferir
propriedades invasivas ao tumor. Além disso,
a adesdo celular reduzida estd associada a
perda da inibicdo de contato, permitindo assim
falha na sinalizacéo do controle de crescimento,
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desencadeando um processo metastatico. Esta
alteracdo no complexo proteico de caderina,
aumenta a atividade de invasdo e expresséo
das caracteristicas mesenquimais em células
de cancer colorretal, também podendo ocorrer
em outras neoplasias do trato gastrointestinal,
como por exemplo, em tumores géstricos. Esta
proposta tem como objetivo analisar o perfil de
expressao da proteina ADAM-10 em tumores
gastricos, avaliando as variacbes de expressao
que tendem a ser relevantes no diagnéstico do
céancer gastrico. Foram utilizados 17 blocos de
bibpsias de céncer gastrico para realizagdo da
analise do perfil de expressdo de ADAM-10 por
imuno-histoquimica. A andlise morfologica foi
realizada utilizando o sistema integrado de analise
de imagens. Observou-se que, apenas, 5,88%
das amostras estudadas expressaram ADAM-
10 no cancer de estdbmago. Dessa forma, para
melhor compreender a participacdo da ADAM-
10 no processo de tumorigénese do cancer de
estdbmago sdo necessarios mais estudos sobre a
expressao da enzima nos tumores.
PALAVRAS-CHAVE: Adenocarcinoma gastrico;
metaloproteinase adam-10; glicobiologia; imuno-
histoquimica; biomarcador.

EVALUATION OF THE DIFFERENTIAL
EXPRESSION OF METALOPROTEINASE
ADAM-10 IN GASTRIC CANCER

ABSTRACT: Gastric cancer is the most
continuous malignant neoplasm of the digestive
system. It was estimated that, for the 2018-2019
biennium, 13,540 new cases of stomach cancer
among men and 7,750 in women, with gastric
cancer being the fourth most frequent malignant
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tumor in males and sixth in the female population, increasing in both genders, from 35-40
years. ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) proteins normally constitute a family of
integral proteins in the plasma membrane of cells. The overexpression of the ADAM10 gene
can result in a disturbance in the function of the cadherin protein complex, which can cause
poor cell adhesion and confer invasive properties to the tumor. Furthermore, reduced cell
adhesion is associated with loss of contact inhibition, thus allowing failure in growth control
signaling, triggering a metastatic process. This alteration in the cadherin protein complex
increases the invasion activity and expression of mesenchymal characteristics in colorectal
cancer cells, and can also occur in other gastrointestinal tract neoplasms, such as gastric
tumors. This proposal aims to analyze the expression profile of the ADAM-10 protein in gastric
tumors, evaluating the expression variations that tend to be relevant in the diagnosis of gastric
cancer. Seventeen blocks of gastric cancer biopsies were used to analyze the expression
profile of ADAM-10 by immunohistochemistry. Morphological analysis was performed using
the integrated image analysis system. It was observed that only 5.88% of the studied samples
expressed ADAM-10 in stomach cancer. Thus, to better understand the participation of ADAM-
10 in the tumorigenesis process of stomach cancer, further studies on the expression of the
enzyme in tumors are needed.

KEYWORDS: Gastric adenocarcinoma; metalloproteinase adam-10; glycobiology;
immunohistochemistry; biomarker.

11 INTRODUGAO

O céancer gastrico € a mais frequente neoplasia maligna do aparelho digestivo
e, embora apresente declinio da incidéncia no Brasil, ainda se observam prevaléncia e
mortalidade elevadas (INCA, 2018). A maioria dos casos de cancer gastrico se relaciona as
mutacdes esporadicas em células somaticas acarretadas por exposicdo longa da mucosa
gastrica ao processo inflamatério ocasionado pelo Helicobacter pylori, que acarreta atrofia,
metaplasia e, posteriormente, cancer (CAMPELO et al., 2012).

No mundo, o cancer gastrico é responsavel pela terceira causa de morte, para ambos
os sexos (723 mil mortes), cujo coeficiente de mortalidade acompanha o de incidéncia.
Para o Brasil, estima-se, no biénio 2018-2019, 13.540 casos novos de cancer de estdmago
entre homens e 7.750 nas mulheres, sendo o céncer gastrico o quarto tumor maligno mais
frequente no sexo masculino e sexto na populacdo feminina, cuja incidéncia aumenta,
em ambos 0s géneros, a partir de 35-40 anos. No estado de Pernambuco, o cancer de
estdbmago corresponde ao quarto tipo de neoplasia mais incidente na populagdao masculina
e 0 sétimo no sexo feminino (INCA, 2018).

O céncer gastrico com frequéncia revela metastases para o peritonio, figado e
linfonodos. O acometimento linfonodal se apresenta, na maioria dos pacientes com cancer
gastrico, no momento do diagndstico ou da ressecc¢do cirurgica, 0 que resulta em mau
prognéstico (DENG et al., 2014).

Alteragcdes no perfil de membrana também estdo associadas ao processo de

metéstase, pois propiciam a criagdo de um microambiente favoravel a disseminagéo de
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células tumorais. Isto se deve a composicdo da matriz extracelular (ECM), que atua como
importante barreira ao processo de invasdo celular. (ZHONG, 2003) Nesse contexto,
as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) e endopeptidases dependentes de
zinco capazes de degradar proteinas da ECM, sé&o relevantes ao permitir que as células
neoplasicas escapem do local primario e intravasem o limen dos vasos sanguineos, o que
consiste em eventos de migragéo, invasao e metéastase (ZHONG, 2016; LUKASZEWICZ-
ZAJAC, 2009; VERMA, 2015; CHANG, 2014).

Conforme conferido por Chakraborti (2003), as metaloproteinases de matriz (MMPs)
séo definidas como o conjunto de enzimas, de atividade proteolitica, que séo responsaveis
pela regulacdo da matriz extracelular. Essas enzimas sdo envolvidas tanto em processos
normais, quanto naqueles de origem patolégica, como a cicatrizacdo de feridas, a
inflamacéo, a artrite, doencgas cardiovasculares, e a mais contundente para formagéo da
pesquisa apresentada, que é o cancer.

As proteinas ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) constituem uma familia
de proteinas integrais da membrana plasmatica das células (transmembrana do tipo I).
As ADAMs sao caracterizadas por um dominio metaloproteinase (funcdo de clivagem
proteolitica), um dominio desintegrina (age na adeséo celular através da interagdo com
integrinas), um dominio rico em cisteina (também promove a adeséao celular), um dominio
de fator de crescimento epidérmico (EGF-like) que é pouco conhecido, mas é responsavel
por estimular a fusdo das membranas, um pro-dominio (bloqueia a atividade protease da
proteina), um dominio transmembrana (é responsavel por ancorar a proteina na membrana
da célula) e uma cauda citoplasmatica (que pode ser fosforilada e atuar na regulagéo de
outras atividades de sinaliza¢éo). (YANG et al, 2006).

A metaloproteinase 10, objetivo do estudo, que contém dominio de desintegrina
e metaloproteinase, também conhecida como ADAM10 ou CDw156 ou CD156¢c, € uma
proteina que em seres humanos é codificada pelo gene ADAM10. (LOLIS; PETSKO, 1990)

Embora uma anica proteina ADAM possa “libertar” uma variedade de substancias,
varias ADAMs podem clivar o0 mesmo substrato resultando em consequéncias diferentes.
Este gene codifica um membro da familia ADAM (ADAM 10) que cliva muitas proteinas
incluindo TNF-alfa e E-caderina. Possuindo, em geral, especificidade ampla para reages
de hidrélise de peptideos. (LOLIS; PETSKO, 1990)

Tendo em vista toda explicativa, no estudo foram abordadas as relagdes entre a
especificidade de clivagem da metaloproteinase ADAM 10 e a proliferacdo de células
metastaticas devido a E-caderina e Beta-catenina (subunidade do complexo proteico de
caderina) serem componentes cruciais para a formacdo do complexo de adeséo célula-
célula, a sua perda, devido uma superexpressdo do gene ADAM10, pode resultar em
perturbacdo da funcdo do complexo, que pode causar adeséo celular fraca e conferir
propriedades invasivas ao tumor. (HUIPING et al., 2001)

Portanto, visto a influéncia da expressdo da ADAM-10 para controle da MEC o estudo
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da expresséo desta metaloproteinse permite a descoberta de novos marcadores biologicos,
com potencial para futuros alvos terapéuticos e o aperfeicoamento do diagnéstico.

Esta proposta tem como objetivo analisar o perfil de expresséo de ADAM-10 em
céncer gastrico, avaliando as variagdes imuno-histoquimicas que tendem a ser relevantes
no diagnostico do adenocarcinoma gastrico

21 OBJETIVOS

Gerais

Analisar o perfil de expressdo de ADAM-10 em céncer gastrico avaliando as
variagdes que tendem a ser relevantes no diagnostico de tumores pancreaticos.
Especificos

» Investigar a ADAM-10 diferencialmente expressa em amostras de tumores gas-
tricos através de imuno-histoquimica;

+  Associar a expressdo de ADAM-10 por imuno-histoquimica com os dados cli-
nicos da doenca;

»  Associar a expressao da ADAM-10 com os parametros de Sobrevivéncia (So-
brevida Global, Sobrevida Livre da Doenca e sobrevida livre de metastases).

31 METODOLOGIA

Coleta do material

Trata-se de um estudo observacional, analitico e de carater retrospectivo das
amostras de tecidos dos tumores gastricos, colhidas do arquivo do Servico de Anatomia
Patolégica do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Foram selecionados onze pacientes
com os tumores, diagnosticados entre o periodo de 2013 a 2018. Todas as amostras foram
fixadas em formalina tamponada e emblocadas em parafina.

Imuno-histoquimica

Foram realizados cortes de 4 um a partir blocos de parafina de cancer géastrico
(N=17). Os mesmos foram desparafinizados em xilol e hidratados em alcool etilico (100%
e 70%). Em seguida, foi realizada a recuperagado antigénica em tampao citrato 100mM,
pH 6.0 em microondas 300 W de poténcia por 15 min. Apdés o resfriamento, as laminas
foram incubadas em solugdo com metanol-H,0,0,3% (v/v) por 30 min, a 25°C, seguida de
solugcéo de bloqueador proteico (Boster Biological Technology) por 1 h a 25°C. Os cortes
histol6gicos incubados com o anticorpo primério anti-ADAM-10 diluidos em PBS (50 ug/
mL) por 18 h a 4°C. O excesso do anticorpo foi retirado com dois banhos do tamp&o PBS.
Em seguida, os tecidos foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado (Boster
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Biological Technology) e revelados com o substrato cromogénico Diaminobenzidina (Boster
Biological Technology). Os controles positivos foram utilizados segundo indicacdo do

fabricante de anticorpo.

Analise de Imagens

Para a analise morfologica foi utilizado o sistema integrado de analise de imagens
Panthera L que utiliza software Panthera e cadmera monocroméatica altamente sensivel
Motic, disponivel no Laboratério de Biologia Celular e Molecular da Universidade de

Pernambuco-Campus Garanhuns.

Aspectos éticos

Esta proposta faz parte do projeto da docente Luiza Rayanna Amorim de Lima,
intitulado “Avaliacdo da expressao diferencial de componentes da matriz extracelular
como biomarcadores de diagnéstico de neoplasias gastrointestinais (CAAE:
95703918.5.0000.5207)”, a qual foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica da
Universidade de Pernambuco/PROPEGE/UPE.

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

A abundante reacdo estromal/desmoplasica é um dos fatores classicos que
permeiam o desenvolvimento do cancer gastrico, de modo que em muitos casos, o tecido
desmoplésico chega a ocupar grande parte da massa tumoral (TJOMSLAND, et al., 2011).
Evidéncias recentes apontam para uma conexao entre as células neoplasicas e o estroma,
0 qual suporta o crescimento tumoral através de vascularizagéo, recrutamento de células
inflamatorias e ativacdo de fibroblastos (McGUIRE, et al., 2010).

Alteragcdes no perfil de membrana também estdo associadas ao processo de
metastase, pois propiciam a criagdo de um microambiente favoravel a disseminagéo
de células tumorais. Isto se deve a composicdo da matriz extracelular (ECM), a qual é
formada por colageno, laminina, proteoglicano, elastina, fibronectina e acido hialurénico, e
atua como importante barreira ao processo de invasao celular. De acordo com Chakraborti
(2003), as metaloproteinases de matriz (MMPs) séo definidas como o conjunto de enzimas,
com atividade proteolitica, as quais s&o responsaveis pela regulagdo da matriz extracelular.
Estas enzimas estdo envolvidas tanto em processos normais quanto naqueles de origem
patolégica, como por exemplo, cicatrizacdo de feridas, inflamagéo, artrite, doencas
cardiovasculares, e a mais contundente para formacado da pesquisa apresentada, cancer.
Nesse contexto, as MMPs, endopeptidases dependentes de zinco capazes de degradar
proteinas da ECM, sdo relevantes ao permitir que as células neoplasicas escapem do
local primério e intravasem o limen dos vasos sanguineos, o que consiste em eventos de
migragdo, invasdo e metastase. (ZHONG, 2016; LUKASZEWICZ-ZAJAC, 2009; VERMA,
2015; CHANG, 2014).
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As proteinas ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) constituem uma familia
de proteinas integrais da membrana plasmatica das células (transmembrana do tipo I).
As ADAMSs séo caracterizadas por um dominio metaloproteinase, o qual possui fungédo de
protease; um dominio desintegrina, que age na adeséo celular através da interagdo com
integrinas; um dominio rico em cisteina, o qual também promove a adesao celular; um
dominio de fator de crescimento epidérmico (EGF-like), responsavel por estimular a fusao
das membranas; um pré-dominio que inibe a atividade protease da proteina; um dominio
transmembrana, responsavel por ancorar a proteina na membrana da célula; e uma cauda
citoplasmatica, a qual pode ser fosforilada e atuar na regulagdo de outras atividades de
sinalizacéo (YANG et al, 2006).

A superexpressao do gene ADAM10 resulta em perda da fungdo do complexo
E-caderina e B-catenina, componentes cruciais para adesdo célula-célula, conferindo
propriedades invasivas ao tumor. Além disso, a adesao celular reduzida esté associada a
perda da inibi¢cdo de contato, promovendo a falha na sinalizag&o do controle de crescimento
(HUIPING et al., 2001). Por conseguinte, a interagdo entre ADAM-10 e ADAM-17 aumenta
a expressao das caracteristicas mesenquimais e, consequentemente, a invasdo em células
de cancer de colorretal. Inversamente, a inibicdo de uma dessas enzimas permite o bloqueio
da capacidade de migracao dessas células. (JACOB, 2015)

A superexpressdo de ADAM10 parece promover o crescimento do carcinoma de
células escamosas orais e do carcinoma gastrico, uma vez que a baixa regulacdo da
sua expressdo com oligonucleétidos anti-sentido ou o tratamento com anticorpos anti-
ADAM10 reduz a proliferacdo das células de carcinoma. A liberacdo de L1 (ligante de
morte programada) mediada por ADAM10 é relatada para aumentar a disseminagéo do
tumor aumentando a migragéo celular em carcinomas ovaricos e uterinos. L1 também esta
envolvido na motilidade e invaséo de células de linfoma, carcinoma pulmonar e melanoma,
onde ADAM10 parece ser uma grande “sheddase” (enzima ligada a membrana que clivam
porcOes extracelulares de proteinas transmembranares) L1 nessas linhas celulares
tumorais. ADAM10 também é sobre-expressado em leucemia e cancer de proéstata.
(JACOB, 2015)

Além da questéo relativa a falha na sinalizagdo de crescimento, a desintegrina e
metaloproteinase 10 (ADAM10), junto com a ADAM 17, aumenta a atividade de invasao e
expressao das caracteristicas mesenquimais em células de cancer colorretal ativadas por
lipopolissacarideos. Inversamente, a inibicdo de ADAM10 ou ADAM17 bloqueia eficazmente
a geracéo de lactato e a capacidade de migracdo de células de cancer colorretal tratadas
com lipopolissacarideos. (JACOB, 2015)

A acertativa no paragrafo anterior corrobora para a execugdo das analises que
foram feitas no estudo. A anélise profunda das fun¢des da Metaloproteinase ADAM 10 em
acometimentos neoplasicos e posteriormente metastaticos.

No trabalho foram realizados testes de controle positivo para averiguar a
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concentracdo dos anticorpos e seguindo a bula do anticorpo, foi feito o controle positivo
em tecido de cancer de co6lon e o controle negativo foi testado diretamente em um corte de

estdbmago normal.

Figura 1: Classificagéo histologica do cancer de estdmago evidenciada pela imuno-histoquimica da
enzima ADAM-10. (A) Areas representativas de estdmago normal (B) adenocarcinoma gastrico de
padréo difuso, (C) mucinoso e (D) regido tubular ou intestinal. Escala: 100 pm. Aumento: 100x.

A metaloproteinase ADAM-10 foi expressa em exatos 5,88% dos pacientes
analisados, configurando apenas 1 paciente, de um total de 17, diagnosticado com
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal ou tubular, com marcacéo citoplasmatica e
intensidade de marcagéo +1.

Dessa forma, € necessaria a realizacdo de mais estudos para corroborar os
resultados apresentados neste estudo, chegando assim a dados mais conclusivos. Com
todo o trabalho desenvolvido, observou-se que a expressédo da ADAM-10 nos tumores ndo
foi circunstancial. A presenga da ADAM-10 no processo tumoral foi constatada de forma
sucinta. Sendo assim, muitas questdes cruciais permanecem sem resposta. As funcbes da
ADAM-10 em outros tipos de tecidos, que ndo sejam os de origem (que s&o naturalmente
expressos), incluindo as tumorais, ndo sao bem esclarecidas. A despeito do cancer gastrico,
onde ndo é um sitio natural de produgéo dessa galectina, ndo se sabe ao certo quais seriam
as consequéncias dessa expressao.

A analise dos prontuarios pertencentes aos pacientes das bidpsias selecionadas, a

fim de adquirir dados clinico-epidemiologicos, néao foi possivel, uma vez que os mesmos
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ndo se encontravam arquivados no Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME).
Isso porque o Hospital das Clinicas &€ uma instituicdo-referéncia, absorve pacientes
encaminhados de diferentes servigos para realizagédo, apenas, de cirurgia para retirada de
fragmento e diagnéstico.

Outro ponto a ser levantado é o fato de que as metaloproteinases (MMPs) sdo uma
familia de endopeptidases Zn2+- dependente, que promovem a degradacdo da matriz
extracelular, podendo também ser chamadas de matrixinas. Todos os membros dessa
familia sdo secretados como proenzimas. Essas proenzimas sao liberadas por neutréfilos,
monacitos, macrofagos, fibroblastos e, além disso, também podem ser secretadas pelas
células tumorais em resposta a uma variedade de estimulos. (ZIMOGENO) — Um zimégeno
ou pré-enzima € um precursor enzimatico inativo. Um zim6geno requer uma alteracéo
bioquimica (tal como uma alteracédo de conformacgéo ou uma reagéo de hidrélise que revele
0 seu sitio ativo) para que se torne numa enzima ativa. Essa mudanga normalmente ocorre
num lisossomo, local onde uma parte especifica do precursor enzimatico sofre clivagem de
molde a ser ativado. (GASS, 2007)

ADAM10 cliva a ephrin, dentro do complexo ephrin/eph, formado entre duas
superficies celulares. Quando a ephrin é libertada da célula oposta, todo o complexo
ephrin/eph é endocitosado. A sinalizacdo Eph/ephrin tem sido implicada na regulagéo de
uma série de processos criticos para o desenvolvimento embrionario, incluindo orientagéo
ax0nica, formacédo de limites de tecido, migracdo celular e segmentacdo. Além disso, a
sinalizagéo de Eph/ephrin foi recentemente identificada para desempenhar um papel critico
na manutencdo de varios processos durante a fase adulta, incluindo a potencializagéo a

longo prazo, angiogénese, e a diferenciagédo de células-tronco e cancer. (JANES, 2005)

51 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos e a sua discusséo, poder-se-a apresentar como
principal concluséao deste trabalho que nao houve expresséao consideravel de ADAM-10 em
pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico, ou seja, a principio nao &€ possivel
determinar a metaloproteinase ADAM-10 como um possivel marcador de tumorigénese e,
também, como alvo terapéutico.

Entretanto, tendo estas conclusbes como base, seria de grande valia dar
continuidade a caracterizacdo da expressdao da ADAM-10 nestes tipos de tumores, de
forma a aumentar o conhecimento nesta area em especifico, podendo, assim, contribuir
para o perfil diagnéstico e terapéutico do adenocarcinoma géstrico.
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