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RESUMO

INTRODUGCAO: O cancer ovariano ainda representa um grande desafio para a oncologia
ginecoldgica e a maioria das pacientes sdo diagnosticadas em um estagio avancado. E uma
doenca heterogénea e muitos estudos indicam que a inflamacao cronica é um dos mecanismos
centrais na sua patogénese. H& uma necessidade no desenvolvimento de novos biomarcadores
de diagndstico e prognostico do cancer ovariano, que podem também, idealmente, servir
como alvos de novas modalidades terapéuticas. Para isso, nossos objetivos foram comparar a
dosagem de citocinas (IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) e metabdlitos de 6xido nitrico
(NO) no liquido intracistico de tumores ndo neoplasicos, neoplasias benignas e malignas
primarias de ovario; e relacionar a dosagem de citocinas e metabdlitos de NO intracistico com
parametros clinicos, laboratoriais e patoldgicos de pacientes com neoplasia maligna primaria
de ovério.

PACIENTES E METODOS: Foram avaliadas 110 pacientes com diagndstico de massa
anexial. O critério de inclusdo foi diagnostico pos-operatério de tumor ndo neoplasico
ovariano ou neoplasia ovariana pelo anatomopatoldégico em parafina. A avaliacdo
anatomopatologica e o estadiamento dos casos foram realizados de acordo com os critérios da
International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO. Todos 0s tumores ovarianos
foram submetidos & puncéo logo apds a exérese da massa anexial. As concentracGes de IL-2,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a foram quantificadas por meio de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e a quantificacdo do nitrato foi determinada por meio da reducdo enzimatica do
nitrito com a nitrato redutase. Os Resultados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,
com poés-teste de Dunn. A avaliagdo dos fatores prognosticos foi realizada pelo teste de Mann
Whitney. Um valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
RESULTADOS: Houve aumento dos niveis de IL-6, e IL-8 e NO no grupo de neoplasias
malignas de ovario quando comparadas com o grupo de neoplasias benignas (p = 0,0006; p =
0,0110 e p = 0,0178, respectivamente). Houve niveis mais elevados de IL-2 nos tumores com
grau histolégico 1 quando comparados com grau histoldgico 2 e 3 (p = 0,0232). Niveis de IL-
8 foram mais altos em pacientes com Rela¢do Neutrofilo/Linfocito (RNL) maior que 2.6 (p =
0,0433) e em pacientes com sobrevida livre da doengca menor que 36 meses (p = 0,0288). Os
niveis de IL-10 foram mais altos em pacientes com dosagens de CA19.9 normais (p =
0,0019). Os niveis de TNF-o foram mais altos em tumores com modelo de carcinogénese do

tipo 2 (p = 0,0364) e em pacientes com Relacdo Plaquetas/Linfocitos (RPL) menor que 300 (p




= 0,0420). Os niveis de NO foram mais elevados em pacientes com RNL menor que 2.6 (p =
0,0443), assim como em pacientes com CA19.9 maior que 35U/mL (p = 0,0112).

CONCLUSAO: O aumento dos valores intracisticos de algumas citocinas podem estar
associados com o pior prognostico no cancer ovariano, especialmente IL-6 e IL-8. Novos
estudos com maior amostra de pacientes sdo necessarios para confirmar o papel das citocinas

como um fator de diagnostico e progndstico no cancer ovariano.

PALAVRAS-CHAVE: Citocinas. Oxido nitrico. Fatores progndsticos. Neoplasias ovarianas.




ABSTRACT

INTRODUCTION: Ovarian cancer still represents a major challenge for oncology
gynecology and most patients are diagnosed at an advanced stage. It is a heterogeneous
disease and many studies indicate that chronic inflammation is one of the main mechanisms in
its pathogenesis. There is a need for the development of new biomarkers for the diagnosis and
prognosis of ovarian cancer, which may ideally serve as targets for new therapeutic
modalities. For this, our objectives were to compare the dosage of cytokines (IL-2, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10 and TNF-a) and nitric oxide (NO) metabolites in non-neoplastic tumors, benign
neoplasms and malignant primary ovarian neoplasms; and to relate the dosage of cytokines
and intracellular NO metabolites with clinical, laboratory and pathological parameters of
patients with primary ovarian malignancy.

PATIENTS AND METHODS: We assessed 110 patients with an adnexal mass diagnosis. The
inclusion criterion was a postoperative diagnosis of a non-neoplastic ovarian tumor or ovarian
neoplasm by anatomopathological paraffin. The anatomopathological evaluation of tumors
and the staging of the malignant tumors were performed according to the criteria of the
International Federation of Gynaecology and Obstetrics - FIGO. All ovarian tumors
underwent puncture soon after excision of the cyst. The concentrations of I1L-2, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10 and TNF-a were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
nitrate quantification determined by enzymatic reduction of nitrite by nitrate reductase. The
results were analyzed by Kruskal-Wallis test, with Dunn's post-test. The evaluation of the
prognostic factors was performed by Mann Whitney test. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS: There was higher IL-6, IL-8 and NO levels in the ovarian malignancy group when
compared to the benign neoplasm group (p = 0.0006; p = 0.0110 and p = 0.0178,
respectively). There was higher IL-2 levels in tumors with histological grade 1 when
compared to histological grades 2 and 3 (p = 0.0112). IL-6 levels were higher in patients with
anemia (p = 0.0232). IL-8 levels were higher in patients with the Neutrophil/Lymphocyte
Ratio (NLR) greater than 2.6 (p = 0.0443), and in patients with disease-free survival less than
36 months (p = 0.0288). IL-10 levels were higher in patients with normal CA 19.9 (p =
0.0019). TNF-a levels were higher in tumors with Type 2 carcinogenesis model (p = 0.0364),
and in patients with Platelet/Lymphocyte Ratio (PLR) less than 300 (p = 0.0420). NO levels
were higher in patients with NLR less than 2.6 (p = 0.0443), as well as in patients with CA
19.9 greater than 35 U/mL (p = 0.0112).




CONCLUSION: Higher intracystic values of some cytokines are associated with worse
prognostic factors in ovarian cancer, especially IL-6 and IL-8. Further studies with a larger
sample of patients are needed to confirm the role of cytokines as diagnostic and prognostic

factors.

KEY-WORDS: Cytokines. Nitric oxide. Prognostic factors. Ovarian neoplasms.
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1 INTRODUCAO

Ja é conhecido que algumas lesdes ou condicBes patoldgicas podem ser associadas a
um maior risco de aparecimento de um cancer, tendo uma maior probabilidade de evoluir para
um tecido canceroso comparado ao tecido normal onde ela se desenvolve. Essas lesdes e
condicdes pré-cancerosas nem sempre sdo fadadas a desenvolver um tumor maligno, mas
sabemos que apresentam um potencial elevado e determinante na génese do tumor. As
neoplasias apresentam um papel importante nesse processo. Podemos conceituar neoplasia
como sendo um conjunto de lesbes que apresentam uma proliferacdo celular anormal,
descontrolada e auténoma, na qual as celulas reduzem ou perdem a capacidade de se
diferenciar em consequéncia de alteracdes nos genes reguladores do reparo do DNA e
impedindo que estes regulem o crescimento e a diferenciagéo celular. As neoplasias, no ponto
de vista clinico, podem ser divididas em duas grandes categorias: benignas e malignas
(BOGLIOLO, 2011). As neoplasias benignas sdo caracterizadas por uma massa localizada de
células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original e raramente
constituindo um risco de morte ao seu portador. Por outro lado, as neoplasias malignas sao
caracterizadas por massas celulares de crescimento rdpido e desordenado. As células
neoplasicas malignas apresentam caracteristicas agressivas e incontrolaveis, podendo invadir
outros tecidos e 6rgdos e espalhar-se para outras regides do corpo por metastases, provocando
perturbacdes homeostaticas graves que podem levar o individuo a morte (BOGLIOLO, 2011,
INCA, 2011). As caracteristicas de diferenciacdo das neoplasias benignas e malignas podem
ser vistas no Quadro 1.

Cancer ou neoplasia maligna é um termo genérico dado a um conjunto de mais de 100
doencas que apresentam em comum o crescimento anormal e descontrolado de células com
grande capacidade de invadir outros tecidos e 6rgdos do corpo (INCA, 2011), resultante de
alteracbes em genes que controlam o crescimento, a divisdo e a morte celular do individuo.
Qualquer célula do corpo pode se transformar e originar um tumor maligno, tornando-se
capaz de se reproduzir e formando uma massa tumoral no local (YAMAGUCHI, 2002;
SILVA, 2008). A origem da palavra cancer vem do grego Karkinos e do latim Cancer, ambos
significando caranguejo, devido a semelhanca da estrutura externa do tumor com as pernas do
crustaceo. E uma doenga antiga, existindo registro de sua presenca desde os mais remotos
anos da histdria da humanidade (SILVA, 2005).

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo e

estarem ou ndo inter-relacionadas. As causas externas estdo relacionadas aos fatores
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ambientais e aos habitos ou costumes do individuo. As causas internas sdo, na maioria das
vezes, geneticamente pré-determinadas e podem estar associadas a capacidade do organismo
de se defender das agressdes externas. De todos os casos, 80% a 90% dos canceres estao
associados a fatores ambientais e somente 5% a 10% séo hereditarios. Sabe-se que fatores
causais como a predisposicao genética, irradiacdo e até mesmo alimentagdo contribuem para a
formacédo de um céancer, porém nenhum desses elementos, por si s6, fornecem uma explicagdo
suficiente para o surgimento da doenca. Esses fatores causais podem interagir de varias
formas aumentando a probabilidade da célula normal se transformar em maligna (BRAGA,
2005; INCA, 2011).

Quadro 1 — Carateristicas das neoplasias benignas e malignas.

Benignas Malignas

Taxa de crescimento Baixa Alta
Figuras de mitose Raras Frequentes
Grau de diferenciacao Bem diferenciadas Variaveis
Atipias celulares e

] ) Raras Frequentes
arquiteturais
Degeneragéo e necrose Ausentes Presentes
Tipo de Crescimento Expansivo Infiltrativo
Cépsula Presente Geralmente ausente

Limite da lesdo

Bem definidos

Imprecisos

Efeitos locais e sistémicos

Geralmente inexpressivos

Geralmente importantes e as

vezes letais
Recidiva Em geral ausente Presente
Metastase Ausentes Presente

Fonte: BOGLIOLO, 2011

A Agéncia Internacional de Investigacdo sobre o Cancer (IARC) estima que até 2030
possa haver aproximadamente 21,7 milhdes de novos casos de cancer ao redor do mundo e
uma estimativa de aproximadamente 13 milhdes de mortes (SIEGEL, 2017). A estimativa
para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de
cancer e mais de 150 mil mortes pela doenca (INCA, 2015), sendo hoje, a terceira maior

causa de mortes na populacdo brasileira, superada apenas pelas doencas cardiovasculares,
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escancarando o topo da lista, seguida das mortes ndo naturais. Com o crescimento e aumento
da idade da populacéo, essa frequéncia tende a aumentar com o passar do tempo. Atualmente,
0 cancer no Brasil pode ser configurado como sendo um problema de saude publica, pois esta
incluido entre as primeiras causas de morte em territorio nacional e, por isso, a
implementacdo de politicas que incentivam os programas de prevencdo é de grande valia para
reduzir o numero de novos casos e consequentemente 0s custos econémicos com 0 manejo e
tratamento (INCA, 2011).

1.1 NEOPLASIA OVARIANA

Neoplasias ovarianas sdo frequentes na mulher e podem ser definidas como sendo uma
doenca caracterizada pelo crescimento anormal de células nos ovarios, érgdos reprodutivos
internos responsaveis pela producdo dos évulos. Dentre as neoplasias ovarianas, cerca de 80%
dos casos sdo benignas, ocorrendo entre os 20 e 45 anos de idade. Ja as neoplasias malignas
sdo mais comuns a partir da quarta década de vida. A maioria das neoplasias ovarianas
comeca na camada exterior dos ovarios, embora existam algumas que se desenvolvem a partir
do tecido conjuntivo ovariano ou a partir das células que servem como precursoras para 0S
6vulos (BOGLIOLO, 2011).

Historicamente, o primeiro relatério sobre céncer de ovério foi feito por Von
Grafenberg em 1586 abrindo portas para o surgimento de técnicas de diagnosticos e
procedimentos cirurgicos para a intervencao da doenca, mas a cirurgia de ooforectomia so se
tornou pratica aceita no final do século XIX (CIANFRANI, 1960). Atualmente, a frequéncia
de cancer de ovério apresenta um nimero bem mais elevado quando comparado aos relatos de
casos registrados no passado (WOODRUFF, 1979). As mudancas no nimero desses casos
ainda ndo sao atribuidas a uma melhor compreensdo da doenca, na melhoria das técnicas de
diagndstico ou no envelhecimento da populagdo. As razGes ndo sdo claras, mas é possivel que
0 ambiente ou fatores sociais, tais como a diminuicdo do tamanho da familia, menarca
precoce, menopausa tardia e idade avancada desempenham um papel importante (MARSDEN
& FRIEDLANDER, 2000), mostrando que a etiologia do cancer de ovario parece ser
multifatorial, em que inclui fatores reprodutivos, familiares e pessoais (REIS, 2005). Cerca de
90% dos canceres de ovario sdo esporadicos, isto €, ndo apresentam fator de risco
reconhecido. Cerca de 10% apresentam um componente genético ou familiar. A historia de
cancer de ovario ou cancer de mama em parente de primeiro grau é considerada o principal

fator de risco, embora apenas 5% das mulheres com a doenca apresentam fatores genéticos
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identificAveis (CANNISTRA, 2004). A historia familiar é o fator de risco isolado mais
importante (INCA, 2011).

Mesmo dispondo de uma vasta quantidade de pesquisa clinica e laboratorial, melhoria
nas técnicas cirdrgicas e um arsenal cada vez maior de agentes quimioterapicos, o cancer de
ovario ainda permanece sendo a malignidade ginecoldgica mais letal e uma das principais
causas de morbidade para a maioria das pacientes que sofrem com a doenga (MARSDEN &
FRIEDLANDER, 2000). Infelizmente, hoje em dia, a maioria das pacientes ainda é
diagnosticada em um estadio avancado da doenca, esse fato estd intimamente correlacionado
com um mau progndstico (CHO et al., 2009).

Como a maioria das pacientes é assintomatica, muitas delas j& apresentam diagndstico
tardio com presenca de disseminacdo peritoneal extensa e metastases a distancia (RICCI et al,
2008) e, em média, cerca de 70% (2/3) sdo diagnosticadas com estadio avancado
(HOLSCHNEIDER & BEREK, 2000) fazendo com que o0 cancer ovariano seja considerado
uma doenca de alta letalidade e de répida progressdo. Para as pacientes diagnosticadas em
estadiamento 1A, as chances de cura podem chegar a 90% e para aquelas em estadiamento Il o
seu potencial de cura chega a 70%. Ja para as pacientes diagnosticas em estadios Ill e IV, os
seus indices de cura alcangam apenas 0s 30%. Na maioria dos casos ocorre recidiva em 2 anos
e algumas pacientes se tornam resistentes a quimioterapia fazendo com que sobrevida de 5
anos seja de apenas 45% na melhor das hipdteses (PYLVAS-EEROLA et al., 2015). Nos
tumores limitados a pelve, a sobrevida de 5 anos pode chegar a 60% dos casos (BREWER et
al. 2003).

O céancer ovariano é o terceiro tipo de cancer ginecoldgico mais comum entre as
mulheres (SIEGEL et al., 2017), depois do de mama e do de corpo uterino, é a principal causa
de mortes por cancer na ginecologia (PARKIN & CRUICKSHANK, 2010; SIEGEL et al.,
2017), ocupando o segundo lugar nas mortes por cancer e sendo responsavel por mais mortes
do que qualquer outro tipo de céncer do sistema reprodutor feminino (MARSDEN &
FRIEDLANDER, 2000; SIEGEL et al., 2017). Mais mulheres morrem de cancer de ovario do
que de todos os outros tumores ginecologicos juntos (HOLSCHNEIDER & BEREK, 2000) e
o fato de ser considerada uma doenca heterogénea, com diferentes tipos histoldgicos,
contribui ainda mais para a dificuldade do seu diagnostico e tratamento (KOBEL et al, 2008;
WATANABE et al., 2014).

Segundo os dados da Globocan (2012), a incidéncia mundial estimada de cancer de
ovario foi de 238.719 novos casos diagnosticados e destes 151.917 morreram em decorréncia
da doenga (FERLAY et al., 2012). A American Cancer Society estima que cerca de 22.440
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mulheres receba um novo diagnéstico da doenga nos Estados Unidos no ano 2017 e dessas
mulheres, cerca de 14.080 morrerdo da doencga (SIEGEL et al.,2017). No Brasil, o Instituto
Nacional do Céncer (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2016) estimou que, para 0 ano de 2016, houve cerca de 6.150 casos e
aproximadamente 3.283 mortes. O cancer do ovario é o sétimo mais incidente na maioria das
regides brasileiras (INCA, 2016). O risco de uma mulher de um pais ocidental vir a
desenvolver uma neoplasia ovariana € de cerca de 1:75 (MARSDEN & FRIEDLANDER,
2000), € mais comum em mulheres brancas do que em mulheres afrodescendentes (SIEGEL
et al., 2017) e o pico de incidéncia da doenca estd em torno da sexta década de vida e a taxa
de mortalidade em mulheres idosas é maior em comparacdo com mulheres mais jovens
(OMURA et al., 1991; SIEGEL et al., 2017).

A classificacdo dos tumores ovarianos ainda apresenta controvérsias. Em 1993, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lancou uma classificacdo (Apéndice B), na qual os
tumores ovarianos primarios eram agrupados, segundo o seu comportamento bioldgico e a sua
histogénese, em 3 grupos: (1) Tumores epiteliais (65-70%); (2) Tumores de células
germinativas (15-20%); e (3) Tumores dos cordBes sexuais/estromais (5-10%). Essa
classificacdo surgiu na tentativa de uniformizar a nomenclatura mundial e minimizar as
dificuldades de fazer estudos comparativos entre as diferentes regides do globo e permitir um
melhor entendimento entre os especialistas (TAVASSOLI & DEVILEE, 2003; INCA, 2016).
Estudos indicam que o cancer epitelial de ovéario é o principal subtipo da doenca e é
responsavel por mais de 50% de todos os tumores malignos ovarianos (GAVALAS et al,
2010).

Quanto ao potencial de malignidade, os tumores ovarianos podem ser divididos em
benignos, malignos e de baixo potencial de malignidade, este ficando em regides limitrofes
histologicamente. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o nomeou como tumor borderline
(INCA, 2016). As caracteristicas macroscépicas de benignidade e malignidade dos tumores

ovarianos podem ser vistas no Quadro 2.
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Quadro 2 — Caracteristicas macroscépicas de benignidade e malignidade dos tumores

ovarianos.
Benignas Malignas
Unilaterais em cerca de 90% dos casos Bilaterais em cerca de 60% dos casos
Cépsula integra Cépsula rota
Geralmente moveis Aderente, fixo
Superficie lisa Superficie nodulosa, irregular

Geralmente sem ascite; quando existe, é ) o
o Frequentemente com ascite hemorrégica
citrina e clara

Peritonio livre Peritdbnio com implantes

o ) Sélido, com é&reas cisticas; apresenta necrose
Geralmente cistico, de parede lisa o
e excrescéncias

Quando solido tem consisténcia firme Apresenta zonas amolecidas

Superficie de corte uniforme Superficie variegada

Fonte: BOGLIOLO, 2011

Conforme o grau histoldgico, os tumores epiteliais ovarianos sdo divididos e 3
categorias de grau: (1) G1: bem diferenciado, (2) G2: moderadamente diferenciado e (3) G3:
pouco diferenciado. Os tumores epiteliais pouco diferenciados sdo associados com o pior
prognostico (RICCI et al., 2008).

Partindo da premissa de que o cancer ovariano é uma doenca heterogénea, com
morfologia e comportamento bioldgico diferente, pesquisadores vém buscando entender
melhor a sua patogénese e identificar as suas lesdes percursoras. Deste modo, recentemente,
surgiu um estudos que propde um modelo dualistico que agrupa os tumores epiteliais de
ovario em duas categorias que levam em conta a sua natureza correlacionada aos seus
aspectos clinicos, morfologicos, genéticos e moleculares. Neste modelo, 0s tumores ovarianos
epiteliais sdo divididos em 2 grupos, designados por Tipo 1 e por Tipo 2 (SHIH &
KURMAN, 2004; ALI-FEHMI et al, 2011; KURMAN & SHIH, 2011).

Os tumores ovarianos do tipo 1 sdo tumores de crescimento lento que podem se
desenvolver a partir de lesdes precursoras e representam de 20% a 30% dos tumores
ovarianos. Nesta categoria incluem os tumores borderline serosos com padrdo micropapilar,
carcinomas serosos de baixo grau, endometridides de baixo grau, carcinomas mucinosos e de
células claras. Eles geralmente se apresentam como grandes massas cisticas confinadas ao

ovario, com um curso relativamente indolente, com diferentes graus de atipias. S&o
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geneticamente estaveis, de bom progndstico e, caracterizados por mutagdes em diversos
genes. S&o responsaveis por 10% das mortes ligadas a doenga (SHIH & KURMAN, 2004;
KURMAN & SHIH, 2011; NIK et al. 2014).

Os tumores ovarianos do tipo 2 sdo tumores que crescem rapidamente e sdo altamente
agressivos. Correspondem por 70% a 80% dos casos de cancer de ovario e sdo geralmente
diagnosticados com estadiamento avancado, fato que contribui para a sua alta letalidade.
Cerca de 80% apresenta mutacdo do gene p53 e sdo responsaveis por 90% das mortes. Dentro
dessa categoria encontramos 0s carcinomas serosos de alto grau, endometridides de alto grau,
tumores indiferenciados e carcinossarcomas (KURMAN & SHIH, 2011; NIK et al. 2014).

Os ovarios podem ser sitios frequentes de metastases, principalmente de tumores

intestinais e mamarios (tumores de Krukenberg) (RICCI et al., 2008).

1.1.1 Histdria e Progressao Natural do Cancer Ovariano

A patogénese do cancer ovariano, bem como a sua histdria natural, sdo incertas. Dados
demonstram que o cancer de ovario ndo apresenta uma lesdo pré-invasiva bem definida
(RICCI et al., 2008). Os tumores ovarianos iniciam seu desenvolvimento como um cisto
dentro da cépsula do ovério (PIVER et al., 1978; RUBIN, 1992; MURTA et al., 1995), sendo
este definido como uma entidade nédo invasiva que hospeda anormalidades genéticas (RICCI
et al., 2008). Esses tumores crescem silenciosamente por um periodo de tempo desconhecido
antes da capacidade de formacao de metastases (PIVER et al., 1978; RUBIN, 1992; MURTA
et al., 1995) fato que dificulta o estabelecimento de estratégias de prevencao dessa doenca
(RICCI et al., 2008)

Existem evidéncias consistentes a respeito do efeito protetor da multiparidade
(TITUS-ERNSTOFF et al., 2001), do uso de contraceptivos orais (KURIAN et al., 2005), da
amamentacdo, da menarca tardia e da menopausa precoce (NISIDA, 2000) na diminuicdo do
surgimento de neoplasias malignas ovarianas. Por outro lado, a nuliparidade, a auséncia de
amamentacdo, a menarca precoce, a menopausa tardia, a presenca de parentes de primeiro
grau com cancer de ovario ou de mama (TOGASHI, 2003; VRABIE et al., 2008), o
sobrepeso ou obesidade (FAIRFIELD et al., 2001; SCHOUTEN et al., 2008; DOTLIC et al.,
2011), a terapia de reposicdo hormonal e o tabagismo sdo fatores fortemente ligados com o
aumento do indice de desenvolvimento da doenca, vigorando que a sua maior incidéncia
ocorre em mulheres acima dos cinquenta anos de idade (VRABIE et al., 2008). As principais

razbes para a ocorréncia do cancer ovariano ainda ndo estdo claras (PYLVAS-EEROLA et al.,
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2015), mas tudo indica que esses fatores, protetores ou desencadeantes, estdo em sua maioria
relacionados com os episodios de ovulacdo, sugerindo que a ovulagdo desempenha um papel
importante no surgimento do cancer ovariano.

Nos ultimos anos, muitos estudiosos vém tentando desvendar a origem da
carcinogénese do cancer ovariano com o0 intuito de tentar explicar o seu surgimento e
melhorar a compreensdo sobre a doenca. Em 1971, Fathalla (1971), tentando explicar essa
origem, propde que incessantes ovulacdes poderiam originar alteracdes genéticas nas células
epiteliais da superficie do ovario em decorréncia de microtraumas e injdrias de repeticéo.
Essas células, geralmente, sdo quiescentes, mas proliferam rapidamente apds a ovulacdo na
tentativa de reparar o defeito criado pela liberacdo do o6cito maduro no ovéario (BREWER et
al., 2003). Essa proliferacdo rapida pode contribuir para o acimulo de defeitos genéticos
nessas células e ainda somados a fatores de crescimento e citocinas, produzidos durante o
processo de reparo da area lesada, levam a uma maior sobrevivéncia dessas células epiteliais
com acumulo de mutacbes (MURDOCH & MCSONNEL, 2002; RICCI et. al., 2008). As
evidéncias sugerem que a ovulacdo cria rupturas na superficie do ovario, e 0 processo de
cicatrizacao iniciado para reparar a area aumenta os niveis de mediadores inflamatorios e de
espécies reativas de oxigénio, que podem contribuir ainda mais para o surgimento de
mutacdes no DNA (MURDOCH & MARTINCHICK, 2004). Essas espécies reativas de
oxigénio podem interagir diretamente com o DNA, oxidando as suas estruturas e aumentando
de forma exponencial as chances de desenvolver mutacGes em suas cadeias (MURDOCH &
MARTINCHICK, 2004; VALKO et al., 2004). Outro fato revela que as células superficiais
do epitélio ovariano usufruem intimamente do contato com os hormdnios esterdides sexuais
produzidos pelo ovério (BREWER et al., 2003). Com o reparo crénico, ap6s cada ovulacao,
associado a influéncia desses horménios aumentaria a propensdo dessas células sofrerem um
processo de carcinogénese (RICCI et. al., 2008). Embora a associacdo entre a ovulacéo e o
cancer ovariano seja bem aceita, o conhecimento sobre o seu real mecanismo bioldgico ainda
é incerto (BREWER et al., 2003).

Em meados de 1978, Zajicek (1978) sugeriu que a inclusdo cistica epitelial na
superficie do ovario poderia ser uma fonte de neoplasia. Muitos cénceres ovarianos se
originam a partir de células dispostas nos cistos de incluséo localizados no epitélio superficial
do cortex ovariano (SCULLY, 1995). Esses cistos de inclusdo surgem ap6s a ovulagéo,
fazendo da ovulagdo um fator importante no seu desenvolvimento e, sugerindo que o epitélio
superficial do ovario, provavelmente, seja o0 precursor da maioria dos canceres do 6rgao

(RICCI et. al., 2008). Foi demonstrado por alguns autores que a proliferacdo celular epitelial e
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a transformacgdo maligna dentro de invaginacOes epiteliais e cistos de inclusdo podem ocorrer
como resultado da exposicdo ao fluido folicular rico em estrégeno durante a ovulagdo,
indicando que o0s estrdgenos e a progesterona desempenham um papel importante na
proliferacdo celular no carcinoma de ovario (CASAGRANDE et al., 1979; ORTH et al., 1994;
BECHT & BONAVIDA, 2001). Por outro lado, recentes estudos genéticos, morfolégicos e
moleculares levaram a uma mudanga de conceito em relagdo a carcinogénese e histogénese de
alguns tumores ovarianos. Carcinomas serosos que tradicionalmente sdo classificados como
de origem ovariana podem, na verdade, se originar a partir da porcao distal da tuba uterina (LI
etal., 2012; LILIAC et al., 2012). E justificavel que quando o epitélio de superficie do ovario
é rompido no processo de ovulacdo, as células epiteliais tubarias das fimbrias podem ser
deslocadas e implantadas no ovario, no sitio de ruptura, e posteriormente formar um cisto de
inclusdo, onde, a partir dai, poderia originar um carcinoma seroso (PIEK et al., 2001;
KURMAN & SHIH, 2010; KURMAN & SHIH, 2011). Portanto, a concepgdo cléssica da
patogenia do cancer de ovario baseada no papel do epitélio ovariano é atualmente
reconsiderada, formulando uma nova hipo6tese que apoia o envolvimento direto das tubas
uterinas na formacéo de tumores do tipo seroso (LI et al., 2012; LILIAC et al., 2012).

A predisposicdo hereditéaria é responsavel por cerca de 10% dos casos de cancer
ovariano. As mulheres que possuem mutacdes deletérias nos genes BRCA1 ou BRCA2
representam o subgrupo com maior risco de apresentar essa neoplasia (RICCI et al., 2008).
Uma pequena porcentagem relaciona a sindrome de Lynch 1l com a predisposi¢cdo no
desenvolvimento do cancer ovariano (BHOOLA & HOSKINS, 2006).

Entre as mulheres com mutacées de BRCAL (cromossomo 17g21), o risco tende a
aumentar pouco antes dos 40 anos e, ao longo da vida, entre 25% a 40% (SCHMELER et al.,
2006). As mulheres portadoras de mutagdes no gene BRCA2 (cromossomo 13g12) também
tém um importante risco de desenvolver cancer de ovario, cerca de 15% a 25%, embora esse
risco ndo pareca aumentar significantemente antes de 50 anos de idade (SGO, 2005;
SCHMELER et al., 2008).

Tanto BRCAL1 como BRCAZ2 sdo genes supressores de tumores que sdo herdados de
maneira autossdmica dominante (CHOBANIAN & DIETRICH, 2008). Esses genes estdo
envolvidos na producdo de proteinas responsaveis pela sinalizacdo de danos e reparo no
DNA, além de terem participagdo no monitoramento do ciclo celular e nos mecanismos de
inducdo de apoptose (VENKITARAMAN, 2002; YOSHIDA & MIKI, 2004; BOULTON,
2006).
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As mulheres acometidas por cancer de mama apresentam um risco aumentado para o
aparecimento da doenca (OMURA et al., 1991). A sindrome de cancer mama-ovario
hereditaria € a mais comum, representando 85% a 90% de todos os casos de cancer de ovario
hereditarios identificados (ROETT & EVANS, 2009).

Na sindrome de Lynch Il, em que ocorre muta¢do no gene supressor tumoral p53, ha
ocorréncia da associacdo de cancer colorretal sem polipose com cancer endometrial e
ovariano. As pacientes com essa sindrome apresentam uma elevacdo de 50% no risco de
cancer ovariano quando comparadas com a populacdo em geral (RICCI, 2008).

O padréo de disseminacao do cancer de ovario ocorre principalmente por 4 formas: (1)
por continuidade; (2) por via linfatica; (3) por disseminacdo hematogénica e por (4)
descamacdo/esfoliacdo (BHOOLA & HOSKINS, 2006). Na primeira, o tumor invade a
capsula do ovério e, por contiguidade, acomete 6rgdos adjacentes, como Utero, tuba uterina,
bexiga e peritbnio pelvico. Na segunda, as células tumorais atingem o sistema linfatico,
ocasionando o aparecimento de metastases em linfonodos das cadeias iliaca externa, iliaca
comum, hipogastrica, sacral lateral e adrtica, podendo haver o envolvimento de linfonodos
inguinais (WU et al., 1986; RICCI et. al., 2008). Na terceira, as células ganham a corrente
sanguinea pela rede vascular tumoral e vao se alojar em érgaos distantes, principalmente, no
parénquima hepatico, cérebro e pulmdes. E considerada a menos frequente (DEUTSCH et al.,
1987; LEROUX et al., 1991; CORMIO et. al., 2003). Finalmente, na quarta, as células se
descamam da superficie do tumor e sdo levadas pelo mecanismo de peristaltismo intestinal e
reflexo gastroenterocélico e implantam-se na superficie serosa do omento, periténio,
diafragma, figado e demais visceras abdominais (RICCI et. al., 2008) e, além disso, podem
passar atraveés dos canais linfaticos do diafragma, chegando a cavidade pleural. A forma de
disseminacdo por esfoliacdo é uma das vias mais importantes da disseminacdo tumoral
(FELDMAN & KNAPP, 1974).

1.1.2 Métodos de Diagnostico e Tratamento das Massas Ovarianas

O cancer de ovario configura um dos grandes desafios a medicina. Por ele ndo
apresentar uma leséo e/ou quadro clinico bem especifico, aproximadamente 2/3 de todos os
tumores ovarianos malignos séo diagnosticados em estadios mais avancados. Tal ocorréncia
deve-se ao fato de ser considerada uma doenca heterogénea e multifatorial, com um
desenvolvimento silencioso e sombrio, associada com a falta de estratégicas bem

estabelecidas destinadas ao seu rastreio, contribui ainda mais para a dificuldade do seu
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diagndstico precoce e tratamento (KOBEL et al, 2008; WATANABE et al., 2014). A
prevencdo é limitada pelo pouco conhecimento de suas causas e a auséncia de biomarcadores
sensiveis e especificos (ZHANG et al, 2003). Para a obtencdo do diagndstico da doenca,
assim como do seu estagio de desenvolvimento, sdo utilizados métodos propedéuticos que
vao desde exames clinicos, laboratoriais e radioldgicos, até a cirurgia com bidpsia por
congelacdo e parafina.

Os tumores ovarianos, em estadios iniciais, ndo produzem sintomas ou sinais clinicos
que indicam a sua ocorréncia. Os sintomas sdo pouco caracteristicos e incluem dor abdominal,
aumento do volume do abdome, alteracfes ou desconforto dos habitos intestinal e urinario,
irregularidade menstrual e sintomas pélvicos inespecificos (GOFF et al., 2000; OLSON et al.,
2001). Em casos mais avancados, as pacientes podem apresentar desconforto abdominal e
sintomas respiratérios associados, devido ao aumento da pressdo intra-abdominal e
transudacdo de liquidos para a cavidade abdominal (ascite) e pleural. O sangramento uterino é
um sintoma pouco comum, e ocorre quando o tumor é produtor de horménio (RICCI et al,
2008).

O exame ginecoldgico, por meio de exame abdominal e de toque vaginal bimanual,
assim como de toque retal, auxilia na elaboracdo da hip6tese diagndstica e na orientacdo para
a solicitacdo de exames complementares (RICCI et al., 2008). Porém, a sensibilidade e a
especificidade desse exame para o0 rastreamento de neoplasias ovarianas ainda sdo
questionaveis (MURTA et al., 2004; PADILLA et al., 2005).

Os marcadores tumorais podem ser Gteis no manejo de massas anexiais. Os
marcadores CA-15.3, CA-125, CA-19.9 e CEA apresentam alta positividade tanto no soro
quanto no fluido intracistico de pacientes com tumores ovarianos epiteliais malignos
(CHERCHI et al., 2002; TAVARES-MURTA et al., 2004). Cerca de 80% das pacientes com
cancer de ovario em estadios avancados e 50% daquelas com tumores em estadio inicial
apresentam elevacdo dos niveis de CA-125 (STURGEON, 2002). Concentracdes elevadas de
CA-125 também podem ser encontradas em tumores de mama, pulmao e célon (RICCI et al.,
2008), indicando que esse marcador ndo pode ser considerado especifico para essa doenca
guando avaliado isoladamente.

O principal exame de imagem utilizado no diagnostico e na caracterizagdo de tumores
anexiais € a ultrassonografia pélvica pela via transvaginal, que pode ser associada ao Color-
Doppler (RICCI et al., 2008). A ultrassonografia transvaginal associada com Color-Doppler
pode aumentar a sua especificidade (GUERRIERO et al., 2005; SZPUREK et al., 2005),
possibilitando a avaliacdo da condicéo vascular do tumor e o seu fluxo sanguineo (RIVOIRE,
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2006). Massas ou cistos complexos bem vascularizados, com indice de resisténcia (IR)
inferior a 0,45, sdo suspeitos, embora tais dados, isoladamente, tenham pouca aplicabilidade
(RICCI et al., 2008). A ultrassonografia pode ajudar no diagnostico de tumores ovarianos e na
diferenciacdo entre tumores neoplasicos e ndo neoplasicos (MINARETZIS et al., 1994;
OSMERS et al., 1998), além de fornecer informagdes importantes, tais como o tamanho e
contetdo destes tumores, e pode ser usada para diferencia-los entre malignos e benignos
(NARASIMHAN, 2008). Porém, o diagnostico precoce de cancer ovariano pela
ultrassonografia ainda é controverso devido a sua baixa prevaléncia na populacdo geral
(FISHMAN et al., 2005), e também por ocorrerem falhas na detec¢do de tumores em estadio
inicial (OLIVIER et al.,, 2006), dificultando o seu rastreamento. A associacdo de
ultrassonografia e marcadores tumorais pode melhorar a sensibilidade e a especificidade do
exame e funcionar como um fator preditivo de malignidade nas neoplasias ovarianas
(MURTA et al., 2004). O uso da radiografia de torax é Util para o rastreamento de metastases
pulmonares e pleurais. A tomografia computadorizada (TC) e a ultrassonografia de abdome
superior tém como finalidade descartar sitio e metastases linfonodais e retroperitoneais
(RICCl et al., 2008).

Muitos modelos de previsdo tém sido desenvolvidos para ajudar a caracterizar as
massas ovarianas no que diz respeito ao diagnéstico por imagem (TAILOR et al., 1999;
GEOMINI et al., 2009). Um destes modelos é o International Ovarian Tumor Analysis
(IOTA), grupo formado em 1999 por Dirk Timmerman, Lil Valentin e Tom Bourne. Seu
primeiro objetivo era desenvolver uma terminologia padronizada sobre os termos, definigcdes
e medidas para descrever os aspectos ultrassonograficos baseados nos modelos de analise de
regressdo logistica (por exemplo, LR1 e LR2) das massas anexiais (IOTA, 2013),
compreendendo um conjunto de estudos que estimam o risco de malignidade, bem como um
conjunto de regras simples baseadas em imagens de ultrassonografia, que caracterizam as
massas como benignas, malignas ou inconclusivas (TIMMERMAN et al., 2010; VAN
HOLSBEKE et al., 2012; KAIJSER et al., 2013).

Os modelos de regressdo logisticas adotados pelo IOTA adotavam 18 tipos de
variaveis, sendo o LR1 incluindo 12 dessas variaveis e o LR2 incluindo 6. As 12 varidveis
utilizadas na LR1 foram: (1) a historia pessoal de cancer de ovario, (2) uso de terapia
hormonal, (3) a idade da paciente, (4) didmetro maximo da leséo; (5) dor durante o exame; (6)
ascite, (7) fluxo de sangue dentro de uma projecdo papilar solida, (8) tumor totalmente solido,
(9) o didmetro maximo do componente sélido, (10) presenca de paredes internas irregulares

no cisto, (11) sombras acusticas e (12) pontuacéo de cor. As seis variaveis utilizadas na LR2
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foram: (1) a idade, (2) ascite, (3) o fluxo de sangue dentro de uma projecédo papilar solida, (4)
o didmetro méximo do componente solido, (5) presenca de paredes internas irregulares no
cisto e (6) sombras acusticas. O modelo de regressdo logistica 2 (LR2) obteve uma maior
precisdo diagndstica, comparado a outros modelos estudados, incluindo o risco de indices
malignos (RMI) (KAIJSER et al., 2013). Embora o desempenho dos modelos do IOTA se
aproxima de nivel de avaliacdo objetiva, a melhor abordagem para a classificacdo de doencas
anexiais permanece ainda como a avaliacdo subjetiva dos resultados de ultrassonografia por
examinadores experientes (TIMMERMAN et al., 1999; TIMMERMAN, 2004).

O IOTA é amplamente usado hoje em diversos centros distribuidos pelo mundo
coordenados a partir do centro da Universidade de Leuven na Bélgica. O I0OTA tem
desenvolvido novos estudos, divididos em 5 fases. Hoje, existem mais de 50 unidades clinicas
que contribuem para os estudos IOTA em quase todos os continentes. (I0OTA, 2013).

Mais recentemente, o grupo IOTA desenvolveu um modelo de caracterizagdo mais
detalhada das massas anexiais. A avaliagdo de diferentes neoplasias no modelo (ADNEX)
considera trés caracteristicas clinicas e seis de ultrassonografia para prever o comportamento
do tumor ovariano e poder classifica-lo em tumor benigno, tumor Borderline, tumor maligno
de estagio I, tumor maligno de estadio II-1V e tumor maligno ovariano metastatico (VAN
CALSTER et al., 2015), permitindo, dessa forma, um diagndstico mais especifico. Além de
diferenciar tumores benignos de malignos, o modelo IOTA ADNEX tenta identificar no pre-
operatorio os varios tipos histoldgicos de tumor, além de avaliar também a extensdo tumoral.
Esta classificacdo é clinicamente relevante (SHERMAN et al., 2004). A informacdo pré-
operatdria sobre o subtipo do tumor € essencial para o planejamento cirirgico. As neoplasias
ovarianas em estadio inicial requerem cirurgia menos invasiva quando comparadas com a
doenca em estadios mais avancados, fazendo com que dessa forma o tempo operat6rio possa
ser encurtado. Os tumores borderline, e mesmo alguns tumores ovarianos em estadiamentos
mais avancados, podem ser tratados com a cirurgia que preservem a fertilidade da paciente
(PARK et al., 2008; VASCONCELOS & MENDES, 2015). Além disso, quando ha a suspeita
de um tumor metastatico do ovario, surge a necessidade de uma avaliacdo pré-operatdria mais
detalhada para se identificar a origem e o tipo do tumor (SZUBERTA et al., 2016).

A cirurgia de citorreducdo seguida de quimioterapia sdo as principais estratégicas
terapéuticas para 0 manejo das massas anexiais ovarianas. O tratamento cirdrgico deve buscar
a remogdo mais completa do tumor, uma vez que a persisténcia de doenca residual constitui
um fator desfavoravel para o seu prognéstico. A abordagem cirdrgica é de suma importancia,

ndo apenas para o reconhecimento do tumor, mas também para a realizacdo de citorreducéo
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méaxima (ORAM et al., 1990). A citorredugdo maxima/otima é definida como persisténcia de
doenca residual minima, menos que 20 mm, apés a cirurgia primaria (RICCI et al., 2008). A
sobrevida das pacientes esta correlacionada com o estadiamento da doenca na época do
diagnostico e com a doenca residual apds a primeira cirurgia (ZANETTA, et al., 1998).

O sistema de estadiamento para cancer ovariano e definido pela International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (Quadro 3), é cirdrgico e se baseia nos
resultados obtidos no momento da cirurgia. (ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN,
2014).

Quadro 3 — Estadiamento cirdrgico do cancer ovariano segundo a FIGO. Adaptado de The
new FIGO staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal

cancer.
continua

Estadio | — Tumor limitado aos ovarios ou Trompa(s) de Fal6pio®,

Estadio IA: Tumor limitado a um ovéario ou Trompa(s) de Fal6pio, ndo ha
células malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na
superficie do ovério ou Trompa(s) de Falopio, com cépsula intacta.

Estadio I1B: Tumor limitado aos dois ovarios ou Trompas de Faldpio, ndo ha

células malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na superficie dos

ovarios ou Trompas de Faldpio, com cépsula intacta.

Estadio IC: Tumor limitado a um ou ambos os ovarios ou Trompa(s) de
Fal6pio, com alguma das alteragoes:

IC1: Rompimento cirdrgico intra-operatério do tumor.

IC2: Cépsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou da
Trompa(s) de Faldpio.

IC3: Células malignas na ascite ou no lavado peritoneal.

Estadio Il — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falépio com
extensdo pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cancer peritoneal primario®.
Estadio I1A: Extensdo e/ou metastase para Utero e/ou Trompa(s) de Falépio e/ou
Trompa(s) de Faldpio e/ou ovarios.

Estadio I1B: Extensdo para outros tecidos intraperitoneais pélvicos.

Estadio 111 — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Faldpio, ou cancer
peritoneal, confirmacdo histoldgica ou citologica de propagacdo para o peritonio fora da

pelve e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais.
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Estadio I11ALl: Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovado
citologicamente ou histologicamente).
IIAL(i): Metastase de até 10 mm em sua maior dimensao.
[1IAL(ii): Metastase maior que 10 mm em sua maior dimenséo.

Estadio 111A2: Envolvimento peritoneal microscopico extrapélvico (acima da
cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais
positivos.

Estadio 111B: Metastase peritoneal macroscdpica além da pelve até 2 cm em sua
maior dimensdo, com ou sem metastase para os linfonodos
retroperitoneais (inclui extensao do tumor para capsula do figado
e baco, sem envolvimento do parénquima de qualquer 6rgao).

Estadio I11C: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve acima de 2 cm
em sua maior dimensdo, com ou sem metastases para 0S
linfonodos retroperitoneais (inclui extensdo do tumor para
capsula do figado e bago, sem envolvimento do parénquima de

qualquer um dos 6rgéos).

Estadio IV — Metastases a distancia excluindo metastases peritoneais.
Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva.

Estadio 1VB: Metastases para 0 parénquima e metéstases para Orgaos extra-

abdominais (incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da

cavidade abdominal)®.

Fonte: ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014.

N0 é possivel ter o cancer peritoneal no estagio |

®Aderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a atualizacéo de tumores do
Estagio 1 para Estagio Il.

‘Metastases extra-abdominais incluem infiltragdo intestinal transmural e

depdsito umbilical.

*Q sistema de estadiamento do cancer ovariano é estabelecido pela International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) e se baseia nos resultados obtidos no momento da cirurgia.

A diferenciacdo dos processos expansivos ovarianos em benignos e malignos é crucial
para que o clinico possa selecionar e aperfeicoar o tratamento (MAYER et al., 1992; KEHOE
et al., 1994) e somente pode ser feito pelo exame histopatologico.

Ap0s a cirurgia de citorretucdo e avaliacdo tumoral, a quimioterapia é indicada. Apesar
dos esquemas quimioterapicos derivados do platinum e dos taxanos, a sobrevida em 5 anos
nos estadiamentos 111 e IV é de apenas 5 a 15%, enquanto que nos estadios | e Il varia de 80 a
95% (DGRUM et al., 1996; YAWN et al., 2001). A taxa de sobrevida geral, em 5 anos, € de
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50%, com 95% de sobrevida para paciente com neoplasia restrita aos ovérios (estadiamento
1), 79% naquelas com doenca infiltrada em tecidos adjacentes aos ovérios (estadiamento I1) e
de 28% naquelas com estadio clinico avancado (estadiamento IV) (SMITH, 2001). A
caracterizacdo correta de tumores ovarianos antes da cirurgia € de suma importancia para
aperfeicoar o atendimento a paciente, o protocolo cirdrgico e, portanto, a sobrevivéncia da
paciente (VERGOTE et al., 2001; EARLE et al., 2006).

Como protocolo de seguimento, durante o primeiro ano, as pacientes devem ser
acompanhadas trimestralmente. Apds o0 segundo ano, esse acompanhamento passa a ser
semestral, e a partir do quinto ano, ele passa a ser anual. Segundo Ricci (2008), ndo ha
evidéncias de que o controle intensivo e a monitoragcdo de pacientes assintomaticas tragam
impacto positivo na sobrevida total ou na qualidade de vida das pacientes tratadas por cancer
ovariano. Entretanto, o diagndstico precoce da recidiva apdés um longo intervalo livre da

doenca apresenta melhores resultados.

1.1.3 Fatores Prognosticos no Cancer de Ovario

O céncer ovariano € um tipo de céncer ginecologico altamente letal para o qual o
progndstico global permaneceu pobre durante as Gltimas décadas (WU et al. 2005). Dois
tercos das pacientes apresentam doenca em estadio avancado e a maioria dessas pacientes
sofrera com a recidiva da doenca e necessitard de tratamento continuo e, eventualmente,
muitas se sucumbirdo a doenca (INGERSOLL et al., 2009). A sobrevida global é apenas 30%
a 40% em cinco anos. Isto ocorre em parte porque a maioria das pacientes tem a doenca
diagnosticada em estadiamentos avancados, situacdo em que as opgOes de tratamento sao
restritas a cirurgia citorredutora e a quimioterapia baseada nos derivados da platina. Estas
modalidades terapéuticas sdo apenas parcialmente efetivas e, consequentemente, a maioria
das pacientes apresentara recorréncia e 6bito em funcéo da doenga (REIS, 2005).

Os fatores de progndstico definidos pela correlagdo com a sobrevida, em geral,
refletem a extensdo da doenca (estadio), a biologia intrinseca do tumor (tipo e grau
histoldgico) e a capacidade da paciente em tolerar o tratamento para a doenga. Assim como
estes fatores pré-tratamento, outros que podem ter impacto na sobrevida incluem o tipo de
tratamento recebido (citorreducgéo 6tima, quimioterapia baseada em derivados da platina) e o
efeito da terapéutica sobre o tumor (ex. resposta completa) ou sobre a paciente (ex.
mielossupressdao) (AGARWAL & KAYE, 2005). Entre estes fatores de progndstico, o
estadiamento da FIGO é considerado o mais importante (REIS, 2005). Além deste, a doenca
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residual apos a cirurgia, o tipo histoldgico inicial e o grau do tumor sdo os mais importantes
fatores prognosticos relacionados com a evolucdo da paciente (GADDUCCI et al, 2009).

Vérias investigacOes avaliaram a relevancia clinica de diferentes variaveis bioldgicas,
avaliando desde amostras de tecido ou de soro de pacientes com cancer ovariano, a fim de
detectar os biomarcadores capazes de prever tanto a resposta & quimioterapia ou a
sobrevivéncia dessas pacientes. Os estudos sobre o papel de marcadores moleculares
individuais demonstraram que a carcinogénese ovariana € um processo complexo,
multifatorial associado com anormalidades em varias familias de genes, que poderia ter uma
relevancia preditiva ou prognostica (GADDUCCI et al, 2009). A cirurgia citorredutora
priméaria seguida de quimioterapia adjuvante continua sendo o tratamento padrdo para
pacientes com cancer ovariano. No entanto, a taxa de sobrevivéncia varia consideravelmente
de paciente para paciente, mesmo o individuo estando no mesmo estagio patologico e
tratamento. Estas diferengas de sobrevivéncia podem ser causadas por fatores relacionados
com o hospedeiro e suas variagOes da resposta inflamatéria (HIRASHIMA et al, 2014).

Ha uma necessidade importante do desenvolvimento de novos biomarcadores de
diagnostico e prognostico do cancer ovariano, que podem também, idealmente, servir como
alvos de novas modalidades terapéuticas (ATHANASSIADOU et al., 2008). Nos ultimos
anos, a quantificacdo laboratorial dos marcadores da resposta inflamatdria sistémica, tais
como a hipoalbuminemia, a hiperfibrinogenemia, a proteina C reativa (PCR), a contagem
absoluta de leucdcitos, a relacdo neutréfilos/linfécitos (RNL) e a relacdo plaquetas/linfocitos
(RPL), foram introduzidos como fatores de prognostico em pacientes com varios tipos de
cancer, incluindo o cancer ovariano (BISHARA et al., 2008; HIRASHIMA et al., 2014). Mais
recentemente, um estudo envolvendo dois desses marcadores inflamatorios, a RNL e a RPL,
revelaram resultados favoraveis para esses marcadores, propondo que eles podem ser
utilizados como preditores significativos de malignidade para tumores sélidos originarios de
varios tecidos, revelando também que eles podem ser utilizados como uma ferramenta de
triagem para esses tumores, pois sdo considerados exames de baixo custo e prontamente
disponivel, no entanto, esse estudo indicou a necessidade de mais pesquisas para avaliar o
valor adicional deste achado para estabelecer escores e indicar o potencial valor preditivo

desses marcadores em canceres ginecoldgicos (TEMPLETON et al., 2014).
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1.2 O SISTEMA IMUNE NO CANCER OVARIANO

O cancer de ovério ainda permanece desafiante para a medicina. A fisiopatologia do
cancer ovariano é complexa e ainda mal compreendida. O seu diagnéstico € grandemente
afetado pela auséncia de sinais e sintomas especificos, bem como a inexisténcia de
biomarcadores confidveis e pela prépria localizacdo anatdmica do ovério. Em virtude disso, é
frequentemente diagnosticado em estadios avancados, quando o prognéstico da doenca é
sombrio (DALTOE et al., 2010) e, devido a isso, os fatores prognosticos estabelecidos para a
doenca, tal como o estadio, doenca residual ap6s cirurgia inicial, tipo histolégico e grau
tumoral, tém valor limitado. Dessa forma, alternativas tem surgido para tentar descobrir
métodos que melhoram o progndstico da doenca e oriente melhor a escolha da conduta
terapéutica a ser tomada (BAMIAS et al., 2007).

Nos Ultimos anos, a inflamacdo crénica foi identificada como um fator-chave na
patogénese do cancer ovariano (KISIELEWSKI et al., 2013). Além disso, a propria ovulacdo
€ um processo potencialmente inflamatorio e mutagénico (FREEDMAN et al., 2004). Ja ¢
conhecido que o cancer ovariano estabelece uma forte associa¢do com a inflamacdo e muitas
vezes, na maioria dos tumores, existe uma complexa relagdo entre o tumor e o hospedeiro
com presenca de células inflamatdrias e mediadores inflamatorios em seu microambiente,
resultando na producdo de quimiocinas, citocinas e prostaglandinas, que nao apenas recrutam
células inflamatdrias como neutrofilos, mastdcitos e macréfagos, mas também estimulam a
angiogénese e a proliferacdo celular (BALKWILL & MANTOVANI, 2001; MANTOVANI et
al., 2008;), sem contar que o tumor consegue burlar uma certa tolerancia por parte do sistema
imunolodgico (LI et al., 2012). A inflamacdo influencia todos os estagios da formacdo de
cancer, incluindo iniciacdo, promoc¢édo e progressao tumoral (KISIELEWSKI et al., 2013).
Vérios mediadores inflamatérios sdo induzidos por células inflamatorias e/ou tumorais e
participam na formacéo do cancer, atuando como fatores de crescimento ou angiogénicos.
Além disso, a funcdo imune é comprometida por esses mediadores fazendo com que had um
aumento dos niveis de leucdcitos, neutrofilos, plaquetas, proteina C reativa (PCR) e
fibrinogénio e também diminuindo as concentracdes de linfdcitos e albumina. Embora o
numero de plaquetas circulantes possa ser significativamente aumentado pela trombocitose
induzida pelo cancer, 0s mecanismos responsaveis ainda permanecem pouco compreendidos
(HONN et al., 1992). Um estudo multicéntrico realizado por Stone e colaboradores concluiu
gue a trombocitose esta significativamente associada com o mau prognéstico e influenciando

diretamente na sobrevida das pacientes, aléem disso, esse estudo revelou que a citocina
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inflamatoria interleucina-6 (IL-6) pode influenciar a trombocitose no céancer ovariano
estimulando a sintese de trombopoietina hepatica (STONE et al., 2012).

Em pacientes com cancer, ha uma desordem no funcionamento da resposta imune
envolvendo tanto a imunidade inata e quanto a adaptativa, incluindo os processos citotdxicos
e de secregdo de anticorpos, o que pode aumentar a susceptibilidade ao crescimento e invasao
das células cancerosas e consequentemente o desenvolvimento do tumor (BELLATI et al.,
2009; GAVALAS et al., 2010). Um dos mecanismos de escape que favorece a manutencgéo do
cancer ovariano é o desencadeamento de um desequilibrio na resposta T helper 1 (Thl) e T
helper 2 (Th2), desviando a resposta imunitaria de Thl para Th2 e resultando, dessa forma,
em um prejuizo dos processos que controlam a homeostase no microambiente tumoral
(KUSUDA et al., 2005). A resposta imune do tipo Thl estimula a imunidade celular ativando
os macrdfagos e as células dendriticas e recrutando células T citotdxicas (Tc) CD8+ e células
Natural Killers (NK). A resposta imune do tipo Th2 inibe a imunidade mediada por células e
favorece a resposta imune humoral. A geracdo de uma resposta imune do tipo Thl ou Th2
depende do equilibrio entre as citocinas (SYKES et al., 2012). Ha cada vez mais evidéncias
de que a ativacdo de células T e sua expressdo de citocinas desempenham um papel
fundamental na diminuicdo e desregulacdo da resposta imune inflamat6ria e antitumoral
(LOWE & STORKUS., 2011).

O ambiente tumoral em que se desenvolve o carcinoma ovariano tem sido descrito
como um amplo local rico em citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas. Em particular, varias
destas citocinas, tais como IL-1p, IL-6 e IL-12, sdo produzidas pelo proprio tumor, além de
estimularem o crescimento das células cancerosas, essas citocinas também séo responsaveis
pela criacdo de um microambiente especifico que pode promover a proliferagdo celular e o
crescimento tumoral, afetando diretamente na gravidade da inflamacdo (FRIDMAN et al.,
2011). A producdo desequilibrada de citocinas Th1/Th2 pode predispor a alteracbes na
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e consequentemente agravar a progressao do tumor
(ELLYARD et al., 2007).

1.2.1 Células do Sistema Imune

Trabalhos recentes demonstram a significancia progndstica dos elementos da resposta
imune frente aos canceres ovarianos. A presenca de algumas populagfes de leucdcitos
infiltrando ou associadas ao tumor foi correlacionada com melhor prognostico da doenca,

enquanto a presenca de outras foi associada ao seu pior prognostico, indicando o papel
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protetor e, a0 mesmo tempo, promotor do sistema imune sobre o cancer (ZHANG et al.,2003;
CURRIEL et al., 2004; SATO et al., 2005; HAGEMANN et al., 2006).

Estudos realizados em varios tecidos tumorais demonstram que ha uma forte
infiltracdo de leucdcitos intratumoral e nas adjacéncias dos tumores. Nos canceres, a presenca
destas células esta relacionada a resposta ao tumor, em decorréncia de processos inflamatoérios
pré-cancer ou por substancias produzidas pelas préoprias células tumorais (VAKKILA &
LOTZE, 2004).

No cancer ovariano, algumas subpopulacdes de leucdcitos tém sido relacionadas com
melhor progndstico, enquanto outras com prognostico ruim. A presenca dessas células imunes
infiltrantes no tumor permite uma melhor predicdo no resultado clinico do que outros
parametros histopatolégicos usados, indicando que o perfil imunoldgico pode ser util na
conducdo de formas alternativas de tratamento, tal como a imunoterapia (DALTOE et al.,
2010; GALON et al., 2006).

1.2.1.1 LINFOCITOS T

Existem subpopulagdes entre os linfocitos T. Entre elas estdo os linfocitos T helper ou
auxiliares (CD3+ CD4+) e os linfécitos T citoliticos ou citotoxicos (CD3+ CD8+). Os
primeiros estimulam o crescimento e diferenciacdo de linfocitos B e ativam macrdfagos pela
secrecdo de citocinas. Ja os ultimos lisam as células infectadas por virus e as tumorais
(ABBAS et al., 2008).

Os linfécitos T CD3+ representam a maior populacdo leucocitaria detectada em
tumores ovarianos. Além de infiltrarem o tumor (TIL - Linfocitos Infiltrantes ao Tumor) sdo
encontrados também no liquido ascitico (TAL — Linfécitos Associados ao Tumor). A presenca
dos linfécitos infiltrantes estd relacionada com uma maior taxa de sobrevida em pacientes
com diagndstico de cancer ovariano em estadios Il e 1V comparados com aquelas pacientes
em que ndo apresentavam tais linfécitos. Além desses dados, a citorreducdo 6tima também foi
observada na maioria das pacientes que apresentavam tais células (ZANG et al., 2003).

Em comparacdo com neoplasias epiteliais benignas do ovario, os carcinomas
apresentam significantemente maior nivel de celulas T CD3+ CD8+, sugerindo que a presenca
desses linfocitos estd relacionada a um melhor prognostico a reposta clinica do cancer
ovariano (HELAL et al., 2004).

Apesar do papel protetor sugerido pelos linfocitos T, uma populacéo, a de linfocitos T

CD3+ CD4+ CD25+, tem sido relacionada a progndstico ruim do cancer ovariano.
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Denominadas células T reguladoras (Treg), tém importante papel na manutengdo da tolerancia
imunolégica aos antigenos proprios, através da supressdo das fungdes de ativacdo e efetoras
dos linfocitos T auto reativos maduros (ABBAS et al., 2008). Entretanto, as células Treg
podem bloquear os efeitos protetores dos linfocitos T tumor-especificos em pacientes com
cancer ovariano e suprimir a producao de INF-y e interleucina 2 (IL-2) pelos linfdcitos T. A
alta taxa de células Treg foi apontada como preditora de risco de morte e reduzindo a

sobrevida em pacientes com cancer de ovario, em todos os estadios (CURIEL et al., 2004).

1.2.1.1.1 Linfécitos T Natural Killer (NKT)

As células T Natural Killer (NKT) sdo linfécitos T que apresentam receptores para
células NK e para linfocitos T. No cancer de ovario, assim como em melanoma, cancer de
mama, pancreas, pulmdo e colorretal, as células NKT foram associadas a inibicdo do
crescimento tumoral, através de lise das células tumorais (LAMKIN et al., 2008).

O nivel de células NKT, no cancer ovariano, € significantemente maior no tumor e na
ascite do que no sangue periférico. A presenca de NKT na ascite esta associada a resisténcia
ao tratamento quimioterapico com derivados de platina. Assim sendo, o grande nimero de

células NKT na ascite pode ser um preditor de sensibilidade a platina (BAMIAS et al., 2007).

1.2.1.2 LINFOCITOS NATURAL KILLER (NK)

Esses linfocitos ndo apresentam marcadores para linfocitos T e nem B. As células NK
sdo capazes de destruir células que tem expressdo reduzida de moléculas do MHC de classe I,
gue conseguem escapar da destruicdo pelos linfocitos T citotoxicos (ABBAS et al., 2008).

O ntmero de células NK encontradas no sangue periférico de pacientes diagnosticadas
com cancer de ovario em estadios avancados foi significantemente maior que no tumor e na
ascite (SANTIN et al., 2001). O nimero aumentado de células NK na ascite foi relacionado a
pior resultado clinico do cancer ovariano, com diminuicdo da sobrevida (SHI & VAN, 2006).

A presenca do marcador CA125 inibe a funcdo de lise das células NK, podendo
reduzir em até 70% da sua capacidade citolitica. O CA125 liga-se as células NK, em especial
a uma subpopulacdo destas, as células NK CD16+ CD56+. Estas representam cerca de 90%

das células NK presentes no sangue periférico (BELISLE et al., 2007).
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1.2.1.3 MACROFAGOS

Os macrofagos sdo membros do sistema fagocitario mononuclear. Entre suas funcdes
estdo a fagocitose de particulas estranhas, a producdo de citocinas pro-inflamatérias e a
apresentacdo de antigenos para os linfécitos T (ABBAS et al., 2008). Os macrofagos tumor-
associados (TAM) sdo capazes de afetar diversos aspectos dos tecidos neoplasicos, tais como,
vascularizagdo, taxa de crescimento, formacéo e dissolucédo do estroma (MANTOVANI et al.,
1992).

Os macroéfagos constituem cerca de 51% da populagdo de células mononucleares
infiltradas nos carcinomas de ovario, tendo sido observados em todos os tumores malignos. Ja
nos tumores benignos a presenca dessas células foi detectada em 57% dos tumores. O nimero
médio de macrdfagos foi significantemente maior nos carcinomas quando comparados aos
tumores benignos (HELAL et al., 2004).

1.2.2 Citocinas

As citocinas sdo uma variedade de polipeptideos e glicoproteinas de baixo peso
molecular (menor que 80 kD) que atuam na intercomunicacdo celular (HAMBLIN, 1993), e
sdo produzidos por leucécitos e outras células, em resposta a diferentes estimulos (ABBAS et
al., 2008), regulando as funcdes de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular programada
(FLORES et al., 2001). Podem ser secretadas e/ou expressas em membranas celulares ou na
matriz extracelular (HAMBLIN, 1993) e geralmente ndo sdo armazenadas e sua sintese é
iniciada por transcri¢do de genes como resultado da ativacéo celular (ABBAS et al., 2008).

Sdo também chamadas de citoquinas, linfocinas (devido a maioria das citocinas da
imunidade especifica serem produzidas por linfécitos T ativados), monocinas (por serem
produzidas principalmente por fagdcitos mononucleares na imunidade natural),
imunotransmissores, imunocitocinas (por serem produzidas em grande parte pelo sistema
imune), quimiocinas (por algumas citocinas compartilharem a capacidade de estimular o
movimento leucocitario, quimiocinese, e 0 movimento dirigido, quimiotaxia) e interleucinas
(uma hipotese importante gerada na década de 70 foi que as citocinas eram sintetizadas
principalmente por leucdcitos e primariamente atuavam sobre outros leucocitos e, desta
forma, poderiam ser chamadas interleucinas (IL) (ABBAS et al., 2008).

Um dos aspectos mais importantes das citocinas € o amplo espectro do seu potencial

de acdo. Podem ser produzidas por qualquer célula do corpo, com exce¢do dos eritrocitos, e
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desempenham um papel fundamental na regulagcdo dos processos bioldgicos, tais como: no
crescimento e ativagéo celular, quimiotaxia, inflamagéo, imunidade, reparo tecidual, fibrose e
na morfogénese (ABBAS et al., 2008). S&o importantes na estimulacdo e supressdo dos
sistemas da resposta imune, desencadeando e coordenando a resposta inflamatoria
(HAMBLIN, 1993) e por serem determinantes na regulacdo da funcdo, crescimento e
diferenciacdo celular desse sistema, apresentam fungdes-chave na defesa do hospedeiro
(NEGUS et al., 1997).

A resposta imune pode ser avaliada de acordo com o perfil de citocinas secretadas
pelos linfocitos T helper ou auxiliares (CD3+ CDA4+) nos subtipos T helper 1 (Th1) e T helper
2 (Th2).

Na resposta imune do tipo Thl estdo envolvidas as citocinas IL-2, CXCL-8 (IL-8),
TNF-0 e IFN-y e é caracterizada por estimular células que participam das reacbes de
citotoxicidade e defesa do hospedeiro contra doencas virais, microbianas e neoplasicas. Ha
ativacdo dos macrdfagos e dos mecanismos citotoxicos, levando a extensa destruicdo das
zonas infectadas por fagocitose. E eficaz na eliminacdo dos agentes patogénicos
intracelulares. Neste trabalho iremos abordar algumas dessas citocinas como a IL-2,a IL-8 e 0
TNF- . Ja na resposta do tipo TH2 ha secregdo de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e as células
envolvidas nessa resposta atuam principalmente na resposta imune humoral, estimulando a
producdo de anticorpos pelos linfocitos B e atuando na defesa do hospedeiro contra
organismos circulantes no sangue, doencas parasitarias e reaces atopicas (BECKER et al.,
2003). E eficaz contra organismos que circulem no sangue, como bactérias extracelulares e
parasitas. Neste trabalho iremos abordar algumas dessas citocinas como a IL-5, a IL-6 e IL-
10.

Recentemente, a contribui¢do das citocinas tem sido demonstrada para o cancer. As
citocinas podem estimular o crescimento celular e contribuir para a metéastase. Grande
quantidade de leucdcitos, principalmente macrofagos e linfocitos, os TAMs, podem ser
encontrados no estroma tumoral (NEGUS et al.,, 1997) e em efusdes neoplasicas
(MANTOVANI, 1997), sendo capazes de produzir citocinas do tipo Thl e Th2. Um
progressivo desvio no comportamento das TAMs e no perfil de produgdo de citocinas Thl
para Th2 pode ocorrer durante a progressdo tumoral, 0 que reduziria a resposta imune ao
tumor (MANTOVANI et al., 1997). A participacdo das citocinas na oncogénese revela suas
atuacdes, isolada ou em conjunto com outras citocinas, em atividades imunomoduladoras da
resposta imunolégica contra as neoplasias e, consequentemente, na sinalizacdo entre células

inflamatdrias e o tecido neoplésico invasivo. Essa sinalizacdo poderia inferir ou ndo em
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vantagens seletivas ao crescimento das células malignas (STEIN & DALGLEISH, 1994;
PRIES & WOLLENBERG, 2006), indicando que as citocinas séo importantes no estudo da
interacdo tumor-hospedeiro possuindo propriedades pré-tumorais ou antitumorais (PRIES &
WOLLENBERG, 2006).

Existem diferencas na quantidade de citocinas expressadas no microambiente tumoral
entre tumores ndo neoplésicos, neoplasias benignas e malignas de ovario, sugerindo um papel
significativo das citocinas na progressdo tumoral (TAVARES-MURTA et al., 2004). Se as
citocinas forem sintetizadas permanentemente, estas substancias podem ser utilizadas como
marcadores de ativacdo do sistema imune (STEIN & DALGLEISH, 1994; PRIES &
WOLLENBERG, 2006).

1.2.2.1 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

A IL-2 é uma glicoproteina de 14 a 17 kD que se enovela em uma proteina globular
contendo quatro a-hélices. E produzida principalmente por linfocitos T CD4+, podendo ser
sintetizada em menor quantidade por células B e mondcitos. O principal estimulo para sua
producdo sdo as bactérias e seus produtos, alguns parasitas também podem induzir sua sintese,
além de outras citocinas como IFN-a e IL-1. Para que aconteca a sua producdo maxima, sdo
necessarios sinais, principalmente a presenca de IFN-a e IL-1 (WAXMAN & BALKWILL,
1992). Suas atividades sdo mediadas por um receptor de membrana, de afinidade variada,
expresso em células T ativadas, em menor nimero em T ndo ativadas e B ativadas. Os
mondcitos raramente expressam este receptor. A IL-2 é o principal fator estimulador de
células T, sendo um fator de crescimento e ativacdo para todas as subpopulagdes de linfocitos
T, induzindo ciclo celular para células T ndo ativadas e expansdo clonal de células T ativadas
(HATAKEYAMA et al., 1989). Ativa ainda as células B, necessitando para tal, fatores
adicionais, como IL-4 (ABBAS et al., 2008). Apresenta acdo tumoricida por participar da
ativacgdo, crescimento e estimulo das células Natural Killer (NK) (GRIMM et al, 1983).

A IL-2 ndo especifica o tipo de diferenciacdo Th que participa, pois modula a
expressdo de receptores e fatores de transcricdo para outras citocinas, promovendo ou
inibindo as citocinas que se correlacionam com cada estado de diferenciacdo de Th (LIAO et
al., 2011). E produzida inicialmente em uma resposta imunitaria Th1, considerada mediadora
critica do equilibrio Th1l/Th2 e esta envolvida no processo de carcinogénese por induzir a
inflamacdo nos 6rgdos humanos (DIAZ OREA et al., 2017).
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1.2.2.2 INTERLEUCINA 5 (IL-5)

A IL-5 é produzida pelo grupo Th2 de células T CD4+ e por mastocitos ativados. As
principais acOes da IL-5 sdo estimular o crescimento e a diferenciacdo de eosinoéfilos e ativar
os eosindfilos maduros (ABBAS et al., 2008). Em células B atua como um importante fator
na mudanca de classe para a producdo da imunoglobulina IgA (CLUTTERBUCK et al., 1987,
TAKATSU et al., 1988). E uma citocina que faz parte da familia hematopoiética (MILBURN
etal., 1993).

1.2.2.3 INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A IL-6 é uma interleucina que atua como uma citocina pré-inflamatéria. Pode ser
produzida por Vvérios tipos celulares, incluindo fagécitos mononucleares ativados, células
endoteliais e fibroblastos, sendo as células B, T e mondcitos as suas principais fontes. Os
estimulos para a sua sintese sdo o contato com outras citocinas como IL-1 e TNF-a ¢ a
resposta frente a microrganismos, principalmente bactérias (ABBAS et al., 2008). E uma
citocina pleiotropica que influencia a resposta imune antigeno especificas e reacGes
inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda da inflamacdo (HEINRICH et
al., 1990). Ela estimula a producéo de proteinas da fase aguda da inflamacéo nos hepatécitos,
e a producdo de neutréfilos pela medula dssea, além de estimular o crescimento dos linfocitos
B (ABBAS et al., 2008). Tem ainda acdo importante na atracdo de eosindfilos para o local de
inflamacdo (HEINRICH et al., 1990).

A IL-6 influencia a na fungdo ovariana e no processo de ovulacdo, fertilizacdo e
implantacdo (DESPHANDE et al, 2000). Pode estar associada a progressao tumoral através
de inibicdo da apoptose de células malignas (TABIBZADEH, 1989). Elevadas concentracdes
de IL-6 podem ser encontradas em neoplasias malignas renais, colorretais, ovario, mama,
endométrio e pulmdes. Em neoplasias malignas de ovéario a IL-6 é relatada como fator
prognostico da doenca (AKAHIRO et al, 2004), assim como um fator prognéstico na
identificacdo de tumores resistentes a quimioterapia (BELLONE et al., 2005). Niveis séricos
de IL-6, IL-8 e IL-18 podem se correlacionar ao pior prognéstico no cancer de ovario e com a
sobrevida global (SCAMBIA et al., 1995; AKAHIRO et al., 2004; KASSIM et al., 2004).
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1.2.2.4 INTERLEUCINA 8 (IL-8)

A IL-8 € uma quimiocina, também denominada citocina quimiotatica, representada
oficialmente por CXCL-8. As quimiocinas s8o uma grande familia de citocinas
estruturalmente homologas que estimulam o movimento dos leucdcitos e regulam a migracao
dessas células do sangue para os tecidos (ABBAS et al., 2008).

A IL-8 é o principal mediador da resposta imune inata inicial aos microrganismos
intracelulares e é a indutora-chave da imunidade mediada por células contra esses organismos.
E produzida principalmente por macréfagos, mondcitos, linfocitos e em menor quantidade por
fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos, melandcitos, hepatocitos e condrdcitos e pelas
celulas dendriticas. Seus estimulos normalmente sdo a IL-1, TNF-a ¢ IFN-y e estimula a
diferenciacdo dos linfocitos ThO em Thl produtores de IFN-y. Pode ser inibida por
corticosteroides e ciclosporina A (BAGGIOLINI et al., 1994).

A principal acdo da IL-8 é servir como estimulo migratério para as células do sistema
imune, principalmente neutrofilos, além de favorecer o aumento da expressdo de moléculas de
adesdo por células endoteliais. Também ativa os neutréfilos, aumentando o seu metabolismo
oxidativo e também participa do processo que antagoniza a producdo de IgE estimulada pela
IL-4, mas ndo afeta a producdo das demais imunoglobulinas (ZWAHLEN et al., 1993).

E uma citocina pro-angiogénica, encontrada em diversos tipos de neoplasias humanas
(XIE, 2001). Sua expressdo em celulas do melanoma humano e do céncer ovariano esta
correlacionada ao potencial metastatico do tumor (XU & FIDLER, 2000; HUANG et al,
2002; AGGARWAL et al, 2006) e por exercer varios efeitos sobre o sistema imune e estar
relacionada a angiogénese, ao crescimento e a proliferacdo das células cancerosas
(KOZLOWSKI et al., 2003). A expressdo de IL-8/CXCL-8 tem sido descrita como um
potencial biomarcador do cancer ovariano (LOKSHIN et al., 2006) e 0 aumento da sua
expressao é encontrado tanto no soro, como na ascite e no tecido tumoral dessas pacientes
(WANG et al.,, 2012). Além disso, varios estudos tém demonstraram que a IL-8 esta
diretamente relacionada com o pior prognostico da doenca (MAYERHOFER et al., 2001;
KASSIM et al., 2004).

1.2.2.5 INTERLEUCINA 10 (IL-10)

A IL-10 é produzida principalmente por linfocitos T citotoxicos (CD3+ CD8+),

linfocitos B, mastocitos e mondcitos ativados por LPS, estes sendo fontes menos importantes.
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Pacientes com AIDS e linfoma de Burkitt secretam grandes quantidades de IL-10. A sintese é
inibida por IL-4 e pela propria IL-10 (BENJAMIN et al., 1992).

O efeito principal da IL-10 € inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-y, IL-2,
IL-12, TNF-B. Inibe ainda a proliferagdo de células do tipo Thl, diminuindo a sua fungéo
citolitica e a secrecdo de citocinas por essas celulas, mas ndo interferindo nas do tipo Th2,
facilitando o desenvolvimento da resposta Th2. A IL-10 atua como um co-estimulador, tanto
para a proliferacdo de mastocitos e seus progenitores, quanto para 0 crescimento dos
linfécitos T imaturos, agindo como um fator de diferenciacdo para as células T citotoxicas,
sendo esta acdo de menos intensidade (THOMPSON-SNIPES et al., 1991).

A IL-10 é uma citocina multifuncional e pode inibir a resposta imune do tipo celular e
as funcdes das células TH1 (CD4+) imunocompetentes pelo bloqueio da funcdo de
apresentacdo de antigenos por estas células (LLANES-FERNANDEZ et al., 2009). Pode
atuar, juntamente com a IL-8, na progresséo da malignidade tumoral, interferindo diretamente
na angiogénese, no crescimento e proliferacdo das células malignas (KOZELOWSKI et al.,
2003; VURAL et al, 2010). A IL-10 é um inibidor de macréfagos ativados, o que lhe cabe um
importante papel no controle homeostatico das reacdes da imunidade inata e da imunidade
celular (VURAL et al, 2010).

1.2.2.6 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

O TNF-a ¢ sintetizado principalmente por macréfagos e monocitos ativados, embora
neutrdfilos, células T ativadas, células NK e mastécitos, apos estimulacdo por LPS, também o
sintetizam. A produgdo do TNF-a é estimulada por IFN, IL-1, IL-2, GM-CSF, substancia P,
bradicinina, imuno-complexos, inibidores da cicloxigenase e pelo PAF, e sua producdo pode
ser inibida por ciclosporina, dexametasona, PGE2, IL-6 e antagonistas do PAF. TNF-a e TNF-
B ligam-se aos mesmos receptores no inicio, mas intracelularmente, apés a endocitose deste
complexo, exercem atividades distintas (TRACEY & CERAMI, 1993).

A principal atividade biologica do TNF-o. € promover o recrutamento de leucocitos
para os sitios de infeccdo e ativar essas células contra 0os microrganismos, estimular os
hepatocitos a produzirem proteinas da fase aguda da inflamacéo e de estimular a producéo de
IL-6 (ABBAS et al., 2008). As alteracdes endoteliais, principalmente a perda da funcéo de
diminuicdo da coagulacdo, a atividade quimiotatica e o estimulo ao metabolismo oxidativo
dos fagocitos, sdo a¢des do TNF-a compartilhadas com a IL-1. Como atividade antitumoral, 0

TNF-a apresenta uma acentuada citdlise e citoestase em diferentes linhagens de células
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neoplasicas, tendo uma agdo antitumoral importantissima. (MACKAY et al., 1993;
TARTAGLIA et al., 1993).

O TNF-qa, além de ser um dos principais mediadores da inflamacao, também ¢
produzido por tumores. Varios estudos tém associado a inflamacdo com a tumorigénese
ovariana, indicando que o TNF-o desempenha um papel chave na modulagéo da invaséo,
angiogénese e metastase tumoral (SZLOSAREK et al., 2007; SETHI et al., 2008). E o
principal mediador na caquexia das neoplasias malignas (MACKAY et al., 1993,
TARTAGLIA et al., 1993). A atividade bioldgica do TNF-a pode ser modulada pelos seus
receptores de superficie de membrana, os TNF-R. Estas proteinas sdo expressas na superficie
da membrana e tem grande capacidade de se ligarem ao TNF (BALKWILL, 2006;
BERTAZZA & MOCELLIN, 2008). A regulacdo dos TNF-Rs é um fator critico para se
verificar a capacidade de resposta das células tumorais a0 TNF-a. Os TNF-R apresentam
também uma forma sollvel, os sSTNF-R, e estas formas sdo antagonistas de citocinas
especificas. Elas se ligam no TNF-a circulante e inibem a sua atividade bioldgica, impedindo
a sua ligacdo aos receptores celulares. Altas concentracGes de TNF-R soltvel podem inibir a
atividade do TNF e podem, assim, representar um mecanismo de escape do tumor contra 0s
efeitos destrutivos de TNF-a. Embora o papel patogénico real dos STNF-Rs permaneca
controverso, eles tém sido propostos como marcadores fidedignos de local de producdo de
TNF-0 (ANDERSON et al., 2004; SZLOSAREK et al., 2006).

1.3 OXIDO NITRICO

Em 1987 identificado como um mensageiro bioldgico, o 6xido nitrico (NO) é
considerando como sendo uma das menores moléculas existentes e a sua descoberta causou
um grande aumento nas investigacdes cientificas com o intuito de tentar decifrar as suas
atividades fisioldgicas e a sua participacdo nas doencas (XU et al., 2002).

O NO é gerado por uma familia de isoenzimas, a sintase de Oxido Nitrico (NOS),
através da catalise enzimatica do aminoacido essencial L-arginina, que resulta na formacdo de
L-citrulina e NO (MONCADA et al., 1991). Existem trés isoformas de NOS, na qual, duas
sdo constitutivas (NOSc) e uma € induzida (NOSi) (XU et al., 2002). As isoformas
constitutivas (NOSc) sdo a NOS neural (NOSn/NOS1) e a NOS endotelial (NOSe/NOS3)
(MICHEL & FERON, 1997; ALDERTON et al., 2001), constitutivamente expressa em
alguns tipos de células, principalmente neurdnios e células endoteliais, respectivamente
(MOCELLIN et al., 2007). A NOSc é citoplasmatica e dependente de Ca2+/calmodulina,
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produzindo NO em pequenas concentragdes e por curtos periodos de tempo em resposta a
estimulacéo fisica ou de receptores (MONCADA et al., 1991). A outra isoformas, a induzida
(NOSI/NOS2), é citoplasmatica e Ca2+ independente, ¢ produzida em macrofagos, células
endoteliais e outros tipos celulares apds estimulacdo por lipopolissacarideos (LPS) e/ou
citocinas como IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF), principalmente do tipo alfa (TNF-a) e
interleucinas e sob essas condi¢cbes, 0 NO gerado, tem a sua liberacdo prolongada e é
produzido em maiores concentracdes (MONCADA et al., 1991; DACHS & TOZER, 2000;
KLEINERT et al.,, 2003). O aumento da NOSi esta relacionado com alguns tipos de
carcinomas (BULUT et al, 2005; OZEL et al, 2006).

Inicialmente descrito como um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF)
(PALMER et al., 1987), o NO é um radical livre atuando como um mensageiro gasoso que
afeta varias funcbes bioldgicas. Em baixas concentraces atua como um transdutor de sinal
em muitos processos fisioldgicos (por exemplo, a regulacdo do fluxo sanguineo, homeostase
de ferro, a reatividade plaquetaria, neurotransmissdo e modulacdo da resposta imune mediada
por células) e em altas concentracdes, como um mecanismo de defesa contra patdgenos
citotoxicos, e tumores (IGNARRO, 2000). Estudos indicam que o NO e os radicais derivados
do metabolismo do oxigénio como os superdxidos sdo moléculas-chave na patogénese de
varias doencas infecciosas (AKAIKE & MAEDA, 2000). Além disso, evidéncias acumuladas
sugerem que niveis cronicamente elevados de NO estdo envolvidos na patogénese de algumas
condicdes patoldgicas humanas, tais como a doenca inflamatéria intestinal (SHAH et al.,
2004), doencas neurodegenerativas (ISCHIROPOULOS & BECKMAN, 2003) e cancer
(LALA & CHAKRABORTY, 2001; XU et al., 2002). Neste contexto pode-se demostrar que
0 aumento da producdo de NO esta diretamente ligado ao aumento da regulacéo da NOSi.

Vaérios pesquisadores relataram a expressao de NOSi por células malignas ou no
microambiente do tumor, tanto em nivel de mRNA e proteina (MOCELLIN et al, 2007),
sendo sua marcacdo imunohistoquimica mais intensa em neoplasias malignas comparadas
com neoplasias benignas (NOMELINI et al, 2008). No cancer de ovario, a atividade da NOSi
foi localizada nas células tumorais e nos melanocitos, mas ndo no tecido ovariano normal
(THOMSEN et al, 1994; MASSI et al, 2001). Outros tumores que expressam a NOSi sdo de
cabeca e pescoco (PARK et al, 2003), es6fago (WILSON et al, 1998), pulmao (AMBS et al,
1998), prostata (KLOTZ et al, 1998), tumores do cérebro (COBBS et al, 1995), neoplasias
hematolégicas (ROMAN et al, 2000; MENDES et al, 2001), dentre outros. Na carcinogénese
humana, a NOSi esta relacionada na regulacdo de imunossistemas, apoptose de células e
angiogénese (BUTTERY et al, 1993).
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O NO foi incriminado como agente de iniciacdo da carcinogénese, que, associado a
outros fatores, poderia levar ao descontrole da citoestase e da diferenciagdo celular. A
diversidade de efeitos do NO parece estar relacionada as concentragdes de NO gerados, a
sensibilidade individual das células e a duracdo do fendmeno (MONCADA et al, 1991;
SWITZER et al. 2012). Altas concentracbes de NO induzem apoptose, mas baixas
concentragdes estimulam o crescimento tumoral por indugdo da angiogénese (HAO et al.,
2001), fazendo com que o NO apresente uma complexidade de efeitos, ora contribuindo para
a regressao do tumor ora para a sua progressdo. O NO §é, portanto, um alvo atraente para

novas estratégias de diagndstico e prognostico, e para futuros métodos de terapia no cancer.
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2 HIPOTESE

Os processos neoplasicos malignos sdo capazes de desencadear uma desregulacdo na
resposta inflamatoria do individuo, alterando o perfil populacional de células inflamatorias e a
producdo de diversos mediadores da inflamacdo, podendo, consequentemente, promover o
crescimento tumoral. Nossa hipotese é de a concentracdo de algumas citocinas, tais como IL-
2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0 e metabdlitos de 6xido nitrico (NO) no liquido intracistico seja
diferente entre as neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, e que estejam correlacionadas
com melhor ou pior progndstico da doenca, indicando o papel protetor e, a0 mesmo tempo,

promotor do sistema imune sobre o cancer.
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3 OBJETIVOS

a)

b)

Comparar a dosagem de citocinas (IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) ¢
metabolitos de &xido nitrico (NO) no liquido intracistico de tumores néo

neoplésicos e neoplasias benignas e malignas primarias de ovario.

Relacionar a dosagem de citocinas e metabdlitos de NO intracistico com
parametros clinicos, laboratoriais e patologicos de pacientes com neoplasia

maligna primaria de ovario.
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4 PACIENTES E METODOS

Apresentam-se as pacientes participantes e os métodos realizados no desenvolvimento
desse estudo. As carateristicas das pacientes sdo listadas abaixo e os métodos sdo descritos

nos itens seguintes.

4.1 PACIENTES

Foram avaliadas inicialmente 126 pacientes com diagnostico de massa anexial,
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia /
Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro -
UFTM, submetidas a tratamento cirurgico por laparotomia exploradora de acordo com
critérios pre-estabelecidos (MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006), no periodo
de maio de 2009 a dezembro de 2016 e com posterior diagndstico de tumor neoplasico ou ndo
neoplasico ovariano confirmado.

De acordo com a classificacdo anatomopatoldgica do tipo de tumor ovariano apds a
cirurgia, as pacientes foram agrupadas em 3 grupos: (1) Tumores ndo-neoplasicos (n=17)
(Anexo A); (2) Neoplasias Benignas (n=71) (Anexo B) e (3) Neoplasias Malignas (n=22)
(Anexo C). Apos a confirmacgdo anatomopatoldgica, os endometriomas foram excluidos do
estudo (n=15). As 110 pacientes selecionadas, as quais estavam enquadradas dentro dos

critérios de inclusdo do trabalho, representam o “n” deste estudo.

4.1.1 Dados Avaliados

Os seguintes dados dos prontuarios foram anotados em banco de dados especifico para
0 estudo: idade, tipo histoldgico, grau histolégico, estadiamento (FIGO), modelo da
carcinogénese em tipo 1 e tipo 2 (no caso de tumores ovarianos epiteliais), metastases em
linfonodos, data da cirurgia, data da primeira recidiva, data da Gltima consulta, sobrevida
global, sobrevida livre da doenca, data do 6bito (quando houve), exames laboratoriais e 0s
resultados dos experimentos. Dentre os exames laboratoriais foram colhidas informac6es do
hemograma (hemoglobina, valor absoluto de neutrofilos e linfocitos, plaquetas, relacéo
neutrdfilo/linfécito (RNL) e relagdo plaqueta/linfocito (RPL)), glicose e marcadores tumorais
pré-operatorios (CA125, CA15.3, CA19.9).
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Os valores de RNL e RPL foram obtidos através da divisdo do nimero absoluto de
neutrdfilos e plaquetas pelo nimero absoluto de linfécitos, respectivamente. Utilizou-se como
valor de corte 2,6 para RNL (ASHRAFGAMJOEI et al, 2016) e 300 para RPL (ASHER et al,
2011).

Para a avaliagdo da sobrevida livre de doenca (SLD), os grupos foram divididos em
SLD menor que 36 meses e SLD maior que 36 meses. Para a avaliacdo da sobrevida global
(SG), os grupos foram divididos em SG menor que 60 meses e SG maior que 60 meses. As
pacientes que perderam 0 seguimento, ou cujos dados estavam incompletos no prontuario
foram excluidas para essas avaliagdes.

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro com o nimero de protocolo 1408 (Anexo D). Consentimento

livre e esclarecido por escrito foi obtido de cada paciente ou de seus familiares (Apéndice A).

4.1.2 Critérios de indicacdo de Laparatomia Exploradora

Os critérios de indicacdo de laparotomia exploradora foram: (1) cistos anecdicos com
didmetro maximo menor que 7,0 cm e com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e
marcadores tumorais normais; (2) marcadores tumorais alterados; (3) cistos anecoicos com
didmetro maximo maior ou igual a 7,0 cm; (4) massas ovarianas com conteido solido,
presenca de vegetacdo intracistica, 1 septo grosso e/ou 2 ou mais septos finos; (5) Color
Doppler com indice de resisténcia menor ou igual a 0,4 e indice de pulsatilidade menor ou
igual a 1,0; (6) bilateralidade; (7) presenca de ascite (MURTA et al., 2004; MURTA &
NOMELINI, 2006).

4.1.3 Critério de inclusao

Pacientes portadoras de massas anexiais nao neoplasicas, benignas e malignas de

ovario.
4.1.4 Critérios de excluséo
a) Presenca de tor¢do do pediculo anexial;

b) Rotura do cisto durante o procedimento cirlrgico;

c) Neoplasia maligna secundaria de ovario (metastase);
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d) Tratamento prévio a cirurgia (Quimioterapia);
e) Recidiva;
f) Endometrioma;

g) Doencas sistémicas autoimunes.

4.2 METODOS

Na descricdo dos métodos, sdo apresentados 0 modelo de estudo, a realizacdo do
estudo anatomopatoldgico, a coleta do liquido intracistico, os protocolos adotados para a
realizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a dosagem de citocinas e do ensaio
colorimétrico para a dosagem de metabdlitos do Oxido Nitrico (NO), o banco de dados, a

realizacdo da analise estatistica e a redacdo do texto.

4.2.1 Modelo de estudo

Estudo de coorte prospectivo

4.2.2 Anatomopatol6gico

Foi realizado pelo Servico de Patologia Cirdrgica do Hospital de Clinicas —
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, nos cortes embebidos em parafina, sendo que 0s
casos foram revisados por um patologista experiente da disciplina de Patologia Especial. A
avaliacdo anatomopatoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de acordo com 0s
critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO.

Na avaliacdo do grau histoldgico, os tumores de células da granulosa e os tumores
borderline foram considerados juntamente com o grupo de tumores bem diferenciados (grau
1). Para os demais tumores, foi realizada uma revisdo do grau histolégico pelo patologista,
sendo divididos em grau 1 (bem diferenciados), grau 2 (moderadamente diferenciados) e grau
3 (pouco diferenciados). Os tumores ovarianos epiteliais foram divididos e classificados
conforme 0 novo modelo de carcinogénese, sendo agrupados em tipo 1 e tipo 2. Os do tipo 1
foram considerados os tumores borderline serosos, carcinomas serosos de baixo grau, e
carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras. Os do tipo 2, os carcinomas

serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos (carcinossarcomas) e
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indiferenciados (KURMAN & SHIH, 2010; ALI-FEHMI et al., 2011; KURMAN & SHIH,
2011).

A classificacdo histoldgica dos tumores ovarianos segundo a OMS esta descrita no
Apéndice B.

4.2.3 Coleta do liquido intracistico

Todos os tumores ovarianos cisticos ou mistos foram submetidos a puncgéo logo apdés a
exérese do cisto, para obtencdo de 20 ml do contetddo intracistico (avaliagdo do
microambiente tumoral). Para essa coleta, foram utilizadas seringas (20 ml) e agulhas (18G)
estéreis. O liquido coletado por aspiracdo lenta foi colocado em frasco estéril e transportado
em caixa de isopor com gelo até a Disciplina de Farmacologia, onde foi centrifugado a 1500
rpm por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi coletado e estocado em aliquotas de 300
pL e armazenado em freezer a -20°C até o dia do experimento para a dosagem de citocinas e
metabolitos de NO (TAVARES-MURTA et al., 2004).

4.2.4 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a dosagem de citocinas

As concentragdes de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-o foram quantificadas no
sobrenadante das amostras de liquido intracistico por meio de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). As amostras de sobrenadante foram obtidas a partir do liquido intracisticos,
devidamente centrifugado, das pacientes com tumores ovarianos conforme os grupos descritos
anteriormente.

Para a captura de anticorpos, foram utilizadas placas de 96 pogos revestidas com 50
uL/pocgo do anticorpo especifico para cada uma das citocinas citadas acima, diluidos (1 a 3
pMg/uL) em solucdo tampdo de ligacdo (NaHPO,) e incubados por 16-24 horas em
temperatura de 4°C. As placas entdo foram lavadas trés vezes com PBS/Tween 20 a 0,05% e a
ligacdo ndo especifica foi bloqueada por PBS/BSA 1% (100 pL/po¢o), incubando por 2 horas
a 37°C. As amostras e a curva padrdo (concentragcdes conhecidas de citocinas) foram
colocadas nas placas (50 pL/poco) e incubadas por 16-24 horas em uma temperatura de 4°C.
Para a curva padrao foram utilizados anticorpos recombinantes humanos previamente diluidos
em PBS/Tween 20 a 0,05% respeitando as dosagens de 2,5 a 10 mg/mL, respectivamente. As
placas foram lavadas e, em seguida, foi adicionado anticorpo anti-citocina biotinilado (0,5a 1

mg/mL) diluido em tampéo de blogueio (PBS/BSA 1%). Apos 1 hora de incubacédo a 37°C as
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placas foram lavadas com PBS/Tween 20 e 100 pL/pogo do conjugado avidina-peroxidase,
previamente diluido em tamp&o de bloqueio (1:5000), foi adicionado. A placa foi novamente
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo as placas foram lavadas
e, em seguida, foi realizada a reacdo de coloracdo adicionando-se 100 pL do substrato o-
fenilenediamina dihidrocloreto-OPD. As placas foram entdo incubadas novamente em
temperatura ambiente por mais 15 a 20 minutos. A reagéo foi entéo interrompida adicionando
50 pL de H,SO,4 a 1M, e a absorbancia medida a 490 nm em leitor de placa de ELISA. Os
resultados foram expressos em pictogramas de cada citocina dosada por mililitro do
sobrenadante do liquido intracistico (BENJAMIM et al, 2000).

4.2.5 Ensaio colorimétrico para a dosagem de metabdlitos do Oxido Nitrico (NO)

A quantificacdo do nitrato nas amostras do liquido intracistico das pacientes conforme
0 seu grupo foi determinada por meio da reducdo enzimatica do nitrito com a nitrato redutase,
conforme descrito por Schmidt et al., em 1989. As amostras (40 uL) foram incubadas com o
mesmo volume de tampao redutase (fosfato de potéssio 0,1M, pH 7,5) contendo 1 mM de
fosfato de nicotinamida ademina dinucleotideo-NADPH, 10 mM de flavina adenina
didinucleotideo- FAD e 4 Ul de nitrato redutase/mL durante 20 horas a 37°C. Uma curva
padrdo de nitrato foi determinada por incubagdo de nitrato sodico (10 a 200 uM) com tampao
redutase. A quantidade total de metabdlitos de NO nessas amostras de liquido cistico foi entdo
determinada pelo ensaio colorimétrico baseado na reacdo de Griess (GREEN et al., 1981). A
absorbancia foi medida a 546 nm. Os resultados foram expressos como micromol (uM) de
nitrito (NO™) nas amostras de liquido intracistico.

4.2.6 Banco de dados

Os dados clinicos, laboratoriais e cirdrgicos das pacientes estudadas foram arquivados
em banco de dados especifico para o estudo. Foram utilizados o Microsoft Excel® e Microsoft
Word®, versio 2013.

4.2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism software 6. De acordo com a

distribuicdo (teste de D’Agostino & Pearson), 0s resultados com distribui¢cbes ndo normais
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foram expressos em medianas e percentis 10%, 25%, 75% e 90%. Os resultados entre os
grupos ndo pareados (tumores ndo-neoplésicos, neoplasias benignas e malignas) foram
analisados através de teste de Kruskal-Wallis, com pos teste de Dunn, em caso de distribuicdo
normal. A avaliacdo dos fatores progndsticos foi realizada pelo teste de Mamm Whitney, com

nivel de significancia menor que 0,05.

4.2.8 Redacéo do texto
O texto foi redigido conforme A NBR 14724/2011 da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT).
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5 RESULTADOS

Apresentam-se as caracteristicas das pacientes participantes e os resultados obtidos

nesse trabalho.

5.1 CARACTERISTICAS DAS PACIENTES

Para este estudo, foram avaliadas 110 pacientes diagnosticadas com tumores
ovarianos, as quais foram agrupadas em trés grupos, sendo o grupo 1 formado pelos tumores
ndo neoplésicos e constituido por 17 pacientes, o grupo 2 formado pelas neoplasias benignas e
constituido por 71 pacientes e o grupo 3 formado pelas neoplasias malignas e constituido por
22 pacientes (Anexos A, B e C). As demais variaveis quantitativas e qualitativas das pacientes

do estudo estdo descritas nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Variaveis quantitativas expressas em mediana (minimo-maximo) das pacientes
com tumores ovarianos atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba —
MG, no periodo de 2009 a 2016.

Tumores Nao

Neoplasia Benigna Neoplasia Maligna

Neoplésicos
(n=71) (n=22)
(n=17)
Idade (anos) 47 (34-87) 49 (11-77) 58 (34-82)
Gestacéo 4 (0-9) 2 (0-16) 3(0-11)
Paridade 2 (0-9) 2 (0-13) 2 (0-11)
Idade Menarca (anos) 12 (11-15) 13 (9-18) 13 (9-15)
Idade Menopausa (anos) 45 (37-53) 49 (32-55) 49 (32-60)
] o 88,20 92,60 92,30
Glicose Sérica (mg/dL)
(73,80-284,50) (67,50-160,10) (75,00-238,20)
) 13,70 13,50 12,65
Hemoglobina (g/dL)
(7,90-15,60) (10,80-17,00) (8,00-16,70)
) 17,10 16,36 28,91
Niveis de CA 125 (Ul/ml)
(3,04-53,80) (2,45-395,90) (2,10-727,40)
o 7,00 11,20 10,83
Niveis de CA 19,9 (Ul/ml)
(0,50-32,73) (0,74-327,10) (0,76-389,50)
o 17,57 15,22 18,13
Niveis de CA 15,3 (Ul/ml)
(6,50-25,40) (6,25-37,30) (9,55-202,10)
Volume da massa ao 56,10 161,45 375,00
ultrassom (mL) (7,80-1570,00) (5,80-4620,00) (83,00-1570,00)
Maior didmetro da massa ao 5,40 8,35 10,90
ultrassom (cm) (3,60-14,80) (2,10-34,10) (6,30-18,90)
Sobrevida livre da doencga
- - 37 (2-80)
(SLD) (meses)
Sobrevida global (SG)
- - 50 (8-217)
(meses)
Numero de ciclos de
- - 6 (4-6)

quimioterapia

Fonte: O autor, 2017.
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Tabela 2 — Variaveis qualitativas das pacientes com tumores ovarianos, atendidas no Hospital
das Clinicas da UFTM, Uberaba — MG, no periodo de 2009 a 2016.

Tumores Nao Neoplasias Neoplasias
Neoplésicos Benignas Malignas
(n=17) (n=71) (n=22)
n % n % n %
Estado civil
Casadas 10 58,8 44 62,0 13 59,1
Divorciadas 2 11,8 0 0 0 0
Solteiras 3 17,6 20 28,2 4 18,2
Vilvas 2 11,8 7 9,9 5 22,7
Método Contraceptivo
Barreira 0 0 5 7,0 0 0
Histerectomia 1 59 2 2,8 0 0
Hormonal 2 11,8 7 9,9 0 0
Laqueadura Tubéria 4 23,5 24 33,8 5 22,7
Nenhum 10 58,8 33 46,9 17 77,3
Status Hormonal
Pré-menopausa 10 58,8 45 63,9 7 31,8
Pds-menopausa 7 41,2 26 36,6 15 68,2
Obito
Sim 0 0 0 0 9 40,9
Né&o 17 100 71 100 13 59,1
Terapia Hormonal
Sim 0 0 0 0 0 0
Né&o 17 100 71 100 22 0
Tabagismo
Sim 4 23,5 16 22,5 3 13,6
Né&o 13 76,5 55 77,5 19 86,4

n = namero absoluto de casos, % = ndmero percentual de casos.
Fonte: O autor, 2017.

Em relacdo ao diagnostico histoldgico dos tumores ovarianos, 0 mais frequente dentre

0s tumores ndo neoplésicos foi o cisto simples (47,1%) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Diagndstico Histologico dos tumores das pacientes com cistos ndo neoplasicos
(n=17), atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba — MG.

Diagnostico Histolégico dos Tumores Nao

Neoplasicos : %
Cisto de Inclusdo 1 5,9
Corpo Lateo Hemorrégico 1 59
Cisto Folicular 3 17,6
Cisto Teca Luteinico 4 23,5
Cisto Simples 8 47,1

n = nlmero absoluto de casos, % = nlmero percentual de casos.
Fonte: O autor, 2017.

Para as neoplasias benignas, o mais frequente foi o cistoademona seroso (43,6%)
(Tabela 4).

Tabela 4 — Diagnostico Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana
Benigna (n=71), atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba — MG.

Diagnostico Histoldgico n %
Cistoadenoma Mucinoso 20 28,2
Teratoma Cistico Maduro 20 28,2
Cistoadenoma Seroso 31 43,6

n = namero absoluto de casos, % = nimero percentual de casos.
Fonte: O autor, 2017.

E quando agrupamos as neoplasias ovarianas malignas, o mais frequente foi o

cistoadenocarcinoma seroso (27,3%) (Tabela 5).

Tabela 5 — Diagndstico Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana
Maligna (n=22), atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba — MG.

Diagnéstico Histologico das Neoplasias

Malignas : v
Adenocarcinoma Endometridde 1 4,5
Teratoma Imaturo 1 45
Tumor Seroso Borderline 2 9,1
Adenocarcinoma de Células Claras 2 9,1
Tumor de Células da Granulosa 4 18,2
Tumor Mucinoso Borderline 6 27,3
Cistoadenocarcinoma Seroso 6 27,3

n = nmero absoluto de casos, % = nlimero percentual de casos.
Fonte: O autor, 2017.
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O estadiamento dos casos dos tumores malignos de ovario foi realizado de acordo com
os critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO, tendo como
resultado em nosso estudo pacientes com estadiamento 1A 10 (45,5%), IB 1 (4,5%), IC 4
(18,2%), 1A 1 (4,5%), HIA 1 (4,5%), I1IB 2 (9,1%), I1IC 3 (13,7%) (Figura 1).

Figura 1 — Frequéncia (%) dos estadiamentos no grupo de pacientes com Neoplasias Malignas
de Ovario de acordo com a Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
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Fonte: O autor, 2017.
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Ap0s revisdo do grau histologico dos tumores malignos de ovério pelo patologista,
foram divididos em grau 1 (G1 - bem diferenciados), grau 2 (G2 - moderadamente
diferenciados) e grau 3 (G3 - pouco diferenciados). A frequéncia de graus em nosso estudo
foi: 15 pacientes com G1 (68,2%), 6 pacientes com G2 (27,3%) e 1 paciente com G3 (4,5%)
(Figura 2).

Figura 2 — Grau de diferenciacgéo histologica das neoplasias malignas.
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Fonte: O autor, 2017.
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Os tumores ovarianos epiteliais foram divididos e classificados conforme o novo
modelo de carcinogénese, sendo agrupados em tipo 1 e tipo 2. Obtivemos frequéncia de 12
tumores do Tipo 1 (70,6%) e 5 tumores com Tipo 2 (29,4%) (Figura 3).

Figura 3 — Tipo de Carcinogénese das neoplasias ovarianas malignas epiteliais.
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Fonte: O autor, 2017.

5.2 QUANTIFICACOES DOS METABOLITOS DE OXIDO NITRICO (NO,. + NOs) E
DAS CITOCINAS (IL-2, IL-5, IL-8, IL-10 E TNF-a) NO LIQUIDO INTRACISTICO DAS
PACIENTES COM TUMORES NAO NEOPLASICOS, NEOPLASIAS BENIGNAS E
MALIGNAS DE OVARIO.

Os niveis dos metabdlitos do 6xido nitrico (NO,. + NOg) e as citocinas (IL-2, 1L-5,
IL-6, IL-8, IL-10 TNF-a) foram quantificados no liquido intracistico de todas as 110 pacientes
estudadas. A Tabela 6 mostra as diferencas na quantificacdo dos metabdlitos do NO pela
reacdo de Griess e das citocinas pelo método de ELISA, entre os tumores ndo neoplasicos,
neoplasia benigna e maligna de ovario. Houve um aumento dos niveis dos metabolitos do NO
no grupo de neoplasias malignas de ovario quando comparado ao grupo de neoplasias
benignas (p = 0,0217; Kruskal-Wallis + Dunn) (Figura 4). Dentre as citocinas estudas, houve
um aumento dos niveis de IL-6 (p = 0,0005; Kruskal-Wallis + Dunn) (Figura 5C) e de IL-8 (p
= 0,0098; Kruskal-Wallis + Dunn) (Figura 5D) no grupo de neoplasias malignas de ovario
guando comparado ao grupo de neoplasias benignas. Para as demais citocinas, ndo houve

significancia estatistica nesta analise.
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Tabela 6 — Diferencas na quantificacdo dos metabdlitos do NO (NO,. + NOs) pela reacédo de
Griess e das citocinas pelo metodo de ELISA e entre os tumores ndo
neoplésicos, neoplasia benigna e maligna de ovario.

Tumores N&o Neoplasia Benigna Neoplasia
Neoplasicos (n=17) (n=71) Maligna (n=22)
NO (NO,, + NO;) 27,80 (13,15-46,47) 23,78 (13,30-44,00)" 40,01 (27,88-99,25)"
IL-2 10,80 (4,40-12,01) 12,59 (7,70-38,00) 11,40 (8,20-2,80)
IL-5 9,10 (6,40-18,86) 11,52 (5,30-21,22) 12,34 (6,98-39,11)
IL-6 330,20 (27,24-614,70) 50,67 (8,25-349,60)* 383,30 (283,90-881,80)*
IL-8 108,60 (62,77-207,00) 129,12 (51,29-195,80)** 168,90 (138,40-270,20)**
IL-10 33,90 (15,55-89,50) 23,20 (11,30-52,54) 56,55 (15,20-155,90)
TNF-o 8,30 (6,70-9,24) 9,50 (6,20-12,31) 8,70 (6,45-11,74)

Os valores dos metabdlitos de oxido nitrico e das citocinas foram expressos em mediana (percentil 25% -
percentil 75%). Teste de Kruskal-Wallis + P6s Teste de Dunn. *p =0,0178; *p=0,0006; **p =0,0110.
Fonte: O autor, 2017.

Figura 4 — Diferencas na quantificacdo dos metabdlitos do NO (NO,. + NO3) pela reacdo de
Griess entre os tumores ndo neoplasicos, neoplasia benigna e maligna de ovario.
Os valores foram expressos em mediana e percentis (10%, 25%, 75% e 90%).
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Fonte: O autor, 2017.
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Figura 5 — Diferencas na quantificacdo das citocinas pelo método de ELISA entre os tumores
ndo neoplésicos, neoplasia benigna e maligna de ovario. Os valores foram
expressos em mediana e percentis (10%, 25%, 75% e 90%).
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Fonte: O autor, 2017.
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5.3 RELACOES DOS METABOLITOS DO NO (NOy: + NOs) E DAS CITOCINAS (IL-2,
IL-5, IL-8, IL-10 E TNF-o0) COM OS FATORES PROGNOSTICOS CLINICOS E
PATOLOGICOS DAS NEOPLASIAS MALIGNAS DE OVARIO.

A Tabela 7 exibe a relacdo dos metabdlitos do NO e das citocinas com os fatores
prognosticos clinicos e patolégicos. Houve aumento dos niveis de IL-2 em tumores com grau
histologico 1 quando comparado ao grupo de tumores com graus histoldgicos 2 e 3 (p =
0,0112; Teste Mann Whitney) (Figura 7B). Os niveis de IL-8 estdo mais aumentados nas
pacientes com sobrevida livre de doenca (SDL) menor que 36 meses (p = 0,0288; Teste Mann
Whitney) (Figura 10D). TNF-a foi mais expresso em tumores com modelo de carcinogénese
Tipo 2 (p = 0,0364; Teste Mann Whitney) (Figura 12C). Para esta analise de fatores
prognoésticos clinicos e patoldgicos, as demais citocinas ndo obtiveram significancia

estatistica.




Tabela 7 — Relagédo dos metabdlitos do NO (NO,. + NOg3) e das citocinas e fatores prognosticos patologicos e clinicos em neoplasias malignas de

ovario.
NO (NO. + NOy) IL-2 IL5 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-o
| (=15 4470 (2913- 1060 (820- 12,30 (9,80- (%228 165,30 48,90 (19,40- 851(1 (féi’o'
Cadiament 253,20) 17,23) 69,71) Gooo)  (120002607)  11430)
II-IIC (n=7) 36,80 (15.75- 12,78 (8.20- 12,49 (2,29- (‘1‘;‘;'88_ 269,8 (166,10- 95,02 (6,33- 9,20 (7,90-
41,23) 31,27) 28,91) Sa12.00 279,00) 474,70) 13,30)
1 (n=15) 30,80 (27,50- 13,0 (1020- 12,30 (7,56- &gggg 255,20 4890 (1347- 850 (6,50-
91,40) 31,27)* 22.00) Soreooy  (156.10-2709) 95,02) 12,46)
Grau histologico 371'10 166.10
263 (n=7) 4012 (2800- 820 (7.89- 16,30 (2,29- (1 10. (o500,  15L00(1940-  8:80(580-
253,20) 9,30) 97,21) r6.50) 170.50) 474,70) 10,11)
1 (n=12) 4230 (27,91-  13.15(10,30- 11,53 (5,29- (fgégg 200,10 2435 (14,20- 7,90 (5,80-
Tipo de 115.00) 30,90) 19,62) loeron (138102699 77,33) 10,55)
Carcinogénese 346'70 16740
2 (n=5) 4012 (3240-  830(7.97- 1221 (493 (16510- (1500  38980(7867- 1011 (900
] ] **
42.72) 14,79) 56,76) 155.70) S35.80) 493,00) 15.43)
<36 (n=10) 40,56 (30, 78-  975(7,95- 12,34 (4,50- égg’gg_ (igg’gg_ 56,55 (11,86- 8,20 (5,75-
SLD (meses) 96,83) 22.14) 29,65) 135.90) 308 g0y 212.80) 13,32)
> 36 (n=10) 3207 (21,86- 1244 (933-2- 21,29 (8,30- (‘2“7‘8’88_ ég‘igg 57.85(1848- 8,70 (6,65
176,10) 74 90,97) $155.00 735.10) 128,40) 11,74)
<60 (n=12) 3023 (22,85- 1289 (8,63 1234 (581- (‘Z‘gé’gg_ éié’jg_ 7712 (1648- 9,45 (6,30-
SG (meses) 43,83) 18,63) 21,65) 522500 Y76.70) 141,80) 13,14)
> 60 (n=9) 4420 (29.60- 970 (810- 16,30 (6,79- (fgggg éflsgfg 28.90 (17,55- 7,90 (6,40-
229,40) 21,69) 92,55) 419.00) 950.30) 336,40) 9,00)

Os valores foram expressos em mediana (percentil 25% - percentil 75%). *p =0,0112 comparado a grau histolégico 1; **p = 0,0364 comparando ao modelo de carcinogénese;

***p = 0,0288 comparado a SLD menor que 36 (Teste Mann Whitney).
Fonte: O autor, 2017.
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Figura 6 — Relagdo de NO (NOy+ + NOg3) (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%)
com fatores progndsticos patoldgicos e clinicos em neoplasias malignas de
ovario (Teste Mann Whitney).
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Figura 7 — Relagédo de IL-2 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
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Figura 8 — Relagédo de IL-5 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
prognosticos patoldgicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario (Teste
Mann Whitney).
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Figura 9 — Relagédo de IL-6 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
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Figura 10 — Relacdo de IL-8 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos patolégicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario
(Teste Mann Whitney).
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Figura 11 — Relagdo de IL-10 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos patolégicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario
(Teste Mann Whitney).
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Figura 12 — Relagdo de TNF-a (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos patolégicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario
(Teste Mann Whitney).
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5.4 RELACOES DOS METABOLITOS DO NO (NO,. + NO3) E DAS CITOCINAS
COM OS FATORES PROGNOSTICOS LABORATORIAIS DAS NEOPLASIAS
MALIGNAS DE OVARIO.

A Tabela 8 apresenta a relacdo dos metabdlitos do NO e das citocinas com 0s
fatores prognosticos laboratoriais nas neoplasias malignas de ovario. Niveis aumentados
dos metabolitos de NO foram encontrados nas pacientes com RNL menor que 2,6 (p =
0,0443; Teste Mann Whitney) (Figura 13A), assim como em pacientes com dosagens de
CA 19.9 maior que 35 Ul/mL (p = 0,0112; Teste Mann Whitney) (Figura 13F). Os
niveis de IL-5 foram encontrados mais aumentados em pacientes com glicemia sérica
normal (menor que 100 mg/dL (p = 0,0245; Teste Mann Whitney) (Figura 15D). O
aumento de IL-6 foi encontrado em pacientes com dosagem de hemoglobina menor que
12 g/dL (p = 0,0232; Teste Mann Whitney) (Figura 16C). A IL-8 teve um maior
aumento em pacientes com RNL maior que 2,6 (p = 0,0443; Teste Mann Whitney)
(Figura 17A). Os niveis de IL-10 estiveram aumetados em pacientes com dosagens de
CA 19.9 menor que 35 Ul/mL (p = 0,0019; Teste Mann Whitney) (Figura 18F). O TNF-
a aumentou nas pacientes com RPL menor que 300 (p = 0,0420; Teste Mann Whitney)
(Figura 19B).




Tabela 8 — Relagéo dos metabolitos de NO (NO,. + NO3) e das citocinas com os fatores prognosticos laboratoriais das neoplasias malignas de
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ovario.
NO (NO,. + NOs) IL-2 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-o
<2,6 (n=10) 70,15 (36,97- 10,15 (7,97- 10,47 (4,87- 353,80 (216,80- 156,40 (122,20- 26,85 (15,14- 8,20 (6,35-
RNL 257,80)" 30,14) 34,57) 444,30) 239,80) 162,50) 10,37)
> 2,6 (n=12) 34,25 (22,85- 12,89 (8,46- 16,54 (8,75- 417,70 (301,90- 262,50 (166,40- 92,52 (15,13- 9,00 (6,70-
40, 90) 18,63) 59,51) 2263,00) 277,00)" 165,80) 13,14)
<300 (n=17) 41,23 (28,32- 12,10 (8,20- 12,30 (8,68- 360,80 (282,20- 165,30 (129,00- 64,20 (17,55- 9,20 (7,30-
RPL 188,00) 23,50) 59,15) 1280,00) 269,70) 142,50) 12,90)°
> 300 (n=5) 31,70 (17,88- 10,20 (8,55- 12,37 (2,08- 392,9(266,30- 270,90 (166,80- ~ 48,90 (8,63- . (5.20-8.35)
42,30) 54,54) 41,10) 6832,00) 1203,00) 274,50) Y AT
<12 (n=9) 31,70 (18,44- 12,78 (8,85- 12,37 (3,76- 442,50 (383,30- 269,70 (161,40- 64,20 (13,59- 8,50 (6,04-
Hemoglobina 68,05) 24,43) 24,75) 2366,00)* 274,90) 132,60) 11,80)
(g/dL) >12 (n=13) 41,23 (32,97- 10,60 (8,10- 12,30 (6,68- 346,70 (165,10- 165,30 (115,50- 28,90 (17,55- 8,80 (6,60-
188,00) 22,29) 92,55) 449,00) 262,60) 280,20) 12,40)
<100 (n=16) 41,38 (27,91- 10,40 (8,20- 18,44 (10,33- 407,10 (347,80- 200,10 (145,20- 75,50 (20,53- 8,70 (6,35-
Glicemia 220,60) 13,23) 84,47)** 1677,00) 269,90) 156,60) 12,22)
(mg/dL) > 100 (n=6) 40,01 (22,94- 25,19 (8,95- 5,67 (2,18- 219,00 (40,09- 166,80 (129,00- 21,30 (5,64- 8,35 (7,36-
43,15) 45,96) 12,28) 3637,00) 306,60) 210,70) 11,98)
<35 (n=12) 39,23 (23,45- 12,70 (7,97- 1240 (529- 336,10 (189,00- 16570 (132,10-  26,85(1513- _ . (6.00-9.74)
CA125 202,10) 28,24) 84,47) 414,10) 259,90) 108,20) A
(UI/mL) > 35 (n=10) 42,72 (28,85- 10,40 (8,35- 11,56 (6,98- 459,70 (367,00- 262,50 (141,80- 79,61 (15,14- 10,17 (8,73-
99,25) 17,19) 23,73) 2142,00) 306,00) 246,70) 12,67)
<35 (n=14) 31,70 (22,10- 12,44 (7,97- 14,30 (3,41- 407,10 (283,90- 166,80 (129,00- 104,70 (27,88- 9,00 (6,20-
CA19.9 44.20) 17,70) 39,11) 2138,00) 269,80) 391,80)*** 12,67)
(Ul/mL) > 35 (n=8) 91,40 (41,23- 10,40 (8,73- 11,56 (8,22- 367,30 (207,00- 220,10 (156,20- 14,59 (7,42- 8,55 (6,70-
335,90)" 30,89) 70,17) 470,80) 361,80) 41,53) 10,55)
<31 (n=17) 40,12 (27,75- 10,20 (8,10- 12,37 (7,52- 360,80 (282,20- 167,40 (135,30- 64,20 (21,65- 8,50 (6,40-
CA15.3 188,00) 15,27) 49,31) 436,80) 270,40) 132,60) 11,30)
(Ul/mL) 31 (e 2075,00
<31 (n=5) 36,80 (18,44- 19,10 (10,60- 10,75 (4,71- (264.00- 255,20 (131,60- 13,70 (9,90- 11,13 (7,50-
66,32) 30,52) 59,61) 7806',00) 329,60) 322,70) 14,53)

Os valores foram expressos em mediana (percentil 25% - percentil 75%). #p = 0,0443 comparado a RNL < 2,6; +p = 0,0443 comparado a RNL > 2,6; °p = 0,0420 comparado
a RPL > 300; *p = 0,0232 comparado a Hb < 12; **p = 0,0245 comparado a glicemia < 100; ***p = 0,0019 comparado a CA 19.9 < 35; ##p = 0,0112 comparado a CA 19.9 >
35; (Teste Mann Whitney).
Fonte: O autor, 2017.
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Figura 13 — Relacdo de NO (NO,, + NO3) (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%)
com fatores progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovario
(Teste Mann Whitney).
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Figura 14 — Relacdo de IL-2 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovéario (Teste Mann

Whitney).
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Figura 15 — Relacdo de IL-5 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovéario (Teste Mann

Whitney).
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Figura 16 — Relacdo de IL-6 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovéario (Teste Mann

Whitney).
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Figura 17 — Relacdo de IL-8 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovéario (Teste Mann
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Figura 18 — Relagéo de IL-10 (mediana, percentis 10%, 25%, 75% e 90%) com fatores
progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovéario (Teste Mann

Whitney).
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Figura 19 — Relagéo de TNF-o (mediana, percentis 10%, 25%, 75% ¢ 90%) com fatores
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6 DISCUSSAO

O cancer ovariano ainda representa um grande desafio para a ginecologia
oncoldgica e por ainda ndo existir estratégias especificas de triagem e prevencdo para a
doenca a maioria das pacientes sdo diagnosticadas em um estadio avancado (DALTOE
et al., 2010). E uma doenca heterogénea e as associacdes com os marcadores
inflamatorios podem indicar o risco da doenca e diferir entre os seus subtipos
histolégicos e 0 modelo de carcinogénese - tumores Tipo 1 e 2 (KURMAN & SHIH,
2011).

Evidéncias epidemiologicas indicam que a inflamacdo crénica € um dos
mecanismos centrais na patogénese do cancer ovariano. O papel da inflamagdo na
carcinogénese do cancer de ovario foi proposto pela primeira vez na "teoria da ovulagédo
incessante”, na qual, a ruptura do epitélio da superficie ovariana induz uma reacao
inflamatdria com producéo de citocinas, levando ao dano celular e a uma proliferacéo
celular desordenada (FLEMING et al., 2006; OSE et al., 2015). A inflamacdo cronica
pode induzir uma rapida divisdo celular, aumentando a possibilidade de erro de
replicacdo e um reparo ineficaz do DNA com subsequente aparecimento de mutacdes
(KURMAN & SHIH, 2011).

O microambiente imunoldgico molecular e celular nos tecidos tumorais esta
altamente organizado. E composto de tipos heterogéneos de células e moléculas
sollveis, dentre elas as citocinas, que por sua vez, podem exercer propriedades pro-
tumorais ou antitumorais, dependem do contexto da resposta imunitaria (FRIDMAN et
al., 2011; DIAZ OREA et al., 2017).

Grande quantidade de leucdcitos, principalmente macrofagos e linfocitos T
podem ser encontrados no estroma tumoral (NEGUS et al., 1997) e em efusbes
neoplasicas (MANTOVANI, 1997), sendo capazes de produzir citocinas do tipo Thl e
Th2. Uma alteracdo no equilibrio entre as células T auxiliares tipo 1 e tipo 2 (células
Thl e Th2), durante o progresso tumoral, pode alterar o perfil de producéo de citocinas
Th1 para Th2. Muitos estudos indicam que o desequilibrio Th1-Th2 é considerado um
fator importante no desenvolvimento do cancer permitindo que as células tumorais
escapem a vigilancia imunoldgica e reduzindo a resposta imune ao tumor
(MANTOVANI et al., 1997; GREEN et al., 2010).

Existem diferencas na quantidade de citocinas expressas no microambiente

tumoral entre tumores nao neoplasicos, neoplasias benignas e malignas de ovario,
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sugerindo um papel significativo das citocinas na progressao tumoral (TAVARES-
MURTA et al., 2004). Niveis séricos de IL-6, IL-8 e IL-18 podem se correlacionar ao
pior progndstico no cancer de ovario e com a sobrevida global (SCAMBIA et al., 1995;
AKAHIRO et al., 2004; KASSIM et al., 2004). O aumento sistémico de IL-12 e IL-16
pode ser observado durante a progressdo tumoral (KOVACS, 2001). A andlise da
expressdo de citocinas através de RT-PCR em RNA isolado de carcinoma de ovario
demonstrou presenca de TGF e IL-10 e auséncia de IFN-y; sendo que metade desses
tumores expressou GM-CSF e IL-8 (MEROGI et al., 1996).

No céncer de mama, algumas citocinas estimulam (IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a)
enquanto outras inibem (IL-12, IL-18, IFNs) a proliferacdo e/ou invasdo pelas células
malignas. Os interferons, IL-2 e ocasionalmente IL-6 e IL-12 sdo utilizados no
tratamento para cancer avancado, para aumentar a sensibilidade hormonal ou estimular
a imunidade celular (NICOLINI et al., 2006). Em céancer de mama, foram
demonstradas altas concentracGes sérias de IL-6, IL-8 e IL-10 comparadas com
mulheres sadias (KOZELOWSKI et al., 2003). Além disso, os niveis séricos de IL-10 e a
expressao tecidual dessa citocina foram mais altos em pacientes com neoplasia maligna
de ovério em comparagdo com neoplasias benignas e controles normais (ZHOU et al.,
2007).

Em nosso estudo, foram avaliadas as dosagens das citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF-a e metabdlitos de 6xido nitrico (NO,+ +NOgs) no liquido intracistico de
mulheres com tumores ndo neoplasicos, neoplasias benignas e malignas primarias de
ovario, verificando se houve diferenca nas concentracdes dessas citocinas e dos
metabolitos do NO nos diferentes grupos de neoplasias.

Em nosso trabalho, a mediana de idade das pacientes do grupo de tumores ndo
neoplasicos foi de 47 anos, do grupo de neoplasia benigna foi de 49 anos e do grupo de
neoplasia maligna foi de 58 anos, dado este um pouco menor do que o relatado pela
literatura (OMURA et al., 1991; SIEGEL et al, 2017). Isso pode ser explicado pela
inclusdo de tumores germinativos e dos cordBes sexuais, que ocorrem com maior
frequéncia em idades mais jovens (BJORRKHOLM & PETERSSON, 1980;
SCHWEPPE & BELLER, 1982).

Estudos indicam que o cancer epitelial de ovario é o principal subtipo da doenca
e é responsavel por mais de 50% de todos os tumores malignos ovarianos (GAVALAS
et al, 2010). O nosso estudo esta de acordo com esses dados, mostrando que 0s tumores

do tipo seroso (27,3%) foi o que teve maior frequéncia entre as pacientes do grupo de
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neoplasias malignas. Em relacdo ao estadiamento, 68,2% das pacientes foram
diagnosticadas em estadiamento |, 4,5% das pacientes em estadiamento Il e 37,3% em
estadiamentos 111 ou IV. Conforme a literatura, grande parte das neoplasias malignas de
ovario sdo diagnosticadas em estadiamentos Il e IV, portanto, ttm um prognostico
muito pobre (HENNESSY et al., 2009) e cerca de um ter¢o dos casos de cancer de
ovario sdo diagnosticados em estadiamentos | ou Il (HACKER et al., 1983). Essa
divergéncia poderia ser explicada pela inclusdo de tumores néo epiteliais, com melhor
prognostico, e pelos critérios utilizados para a indicacdo cirurgica.

A interleucina 2 (IL-2) é uma citocina pleiotropica que estimula a proliferacéo e
ativacdo das células Natural Killer, é o principal fator estimulador das células T, induz a
diferenciacédo das células T reguladoras e medeia a morte celular induzida pela ativacao.
A 1L-2 ndo especifica o tipo de diferenciacdo Th que participa, pois modula a expressao
de receptores e fatores de transcrigdo para outras citocinas, promovendo ou inibindo as
citocinas que se correlacionam com cada estado da diferenciacdo de Th (LIAO et al.,
2011). E produzida inicialmente em uma resposta imunitaria Thl, considerada
mediadora critica do equilibrio Th1/Th2 e esta envolvida no processo de carcinogénese
por induzir a inflamac&o nos érgdos humanos (DIAZ OREA et al., 2017).

A presenca de altos niveis de receptores de I1L-2 (IL-2R’s) tem sido encontrada
no soro de pacientes com varios tipos de tumores solidos (LISSONI et al., 1990;
BRUNETTI et al,, 1999). Em neoplasia maligna de ovario, um aumento nas
concentracdes dos receptores de IL-2 pode ser encontrado em estadiamentos mais
avancados da doenca, podendo ter um papel na predicdo do risco de recorréncia
(GEBAUER et al.,, 1999). Niveis séricos dos receptores de IL-2 estiveram
significativamente elevados em pacientes com cancer de ovario comparando-se com
tumores ginecoldgicos benignos e pacientes sem a doenca, e podem refletir o estado do
sistema imune e a gravidade da doenca, sendo um possivel marcador de prognéstico
(GADDUCCI et al., 1999; WANG et al.,1998).

Ao compararmos a dosagem de IL-2 no liquido intracistico de tumores nédo
neoplasicos, neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, em nosso estudo nao
houve diferenca significativa em sua expressdo entre os grupos. Quando relacionamos
as dosagens de IL-2 com os parametros clinicos e patologicos das pacientes com
neoplasia maligna primaria de ovario, encontramos niveis aumentados em tumores com

grau histoldgico 1 quando comparado ao grupo de tumores com graus histoldgicos 2 e 3
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(p=0,0112). Isso pode se justificar pela acdo conjunta a outras citocinas no
microambiente tumoral.

A interleucina 5 (IL-5) uma citocina secretada pelas células T CD4+ auxiliares.
Tem a funcdo de estimular as células B para aumentar a secre¢do de imunoglobulinas do
tipo IgA e esta diretamente ligada ao crescimento e a diferenciagdo dos eosinofilos
(KAMINUMA et al., 2005; ABBAS et al., 2008).

Em nosso estudo, as concentracdes de IL-5 ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos estudados, havendo apenas um leve aumento dos seus
niveis nos grupos de neoplasias benignas e malignas. Um estudo na literatura mostrou a
relacdo de altos niveis séricos de IL-5 com tumores de alto grau histolégico e doenca
avancada (TSAI-TURTON et al., 2009) a sugerindo ser um fator de mau progndstico,
mas em nosso estudo ela ndo demostrou tal relevancia. Quando analisamos os fatores
prognosticos laboratoriais, a IL-5 teve maior expressdo nas pacientes com glicemia
normal (p = 0,0245). Na literatura ndo foi encontrado dados consistentes sobre esse
fator quando analisado de forma isolada.

A interleucina 6 (IL-6) € uma glicoproteina que tem sua producdo mediada por
outras citocinas como 0 TNF-a, ¢ se comporta como um importante marcador
inflamatério. Evidéncias sugerem que a IL-6 tem um papel significativo na
fisiopatologia do céncer ovariano, sendo uma das principais citocinas
imunorreguladoras presentes no microambiente tumoral, onde ela cria uma rede
imunossupressora que protege o tumor do sistema imunoldgico, além de estar envolvida
no crescimento e na progressao da doenca (LO et al, 2011; KULBE et al.,2012; MATTE
et al., 2012; MASOUMI-MOGHADDAM et al., 2015), atuando na estimulacdo do
crescimento e sobrevivéncia de células malignas, promocao da invasdo e de metastase, e
modulacdo de subtipos de células T promotoras de tumores (GOPINATHAN et al.,
2015). A IL-6 € capaz de estimular a producdo de outras citocinas inflamatorias, a
infiltracdo tumoral de macr6fagos em tecido ovariano e a angiogénese tumoral. Ha uma
forte associacdo da IL-6 com a carcinogénese e a progressdo do cancer ovariano (LO et
al, 2011), bem como a sua participagdo na resisténcia a quimioterapia (WANG et al.,
2010).

Em nosso estudo, houve maior expressdo de IL-6 no grupo de neoplasias
malignas de ovario quando comparado ao grupo de neoplasias benignas (p=0,0005), e
foi mais expressa em pacientes com niveis de hemoglobina menor que 12 g/dL

(p=0,0232). No trabalho de Qin e colaboradores (2017), a concentragdo de hemoglobina
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(Hb) foi significativamente menor no cancer de ovario do que no grupo controle,
indicando que a IL-6 é capaz de produzir fatores inflamatérios que podem afetar o
metabolismo do ferro e inibir a producdo da eritropoietina e, consequentemente,
impedindo a maturacdo dos eritrdcitos.

A interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina. Ela € um dos principais mediadores da
resposta imune inata inicial aos microrganismos intracelulares e é a indutora-chave da
imunidade mediada por células contra esses organismos. Varias células normais e
células tumorais expressam a IL-8. Deste modo, a IL-8 é secretada tanto por células
mesoteliais, células endoteliais e neutréfilos, quanto por células tumorais. Sua principal
acdo € servir como estimulo migratério para as células do sistema imune,
principalmente neutréfilos, aléem de favorecer o aumento da expressao de moléculas de
adesdo por células endoteliais (ZWAHLEN et al., 1993). E uma citocina pro-
angiogeénica, encontrada em diversos tipos de neoplasias humanas (XIE, 2001) e sua
secrecdo estd relacionada a proliferacdo, potencial angiogénico, adesdo e invasdo
tumoral no cancer de ovario (WANG et al., 2012). O aumento dos niveis de IL-
8/CXCL-8 tem sido descrita como um potencial biomarcador do céancer ovariano
(LOKSHIN et al., 2006) e 0 aumento da sua producdo pode ser detectado tanto no soro,
como na ascite e no tecido tumoral (WANG et al., 2012) e desempenha um importante
papel no desenvolvimento de células cancerigenas do ovario (XU & FIDDLER, 2001).
Além disso, varios estudos tém demonstraram que a IL-8 esta diretamente relacionada
com o pior prognéstico da doenca (MAYERHOFER et al.,, 2001; KASSIM et al.,
2004).

Sadtecki e colaboradores (2011) compararam as concentragfes do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e da IL-8, moléculas potencialmente
estimulantes da angiogénese, no soro e na ascite de pacientes com cancer ovariano e
detectaram que as concentracfes desses mediadores foram significativamente mais
elevadas na ascite quando comparadas com as concentracfes presente no soro. O cancer
de ovaério se dissemina tipicamente para o abdome, o que dificulta o seu tratamento, e
também torna o liquido ascitico um compartimento ideal para se avaliar a resposta
imune ao tumor, assim como o microambiente tumoral (MICHELI et al., 2015).

O aumento dos niveis circulantes de IL-8 ja pode ser encontrado em pacientes
com cancer de ovario em estadio I, mostrando que a IL-8 pode ser encontrada em niveis
aumentados em pacientes com neoplasia benigna. (KRISTJANSDOTTIR et al., 2014).

Em pacientes com cancer epitelial de ovario, os niveis séricos dessas citocinas, foram
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significativamente superiores, quando comparadas a um grupo controle, sendo
associada a reducdo da sobrevida global e da sobrevida livre da doenga (DOBRZYCKA
et al., 2013). Estudo envolvendo andlise multivariada, com acompanhamento de
pacientes por um periodo de cinco anos, mostrou quem os niveis elevados de IL-6 e IL-
8 desempenham um forte impacto no prognéstico da doenca (AUNE et al., 2012;
DOBRZYCKA et al., 2013).

Ao quantificarmos as dosagens de CXCL-8 no liquido intracistico de tumores
ndo neoplasicos, neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, houve diferenca
estatistica quando comparamos a grupo de neoplasias malignas com o grupo de
neoplasia benignas (p = 0,0110). Ao avaliarmos o perfil da citocina, dentre os
parametros dos fatores progndsticos, ela teve maior expressdo no grupo de pacientes
com sobrevida livre da doenca menor que 36 meses (p = 0,0288) e no grupo de
pacientes com RNL maior que 2,6. Ambos s&o fatores considerados de pior prognostico.

Embora o papel da IL-10 no cancer tenha sido estudado extensivamente, a sua
exata relacdo com o tumor ainda continua obscura, pois o papel desta citocina na
resposta imune contra o cancer é controverso. A IL-10 é comumente considerada como
uma citocina que permite que as células malignas escapem da vigilancia imunoldgica
(MOCELLIN et al, 2005; YIGIT et al., 2011), inclusive no cancer epitelial de ovéario
(LIU et al., 2012). A importancia da producdo de IL-10 no microambiente tumoral é
discutida, visto que ela pode ser mantida por células malignas, macrofagos infiltrantes
de tumores e linfdcitos, incluindo células Natural Killer. A IL-10 pode favorecer o
crescimento tumoral in vitro por estimulacdo da proliferagdo celular e inibicdo da
apoptose celular. Altos niveis sistémicos de IL-10 correlacionam-se com a baixa
sobrevivéncia de alguns pacientes com cancer (MOCELLIN et al, 2005).

Ao avaliarmos a dosagem de IL-10 no liquido intracistico de tumores nédo
neopléasicos, neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, em nosso estudo ndo
houve diferenca significativa nas suas dosagens entre os grupos. Niveis aumentados de
IL-10 foram encontrados em pacientes com dosagens normais de CA19.9 (p=0,0019).

O TNF-a estd alterado em tumores malignos de ovéario. Vérios estudos tém
associado a inflamagdo com a tumorigénese ovariana, indicando que o TNF-a
desempenha um papel importante na modulacdo da invasdo, angiogénese e metastase
tumoral (DOBRZYCKA et al, 2009; CHARLES et al, 2009). Em um estudo sobre as
concentrag0es de TNF-a no soro e lavado peritoneal de 135 mulheres com neoplasias

ovarianas, mostrou que as concentra¢des de TNF-a no soro e no lavado peritoneal das
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pacientes com cancer de ovario foram significativamente mais elevadas do que das
pacientes com neoplasia benigna (SIPAK-SZMIGIEL et al., 2017). Rasool et al. (2016)
demonstraram que os macrdfagos associados a tumores (TAM) produzem citocinas
como TNF-a, que é um dos principais reguladores da inflamacdo associado ao cancer,
exercendo atividades pro-tumorais e supressdo adaptativa da reacdo imunologica. O
TNF-a esta implicado na manutengdo e homeostase do sistema imunologico, inflamagao
e defesa do hospedeiro.

A atividade bioldgica do TNF-a pode ser modulada pelos seus receptores de
superficie de membrana, os TNF-R. Estas proteinas sdo expressas na superficie da
membrana e tem grande capacidade de se ligarem ao TNF (BALKWILL, 2006;
BERTAZZA et al., 2008). A regulacdo dos TNF-Rs é um fator critico para se verificar a
capacidade de resposta das células tumorais ao TNF-a. Os TNF-R apresentam também
uma forma soluvel, os STNF-R, e estas formas sdo antagonistas de citocinas especificas.
Eles se ligam no TNF-a circulante ¢ inibem a sua atividade bioldgica, impedindo a sua
ligacdo aos receptores celulares. Altas concentracdes de STNF-Rs podem inibir a
atividade do TNF e podem, assim, representar um mecanismo de escape do tumor
contra os efeitos destrutivos de TNF-a. Embora o papel patogénico real dos sTNF-Rs
permaneca controverso, eles tém sido propostos como marcadores fidedignos de local
de producéo de TNF-a (ANDERSON et al., 2004; SZLOSAREK et al., 2006).

Nosso estudo ndo mostrou diferenga significativa dos niveis de TNF-a entre os
grupos estudados. Apesar disso, quando relacionamos as dosagens de TNF-a com 0S
parametros patoldgicos e laboratoriais das pacientes com neoplasia maligna primaria de
ovario, 0 aumento dos seus niveis foram encontrados em tumores com modelo de
carcinogénese Tipo 2 (p=0,0364), e em pacientes com RPL menor que 300 (p=0,0420).
Tumores ovarianos do Tipo 2 sdo mais agressivos e geneticamente instaveis (KURMAN
& SHIH, 2011). O TNF pode adquirir um efeito pro ou antitumoral quando ativado via
TNF-R1 ou TNF-R2, respectivamente (DOBRZYCKA et al, 2009).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa multifuncional que desempenha
um papel diversificado na biologia do céancer através de mdultiplos mecanismos,
podendo ser gerando por celulas tumorais, estromais e endoteliais. A concentracdo de
NO pode promover ou inibir a transformacdo neoplésica, a progressdo do tumor e a
metastase (FUKUMURA & KASHIWAGI, 2006; BURKE et al., 2013; CHENG et al.,
2014). O NO em niveis baixos (<100 nM) promove a progressdo tumoral induzindo a

proliferacdo, a migracdo e a invasao de celulas tumorais, bem como a sua angiogénese,
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via estimulacdo da secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular. Ja os niveis
elevados de NO (> 400 mM) induzem um efeito citostaticos/citotoxicos resultando em
morte de células tumorais, regressdo tumoral e inibicdo de metéastase (MOCELLIN et
al., 2005; NAKAMURA et al., 2006; RIDNOUR et al., 2008; THOMAS et al., 2008;
BURKE at al., 2013). Os efeitos aparentemente opostos do NO tém sido atribuidos a
muitos fatores como diferencas na isoforma das enzimas NOS, niveis de expressdo,
linhagens celulares ou tecidos tumorais heterogéneos (XIE & FIDLER, 1998).

A literatura mostra que a maioria das neoplasias ovarianas malignas apresenta
um aumento na producdo de NO, quando comparadas com pacientes sadias
(THOMSEN et al., 1994; NOMELINI et al., 2008). Nossos resultados demonstraram
um aumento na producdo intracistica de NO em neoplasias malighas quando
comparadas com neoplasias benignas (p = 0,0217), sem diferenca em relacdo ao grupo
de tumores ndo neoplasicos. Ac¢des inibitorias ou estimuladoras do desenvolvimento de
tumores podem ocorrer na dependéncia dos niveis de expressdo da NOSi e consequente
producdo de NO no microambiente tumoral. A maioria dos estudos sobre a expressao
dos componentes de NO no cancer ovariano é focada na NOSi, que a considera como
um importante fator de progresséo tumoral (SWITZER et al., 2012). Raspollini et al
(2004) e Engels et al. (2009) associaram a baixa expressdo de NOSi em tecidos de
tumores ovarianos malignos com o melhor prognostico da doenca, ligando tanto a uma
maior sobrevida livre da doenca quanto a resposta favoravel a quimioterapia. Por outro
lado, Antilla et al. (2007) relataram que a expressao elevada de NOSi no cancer de
ovario priméario prediz uma melhor sobrevida livre relacionada & doenca e sem
recorréncia.

Dados conflitantes na literatura sobre a relacdo entre a expressdo de NOSi e 0s
resultados clinicos de pacientes com cancer ovarianos sdo encontrados, mas a grande
maioria relaciona o aumento da expressdo da NOSi com as neoplasias malignas ou
cancer mais invasivos (EI-SEHEMY et al., 2016). Devemos salientar que nem sempre o
alto nivel de expressdo da NOSi pode ser ligado a um aumento das concentracGes de
NO no microambiente tumoral, visto que, 0 oxigénio € o substrato necessario para a
sintese de NO pela NOS (LIU et al. 1996) e a baixa disponibilidade desse elemento nos
microambientes tumorais pode limitar a producdo do NO, mesmo que o tecido esteja
expressando um alto nivel de NOSi. Em tumores solidos devemos avaliar com cautela a
expressdo da NOSi frente a producdo de NO, visto que, nesses tipos de tumores a

vascularizagéo e o fornecimento de oxigénio é mais ineficaz (EI-SEHEMY et al., 2016).
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Em nosso trabalho, ao compararmos a quantificacdo dos metabdlitos de NO aos
fatores prognosticos clinicos e patolégicos das pacientes com neoplasia maligna
ovariana, ndo encontramos nenhuma significancia estatistica. Ja ao compararmos a
quantificacdo dos metabdlitos de NO com os fatores prognoésticos laboratoriais
encontramos significancia estatistica com a relacdo a RNL menor que 2,6 (p = 0,0443) e
com a maior dosagem do marcador tumoral CA19.9 (p = 0,00112). Os niveis
aumentados de NO relacionados a RNL menor que 2,6 podem ser associados a um fator
protetor do NO em relacdo a doenca, visto que a RNL menor que 2,6 € indicativo de um
melhor prognostico. O CA19.9 é frequentemente encontrado mais elevado em tumores
malignos do tipo mucinoso e em carcinomas endometridides (NEGISHI et al. 1985) e
desta forma o nivel aumentado de NO encontrado no nosso estudo pode ser associado a
inclusdo de um maior nimero de pacientes com tumores do tipo mucinoso no estudo.
Reconhecemos que nosso estudo contou com um n pequeno de neoplasias
malignas de ovario, que também se tratou de uma amostra heterogénea, na qual
agrupamos o0s tumores borderline as neoplasias malignas. Provavelmente, com o
aumento desse grupo de pacientes, outras citocinas poderiam apresentar significancia
estatistica na comparagdo com neoplasias benignas de ovario e tumores ndo neoplasicos.
Os linfdcitos tumor infiltrantes perante a resposta imunitaria especifica do tumor
representam um potencial marcador da intensidade da resposta imunitéria ao cancer de
ovario (SINGH et al., 2016). Em particular, é importante entender que muitos sitios
tumorais em um mesmo paciente tém diferentes microambientes imunolégicos. O
aumento da heterogeneidade nesses locais podem refletir diferengas importantes na
biologia estromal e na resposta inflamatdria intrinseca (HAGEMANN et al, 2011).
O aumento dos valores intracisticos de algumas citocinas podem estar
associados com o pior prognéstico no cancer ovariano, especialmente IL-6 e IL-8.
Novos estudos com maior amostra de pacientes sdo necessarios para confirmar o papel

das citocinas como um fator de diagnostico e progndstico no cancer ovariano.
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7 CONCLUSAO

Houve aumento dos niveis de IL-6, IL-8 e dos metabolitos do NO no grupo de
neoplasias malignas de ovario quando comparadas com o grupo de neoplasias benignas.

Quando os fatores progndsticos clinicos e patoldgicos foram avaliados, nosso
estudo mostrou que a dosagem de IL-2 de pacientes com neoplasia maligna primaria de
ovario foi maior em tumores com grau histolégico 1 quando comparado ao grupo de
tumores com graus histolégicos 2 e 3; a dosagem de TNF-a foi maior em tumores com
modelo de carcinogénese Tipo 2 e as dosagens de IL-8 foram maiores no grupo de
pacientes com sobrevida livre da doenga menor que 36 meses.

Ja ao compararmos as dosagens das citocinas com os fatores progndsticos
laboratoriais, nosso estudo mostrou que os niveis de TNF-o foram maiores em pacientes
com RPL menor que 300; os niveis de IL-6 foram maiores em pacientes com dosagens
de hemoglobina menor que 12 g/dL; os niveis de IL-8 foram maiores no grupo de
pacientes com RNL maior que 2,6; os niveis de NO foram maiores em pacientes com
relacdo a RNL menor que 2,6 e com a maior dosagem do marcador tumoral CA19.9 e
IL-5 teve maior expressdo nas pacientes com glicemia normal.

O aumento dos valores intracisticos de algumas citocinas podem estar

associados com o pior progndstico no cancer ovariano, especialmente 1L-6 e IL-8.
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APENDICE A —- TERMO DE CONSENTIMENTO E ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “Avaliagio de pardmetros da resposta inflamatéria em neoplasias

ovarianas”

...... , Registro Hospitalar n® ..............c............., i e/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicacdo
que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisao e que isso
ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo seré divulgado, que nao terei despesas e
ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo e

autorizo a publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha doenca.

Uberaba, ............. [, Lo,
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato da paciente:

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326
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APENDICE B — LASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES OVARIANOS

SEGUNDO A OMS

1 TUMORES EPITELIAIS COMUNS

1.1 TUMORES SEROSOS

1.1.1 Benignos
1.1.1.1 Cistoadenoma e cistoadenoma papilifero
1.1.1.2 Papiloma superficial

1.1.1.3 Adenofibroma e cistoadenoma fibroma

1.1.2 Borderline
1.1.2.1 Cistoadenoma e cistoadenoma papilifero
1.1.2.2 Papiloma superficial

1.1.2.3 Adenofibroma e cistoadenofibroma

1.1.3 Malignos

1.1.3.1 Adenocarcinoma, adenocarcinoma papilifero e cistoadenocarcinoma papilifero

1.1.3.2 Carcinoma papilifero superficial

1.1.3.3 Adenofibroma maligno e cistoadenofibroma

1.2 TUMORES MUCINOSOS

1.2.1 Benignos
1.2.1.1 Adenoma e cistoadenoma
1.2.1.2 Adenofibroma e cistoadenofibroma

1.2.2 Borderline
1.2.2.1 Adenoma e cistoadenoma
1.2.2.2 Adenofibroma e cistoadenofibroma




1.2.3 Malignos
1.2.3.1 Adenocarcinoma e cistoadenocarcinoma

1.2.3.2 Adenofibroma maligno e cistoadenofibroma

1.3 TUMORES ENDOMETRIOIDES

1.3.1 Benignos
1.3.1.1 Adenoma e cistoadenoma

1.3.1.2 Adenofibroma e cistoadenofibroma

1.3.2 Borderline
1.3.2.1 Adenoma e cistoadenoma

1.3.2.2 Adenofibroma e cistoadenofibroma

1.3.3 Malignos

1.3.3.1 Carcinoma

1.3.3.1.1 Adenocarcinoma

1.3.3.1.2 Adenoacantoma

1.3.3.1.3 Adenofibroma maligno

1.3.3.2 Sarcomas do estroma endometridide

1.3.3.3 Tumores mesodérmicos mistos

1.4 TUMORES DAS CELULAS CLARAS (MESONEFROIDE)

1.4.1 Benignos: adenofibroma

1.4.2 Borderline

1.4.3 Malignos: adenocarcinoma e carcinoma

1.5 TUMORES DE BRENNER

1.5.1 Benignos
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1.5.2 Borderline

1.5.3 Malignos

1.6 TUMORES EPITELIAIS MISTOS

1.6.1 Benignos

1.6.2 Borderline

1.6.3 Malignos

1.7 CARCINOMAS INDIFERENCIADOS

1.8 TUMORES EPITELIAIS NAO ESPECIFICADOS

2 TUMORES DOS CORDOES SEXUAIS

2.1 TUMORES DAS CELULAS DA GRANULOSAS-ESTROMATICAS

2.1.1 Tumores de células granulosas

2.1.2 Tumores do grupo tecoma-fibroma

2.2 ANDROBLASTOMAS (TUMORES DE SERTOLIO-LEYDIG)

2.3 GINANDROBLASTOMAS

2.4 NAO CLASSIFICADOS

3 TUMORES DE CELULAS LIPOIDICAS
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4 TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS

4.1 DISGERMINOMAS

4.2 TUMORES DO SEIO ENDODERMICO

4.3 CARCINOMA EMBRIONARIO

4.4 POLIEMBRIOMA

4.5 CORIOCARCINOMA

4.6 TERATOMAS

4.6.1 Imaturos

4.6.2 Maduros

4.6.2.1 Sélidos

4.6.2.2 Cisticos
4.6.2.2.1 Cistos dermoides

4.6.2.2.2 Cisto dermoide com transformacdo maligna

4.6.3 Especializados
4.6.3.1 Struma ovarii
4.6.3.2 Carcindide

4.6.3.3 Outros

4.7 FORMAS MISTAS

5 GONADOBLASTOMAS

5.1 PUROS

5.2 MISTOS
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6 TUMORES DE TECIDOS MOLES INESPECIFICOS DO OVARIO

7 TUMORES NAO CLASSIFICADOS

8 TUMORES METASTATICOS

9 LESOES TUMOR-SIMILES

9.1 LUTEOMA GRAVIDICO

9.2 HIPERPLASIA DO ESTROMA OVARIANO E HIPERTECOSE

9.3 EDEMA MACICO

9.4 CISTOS FOLICULARES SOLITARIOS E DE CORPO LUTEO

9.5 OVARIOS POLICISTICOS

9.6 CISTOS LUTEINICOS MULTIPLOS

9.7 ENDOMETRIOSE

9.8 INCLUSOES CIiSTICAS DA SUPERFICIE EPITELIAL

9.9 CISTOS SIMPLES

9.10 LESOES INFLAMATORIAS

9.11 CISTOS PARAOVARIANOS
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APENDICE C — TAMPOES E REAGENTES PARA A DOSAGEM DOS METABOLITOS
DO NO — REACAO DE GRIESS

a) Tampao de ensaio para a enzima nitrato redutase

Para 10 mL:

NADPH (SIgMA) ..vveiiiiiieiieiiee e 10,0 mg

Nitrato redutase (SIGMA) ......ccovevverierieiiere e 4,0U

KH2PO4 (pH 7,5; MErcK) ...ocovveiiiiiiieeieeese s 4,0 mL (0,5 M)

AQUa Mili-Q 0.S.P. woveeveeereeeeeieeee et 10,0 mL
b) Reagente de Griess

Solucdo A

Sulfanilamida 2% (SIGMA) .....cvevrieieiiieiese e 059

H3PO4 5% (MEICK) ..ot 25,0 mL

Solucéo B

N-1-nafitil etilenodiamino dihidrocloreto 0,2% (Sigma) .........cc.cccvveee 0,059

AGUE MITISQ .ot 25,0 mL

Solucéo C

H3PO4 5% (MEFCK) ..cvveveeieiieieiee et 25,0 mL

AGUE MITISQ .ot 50,0 mL

Como estoque estas solucdes foram armazenadas a 4°C. Para dosagem foi misturada
uma parte da solucdo A, uma parte da solu¢do B, uma parte da solu¢do C e uma parte da agua
Mili-Q.
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APENDICE D — CITOCINAS E ANTICORPOS

a) Anticorpos purificados (Pharmingen): anti-IL-6, anti-IL-8, anti-IL-10 e anti-TNF-a.

Anticorpos primarios utilizados durante a realizacdo do ELISA.

b) Citocinas derivadas de DNA recombinante humano (Pharmingen): IL-6, IL-8, IL-10 e

TNF-a. Citocinas utilizadas para realizacdo da curva-padrao durante o ELISA.

¢) Anticorpos biotinilados anti-citocinas (Pharmingen): anti-IL-6, anti-IL-8, anti-IL-10 e
anti-TNF-a. Anticorpos secundarios utilizados durante a realizacéo do ELISA.




125

ANEXO A — IDENTIFICACAO DO GRUPO DAS PACIENTES COM TUMORES NAO
NEOPLASICOS DE OVARIO QUANTO A IDADE E AO DIAGNOSTICO

HISTOLOGICO
Paciente Idade Diagnostico Histoldgico
P0O01 53 Cisto de Incluséo
P002 35 Cisto Folicular
PO04 60 Cisto Simples
P0O05 49 Cisto Folicular
P006 47 Corpo Luteo Hemorrégico
PO11 52 Cisto Teca Luteinico
P0O31 44 Cisto Teca Luteinico
P036 59 Cisto Teca Luteinico
P042 82 Cisto Simples
P045 45 Cisto Simples
P060 45 Cisto Folicular
P092 54 Cisto Simples
P093 87 Cisto Simples
P110 34 Cisto Simples
P139 40 Cisto Teca Luteinico
P156 46 Cisto Simples
P161 38 Cisto Simples

Fonte: O autor, 2017.
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ANEXO B — IDENTIFICACAO DO GRUPO DAS PACIENTES COM NEOPLASIA
BENIGNA DE OVARIO QUANTO A IDADE E AO DIAGNOSTICO

HISTOLOGICO

Paciente  ldade Diagnéstico Histol6gico Paciente  ldade Diagndstico Histologico
P009 18  Cistoadenoma Seroso P129 39  Cistoadenoma Seroso
P010 52 Cistoadenoma Seroso P131 75 Cistoadenoma Seroso
P022 52 Cistoadenoma Mucinoso P132 52 Cistoadenoma Mucinoso
P025 46 Cistoadenoma Mucinoso P134 63 Teratoma Cistico Maduro
p027 45 Cistoadenoma Seroso P135 39 Cistoadenoma Seroso
P029 35 Teratoma Cistico Maduro P136 59 Cistoadenoma Seroso
P032 72 Cistoadenoma Mucinoso P137 29 Teratoma Cistico Maduro
P038 11 Teratoma Cistico Maduro P138 49 Cistoadenoma Seroso
P043 51 Cistoadenoma Seroso P140 20 Teratoma Cistico Maduro
P047 49 Cistoadenoma Mucinoso P141 49 Cistoadenoma Seroso
P0438 65 Cistoadenoma Seroso P142 62 Cistoadenoma Mucinoso
P050 32 Cistoadenoma Seroso P147 50 Cistoadenoma Mucinoso
P053 18 Teratoma Cistico Maduro P148 77 Cistoadenoma Mucinoso
P054 52 Cistoadenoma Mucinoso P149 63 Cistoadenoma Mucinoso
PO61 52 Cistoadenoma Seroso P155 28 Cistoadenoma Seroso
P062 47 Teratoma Cistico Maduro P157 48 Cistoadenoma Seroso
P063 57 Teratoma Cistico Maduro P162 67 Cistoadenoma Seroso
P065 42 Cistoadenoma Mucinoso P165 46 Cistoadenoma Seroso
P067 28 Teratoma Cistico Maduro P166 56 Teratoma Cistico Maduro
P069 47 Teratoma Cistico Maduro P168 19 Teratoma Cistico Maduro
PO73 60 Cistoadenoma Mucinoso P169 58 Cistoadenoma Seroso
PO78 60 Teratoma Cistico Maduro P170 42 Cistoadenoma Seroso
P083 53 Cistoadenoma Mucinoso P171 35 Teratoma Cistico Maduro
P088 36 Cistoadenoma Seroso P175 66 Cistoadenoma Seroso
P089 46 Teratoma Cistico Maduro P179 52 Cistoadenoma Mucinoso
P094 36 Teratoma Cistico Maduro P183 51 Cistoadenoma Seroso
P109 54 Cistoadenoma Seroso P184 35 Teratoma Cistico Maduro
P111 25 Cistoadenoma Mucinoso P185 71 Teratoma Cistico Maduro
P112 45 Cistoadenoma Mucinoso P192 61 Cistoadenoma Seroso
P118 53 Cistoadenoma Mucinoso P194 48 Teratoma Cistico Maduro
P119 39 Cistoadenoma Mucinoso P197 55 Cistoadenoma Seroso
P120 30 Cistoadenoma Seroso P204 65 Cistoadenoma Mucinoso
P123 36 Cistoadenoma Seroso P205 55 Cistoadenoma Seroso
P124 31 Teratoma Cistico Maduro P206 35 Cistoadenoma Seroso
P125 56 Cistoadenoma Seroso P207 73 Cistoadenoma Seroso
P127 62 Cistoadenoma Mucinoso P208

Fonte: O autor, 2017.
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ANEXO C — IDENTIFICACAO DO GRUPO DAS PACIENTES COM NEOPLASIA
MALIGNA DE OVARIO QUANTO A IDADE E AO DIAGNOSTICO
HISTOLOGICO

Paciente  ldade Diagnéstico Histol6gico

P016 58 Cistoadenocarcinoma Seroso
P017 62 Tumor de Células da Granulosa
P028 51 Adenocarcinoma Endometridde
P035 59 Tumor de Células da Granulosa
P040 39 Tumor Mucinoso Borderline
P056 68 Cistoadenocarcinoma Seroso
P066 65 Tumor Mucinoso Borderline
P070 53 Tumor Mucinoso Borderline
P0O76 37 Cistoadenocarcinoma Seroso
P084 35 Teratoma Imaturo

P095 52 Tumor Mucinoso Borderline
P097 75 Cistoadenocarcinoma Seroso
P098 54 Adenocarcinoma de Células Claras
P108 60 Cistoadenocarcinoma Seroso
P115 60 Tumor Seroso Borderline

P126 57 Tumor Mucinoso Borderline
P143 51 Cistoadenocarcinoma Seroso
P145 82 Adenocarcinoma de Células Claras
P163 71 Tumor de Células da Granulosa
P178 79 Tumor Mucinoso Borderline
P186 74 Tumor de Células da Granulosa
P198 34 Tumor Seroso Borderline

Fonte: O autor, 2017.
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ANEXO D - COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP; PARECER
CONSUBSTANCIADO DE APROCAGCAO DE PROJETO DE
PESQUISA e

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM
NEOPLASIAS OVARIANAS
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Rosekeila Simdes Nomelini
INSTITUICAQ ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 08-07-2009
PROTOCOLO CEP/UFTM: 1408

SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS

1. Verificar se hé diferencas na dosagem de citocinas (padrio THI: IL-2, IL-8, IFN-y ¢ TNF-a; padro TH2: IL-5, -6 e
1L-10) e metabolitos de 6xido nitrico (NO) no microambiente tumoral ¢ no plasma entre neoplasias benignas e malignas
primérias de ovdrio.

2. Verificar se ha diferengas na marcagao tecidual por imunohistoquimica de citocinas (padréio THI: IL-2, IL-8, IFN-¥ e
TNF-w; padrdio TH2: IL-5, IL-6 e IL-10) e sintase de éxido nitrico (NOS), bem como células imunoldgicas no tecido
(CD4, CD8, CD20, CD25, CD56) entre neoplasias benignas ¢ malignas primérias de ovério.

3. Avaliar se ha diferencas na capacidade de resposta inflamat6ria (atividade fagocitica) de neutréfilos de pacientes com
neoplasias benignas e malignas priméarias de ovario.

4. Avaliar a expressio dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11b na superficie de neutrofilos circulantes de pacientes com
neoplasias ovarianas benignas e malignas, e verificar se existern diferengas na expressiio desses receptores quanto ao
estddio da doenga, no caso de neoplasias malignas,

5. Relacionar a dosagem de citocinas ¢ metab6litos de NO do microambiente tumoral ¢ plasma com parimetros clinicos e
patol6gicos de pacientes com neoplasia maligna priméria de ovério. Este objetivo (exceto plasma) j4 estava previsto em
projeto anterior enviado ao CEP (protocolo ntimero 1366).

6. Relacionar a marcago tecidual por imunohistoquimica de citocinas e NOS, bem como células imunoldgicas no tecido
(CD4, CD8, CD20, CD25, CD56) com parimetros clinicos e patolégicos de pacientes com neoplasia maligna priméria de
ovario. Este objetivo j& estava previsto em projeto anterior enviado ao CEP (protocolo mimero 1366).

7. Avaliar o efeito do tratamento (cirurgia e quimioterapia) sobre os parfimetros descritos acima {dosagem de citocinas €
NO, expressdo de citocinas, NOSi e células teciduais, fagocitose, expressio dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11b na
superficie de neutréfilos).

2. JUSTIFICATIVA

O céincer de ovério ¢ a nona neoplasia maligna mais frequente ¢ a quinta causa de morte por céncer em mulheres nos estados
unidos (American Cancer Society, 2009). a maioria dos tumores malignos de ovirio apresenta-se em estadiamentos avangados
ao diagnéstico, sendo o cincer ginecolégico de maior letalidade (Inca, 2008). Cerca de 5 a 10% dos tumores em estadiamento
aparentemente inicial j4 apresentam metéstases em linfonodos adrticos ou pélvicos &, na doenga avangada, cerca de dois tergos
apresentam essas metdstases (Rubin, 1992, Murta et al, 1995). A principal estratégia terapéutica € a cirurgia de
citorreducfio, seguida de guimioterapia. apesar dos esquemas quimioterdpicos derivados da platina e dos taxanos, a
sobrevida em § anos nos estadiamentos iii e iv € de apenas 5 a 15%, enquanto que nos estadios i e i varia de 80 a 95%
{dorum et al_, 1996; yawn et al., 2001).

A sensibilidade ¢ a especificidade do exame ginecoldgico para o rastreamento de neoplasias ovarianas sfo
questiondveis (Murta et al., 2004; Padilla et al., 2005). A ultrassonografia pode ajudar no diagndstico de tumores ovarianos e
na diferenciagfio entre tumores neoplésicos ¢ nfio neoplésicos (Minaretzis et al., 1994, Osmers et al. 1998), sendo que o color
Doppler pode aumentar a especificidade da ulirassonografia transvaginal (Guerriero et al., 2005; Szpurek et al., 2005). Porém,
o diagnéstico precoce de céncer ovariano pela ultrassonografia ainda é controverso devido & sua baixa prevaléncia na
populagdo geral, dificultando o rastreamento (U.S. PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE, 2004; Fishman et al., 2005).

Os marcadores tumorais podem ser teis no mauejo de massas anexiais. Os marcadores CA-15.3, CA-125, CA-19.9
e CEA apresentam alta positividade tanto no soro quanto no fluido intracistico de pacientes com tumores cpiteliais malignos
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PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM
NEOPLASIAS OVARIANAS
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Observagio: Todos os equipamentos j4 se encontram disponiveis nas Disciplinas de Patologia Especial, Farmacologia e
Ginecologia e Obstetricia - IPON. Os materiais de consumo serdio financiados por recursos obtidos pela aprovagio no
Edital Universal da FUNEPU 2009.

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR

Salério de professor adjunto. .

13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OBTE-LO

O consentimento livre ¢ esclarecido serd obtido no momento da internaglio pré-ciriirgica pelo aluno da pés-graduacéio que
esté participando do estudo.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO — O protocolo foi adequado para atender 3s determinacfes da

Resolugdio CNS 196/96. .

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP: APROVADO
(O relatério anual ou final deverd ser encaminhado um ano apés o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO: 30-10-2009
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