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2 1. INTRODUCAO

3

4

51.1 CANCER DE OVARIO - ASPECTOS GERAIS

6

7 O cancer de ovario ¢ uma causa comum de morte entre as neoplasias malignas

8ginecologicas (RUBIN, 1992). E a oitava neoplasia maligna de maior freqiiéncia (sem contar o

9cancer de pele), e a quinta causa de morte por tumores malignos em mulheres nos Estados
10Unidos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2006). Cerca de trés quartos dos tumores malignos
11de ovario apresenta-se em estadiamentos avangados no momento do diagnéstico inicial. E o
12cancer ginecologico de maior letalidade (SILVERBERG et al., 1990; LA VECCHIA, 2001;
13INCA 2006). Sua freqiiéncia aumenta a cada década de vida, atingindo pico maximo aos 75
14anos de idade (YANCIK et al., 1986).

15 Apesar do melhor prognostico em pacientes que apresentam doenga localizada,
16avaliagdes retrospectivas demonstram que 50% dessas pacientes sofrem recorréncia e vao a
176bito, apesar da terapia apropriada. Porém, € provavel que a sobrevida das pacientes com doenca
18localizada seja superestimada, talvez pelo estadiamento cirirgico mal realizado (RUBIN, 1992).
19 A maioria das pacientes se encontra em estadiamentos III e IV (FIGO) no momento do
20diagnodstico (PETTERSON et al., 1988). Nesses casos, a principal estratégia terapéutica ¢ a
2]cirurgia de citorredugdo, seguida de quimioterapia (CHRISTIAN & THOMAS, 2001). Apesar
22dos esquemas quimioterapicos derivados da platina e, mais recentemente, dos taxanes, os

23resultados do tratamento nao tém obtido melhora importante nas ultimas décadas (YAWN et al.,



12001). Nos estadiamentos I e II, a sobrevida em 5 anos varia de 80 a 95%, enquanto que nos
2estadiamentos III e IV, essa percentagem ¢ de apenas 5 a 15% (GALLION et al., 1989;

3DORUM et al., 1996; YAWN et al., 2001).

4 Portanto, sdo necessarias novas estratégias de tratamento para complementar a

Sterapéutica do cancer de ovario (CHU et al., 2002).

6

7

81.2 HISTORIA NATURAL DO CANCER DE OVARIO

9
10 As neoplasias malignas epiteliais t€ém origem da superficie epitelial derivada do
I1mesotélio celdmico embriondrio. Os tumores iniciam seu desenvolvimento como um cisto
12dentro da céapsula do ovario, onde crescem por um periodo de tempo desconhecido, antes de
13adquirir a capacidade de formacao de metastases. Aproximadamente 5 a 10% dos tumores em
l4estadiamento aparentemente inicial ja apresentam metastases em linfonodos adrticos ou
15pélvicos. Nas mulheres com doenca avangada, cerca de dois tergos tém doenga metastatica nos
16linfonodos (PIVER et al., 1978; RUBIN, 1992, MURTA et al., 1995).

17 Uma forma importante de disseminagdo tumoral ¢ a esfoliagdo. Mesmo nos tumores
18encapsulados, células neoplasicas podem ser encontradas na cavidade peritoneal, que sio
19distribuidas na cavidade abdominal por meio dos movimentos diafragmaticos e pelo
20peristaltismo intestinal. Além disso, podem passar através dos canais linfaticos do diafragma,
21chegando até a cavidade pleural, levando, conseqiientemente, ao derrame pleural (FELDMAN
22& KNAPP, 1974). A disseminagdo hematogénica ¢ menos freqliente, e ocorre principalmente
23no parénquima hepatico, cérebro, pulmdes em outros sitios (DEUTSCH et al., 1987; LEROUX

24et al., 1991; CORMIO et al., 2003).
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1 O epitélio de superficie ovariana ¢ derivado do epitélio celdmico embrionario
2(AUERSPERG et al., 2001) e participa do mecanismo de ruptura e reparo em ciclos ovulatorios,
3secretando proteinas liticas e modulando a sintese de matriz extracelular. Além disso, possui
4receptores para hormonios, fatores de crescimento e citocinas que regulam a diferenciagdo e o
Screscimento celular. Esse epitélio tem um papel ativo no mecanismo de rotura folicular; o dano
6a0 acido desoxirribonucléico (DNA) imposto sobre as células da face epitelial que sobrevivem
7ao0 processo de ovulacdo e proliferam para reparar a rotura seria um fator predisponente (que ¢é
8potencialmente mutagénico) para o cancer de ovario (MURDOCH & MCDONNEL, 2002).

9 A hipétese de que ovulagdes continuas seriam um fator de risco para as neoplasias

10malignas epiteliais de ovario pode ser explicada devido ao trauma localizado e repetido. Esse
I1evento ¢ seguido de um reparo do epitélio de superficie ovariano no local da rotura folicular
12(FATHALLA, 1971). O dano celular repetitivo ao epitélio de superficie ovariano e subseqiiente
13reparo aumenta a possibilidade da manifestacdo de anormalidades genéticas. Alguns autores t€ém
l4demonstrado que a proliferacdo celular epitelial e a transformacdo maligna dentro de
15invaginagdes epiteliais e cistos de inclusdo podem ocorrer como resultado da exposi¢do ao
16fluido folicular rico em estrogénio durante a ovulagdo (CASAGRANDE et al., 1979; ORTH et
17al., 1994). Bechtel & Bonavida (2001) demonstraram um papel potencial dos estrogenos e
18progesterona na proliferagao celular no carcinoma de ovario.
19 O componente familiar ¢ um fator importante ¢ bem definido no cancer de ovario. E
20interessante que o epitélio de superficie ovariana das mulheres com forte historia familiar de
21cancer de ovario difere ndo somente geneticamente, mas também fenotipicamente. Mudangas
22moleculares podem ser precocemente identificadas nas células desse epitélio de ovario de
23mulheres com cancer de ovario familiar (WONG & AUERSPERG, 2003).

24
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11.3 DIAGNOSTICO PRECOCE E FATORES PREDITORES DE MALIGNIDADE

2

3 O ovario ¢ um 6rgao que possui acesso anatomicamente dificil ao exame fisico. O toque

4vaginal bimanual ndo ¢ um método que apresenta efetividade satisfatoria para identificar casos

Ssuspeitos de cancer ovariano em estadios iniciais, € tumores com o maior didmetro menor que

65cm podem ndo ser percebidos pelo ginecologista. Entdo, a sensibilidade e especificidade do

7exame ginecologico para o rastreamento de neoplasias ovarianas sdo questionaveis (MURTA et

8al., 2004; PADILLA et al., 2005).

9 Caracteristicas morfoldgicas ultrassonograficas podem ajudar no diagndstico de tumores
10ovarianos ¢ na diferenciagdo entre tumores neoplésicos e nao neoplasicos. Cistos com conteudo
11anecoico, paredes finas e uniloculares possuem um risco menor de malignidade, ao contrario dos
12cistos com areas solidas, septos espessos e vegetagdes em seu interior (MINARETZIS et al.,
131994, OSMERS et al. 1998). O color Doppler pode aumentar a especificidade da ultra-
14sonografia transvaginal, sendo que um indice de resisténcia menor que 0,4 e um indice de
15pulsatilidade menor que 1,0 podem ser fatores de predicdo de malignidade (GUERRIERO et al.,
162003; DASKALAKIS et al. 2004; SZPUREK et al.,, 2004; GUERRIERO et al., 2005;
17SZPUREK et al., 2005). Porém, o diagnostico precoce de cancer ovariano pela ultrassonografia
18ainda ¢ controverso devido a sua baixa prevaléncia na populagdo geral, dificultando seu
19rastreamento (U.S. PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE, 2004; FISHMAN et al., 2005).
20 Os marcadores tumorais sdo substancias relacionadas a presenca ou a progressao de um
21tumor. O CA - 125 é um biomarcador nao especifico para o cancer de ovario, podendo estar
22elevado no primeiro trimestre da gestacdao, endometriose, infec¢des pélvicas e outros tipos de
23cancer (RAPKIEWICZ et al., 2004). Mas se associado a outros como o CA - 15.3, CA-72.4 ¢

24CA - 19.9, pode ter aplicagdo no manejo de massas anexiais (WOOLAS et al., 1995).
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10 CA - 19.9 pode estar elevado no subtipo mucinoso, o beta-hCG pode estar aumentado nos
2tumores de origem germinativa e também no coriorcarcinoma (PERKINS et al., 2003). Murta et
3al. (2004) demonstraram a validade da associa¢do de ultrassonografia e marcadores tumorais na
4identificacdo de neoplasias ovarianas, melhorando a sensibilidade e a especificidade como fator
Spreditor de malignidade e conduzindo o cirurgido ao melhor tratamento. Assim, a utilizagdo de
6marcadores tumorais tem validade na diferenciagdo de massas ovarianas benignas ¢ malignas,
7além de sugerir o subtipo histologico (TAVARES-MURTA et al., 2007).
8 Uma outra alternativa em estudo ¢ a avaliagcdo do microambiente tumoral intracistico.
9CA - 15.3, CA - 125, CA - 19.9 e CEA apresentam alta positividade tanto no soro quanto no
10fluido intracistico de pacientes com tumores epiteliais malignos de ovario (CHERCHI et al.,
112002; TAVARES-MURTA et al., 2004).
12 Dessa forma, a associacdo de exame pélvico, ultrassonografia, color Doppler ¢
13marcadores tumorais pode auxiliar no diagnodstico de cancer de ovario, apesar das limitagdes
14desses métodos na diferenciagdo entre benignidade e malignidade (MURTA & NOMELINI,
152006). Por isso, novos métodos sdo necessarios para o diagndstico precoce e para a
16diferenciagdo entre as massas ovarianas benignas e malignas.
17
18
191.4 OXIDO NiTRICO — CARACTERISTICAS GERAIS
20
21 O NO, uma das menores moléculas conhecidas, foi identificado como um mensageiro
22bioldégico em 1987. Desde entdo, houve um aumento exponencial de investiga¢des cientificas
23com o intuito de elucidar suas atividades fisiologicas e sua participagdo em doengas. O NO ¢

24sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, pela a¢do da enzima sintase de 6xido nitrico
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1(NOS), que existe em trés isoformas, sendo duas dessas constitutivas e uma induzida (XU et
2al., 2002).

3 A NOS endotelial (NOSe) e a NOS neuronal (NOSn) s3o consideradas isoformas
4constitutivas (NOSc). A NOSc é citoplasmatica e dependente de Ca®* / calmodulina,
Sproduzindo NO em pequenas concentragdes e por curtos periodos de tempo em resposta a
6estimulacdo fisica ou de receptores. O NO liberado por esta enzima atua através de mecanismo
7de transdu¢do com ativagdo da guanilato ciclase solivel (GMPc) e estd envolvido em varias
8respostas fisioldgicas, como a vasodilatagdo. A outra isoforma (NOSi), citoplasmatica e Ca*'-
9independente, ¢ induzida em macrdofagos, células endoteliais e outros tipos celulares apds
10estimulacdo por lipopolissacarideo (LPS) ou citocinas como interferon (IFN)-y, fator de
I1necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL)-1B. O NO, nessas condigdes, tem sua liberacao
12prolongada e ¢ produzido em maiores concentragdes (MONCADA et al., 1991).

13 O NO ¢ um regulador dos processos de homeostase e defesa do hospedeiro. Esta
l4envolvido em diversas fungdes bioldgicas como relaxamento vascular, neurotransmissao e
15modulagdo da resposta imune mediada por células (BRENNAN et al., 1999). Evidéncias
16sugerem que o NO e os radicais derivados do metabolismo de oxigénio como os superoxidos
17s3o moléculas-chave na patogénese de varias doengas infecciosas (AKAIKE & MAEDA,
182000). Neste contexto, tem sido demonstrado em animais e em humanos que doengas como
19artrites, glomerulonefrites, endotoxemia e sepse, dentre outras formas de inflamagao aguda e
20cronica, estdo associadas ao aumento da produgdo de NO e regulacido crescente da NOSi
21(MILES et a., 1995).
22 Viarios estudos sugerem um importante papel do NO na fisiologia ovariana. Foi

23demonstrado que o mediador pode ser sintetizado localmente pelo ovario e pode desempenhar
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lum papel no desenvolvimento folicular, ovulagdo e formacdo do corpo luteo (REIS et al.,

22000).

3

4

51.5 PAPEL DO OXIDO NIiTRICO NA CARCINOGENESE

6

7 O NO ¢ uma molécula sinalizadora biolégica que atua como mediador, dentre varias

8fungdes, de efeitos citotoxicos e citostaticos do sistema imune contra infecgcdes e tumores

9(CHHATWAL et al., 1996). Porém, quando produzido por longo periodo de tempo, o excesso
10de NO poderia levar a mutagdes e ao cancer (OHSIMA et al., 1994; SHI et al., 2000). Como o
11NO possui um elétron ndo parecado e ¢ um radical livre, possui capacidade de promover
12rapidas reacdes com outras moléculas, e como conseqiiéncia podem ser formadas moléculas
13toxicas (peroxinitritos) que podem causar danos diretos ou indiretos ao DNA. Portanto, o NO
14pode ser considerado potencialmente mutagénico e carcinogénico (RIEDER et al., 2000). O
15principal mecanismo pelo qual as células endoteliais ativadas por citocinas lisam células
16tumorais esta associado com a produgdo de NO (LI et al., 1991).
17 O NO parece apresentar um duplo papel no desenvolvimento tumoral, podendo ter
18atividade tumoricida ou estar associado ao crescimento tumoral. A atividade da NOSi foi
19avaliada no tecido ou em células supernadantes de ascite de pacientes com neoplasia maligna
20de ovario, encontrando-se baixa atividade da enzima em tumores pobre ou moderadamente
21diferenciados, ¢ uma maior atividade em tumores bem diferenciados e borderline.
22(THOMSEN et al., 1998). Os efeitos aparentemente opostos do NO tém sido atribuidos a
23muitos fatores como diferencas na isoforma das enzimas NOS, niveis de expressdo, linhagens

24celulares ou tecidos tumorais heterogéneos (XIE & FIDLER, 1998).
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1 Tanto a producdo de NO quanto a citotoxicidade foram totalmente inibidos pela adi¢ao
2de um inibidor especifico de NOS, sugerindo que macréfagos ativados podem mediar a
3citotoxicidade NO-dependente. Portanto, a modulagdo da expressdo do gene NOS pode ser
4manipulada para controlar o crescimento de tumores e metastases (SHI et al., 2000 ). Além
5disso, a inibigdo cronica da sintese de NO com N-monometil-L-arginina (L-NMA) levou a um
6aumento do crescimento tumoral e retardou o reconhecimento imune em camundongos,
7sugerindo um papel do NO enddgeno na diminuicdo da proliferacdo das células tumorais
8(YIM et al., 1993). Por outro lado, quando células tumorais estimuladas por citocinas foram
9administradas em camundongos, o L-NMA diminuiu o tamanho do tumor subcutineo e o
10nimero de metastases pulmonares para niveis semelhantes aos controles, o que sugere que a
I1produgdo de NO pelas células tumorais foi responsavel pelo desenvolvimento tumoral
12(EDWARDS et al., 1996).
13 O NO pode exercer efeitos anti-tumorais, tais como a inibicdo da respiracdo
I4mitocondrial e a supressdo da sintese de DNA. Além disso, a sintese de NO por células
15tumorais pode ser prejudicial para a sua propria sobrevida, devido a apoptose mediada pelo
16mesmo (RIEDER et al., 2001). Alguns estudos mostram que o NO pode regular a expressao de
17alguns genes que participam na sinalizacdo intracelular envolvendo citocinas reguladoras, que
18modificam a resposta celular ao estimulo apoptotico. Contudo, a regulagdo de genes
19associados a apoptose ndo ¢ completamente entendido. Garban & Bonavida (2001)

20demonstraram que a sensibilizacdo mediada por IFN-y em carcinoma ovariano humano de

21linhagem celular AD10 levou essas células a citotoxicidadade por TNF-a, o que foi devido,
22em parte, a geracdo de NO. Rao et al. (2002) mostraram o potencial quimiopreventivo dos

23inibidores seletivos de NOSI, associados ou ndo a inibidores seletivos da COX-2.
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1 Também tem sido demonstrado um efeito modulador do NO sobre a atividade de
2drogas quimioterapicas, como a cisplatina. Infelizmente, as moléculas liberam-no
3indiscriminadamente, e n3o como alvo preferencial sobre as células tumorais
4(BRAUNSCHWEIGER et al., 1996; CANTUARIA et al., 2000). Cantuaria et al. (2000)
Sdemonstraram que a conjugag¢do do NO a glicose poderia exibir substancial aumento da
6citotoxicidade em carcinoma ovariano in vitro. Sabe-se que células neoplédsicas malignas
7podem exibir taxas aumentadas do metabolismo da glicose e expressdo aumentada do
8transporte de glicose e do transporte de RNA-mensageiro. A atividade citotdxica induzida por
ONO in vitro é dependente de varios fatores, incluindo sensibilidade celular intrinseca. A
10conjugagdo do agucar para aumentar o efeito terapéutico ndo ¢ uma estratégia nova. O
11quimioterapico Ifosfamida conjugado a glicose ¢ mais tumor-especifico do que quando essa
12droga ¢ utilizada isoladamente (POHL et al., 1995).
13 Uma interrogacdo permanece sobre a natureza benéfica ou maléfica ao hospedeiro da
14produgdo de NO em grande quantidade seguida da indugdo do gene NOS. Por outro lado, a
15produgdo de NO pelas células tumorais promove angiogénese, promovendo o fluxo sangiiineo
16tumoral dentro da microvasculatura, essencial no crescimento ¢ manutencdo do tumor, e pode
17aumentar o comportamento metastatico do tumor (ANDRADE et al., 1992; CHU et al., 1998).
18Em contraste, efeitos do NO enddgeno mostram propriedades benéficas na defesa contra o
19crescimento tumoral ¢ metéastases (RIEDER et al., 2000). Neste contexto, a expressdo da
20enzima NOS em células tumorais tem sido implicada como um importante fator de risco para
21metastases (SHI et al., 2000). Em cancer de ovario, foi observada uma correlagdo entre o
22ntmero de macrofagos teciduais e a biossintese de NO. E provavel que a NOSi detectada em
23tumores ovarianos seja expressa por células imunes presentes no tecido tumoral ovariano

24(THOMSEN et al., 1998).
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1 Rieder et al. (2000) demonstraram que o NO produzido por carcinomas ovarianos esta
2correlacionado a intensidade da morte celular programada. Essa molécula tem sido
3identificada como um segundo-mensageiro baseado em sua habilidade de interagir
4quimicamente com proteinas reguladoras (GARBAN & BONAVIDA, 2001).
5 E, portanto, necessario uma investigagdo adicional sobre o papel da NOSi no cancer de
6ovario para o desenvolvimento de opcdes terapéuticas adicionais.
7
8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24



18

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

18

2. HIPOTESES

As neoplasias malignas de ovario possuem um maior nivel de expressao da
enzima NOSIi e niveis mais altos de producdo de NO no liquido intracistico
tumoral quando comparadas com neoplasias benignas e tumores ndo

neoplasicos.

Os niveis de metabdlitos de 6xido nitrico, bem como a expressao da enzima
NOS;, estdo relacionados com o grau de diferenciagdo e com o estadiamento

tumoral nas neoplasias malignas de ovério.

A produgdo do NO tecidual e do NO intracistico tumoral é realizada em

locais distintos e por diferentes tipos celulares.
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3. OBJETIVOS

Verificar a expressdao da enzima NOSi no tecido de tumores nao neoplasicos,

neoplasias benignas e malignas primarias de ovario.

Quantificar os niveis de metabolitos de NO em tumores ovarianos e avaliar se
existem diferengas de seus niveis entre tumores nao-neopldsicos, neoplasias

benignas e neoplasias malignas primarias de ovario.

Investigar a relacdo da expressao da enzima NOSi com o estadiamento ¢ grau

de diferenciacao tumoral nas neoplasias malignas de ovario.

Investigar a relacdo dos metabdlitos de NO com estadiamento e grau de

diferenciagdo tumoral nas neoplasias malignas de ovario.

Correlacionar a producdo de NO intracistico com a expressao da enzima NOSi

tecidual em tumores ovarianos.
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2 4. MATERIAL E METODOS

44.1 MATERIAL

54.1.1 Pacientes

6 Foram avaliadas 63 pacientes atendidas no Ambulatéorio de Massa Pélvica da
7Disciplina de Ginecologia e Obstetricia / Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da
8Universidade Federal do Tridangulo Mineiro, submetidas a tratamento cirurgico de acordo com
Ocritérios pré-estabelecidos, no periodo de fevereiro de 1996 a fevereiro de 2007. Os  critérios
10de indicacdo de laparotomia exploradora foram: cistos anecoicos com didmetro méaximo
I1menor que 7cm e com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses € marcadores tumorais
12normais; marcadores tumorais alterados; cistos anecoicos com didmetro maximo maior ou
13igual a 7cm; massas ovarianas com conteudo solido, presenca de vegetacao intracistica, septos
14grossos, 2 ou mais septos finos; color Doppler com indice de resisténcia menor ou igual a 0,4

I5(MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006).

16 As pacientes foram divididas em grupos, de acordo com o diagnostico anatomo-
17patologico, desta forma: o primeiro grupo de tumores ovarianos nao neoplésicos (n=15), o
18segundo grupo de neoplasias ovarianas benignas (n=28), e o ultimo grupo de neoplasias
190ovarianas malignas primarias (n=20). Os casos borderline foram incluidos no grupo de
20malignos. As caracteristicas das pacientes do estudo estdo demonstradas na tabela 1.

21
22
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos grupos de pacientes.
Tumores Neoplasias Neoplasias
nio neoplasicos benignas malignas
(n=15) (n =28) (n =20)
Idade / anos (média, DP) 42,8+ 7 37,1 £ 14,6 46,9 + 14,9
Paridade (média, DP) 23+1,5 2+1,8 3,1+ 2.8
Fumantes 4 (26,7%) 7 (25%) 9 (45%)
Raca
Mulheres brancas 12 (80%) 17 (60,7%) 17 (85%)
Mulheres nao brancas 3 (20%) 11 (39,3%) 3 (15%)
Contracepciao hormonal 2 (13,3%) 5 (17,9%) 2 (10%)
Ligadura tubaria 3 (20%) 3 (10,7%) 4 (20%)
Status hormonal
Idade reprodutiva 12 (80%) 23 (82,1%) 10 (50%)
Menopausa 3 (20%) 5(17,9%) 10 (50%)

9

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

10Ferderal do Tridngulo Mineiro (Anexo A). Consentimento livre e esclarecido por escrito foi

11obtido de cada paciente ou de seus familiares.

12

13

14

15
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1 4.1.2 Critério de inclusio

2 Diagnostico pds-operatorio de tumor nao neoplasico ou neoplasico primario de ovario

3(benigno ou maligno) pelo andtomo-patoldgico em parafina.

5 4.1.3 Critérios de exclusao

6 a) Presenca de tor¢ao do pediculo anexial;

7 b) Rotura do cisto durante o procedimento cirtrgico;

8 ¢) Neoplasia maligna secundaria de ovario (metastase);

9 d) Tratamento prévio a cirurgia (Quimioterapia).

10

11

12

13

14

15

16

17
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14.2 METODOS

2 4.2.1 Modelo de estudo

3 Estudo prospectivo.

4

5 4.2.2 Coleta do liquido intracistico

6 Todos os tumores ovarianos das pacientes submetidas a laparotomia exploradora com

7massa ovariana cistica, ou solida com dareas cisticas, foram submetidos a pungdo,
8imediatamente apods a exérese do cisto, para a obtencdo de 20ml do conteudo intracistico para
9a avaliagdo do microambiente tumoral. Foram utilizadas seringas de 20ml e agulhas 18G x
1011,2; 1,2 x 40, estéreis, e o liquido coletado por aspiracao lenta foi colocado em 2 frascos
11estéreis, em caixa de isopor com gelo para o transporte até o laboratério da Disciplina de

12Farmacologia. O liquido intracistico ovariano foi a seguir centrifugado (1500 rpm, 10 min) ¢ o

13sobrenadante coletado foi estocado (- 20°C) até o experimento para a quantificagdo de

14metabolitos de NO (TAVARES-MURTA et al., 2004).

15

16

17

18

19
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14.2.3 Anatomo-patologico

2 Foi realizado estudo andtomo-patoloégico dos cortes embebidos em parafina pelo
3Servico de Patologia Cirurgica do Hospital Escola - UFTM, sendo que os casos foram
4revisados por um unico observador da Disciplina de Patologia Especial do Departamento de

5Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

6 A avaliacdo anatomo-patolégica ¢ o estadiamento dos casos foram realizados de
7acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da Satde (SEROV et al., 1973) e
8International Federation of Gynaecology na Obstetrics — FIGO (FIGO, 1971) (Anexos B e C).
9 Todos os dados clinicos, laboratoriais e histologicos foram arquivados em banco de

10dados especifico para o estudo.

11

124.2.4 Dosagem de Metabdlitos de NO

13

14 A quantificagdo do nitrato foi determinada através da reducdo enzimatica do nitrito
15com a nitrato redutase, conforme descrito (SCHMIDT et al., 1989). As amostras (40 pL)
16foram incubadas com o mesmo volume de tampao redutase (fosfato de potéassio 0,1M, pH 7.5;
17contendo 1 mM de NADPH, 10 mM de FAD e 4UI de nitrato redutase/mL) durante 20 h a
1837°C. Uma curva padrdo de nitrato foi determinada por incubagdo de nitrato sodico (10 a
19200 pM) com tampao. A quantidade total de metabolitos de NO foi entdo determinada pelo
20ensaio colorimétrico baseado na reagdo de Griess (GREEN et al., 1981). A absorbancia foi

21medida a 546 nm. Os resultados foram expressos como UM de NO5 + NO;.
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14.2.5 Deteccao da enzima NOS

3 Os espécimes obtidos por ressec¢do cirargica foram processados em parafina. Os
4casos que preencheram os critérios apos o estudo pela técnica de Hematoxilina-eosina foram
Srevisados por patologista experiente e os blocos dos casos escolhidos foram submetidos a
6novos cortes com 4 um de espessura, em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma®
7A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase.
8 As laminas permaneceram na estufa a uma temperatura de 56°C por um periodo de 24
Ohoras, e em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, permanecendo cerca de 5
10minutos em cada, e desidratadas em 3 banhos de alcool absoluto € 1 banho de alcool a 80%,
I1cerca de 10 segundos em cada.
12 Posteriormente, as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina
13tamponada, o PBS (pH 7,2), durante 5 minutos, para hidratagdo. Logo depois, o excesso de
l4tampao foi removido e a borda do corte seca, cuidadosamente, com papel absorvente. As
15laminas foram colocadas em uma bandeja, foi adicionada dgua oxigenada a 3% sobre cada
16corte, durante 10 minutos, para ocorrer o bloqueio da peroxidase endoégena. Novamente, foi
17realizada a lavagem em PBS.
18 A seguir, foi realizada a recuperagdo dos antigenos. As laminas foram colocadas em
19tubos de citologia contendo solug¢ao tampao Citrato 10mM (pH 6,0), que foram vedados com
20papel aluminio e colocados dentro de uma panela a vapor (ARNO®) durante 30 minutos a uma
21temperatura de 100°C. Entdo, os tubos foram retirados de dentro da panela e colocados sobre a

22bancada para seu resfriamento. Apds esta etapa, as laminas foram novamente lavadas em 3
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Ibanhos de tampao PBS e incubadas com o anticorpo primario em torno de 18 horas, em

2camara umida, com temperatura de 3 a 4°C.

3 O anticorpo foi diluido em soro de albumina bovina (Sigma®) de acordo com as

4indicacdes presentes em suas especificacdes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a

52%) e anticorpo primario permitem bloquear as ligagcdes inespecificas, para reduzir coloragao

6de fundo.

7 ApoOs a incubacdo overnight a 4°C com o anticorpo primario (Santa Cruz

8Biotechnology rabbit polyclonal 1gG 100pg/ml, dilui¢dao 1:200), as laminas foram colocadas

9em temperatura ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em PBS e secas, como
10anteriormente. O anticorpo secundario biotinilado (Dako Cytomation LSAB and System-HRP)
11foi adicionado em cada lamina por 30 minutos, em temperatura ambiente, em camara umida.
12Em seguida, ocorreram lavagens em PBS, e as laminas foram secas. O complexo
13estreptoavidina peroxidase (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) foi adicionado por 30
14minutos nas mesmas condi¢des acima.
15 Apds lavagem em PBS, as laminas foram reveladas, através da adi¢@o de uma solucao
l6¢cromogena, o Diaminobenzidine (DAB) (Dako Cytomation Liquid DAB and substrate
17Chromogen System), por 5 minutos. Concluido o tempo, as laminas foram lavadas em agua
18corrente e contra-coradas em hematoxilina de Harris.

19 Finalmente, as laminas foram imersas em 3 banhos de alcool absoluto por cerca de 10
20segundos cada, para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e 3 banhos de xilol,
21por 5 minutos cada. As laminulas foram adicionadas sobre as laminas com entellan para
22posterior analise.

23 As solugdes e tampodes utilizados constam no anexo D.
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1 Foram utilizados controles positivo ¢ negativo. Dois observadores avaliaram as
2laminas. A intensidade de marcacdo foi avaliada subjetivamente utilizando-se 0 a 3: 0
3(nenhuma marcagao), 1 (marcagdo fraca), 2 (marca¢do moderada), 3 (marcagao forte) (Figuras
41 a 4) (OZEL et al., 2006).

5

6

10
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5

Figura 2: Marcagao imuno-histoquimica 1 de anticorpo policlonal anti-NOSi (400X).
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Figura 3: Marcacao imuno-histoquimica 2 de anticorpo policlonal anti-NOSi (400X).
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Figura 4: Marcagao imuno-histoquimica 3 de anticorpo policlonal anti-NOSi (400X).
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14.2.6 Banco de dados

2 Os dados clinicos, laboratoriais e cirirgicos das pacientes estudadas foram arquivados
3em banco de dados especifico para o estudo. Foram utilizados o Microsoft Excel® e Microsoft

4Word®.

64.2.7 Analise Estatistica

7 Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat software. A concordancia entre dois
8observadores do estudo imuno-histoquimico foi realizado através do kappa: x < 0,40:
9concordancia fraca; 0,4 < k < 0,8: concordancia moderada; 0,8 < k < 1,0: concordancia forte;
10k = 1,0: concordancia perfeita (ARANGO, 2001). A primeira taxa de concordancia entre os
11observadores foi de 90,7% (x = 0,94). Todos os casos discordantes foram reavaliados e o

12resultado foi definido por consenso.

13 Teste exato de Fisher foi utilizado para comparar os resultados obtidos por imuno-
14histoquimica para NOSi e para avaliar a relacdo da expressdo de NOSi e dos niveis de
15metabolitos do NO com o estadiamento e o grau de diferenciagdo tumoral. Dados dos niveis
16de metabodlitos de NO foram expressos por média e desvio-padrdo, e os valores foram
17comparados por ANOVA, seguido do teste de Tukey para comparacdes individuais. A
18correlagdo entre os niveis de NO intracistico e a marcagdo imuno-histoquimica da enzima
19NOSi tecidual foi avaliada pelo Teste de correlagdo de rank de Spearman. Foram considerados

20significativos os valores de p menor que 0,05.

21



31 31

14.2.8 Redaciao do texto

2 A redagdo do texto foi confeccionada seguindo as normas técnicas da Associagdo

3Brasileira de Normas Técnicas.
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1 5. RESULTADOS

35.1 Caracteriza¢ao dos tumores
4
5 As tabelas 2, 3 e 4 mostram os subtipos histologicos de tumores ndo neoplasicos,
6neoplasias benignas e neoplasias malignas, respectivamente. A tabela 5 mostra a distribui¢do
7dos estadiamentos das neoplasias malignas de ovario.
8
9
10
11

12Tabela 2. Distribuicdo dos tumores ndo neopldsicos de acordo com o diagndstico
13histopatologico.

Tumores nao neoplasicos n %
Cistos serosos 10 66,7
Cistos funcionais 5 333
Total 15 100

14

15

16
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1Tabela 3. Distribuicdo das neoplasias benignas de ovario segundo o diagnostico
2histopatologico.

Neoplasias benignas n %
Cistoadenoma seroso 11 39,3
Cistoadenoma mucinoso 6 214
Teratoma cistico 6 21,4
Cistoadenofibroma seroso 3 10,7
Cistoadenoma sero-mucinoso e tumor de Brenner 1 3,6
Cistoadenoma mucinoso e tumor de Brenner 1 3,6
Total 28 100

3

4

STabela 4. Distribuicdo das neoplasias malignas de ovario segundo o diagnostico

6histopatologico.
Neoplasias malignas n %o
Cistoadenocarcinoma seroso 7 35
Tumor de células da graulosa tipo adulto 4 20
Cistoadenoma mucinoso borderline 3 15
Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 10
Adenocarcinoma endometridide 1 5
Teratoma imaturo com carcinoma epidermoide 1 5
Adenocarcinoma pouco diferenciado 1 5
Cistoadenoma seroso borderline 1 5
Total 20 100

7

8

9

10
11 Tabela 5. Distribuicdo das neoplasias malignas de ovario conforme o estadiamento.

12

Estadiamento n %
IA 5 25
IB 1 5
IC 2 10
1A 1 5
IIIC 10 50
v 1 5
Total 20 100
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15.2 Marcaciao imuno-histoquimica para a enzima NOSi

2

3 Houve amostras suficientes para o estudo imuno-histoquimico de 15 tumores ndo-
4neoplasicos, 21 neoplasias benignas e 18 neoplasias malignas.

5

6 Os resultados da marca¢do imuno-histoquimica estdo demonstrados na tabela 6.
7Marcacdo < 1 foi considerada fraca intensidade e marcagdo > 2 foi considerada forte
8intensidade. Marcacao forte de NOSi foi significativamente mais freqiiente em cancer de
9ovario comparado com tumores nao neopldsicos (p = 0,0014) e neoplasias benignas (p =
100,0003).

11

12

13

14

15Table 6. Marcagdo imuno-histoquimica de NOSi em tumores ndo neoplésicos, neoplasias
16benignas e neoplasias malignas de ovario.

Forte intensidade Fraca intensidade de
de NOSi NOSi
Tumores niao neoplasicos (n = 15) 5 (33,3%) 10 (66,7%)
Neoplasias benignas (n = 21) 6 (28,6%) 15 (71,4%)
Neoplasias malignas (n=18) ** 16 (88,9%) 2 (11,1%)

17Teste exato de Fisher; *p = 0,0014 comparado com tumores ndo neoplasicos; 'p = 0,0003
18comparado com neoplasias benignas.

19
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1 A tabela 7 mostra a relagdo entre a marcagao imuno-histoquimica de NOSi e o grau de
2diferenciagdo tumoral. Os casos de cancer de ovario foram divididos em 2 grupos: tumores
3bem diferenciados e tumores moderada / pobremente diferenciados. Os tumores de células da
4granulosa e os tumores de malignidade borderline foram incluidos no grupo de tumores bem
Sdiferenciados. A marcagdo imuno-histoquimica foi analisada como fraca / moderada
6intensidade (marcagdes 1 / 2) ou forte intensidade (marcacdo 3) de NOSi. Nenhum caso
7maligno teve marcagdo 0 de NOSi. Expressao de NOSi em forte intensidade em tumores bem
8diferenciados foi significativamente mais alta que em tumores moderada / pobremente
9diferenciados (p = 0,004).

10

11

12Tabela 7. Expressdao imuno-histoquimica de NOSi e grau de diferenciagdo tumoral em
13pacientes com neoplasia maligna de ovario.

Forte intensidade Fraca e moderada
de NOSi intensidade de NOSi

Tumores bem diferenciados 8 (72,7%) 3 (27,3%)
(n=11)
Tumores moderada e pobremente 0 (0%) 7 (100%)
diferenciados (n=7)

14 p = 0,004 (Teste exato de Fisher)

15
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1 A tabela 8 mostra a relagdo entre a marcacdo imuno-histoquimica de NOSi e o
2estadiamento tumoral. A comparacdo foi realizada entre estadiamento I e estadiamentos
31II / IV. Nao havia nenhuma paciente em estadiamento II. A marca¢do imuno-histoquimica foi
4analisada como fraca / moderada intensidade (marcagdes 1 / 2) ou forte intensidade (marcagao
53) de NOSi. Nao houve diferenca significante entre a expressao de NOSi e o estadiamento
6tumoral.

7

8

9

10Tabela 8. Expressdo imuno-histoquimica de NOSi e o estadiamento tumoral em pacientes
11com neoplasia maligna de ovario.

Forte intensidade Fraca e moderada
de NOSi intensidade de NOSIi
Estadiamento I (n = 6) 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Estadiamentos 111 e IV (n=12) 4 (33,3%) 8 (66,7%)
12 p =0,3213 (Teste exato de Fisher)
13
14
15
16
17 Durante o seguimento, cinco (27,8%) de 18 pacientes morreram e dessas, apenas uma

18apresentava expressao forte da enzima.
19
20
21
22

23



37 37

15.3 Concentracao de nitrato no liquido intracistico
2
3 Amostras do liquido intracistico foram testadas para metabolitos de NO a fim de
4estudar a producdo do NO no microambiente tumoral. Um tumor nao-neopldsico, uma
Sneoplasia benigna e duas neoplasias malignas ndo foram testadas porque a consisténcia do
6fluido cistico era viscosa. A média dos niveis de metabodlitos de NO estava significativamente
7aumentada (p = 0,045) em tumores malignos (75,7 uM; n = 18) comparada com neoplasias
8benignas (38,5 uM; n = 27), mas ndo houve significancia entre neoplasias malignas e tumores
9nao neoplasicos (40,9 uM; n = 14) (figura 5).
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2 NO3+NO2 pM

1001

75+

3 Tumores nio  Neoplasias Neoplasias
neoplasicos benignas malignas

4

5

6Figura 5. Médias + DP dos niveis de metabdlitos de NO em amostras do liquido intracistico
7obtidos de pacientes com tumores nao-neoplasicos (n = 14), neoplasias benignas (n = 27) e
8neoplasias malignas (n = 18). p = 0,045 (ANOVA), *p < 0.05 comparando com neoplasias
9ovarianas benignas (Tukey).
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1 A tabela 9 mostra a relagdo entre os niveis de NO intracistico e o estadiamento
2tumoral. Os casos de cancer de ovario foram divididos em dois grupos: niveis de NO < 80 uM
3e niveis de NO > 80 uM. O valor de 80 uM foi escolhido por ser préximo a mediana dos
4valores de NO intracistico nas neoplasias malignas (81,6 uM ). A comparacdo foi realizada
Sentre estadiamento I e estadiamentos ~ III / IV. Niveis intracisticos de NO > 80 uM foram
6significantemente mais freqiientes em estadiamento I que em estadiamentos III / IV
7(p = 0,0498).

8

9
10

11Tabela 9. Niveis de NO intracistico ¢ estadiamento tumoral em pacientes com cancer de
120vario.

Niveis de NO >80 uM  Niveis de NO < 80 uM
Estadiamento I (n = 7) 6 (85,7%) 1 (14,3%)
Estadiamentos 11l e IV (n=11) 3 (27,3%) 8 (72,7%)
13 p =0,0498 (Teste exato de Fisher)
14
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1
2 A tabela 10 mostra a relagdo entre os niveis de NO intracistico ¢ o grau de
3diferenciacdo tumoral. Os casos de cancer de ovario foram divididos em 2 grupos: tumores
4bem diferenciados e tumores moderada / pobremente diferenciados. Os tumores de células da
Sgranulosa e os tumores de malignidade borderline foram incluidos no grupo de tumores bem
6diferenciados. Os casos de cancer de ovario foram divididos em dois grupos: niveis de
7NO < 80 uM e niveis de NO > 80 uM. Nao houve significancia estatistica entre os niveis de
8NO e o grau de diferenciagdo tumoral.
9
10
11
12

13Tabela 10. Niveis de NO intracistico e o grau de diferenciagdo tumoral em pacientes com
l4cancer de ovario.

Niveis de NO >80 pM  Niveis de NO <80 uM

Tumores bem diferenciados 8 (66,7%) 4 (33,3%)
(n=12)
Tumores moderada e 1 (16,7%) 5(83,3%)
pobremente diferenciados (n=6)

15 p =0.1312 (Teste exato de Fisher)
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15.4 Expressao de NOSIi e niveis de metabolitos de NO

2

3 A correlagdo entre a producdo de NO e a expressdo da NOSi no tecido tumoral esta
4mostrada na tabela 11. Nao houve correlacdo significante entre os niveis de NO intracistico e a

Sexpressao de NOSi no tecido ovariano.

6

8

9Tabela 11. Correlagdo entre a expressao de NOSI tecidual e os niveis de metabolitos de dxido
10nitrico em relagdo ao grupo estudado.
Grupo Forte intensidade
de NOSi
Tumores nao neoplasicos (n = 14) r=0.1595; p =0.5861
Neoplasias benignas (n = 20) r=0.09415; p =0.6930
Neoplasias malignas (n = 16) r=0.1188; p=0.6612
11 Teste de correlacdao de rank de Spearman.
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1

2

3 6. DISCUSSAO

4

5 As pacientes com neoplasia maligna de ovario tiveram média de idade um pouco

6superior em relacdo as neoplasias benignas e tumores nao neopléasicos. Porém, essa média foi
7menor que a relatada pela literatura (YANCIK, 1993). Isso pode ser explicado pela inclusdo de
8tumores de células da granulosa, que ocorrem com maior freqiiéncia em idades mais jovens
9(BJORKHOLM & PETTERSON, 1980; SCHWEPPE & BELLER, 1982). Isso também pode
10explicar o fato de metade dessas pacientes se encontrarem ainda no menacme.
11 Também estd de acordo com a literatura o fato de apenas 15% das mulheres com
12cancer de ovario serem de raga nao branca (McGOWAN, 1989). Além disso, apenas 10%
13utilizaram anticoncep¢do hormonal durante a vida, refor¢cando a hipotese de que ovulagdes
l4repetidas poderiam servir como fator de transformacdo maligna do epitélio de superficie
150variana (FATHALLA et al., 1971). Porém, ndo houve diferenca significativa entre a média
16de paridade do grupo maligno com os demais grupos. MURTA et al. (1995), avaliando
17pacientes com neoplasias malignas, encontraram média superior a quatro gestagdes por
18paciente, em nosso meio.
19 Em relagdo ao estadiamento, 40% das pacientes foram diagnosticadas em estadiamento
201 (ndo houve estadiamento II), e 60% em estadiamentos III ou IV. Grande parte das neoplasias
21malignas de ovario ¢ diagnosticada em estadiamentos III e IV (YANCIK, 1993). Cerca de um
22terco dos casos de cancer de ovario sdo diagnosticadas em estadiamentos I ou II (HACKER et

23al., 1983).
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1 A produgao diferencial de NOSi entre tumores ndo neoplasicos, neoplasias benignas e
2neoplasias malignas sugere um papel do NO na carcinogénese ovariana. Nossos resultados
3mostraram uma alta positividade da enzima NOSi em neoplasias ovarianas malignas
4comparadas com neoplasias benignas e tumores ndo neoplésicos. Apenas 2 (11,1%) casos com
Scancer de ovario ndo apresentaram positividade para esta enzima. De acordo com esses
6achados, a literatura mostra que a maioria das neoplasias ovarianas malignas apresenta
7atividade da NOS, enquanto que ela foi detectada em baixos niveis em pacientes sem cancer
8(THOMSEN et al., 1994).

9 Contudo, a presenga de NOSi também foi detectada em cerca de um terco das
10neoplasias benignas e tumores nao-neoplasicos (33,3% e 28,6%, respectivamente). Isto esta de
11acordo com a literatura, que mostra que a presenca da enzima NOSIi ndo esta limitada a doenca
12maligna, mas sua expressao também pode estar presente em condigdes benignas (KLIMP et al
132001).

14 A expressao da enzima NOS foi demonstrada em tecido maligno de tumores
15ginecolégicos, de mama, sistema nervoso central, gastricos e colorretais, tendo um importante
16papel na progressao do cancer (THOMSEN et al., 1995; COBBS et al., 1995; JAISWAL et al.,
172001; CIANCHI et al.,, 2003; CIANCHI et al., 2004; ICHINOE et al.,2004). O NO ¢
18molécula-chave sinalizadora que regula a tumorigénese (JAISWAL et al., 2001). Ha
19evidéncias de que o NO produzido por células tumorais pode induzir a vasodilatagdo e
20aumentar a angiogénese, sendo favoravel ao tumor (CHATWAL et al., 1996; BUSSOLINO et
21al., 1996). Uma associacdo positiva foi encontrada entre a expressao do NOSi e o aumento da
22densidade de microvasos tumorais em cancer colorretal humano (CIANCHI et al., 2003).
23Além disso, a expressiao de NOSi em neoplasia maligna endometrial foi associada com o

24aumento da vascularizagdo e invasdo tumoral (LI et al., 2005). Malone et al. (2006)
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Iconfirmaram o papel potencial da NOSi na angiogénese do tumor ovariano, in vitro, €
2sugeriram que a inibi¢do da NOSi na angiogénese tumoral ovariana poderia contribuir como
3uma nova opg¢ao terapéutica para o cancer de ovario. O NO tem também papel, in vivo, na
4manutencdo do fluxo sangiiineo tumoral, desde que a inibi¢do da sintese do NO promove
Satividade anti-vascular (NG et al., 2007). Como a vasodilatagdo persistente ¢ um aspecto
6associado a vasculatura tumoral e de tecidos adjacentes, o NO produzido pelo endotélio
7vascular no proprio tumor ou proximo a ele poderia regular o fluxo sangiiineo tumoral
8(MALONE et al., 2006).

9 Ha uma complexa relagdo entre a expressao de NO, a resposta imune e a progressao do
10cancer. Ozel et al. (2006) investigaram a expressio de COX-2 e NOSi em carcinomas de
Ilovario por imuno-histoquimica, e correlacionaram os resultados a outros parametros
12prognosticos. A expressdo de NOSi em carcinomas serosos e de baixo - grau foi
13significativamente mais alta que em carcinomas nao - serosos e de alto - grau. Tumores em
l4estadiamentos mais avancados expressaram baixos niveis de NOSi, e a média de tempo de
15sobrevida com baixa expressao de NOS foi mais curta que em tumores com alta expressao
l6dessa enzima. Mas essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Isso poderia ser
17devido a indug¢do da apoptose com alta expressdo de NOSi nos passos iniciais da
18carcinogénese, e com a progressdo tumoral, ocorreria a diminui¢do da NOSi ¢ NO, com
19inibi¢ao da atividade antiproliferativa. Por outro lado, uma correlagdo positiva da sintese de

20NO com a progressao tumoral foi demonstrada em cancer de mama (THOMSEN et al., 1995).

21 Em nosso estudo, pacientes do grupo maligno em estadiamentos iniciais exibiram ni-
22veis significativamente mais altos de NO intracistico. Além disso, a expressdo da enzima

23NOSi em carcinomas bem diferenciados foi significativamente mais alta que em carcinomas
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Imoderada e pobremente diferenciados. Apenas uma das 5 pacientes que morreram no segui-
2mento tinha marca¢do imuno-histoquimica forte, sugerindo que a expressao da enzima NOSi
3poderia estar relacionada ao prognoéstico e a sobrevida. Foi demonstrado que o prognostico de
4pacientes com positividade da expressdo de NOSi em carcinoma ovariano foi melhor em rela-
5¢d0 a sobrevida relacionada a doenga (ANTILLA et al., 2007). Além disso, altos niveis de ati-
6vidade de NOSi e producdo de NO foram detectados em células ndo metastaticas, mas ndo em
7células metastaticas (XIE 1996).
8 Efeitos da produgdo de NO na biologia tumoral poderiam se alterar durante a
9progressdao tumoral (AMBS et al., 1998). Geralmente, o maior componente de células
10mononucleares associadas a tumores (TAM) produz citocinas tipo Th1l e Th2. Um progressivo
11desvio no comportamento das TAMs de células Thl a Th2 foi demonstrado durante a
12evolucao tumoral (MANTOVANI et al., 1997), o que potencialmente reduziria a resposta
13imune ao crescimento tumoral (GOEDEGEBUURE et al., 1997). Macréfagos podem
l14aumentar ou inibir o crescimento tumoral de acordo com o seu estado de ativacdo
IS(MANTOVANI et al.,, 1992). Dessa forma, ¢ possivel que as citocinas, em neoplasias
l6malignas avangadas, tenham fung¢do nos defeitos sistémicos da imunidade associada as
17neoplasias (MANTOVANI, 1994). Altas concentragcdes de NO induzem a apoptose, enquanto
18que em baixas concentragdes, ocorre o crescimento tumoral por inducdo da angiogénese

19(HAO et al., 2001).

20 Em contraste com os nossos achados, pacientes com tumores serosos ovarianos avan-
21cados que apresentaram expressdao imuno-histoquimica de NOSi e COX-2 tiveram mais curto

22intervalo livre de doencga e sobrevida, enquanto que pacientes com expressdo negativa de
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INOSi apresentaram completa resposta inicial a quimioterapia de primeira linha (RASPOLLI-

2NI el al., 2004).

3 Um aumento estatisticamente significante nos niveis de metaboélitos de NO foi encon-
4trado em pacientes com neoplasias ovarianas malignas em comparacao com neoplasias benig-
Snas. TAVARES-MURTA et al. (2004) estudaram a produgdo local de NO em pacientes com
6¢istos anexiais € mostraram que os niveis de metabolitos de NO foram significantemente au-
7mentados em neoplasias malignas em relagdo a tumores ovarianos benignos. Além disso, su-
8pernadantes de cultura de células de tumores malignos bem - diferenciados e borderline pro-
9duziram niveis aumentados de NO comparado com pacientes com tumores pobremente dife-
10renciados (THOMSEN et al., 1998).
11 Mas em nosso conhecimento, ¢ o primeiro estudo comparando a produgdo de NO
12intracistico e a expressdo de NOSi no tecido tumoral. Nossos resultados sugerem que o NO
13intracistico ndo foi produzido por células tumorais, ja que uma correlacdo significante entre a
l4producdo de NO e a marcacdo imuno-histoquimica de NOSi n3o foi encontrada. Em
15concordancia, a analise da producdao de NO de efusdes (fluido ascitico, cistico ou pleural) de
I6tumores ovarianos malignos mostrou uma correlagdo significante entre a percentagem de
17macroéfagos e os niveis de NO, sugerindo que essas células sdo as principais responsaveis pela
18sintese de NO no microambiente tumoral (THOMSEN et al., 1998).
19 Além disso, no cancer de ovario foi encontrada associagdo entre infiltrado de
20leucdcitos intracisticos aumentados e a producao de NO (TAVARES-MURTA et al., 2004). O
21NO produzido por linhagens celulares de carcinoma ovariano esta correlacionado com a
22intensidade da morte celular tumoral por apoptose (RIEDER et al., 2001). Junto a isso, nossos

23resultados sugerem que a enzima NOSi foi expressa por células tumorais. No entanto, a
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lenzima NOSi detectada em tumores ovarianos poderia também ser expressa em células imunes
2(SHERMAN et al., 1993; THOMSEN et al., 1998).

3 O NO ¢ produzido por varios tipos celulares, incluindo macréfagos, células endoteliais
4e algumas células de carcinoma. Células tumorais e infiltrado de células imunes podem gerar
S5NO in vitro (BUSSOLINO et al.,1996). Em nosso estudo, o NOSi detectado em células
6tumorais foi produzido por elas mesmas, e possivelmente os macrofagos produziram o NO
7intracistico. O NOSi também tem sido mostrado dentro de células imunes em tecido ovariano

8em células de linhagem tumoral (SHERMAN et al., 1993).

9 Altas concentragdes de NO podem mediar atividade tumoricida, enquanto que baixas
10concentragdes tém sido associadas ao crescimento tumoral. Efeitos aparentemente opostos do
11NO tém sido atribuidos a fatores, tais quais as diferengas nas isoformas da enzima NOS, niveis
12de expressdo, linhagem celular, ou heterogeneidade dos tecidos neoplasicos (XIE & FIDLER,
131998). Nao somente a producdo de NO, mas também a citotoxicidade podem ser totalmente
14inibidas pela adicdo de um inibidor especifico de NOS, sugerindo que macréfagos ativados
15podem mediar citotoxicidade NO - dependente. Portanto, a modula¢do da expressdo do gene
16NOS pode ser manipulada para controlar o crescimento dos tumores e metéastases (SHI et al.,
172000).

18 A producao de NO reflete ndo somente a natureza maligna ou nao do tumor ovariano,
19mas sua quantidade pode espelhar também o estadiamento e grau de diferenciacdo tumoral.
20Novos estudos sdo necessarios para elucidar a questdo sobre o papel do 6xido nitrico nas
21neoplasias ovarianas, € o seu comportamento nos diversos estadiamentos tumorais e no
22microambiente tumoral. O NO ¢, portanto, um alvo atraente para novas estratégias de

23diagnostico, e para futuros métodos de terapia anticancer.
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1 Os resultados mostram que as neoplasias malignas de ovario possuem um maior nivel
2de expressdo da enzima NOSI tecidual e niveis mais altos de produgdo de NO no liquido
3intracistico tumoral quando comparadas com neoplasias benignas e tumores nao neoplasicos,
4dados confirmados pela literatura. Em relacdo as neoplasias malignas, em tumores bem
Sdiferenciados, ¢ maior a quantidade de NOSi expressa no tecido, e em estadiamentos iniciais,
60s niveis de metabolitos de 6xido nitrico apresentam-se mais altos. Nao houve significativa
7correlagdo entre a producao do NO tecidual e do NO intracistico, comprovando a hipotese de
8que a sua produgdo ¢ realizada em locais distintos, sugerindo que o NO tecidual seja
9produzido pela propria célula tumoral, € que o NO intracistico seja produzido por macrofagos.
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7. CONCLUSOES

A expressdao de NOSi no tecido de neoplasias malignas de ovario ¢ mais alta em

relag@o a neoplasias benignas e tumores ndo neoplasicos.

A producdo de metabolitos de 6xido nitrico estd aumentada em neoplasias malignas de

ovario quando comparada com neoplasias benignas.

A expressdo da enzima NOSi estd aumentada em tumores bem diferenciados quando

comparada com tumores moderada ou pobremente diferenciados.

Os niveis de NO intracistico estdo aumentados em estadiamento I do cancer de ovario

em relagdo aos estadiamentos Il e I'V.

. Nao ha uma correlagdo significativa entre os niveis de NO intracistico e a expressdo de

NOSi no tecido tumoral.
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3 8. RESUMO

4

SIntrodu¢ao: O 6xido nirico (NO) ¢ um mensageiro biolodgico sintetizado pelo aminoacido L-

6arginina pela acdo da enzima sintase de 6xido nitrico (NOS). A NOS neuronal ¢ a endotelial

7sdo constitutivas em muitos tipos celulares, enquanto a NOSi ¢ induzida em leucocitos, células

8endoteliais e outros tipos celulares apos a estimulagdo por endotoxina de bactérias ou

9citocinas, com NO produzido em altas concentragdes. O NO pode apresentar um duplo papel
10no desenvolvimento tumoral. Evidéncias sugerem que ele € citotoxico e citostatico contra
I 1microrganismos e células malignas. Mas a produ¢ao de NO por células neoplasicas promove a
12angiogénese, essencial ao crescimento e manutengdo do tumor, podendo aumentar seu
13comportamento metastatico. NO ¢ uma molécula sinalizadora biologica, mas quando

14produzida por longo periodo de tempo, o excesso de NO poderia levar a mutagdes e ao cancer.

15

160bjetivos: Quantificar os niveis de metabolitos de NO em tumores ovarianos e avaliar se
17existem diferencas de seus niveis entre tumores ndo neopldsicos, neoplasias benignas e
18neoplasias malignas primarias de ovario; verificar a expressao da enzima NOSi no tecido de
19tumores nao neoplasicos, neoplasias benignas e malignas primarias de ovario; investigar a
20relagao entre a expressao da enzima NOSIi e o estadiamento e grau de diferenciacao tumoral
21nas neoplasias malignas de ovdrio; investigar a relagdo entre os metabolitos de NO e o
22estadiamento e grau de diferenciagdao tumoral nas neoplasias malignas de ovario; correlacionar

23a producao de NO intracistico com a expressao da enzima NOSi tecidual.



51 51

2Material e Métodos: O estudo envolveu 63 mulheres submetidas a cirurgia para tumor
3anexial, divididas em 3 grupos: tumores ndo-neoplasicos (n=15), neoplasias benignas (n=28),
4e neoplasias malignas (n=20). O fluido cistico foi coletado por pungdo apds a ressecgdo

Scirargica para a determinacdo da concentracdo de nitrato (método de Griess). Estudo imuno-

6histoquimico para NOSi foi realizado no tecido tumoral.

7

8Resultados: Marcagdo da NOSi foi significativamente aumentada em cancer de ovario

9comparado com tumores nao-neoplasicos (p=0,0014) e neoplasias benignas (p=0,0003). Os
10niveis de metabolitos de NO estavam significantemente aumentados em tumores malignos
11comparados com neoplasias benignas (p=0,045). Em cancer de ovario, o nimero de casos com
I12NO intracistico > 80 puM em estadiamento I foi significativamente mais alto quando
13comparado com NO intracistico < 80 uM (p=0,0498). A expressdo da NOSi em tumores bem
l4diferenciados foi significantemente mais alta que em tumores moderada e pobremente
15diferenciados (p=0,004). Nao houve correlagdo significativa entre o NO intracistico ¢ a
16intensidade de marcacao imuno-histoquimica.

17

18Conclusdes: A expressdo de NOSi no tecido de neoplasias malignas de ovario ¢ mais alta em
19relacdo a neoplasias benignas e tumores nao-neoplasicos; a produgdo de metabolitos de 6xido
20nitrico estd aumentada em neoplasias malignas de ovario; a expressdo da enzima NOSi esta
2laumentada em tumores bem diferenciados comparado com tumores moderada ou pobremente
22diferenciados; niveis de NO intracistico estdo aumentados em estadiamento I do cancer de
23ovario comparado com estadiamentos III e IV; ndo hd uma correlacdo significativa entre os

24niveis de NO intracistico e a expressao de NOSi no tecido tumoral.
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5 9. ABSTRACT

6

7Introduction: Nitric oxide (NO) is a biological messenger synthesized from the L-arginine

8amino acid by the action of the nitric oxide synthase (NOS) enzyme. The endothelial and

9neuronal NOS are constitutive in many cell types, while the inducible NOS (iNOS) is induced
10in leucocytes, endothelial cells and other cell types after stimulation by bacterial endotoxin or
I1cytokines, with NO produced at higher concentrations. NO can present a dual role in tumor
12development. Evidences suggest that it is cytotoxic and cytostatic against microorganisms and
13malignant cells. The NO production by neoplastic cells promotes angiogenesis, essential to the
l4growing and maintenance of the tumor, besides it can increase the metastatic behavior of the
15tumor. NO is a biological signaling molecule, but when produced for a long period of time, the
16excess of NO could lead to mutations and to cancer.
17
180bjectives: The objectives of this study were to quantify the levels of NO metabolites and the
19expression of iNOS enzyme in ovarian tumors; to evaluate the relationship of NOS expression
20and the levels of NO metabolites with the ovarian cancer staging and the grade of tumoral
2 ldifferentiation; to compare intracystic nitrate levels with immunohistochemical staining of the
22iNOS enzyme.

23
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1

2

3Material and Methods: The study enrolled 63 women underwent surgery for an adnexal
4mass, divided in three groups: non-neoplastic tumors (n=15), benign neoplasias (n=28), and
Smalignant neoplasias (n=20). The cystic fluid samples were collected by punction after
6surgical resection for determination of nitrate concentration (Griess method).
7Immunohistochemical study was performed in the tumoral tissue.

8

9Results: iNOS immunostaining was significantly increased in ovarian cancer compared with
10non-neoplastic tumors (p=0.0014) and benign neoplasias (p=0.0003). The NO metabolite
11levels were significantly increased in malignant tumors compared to benign neoplasias
12(p=0.045). In ovarian cancer, the number of cases with NO intracystic levels > 80 uM in stage
131 was significantly higher compared with NO intracystic levels < 80uM (p=0.0498). The
l4expression of iNOS in well - differentiated carcinomas was significantly higher than in
15moderately / poorly differentiated tumors (p=0.004). There was not correlation between
16intracystic NO levels and intensity of immunohistochemical staining.

17

18Conclusion: Expression of iNOS enzyme in the tissue of malignant neoplasias of the ovary is
19higher related to the benign neoplasias and non-neoplastic tumors; production of NO
20metabolites is increased in ovarian malignant neoplasias; expression of iNOS is increased in
21well - differentiated tumors compared to moderately / poorly differentiated tumors; NO
22intracystic levels is increased in stage I of ovarian cancer compared to stages III / IV; and

23there is not a correlation between intracystic NO levels and NO produced in the tissue.
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ANEXO B

CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES OVARIANOS

SEGUNDO A OMS

6Tumores epiteliais comuns

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Tumores serosos
1. Benignos
= (Cistoadenoma e cistoadenoma papilifero

= Papiloma superficial

Adenofibroma e cistoadenoma fibroma
2. Borderline
* Cistoadenoma e cistoadenoma papilifero
* Papiloma superficial
* Adenofibroma e cistoadenofibroma

3. Malignos
Adenocarcinoma, adenocarcinoma papilifero e cistoadenocarcinoma papilifero
Carcinoma papilifero superficial

Adenofibroma maligno e cistoadenofibroma

Tumores mucinosos
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

1. Benignos
e Adenoma e cistoadenoma
* Adenofibroma e cistoadenofibroma
2. Borderline
e Adenoma e cistoadenoma
* Adenofibroma e cistoadenofibroma
3. Malignos
e Adenocarcinoma e cistoadenocarcinoma
* Adenofibroma maligno e cistoadenofibroma
e Tumores endometridides
4. Benignos
* Adenoma e cistoadenoma
e Adenofibroma e cistoadenofibroma
5. Borderline
* Adenoma ¢ cistoadenoma
e Adenofibroma e cistoadenofibroma
6. Malignos
a) Carcinoma
= Adenocarcinoma
= Adenoacantoma
= Adenofibroma maligno
b) Sarcomas do estroma endometridide

¢) Tumores mesodérmicos mistos
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10

11

12

13

14

15

Tumores das células claras (mesonefroide)
* Benignos: adenofibroma
* Borderline
* Malignos: adenocarcinoma e carcinoma
Tumores de Brenner
7. Benignos
8. Borderline
9. Malignos
Tumores epiteliais mistos
10. Benignos
11. Borderline
12. Malignos

Carcinomas indiferenciados

Tumores epiteliais ndo especificados

16Tumores dos cordoes sexuais

17

18

19

20

21

22

23

1. Tumores da células granulosas-estromaticas
12. Tumores de células granulosas

13. Tumores do grupo tecoma-fibroma

2. Androblastomas (tumores de Sertolio-Leydig)
3. Ginandroblastomas

4. Nao-classificados

68
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1

2Tumores de células lipoidicas

3

4Tumores de células germinativas

5

10

11

12

13

14

15

16

171.

18

19

20

21

22

Disgerminomas
Tumores do seio endodérmico
Carcinoma embrionario
Poliembrioma
Coriocarcinoma
Teratomas

= Imaturos

=  Maduros

= So6lidos

= (Cisticos

* Cistos dermoides
* Cisto dermoide com transformagao maligna

Especializados

Formas mistas

23Gonadoblastomas

Struma ovarii

Carcinoide
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1 a) Puros

2 b) Mistos

3

4Tumores de tecidos moles inespecificos do ovario
STumores nao classificados

6Tumores metastaticos

7Lesoes tumor-similes

8
9 * Luteoma gravidico
10 » Hiperplasia do estroma ovariano e hipertecose
11 * Edema macico
12 » Cistos foliculares solitarios e de corpo luteo
13 * Ovarios policisticos
14 * Cistos luteinicos multiplos
15 * Endometriose
16 » Inclusdes cisticas da superficie epitelial
17 * (Cistos simples
18 * Lesodes inflamatorias
19 * (istos paraovarianos
20
21
22

23
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ANEXO C

ESTADIAMENTO DA NEOPLASIA MALIGNA DE OVARIO (FIGO)

[A: tumor restrito a um ovario, sem ascite, capsula intacta

IB: tumor restrito aos dois ovarios, sem ascite, capsula intacta

IC: um ou dois ovérios; citologia petitoneal positiva (células neoplésicas), implante ou
capsula rota

ITA: tumor acomete utero e/ou tuba uterina

[IB: qualquer tecido intra-pélvico

IIC: IIA ou IIB, citologia petitoneal positiva (células neoplésicas)

[ITA: histologia positiva, sem alteragdes macroscopicas

[IB: nédulos de até 2 cm

IIC: nédulos maiores que 2 cm; nddulos inguinais ou retroperitoneais positivos

IV: metastase a distancia
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ANEXO D

SOLUCOES E TAMPOES UTILIZADOS NA IMUNO-HISTOQUIMICA

Tampao citrato de sodio

. 6,3g de acido citrico (1.00244.1000 — Merck)
. 3.000ml de H,O, destilada

. Aproximadamente 39ml de hidréxido de s6dio 2N para ajustar o pH (8 gramas de

NaOH, sodium hydroxide PA — 1064981000 — Merck, para cada 100ml de H,O,

destilada)

. Ajustar o pH da solug¢ao até atingir 6,0.

Solucido de BSA (albumina bovina)

* 1,0 grama de BSA (albumin Bovine — A7906 Sigma)

* 100ml de PBS para uso
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PBS (tampao salino tamponado)

* Solu¢ao-mae:
105 gramas de fosfato de so6dio monobdsico (sddio fosfato 10,5g monobdsico
monoidratado — 1.06346.1000 — Merck)

817 gramas de cloreto de sodio (Sodium Chloride — 1.06404.1000 - Merck). 81,7g

. 36 gramas de fosfato monossodico (Fosfato Monossodico 1-hidrato-Art. 6346).

3,6g.

. Ou fosfato de sodio dibasico dodeca hidratado (Na,HPO,4.12H,0)

10.000ml de H,O destilada
* Soluc¢do de uso:
1. 900ml de H,0 destilada

2. 100ml da solug@o-mae
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Tripsina

a) 0,250g de tripsina (Tripsin — T — 7409 - Sigma)
b) 100ml de PBS para uso
Obs: Separar em tubos de ensaio, contendo Sml em cada (cada tubo é

suficiente para recuperar 40 laminas, aproximadamente).
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