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RESUMO



INTRODUGCAO: O céncer de ovario é de dificil diagnostico, sendo a principal causa de
morte entre os tumores ginecoldgicos. O marcador tumoral GDF-15, membro da familia TGF-
B, é encontrado elevado no céncer de ovario, estando associado com invasdo tumoral,
metastases em linfonodos e pior progndstico. Sua dosagem possui maior sensibilidade que
demais marcadores em estadios iniciais do cancer, refletindo a extenséo e o estadio da doenca.
OBJETIVO: Auvaliar os niveis sericos do marcador tumoral GDF-15 e coloracdo imuno-
histoquimica de GDF-15 em pacientes com neoplasias benignas e malignas epiteliais
primarias de ovario.

METODOS: Sessenta e cinco pacientes foram avaliadas no Ambulatdrio de Massa Pélvica
da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, submetidas a cirurgia de acordo com critérios
pré-determinados. As pacientes foram divididas em dois grupos: neoplasias benignas de
ovario (n = 31), e neoplasias malignas primarias de ovario (n = 34). A imuno-histoquimica e
estudo de ELISA foram realizados para avaliar o GDF-15 no tecido e no soro,
respectivamente. Foi utilizado o teste exato de Fisher para comparar os resultados obtidos por
imuno-histoquimica. Os niveis séricos de GDF-15 foram expressos como média e desvio
padrdo, e os valores foram comparados pelo teste t de “student” ndo pareado. Valores
menores que 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS: Os niveis séricos de GDF-15 foram mais elevados em doencgas malignas do
que em lesdes benignas, mas ndo houve significancia estatistica. GDF-15 foi
significativamente mais frequente no estroma de tumores malignos em compara¢do com
tumores benignos (p = 0,0034). Nao houve significancia estatistica na avaliacdo do epitélio.
CONCLUSAO: Coloragio imuno-histoquimica de GDF-15 é maior no estroma do cancer
epitelial maligno de ovario em comparacdo com tumores benignos, indicando a importancia

do compartimento estromal em neoplasias de ovario.
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Palavras-chave: GDF-15, tumores de ovario, fatores prognosticos, estroma peritumoral.
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ABSTRACT



INTRODUCTION: Ovarian cancer is difficult to diagnose the main cause of death among
gynecological tumors. The tumor marker GDF-15, a member of the TGF-f family, is found
elevated in ovarian cancer is associated with tumor invasion, lymph node metastasis and
worse prognosis. Your dosage has greater sensitivity than other markers in early stages of
cancer, reflecting the extent and stage of the disease.

OBJECTIVE: The aims were to evaluate serum levels of GDF-15 and immunohistochemical
staining of GDF-15 in patients with primary ovarian epithelial benign and malignant
neoplasms.

METHODS: Sixty-five patients were evaluated in the Clinic of Pelvic Mass in the Discipline
of Obstetrics and Gynecology/Oncology Research Institute (IPON) of the Federal University
of Triangulo Mineiro, undergoing surgery according to predetermined criteria. The patients
were divided into two groups: benign ovarian neoplasms (n = 31), and primary epithelial
ovarian malignancies (n = 34). Immunohistochemistry study and ELISA were performed to
evaluate GDF-15 serum and tissue, respectively. Fisher exact test was used to compare the
results obtained by immunohistochemistry. Serum levels of GDF-15 were expressed as mean
and standard deviation, and values were compared by Student’s t-test. Values less than 0.05
were considered significant.

RESULTS: Serum levels of GDF-15 were higher in malignancies than in benign neoplasms,
but there was no statistical significance. GDF-15 was significantly more frequent in the
stroma of malignant tumors compared with benign tumors (p = 0.0034). There is no statistical
significance in epithelium evaluation.

CONCLUSION: GDF-15 immunohistochemical staining is higher in the stroma of malignant
epithelial ovarian cancer compared to benign tumors, indicating the importance of stromal
compartment in ovarian neoplasms.

Key-words: GDF-15, ovarian tumors, prognostic factors, peritumoral stroma.
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Introducgéo

1.1 O CANCER DE OVARIO

O cancer de ovario é de dificil diagnostico, sendo a principal causa de morte entre 0s
tumores ginecologicos, devido a uma sintomatologia inespecifica e a falta de métodos de
diagnostico eficazes, o que dificulta a deteccdo precoce dessa neoplasia (HILPERT et al.,
2007; LANDEN JR. et al., 2008; CLARKE-PEARSON, 2009; ROETT & EVANS, 2009;
FEHM et al., 2010).

A neoplasia maligna de ovario tem as menores taxas de sobrevivéncia entre 0s
tumores ginecologicos, por ser predominantemente diagnosticada nos estadios mais
avancados da doenca (estadios Ill e IV) (HILPERT et al.,, 2007; FEHM et al., 2010;
ALQASEMI et al., 2012). Aproximadamente 5 a 10% dos tumores em estadiamento
aparentemente inicial ja apresentam metastases em linfonodos aorticos ou pélvicos (RUBIN,
1992; MURTA et al., 1995).

Cerca de 21.290 novos casos sao estimados para os Estados Unidos da América em
2015, com aproximadamente 14.180 mortes. O cancer de ovario é responsavel por cerca de
5% de todos os canceres entre as mulheres e sua incidéncia tem diminuido em 1,0% ao ano
desde 1992. De 2007 a 2011, a taxa de mortalidade por cancer de ovéario diminuiu 2,0% ao
ano em mulheres brancas e ficou estavel em mulheres negras (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2015). No entanto, mais mulheres morrem de cancer de ovario do que de todos 0s
outros tumores ginecologicos juntos (FISHMAN et al., 2005; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2015).

Cerca de 90% dos canceres de ovario sdo esporadicos, ou seja, ndo apresentam fator
de risco reconhecido. Cerca de 10% apresentam um componente genético ou familiar que leva
a predisposicdo a doenca (RISCH et al., 2001). As mulheres que possuem mutacgdes deletérias

nos genes BRCA1l ou BRCA2 ou que possuem mée ou irmd@8 com mutacdo genética
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Introducéo

representam o subgrupo com maior probabilidade de desenvolvimento do cancer de ovario
(GAYTHER et al., 1999; HORIUCHI et al., 2003).

Entre as mulheres com mutacfes 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 parece aumentar até pouco antes dos 50 anos de idade (SOCIETY OF
GYNECOLOGIC ONCOLOGISTS, 2005; SCHMELER et al., 2006).

As proteinas produzidas pelos genes BRCA1 e BRCAZ2 sdo consideradas guardids do
genoma, e desempenham papeis importantes na sinalizacdo de danos no DNA, ativacdo de
reparo do DNA, inducdo de apoptose, e 0 monitoramento dos pontos de controle do ciclo
celular. (VENKITARAMAN, 2002; YOSHIDA & MIKI, 2004; BOULTON, 2006). Células
gue ndo possuem o gene BRCA funcional mostram um aumento na aneuploidia, amplificacao
centrossdmica e aberragdes cromossémicas, que as tornam susceptiveis a novas mutacoes
adicionais (ROSEN et al., 2003).

BRCA1 e BRCAZ2 sdo genes supressores de tumores que sao herdados de maneira
autossémica dominante (CHOBANIAN & DIETRICH, 2008). Portanto, a histéria familiar é o
fator de risco isolado mais importante para o desenvolvimento do cancer de ovéario (PANET
& KHORANA, 1974; LERMAN et al., 1998; LIPKUS et al., 2001; REBBECK et al., 2002).

Todas as células do ovario humano podem sofrer transformagdo maligna: células
epiteliais, células estromais e células germinativas, mas aproximadamente 80 a 90% das
neoplasias malignas ovarianas séo derivadas do epitélio superficial (MOK et al., 2007).

Estudos demonstraram que as tubas uterinas, ao serem cuidadosamente examinadas,
confirmam que pequenos focos de carcinomas tubarios podem estar invadindo o epitélio

ovariano tanto em mulheres com uma predisposicdo genética para o desenvolvimento de
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Introducgéo

cancer de ovario, como também naquelas sem mutacGes conhecidas no gene BRCA (FINCH
et al., 2006; MEDEIROS et al., 2006; CALLAHAN et al., 2007; KINDELBERGER et al.,
2007; SHAW et al., 2009; PRZYBYCIN et al., 2010), sugerindo uma das teorias atuais da
ocorréncia da doenca. Ainda em outros estudos, foi possivel verificar que a presenca dos
tumores serosos estavam quase sempre detectados nas fimbrias e tem sido proposto que a
primeira mudanca neoplasica comecaria nas células do tipo secretoras (MEDEIROS et al.,
2006; KINDELBERGER et al., 2007).

Os tumores epiteliais sdo classificados em bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados. Os tumores epiteliais pouco diferenciados estdo
associados com pior progndstico.

Os tumores derivados do epitélio ainda podem ser classificados em invasores e ndo-
invasores (borderline). Os tumores borderline representam 20% dessa categoria e estdo
associados a melhor prognostico, porém os tumores borderline serosos com caracteristica
micropapilar apresentam uma maior chance de recidiva comparado aos mesmos sem
caracteristicas micropapilar (MIRONOV et al., 2007).

A sobrevida em 5 anos para pacientes diagnosticadas em estadio | varia entre 80 e
90%, enquanto que, para pacientes em estadio Il e IV, varia de 5 a 50%. Atualmente,
aproximadamente, 60 a 65% das pacientes, encontram-se em estadio Il no momento do
diagnostico, justificando a elevada letalidade dessa neoplasia (MIRONOV et al., 2007).

Apesar do tratamento adequado, 75% dos casos apresentam recorréncia da doenga,
muitos dos quais ocorrem nos dois primeiros anos apos o tratamento quimioterapico
(MORIKAWA et al., 1993; GADDUCCI et al., 2007). Pacientes com cancer epitelial de
ovario recorrente apresentam um progndstico reservado, com sobrevida média menor que 2

anos e sobrevida global em 5 anos menor que 10% (GADDUCCI et al., 2005).
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Nuliparidade, auséncia de amamentacdo, menopausa tardia, parentes diretos (mée ou
irmd) com cancer de ovario ou cancer de mama (TOGASHI, 2003; VRABIE et al., 2008),
sobrepeso ou obesidade (FAIRFIELD et al., 2001; SCHOUTEN et al., 2008; DOTLIC et al.,
2011), séo fatores de risco para a ocorréncia de neoplasia maligna ovariana, sendo sua maior
incidéncia em mulheres acima dos cinquenta anos de idade (VRABIE et al., 2008).

Por outro lado, existem fatores que limitam, ou que diminuem o risco da doenca, tais
como: a inibicdo ou parada da ovulacdo habitual, seja por gravidez ou contracepcao
(WHITTEMORE et al, 1992; RISCH, 1998; INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 1999; RIMAN et al., 2002; CLARKE-PEARSON, 2009), por
cinco ou mais anos, que reduz em até 50% a chance de desenvolver o cancer (RISCH et al.,
1983); aumento no tempo de lactacdo (GWINN et al., 1990; CLARKE-PEARSON, 2009);
multiparidade (WOOSTER et al., 1994; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 1999; WERNESS et al., 2000; CLARKE-PEARSON, 2009), ou cirurgia

prévia de histerectomia ou laqueadura tubaria (SCHILDKRAUT & THOMPSON, 1988).

1.2 METODOS DE DIAGNOSTICO

Os métodos mais utilizados para diagnosticar 0s tumores ovarianos sdo: marcadores
soroldgicos tumorais que podem apresentar positividade tanto no soro, no lavado peritoneal
quanto no liquido intracistico de pacientes com tumores epiteliais malignos e benignos de
ovéario (CHERCHI et al., 2002), além do uso da ultrassonografia transvaginal que auxilia na
diferenciacéo entre tumores neoplésicos e ndo neoplasicos (TAVARES-MURTA et al., 2004),
associada ao Color Doppler que pode ser utilizado na avaliacdo das massas ovarianas e na

diferenciacdo entre benignidade e malignidade pela observacdo do indice de resisténcia e
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indice de pulsatilidade do fluxo sanguineo nas regides tumorais (OHEL et al., 2010; ZHANG

& ZHANG, 2015).

1.2.1 Ultrassonografia transvaginal

A literatura tem relatado que no decorrer dos dltimos anos houve mudancas
significativas na realizacdo e interpretacdo do ultrassom ginecoldgico, e esse exame tem se
mostrado muito atil e preciso no diagnostico do cancer de ovario, embora seus resultados
ainda sejam subjetivos (BAERT et. al., 2015).

Durante a Gltima década, grandes progressos foram feitos na busca de se padronizar e
aperfeicoar a classificacdo das massas anexiais, através dos exames de ultrassonografia, pelo
grupo IOTA (International Ovarian Tumour Analysis) (NUNES et al., 2014).

Dados recentes da literatura demonstraram que a elaboragéo e execucgdo de um novo
protocolo denominado ADNEX aprimorou ainda mais a utilizacdo do exame de imagem, na
deteccdo de massas anexiais, onde clinicos e estatisticos através de um estudo de meta-
analise, selecionaram 5.909 mulheres em 24 centros em 8 paises da Europa, China e Canada
com suspeita de acometimento do céncer de ovario. Através dos modelos matematicos
desenvolvidos pelo grupo ADNEX foi possivel prever o diagnostico das quatro categorias
principais do cancer de ovario: tumores benignos, tumores borderline, tumores primarios de
ovario e cancer metastatico secundario (VAN CALSTER et al., 2014).

O estudo foi fundamentado seguindo protocolo especifico e uniformizado de acordo
com a selecdo das seguintes variaveis: 1. Quatro variaveis clinicas: idade, nivel sérico de CA-
125, histdria familiar de cancer de ovario e tipo de centro medico (centro de oncologia contra

outros hospitais); 2. Seis variaveis de ultrassom: didmetro maximo da lesdo, propor¢édo de
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tecido solido (sendo, o diametro maximo do maior componente sélido dividido pelo didmetro
méaximo da lesdo), a presenca de mais de 10 léculos cisticos, 0 nimero de projecdes papilares,
presenca de sombras acusticas e presenca de ascite. Segundo os pesquisadores o0 novo modelo
ADNEX otimiza a abordagem das mulheres com alguma massa anexial e a adocdo do
protocolo pelo ultrassonografista e a interpretacdo dos resultados pelo oncologista sdo cruciais
para a determinacdo do diagndstico e tratamento das portadoras de neoplasia ovariana, além
disso, o ADNEX oferece excelente discriminacdo entre tumores benignos e malignos,
podendo esse modelo prever o tipo de malignidade (VAN CALSTER et al., 2014).

O conhecimento do tipo especifico de doencas anexiais, antes da cirurgia é altamente
susceptivel, melhorando a triagem do paciente, e também torna possivel o favorecimento do
tratamento. Este, por sua vez, pode reduzir a morbidade e levar a um aumento da sobrevida
em diferentes tipos de tumores malignos do ovario. (VAN CALSTER et al., 2014).

Segundo Nunes et al. 2014, em centros de diagndstico onde os protocolos atuais ndo
forem possiveis de serem utilizados, a interpretacdo da ultrassonografia pélvica transvaginal
por especialista deve ser empregada.

Os estudos publicados demonstram que a evolugdo do exame de imagem na
avaliagdo das pacientes com massas anexiais vem se tornando promissora no decorrer dos

ultimos 10 anos.

1.3 MARCADORES TUMORAIS

Os marcadores tumorais tém sua importancia no diagnostico de neoplasia ovariana,
pois sdo substancias que podem ser encontradas e quantificadas no sangue ou em outros

fluidos organicos de pacientes portadores de neoplasias (REIS, 2005).
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Um marcador tumoral pode ser produzido pelo préprio tumor, em resposta a
presenca do cancer (MATTOS et al., 2005). Testes para marcadores tumorais podem ser
realizados isoladamente ou associados com exames de imagem, para detectar e diagnosticar
alguns tipos de cancer (REIS, 2005).

Os niveis séricos dos marcadores tumorais devem refletir com precisdo a evolugéo
clinica e a regressao da doenca, e a normalizacdo dos seus niveis deve estar associada a cura
(REIS, 2005).

Devem ser sensiveis e especificos e ainda apresentar niveis proporcionais ao
tamanho do tumor, no estabelecimento do progndstico e na deteccdo precoce de recorréncia
(ALMEIDA et al., 2004; MOORE et al., 2009; EDGELL et al., 2010).

Os marcadores tumorais séricos de rotina utilizados na pratica clinica para a
avaliacdo de neoplasias ovarianas sdo: Antigeno Carcinoembrionario (CEA), CA-125, CA-
19.9, CA-15.3, Alfa-fetoproteina (AFP) e Gonadotrofina Corionica Humana subunidade  (B-
hCG).

Estudos mostram que outros marcadores podem ser usados para auxiliar no
diagndstico das neoplasias ovarianas tais como: Proteina Humana 4 derivada do Epididimo
(HE4) (URBAN & DRESCHER, 2008; MOORE et al., 2009), Fator de Diferenciagdo do
Crescimento-15 (GDF-15) (STAFF et al., 2010; BOCK et al., 2010), CA 72.4 (GADDUCCI
et al., 2004; MOR et al., 2005), Octamer - 4 (Oct4) (ABIKO et al., 2010; ZHANG et al.,
2010), Lactato Desidrogenase (LDH) (SCHNEIDER et al., 1997; SIMAGA et al., 2005) e

Progranulina (HAN et al., 2011; DIAZ-CUETO et al., 2012).
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1.3.1 CA-125

O CA-125 é o biomarcador mais utilizado para triagem, acompanhamento pos-
cirtrgico e recidiva no cancer ovariano (GUIMARAES et al., 2002; KIM et al., 2014). E
formado por uma glicoproteina de alto peso molecular, que foi inicialmente identificada por
meio de anticorpos produzidos por animais imunizados com celulas de cistoadenocarcinoma
seroso papilifero do ovario humano (BAST et al., 1981). Sua sensibilidade para o diagnostico
de céncer de ovario é de 80% a 85% no tipo epitelial, variando de acordo com o estadiamento,
sendo 50% no estadio I, 90% no estadio Il, 92% a 94% nos estadios Il e IV (JACOBS &
BAST, 1989).

A elevacao sérica do CA-125 pode ocorrer de dois a doze meses antes de qualquer
evidéncia clinica do aparecimento do cancer (ALMEIDA et. al., 2004). Existe uma série de
limitacGes encontradas na deteccdo desse marcador no cancer de ovario. O CA-125 pode
apresentar aumento dos niveis séricos em Vvarias situacdes clinicas como: cirrose com ascite,
cistos de ovario, endometriose, hepatite, pancreatite, cancer de pulméo, cancer de mama,
cancer colorretal e inflamagdes pélvicas (EAGLE & LEDERMANN, 1997).

Esse marcador apresenta baixa sensibilidade para a deteccdo de neoplasias em
estadio inicial, sendo apenas de 50% no estadio | (JACOBS & BAST, 1989; NUSTAD et al.,
1996) e um alto custo para as populagdes de baixa renda (ALMEIDA et al., 2007). No
entanto, a dosagem de CA-125 associado com ultrassonografia transvaginal vem sendo
promissor na avaliacdo das pacientes com suspeita de cancer de ovario, principalmente
aquelas com histéria familiar associada (EAGLE & LEDERMANN, 1997; OLIVER et al.,
2006).

Estudos tém sugerido que 0 CA-125 pode ser um fator progndstico e foi demonstrado

que esse marcador se correlacionou com o estadiamento da FIGO, porém ndo foi visto relagdo
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com a idade, o grau, a doenca residual apos cirurgia e intervalo livre de doenca (ROSSI et al.,
2004). Outros pesquisadores avaliaram o risco de recidiva de cancer epitelial de ovario em
pacientes com niveis séricos de CA-125 menor que 35uU/mL, e demonstraram que um
aumento progressivo de seus valores, mesmo ainda em niveis normais, poderia ser indicativo
de recorréncia da doenca (SANTILLAN et al., 2005).

Paramasivam et al. (2005) demostraram que o estadiamento cirargico completo, o
grau histopatolégico e o0s niveis pré-operatdrios de CA-125 sdo fatores prognosticos
independentes e poderiam ser incluidos como fatores de decisdo na realizacdo de

quimioterapia.

1.3.2 CA-19.9

O CA-19.9 é um marcador de superficie celular, com peso molecular variando de
200 a 1000kDa, é também conhecido como Antigeno de Lewis (GUIMARAES et al., 2002).
E um monossialogangliosideo secretado por tumores mucinosos do trato gastrointestintal,
incluindo pancreas e vias biliares (MOTOYAMA et al., 1990). E liberado na superficie da
célula neoplésica e penetra na corrente sanguinea, onde pode ser detectado. O CA-19.9 tem
como vantagem a alta sensibilidade para identificar o cancer epitelial de ovario subtipo
mucinoso (GADDUCCI et al., 2004).

Os fatores progndsticos associados as concentracoes séricas de CA-19.9 no cancer de
ovario ainda ndo foram bem estabelecidos na literatura.

Niveis sericos elevados sdo encontrados ocasionalmente em pacientes com cancer
epitelial de ovario ou tumor de células germinativas, em especial as neoplasias epiteliais do

tipo mucinoso, ou tumores de células germinativas com componente mucinoso associado,
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contudo a normalizacdo serica desse marcador é esperada apés a citorreducdo (DEDE et al.,
2006).

Em um estudo realizado por Cho et al. (2013), os autores evidenciaram um aumento
significativo de CA-19.9 nas amostras analisadas de teratoma cistico maduro, mostrando que
esse marcador pode ser uma ferramenta potente no auxilio do diagnostico desse tipo de tumor.
Dede et al. (2006) demonstraram que o0 aumento dos niveis de CA-19.9 associados com CA-
125 podem ser fortes indicativos de bilateralidade do teratoma cistico maduro em mulheres
com idade fértil, sendo o CA-19.9 um dos marcadores mais importantes para o diagnostico
desse tipo de tumor tanto em condi¢fes benignas como malignas.

No entanto a analise isolada desse marcador, quando héa valores elevados de CA-125,
para diagndstico, ndo oferece qualquer beneficio adicional no monitoramento do céancer de

ovario (GADDUCCI et al., 2004).

1.3.3CEA

O CEA é uma glicoproteina com peso molecular de 180kDa pertencente a familia
dos genes das imunoglobulinas. Tem como funcdo principal a adesdo hemolitica intracelular,
gue promove a agregacao nos carcinomas gastrointestinais, onde foi inicialmente identificado
(AMERICAN SOCIETY OF CLINICAL ONCOLOGY - ASCO, 1996).

Niveis elevados de CEA sdo encontrados em neoplasias malignas, como por
exemplo, de cérvice uterina (42% a 50%) mama (30% a 50%), pulméo (52% a 77%),
pancreas (61% a 68%), trato gastrintestinal (40% a 60%), vias biliares (80%) e tireoide (50%

a 70%) (ZHANG et al., 2010).
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ConcentracOes séricas isoladas de CEA sdo amplamente utilizadas no prognostico
dos pacientes com neoplasias gastrointestinais (AMERICAN SOCIETY OF CLINICAL
ONCOLOGY - ASCO, 1996), e a associacdo do CEA com outros marcadores pode ser um
bom método de estudos para distintos tipos de cancer (HE et al., 2013; KONDALSAMY -

CHENNAKESAVAN et. al., 2013).

1.3.4 CA-15.3

O CA 15.3 é uma glicoproteina de 300 - 400kDa, codificada pelo gene MUC-1,
produzida pelas células epiteliais glandulares (SCHWARTZ, 1993). A sensibilidade na
dosagem desse marcador varia de acordo com a massa tumoral e o estadiamento clinico,
sendo de 88% a 96% na doenca disseminada (GERAGHTY et al., 1992).

O CA-15.3 diminui a adesdo das células cancerosas entre si e a adesdo entre as
células cancerosas e a matriz extracelular através da alteracdo do seu citoesqueleto,
promovendo a liberacdo de células cancerosas da lesdo primaria. Além disso, o0 CA-15.3 se
liga em receptores especificos dispostos na superficie das células endoteliais (ICAM-1),
aumentando a adesdo entre as células heterogéneas, conduzindo a invasdo das células
cancerosas na parede vascular, favorecendo metéstases subsequentes (HORM &
SCHROEDER, 2013).

Células cancerosas altamente metastaticas sdo normalmente muito resistentes a
quimioterapia, ocorrendo em cerca de 90% das pacientes com céncer epitelial de ovéario
metastatico (AGARWAL & KAYE, 2003), portanto um aumento na concentracdo sérica de
CA-15.3 no cancer epitelial de ovario poderia predizer uma possivel resisténcia do tumor aos

medicamentos administrados (ZHANG et al., 2013).
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Niveis elevados de CA-15.3 no soro de pacientes com cancer de mama, por exemplo,
estdo correlacionados com tumores de alto grau de diferenciagdo, comprometimento de
linfonodos e presenca de metastases a distancia (HORM & SCHROEDER, 2013).

Altos niveis desse marcador sdo constantemente encontrados em tumores que
produzem metastases (HORM & SCHROEDER, 2013), tornando sua dosagem extremamente

importante nos periodos iniciais do tratamento.

1.3.5AFP

A AFP ¢é uma proteina do soro fetal que é sintetizada no figado, saco vitelino e
intestino do feto e € uma das principais proteinas carcinoembrionarias, com func¢des de
transporte plasmatico e de manutencdo da pressdo oncotica. Sua concentracdo no soro fetal
diminui completamente até o primeiro ano de vida (ALMEIDA et al., 2007). E uma proteina
amplamente utilizada como marcador de neoplasias hepéaticas e em um tipo especifico de
carcinoma gastrico.

Niveis elevados de AFP sdo mais comumente observados em tumores de células
germinativas em mulheres jovens, sendo a ocorréncia de seu aumento serico em mulheres na
pos-menopausa ainda raro (MEGURO & YASUDA, 2013). Niveis elevados de AFP sugerem
fortemente a presenca de cancer de células germinativas (SCHWARTZ, 1993), carcinoma
ovariano hepatdide (ISONISHI et al., 2009) e tumores do seio endodérmico (ALMEIDA,
2004).

O aumento dos niveis séricos de AFP para valores positivos pode indicar recidiva,
mesmo sem sinais clinicos de recorréncia da doenca (KAWAI et al., 1990). No entanto, o

clinico deve sempre buscar um diagnostico diferencial, uma vez que, a AFP pode elevar seus
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niveis séricos em outras situacdes como: hepatites, cirrose e gestacdo (ALMEIDA et al.,

2007).

1.3.6 p-hCG

A Gonadotrofina Coriénica Humana subunidade  (B-hCG) é uma glicoproteina com
24 - 34kDa normalmente secretada pela placenta durante a gravidez. Tem sido demonstrado
que a B-hCG é um excelente marcador tumoral utilizado para diagnostico, monitorizagéo e
prognostico de pacientes com tumores de células germinativas (ALMEIDA, 2004).

Um desses tumores é o coriocarcinoma primario de ovario, que é a neoplasia maligna
mais rara derivada das células germinativas, tendo um potencial metastatico elevado sendo
mais prevalente em mulheres em idade fértil (EXMAN et. al., 2013).

A ocorréncia do coriocarcinoma primario de ovario é extremamente baixa, sendo 1
caso em 369 milhdes de gestacOes para o tipo gestacional e menor que 0,6% de todas as
neoplasias ovarianas para o tipo ndo-gestacional (LV et. al., 2011).

A diferenciacdo entre coriocarcinoma gestacional e ndo-gestacional tém sido um
desafio para os oncologistas, visto que, o Ultimo é mais agressivo, possui maior resisténcia a
quimioterapia e pior prognostico, no entanto, suas caracteristicas sintomatologicas e
histologicas sdo semelhantes na faixa etaria reprodutiva (EXMAN et. al., 2013).

Niveis séricos aberrantes da B-hCG sdo altamente sugestivos para o diagndstico do
coriocarcinoma primario de ovario (>16.000 mUI/mL) e a normalizacdo sérica desse
marcador durante o tratamento esta relacionado a boa resposta terapéutica (EXMAN et. al.,

2013).
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O uso da B-hCG também tem grande utilidade na predicdo da agressividade dos
tumores epiteliais ovarianos, onde niveis elevados desse marcador evidencia prognostico ruim

e menor sobrevida das pacientes (VARTIAINEN et al., 2001).

1.3.7 HE4

A proteina HE4 foi descrita pela primeira vez por Kirchhoff et al. (1991), sendo
originalmente encontrada no epitélio do epididimo humano, desempenhando um papel
importante na maturacdo dos espermatozoides. A HE4 ¢é encontrada também no tecido
saudavel da traquéia, glandulas salivares e com uma menor proporc¢ao no pulméo, nos rins e
na tiredide. Ela também é abundante em alguns adenocarcinomas pulmonares e de mama
(GALGANO et al., 2006).

E um marcador novo e sua secrecio é detectada em altos niveis no soro de pacientes
com cancer de ovario, uma vez que esta presente nas células neoplésicas do cancer epitelial de
ovario (LAMY et al., 2010). Sua concentracdo ndo é elevada nas neoplasias benignas, como
visto com os niveis de CA-125, o que amplia seu uso para o auxilio no diagnéstico dos
tumores epiteliais malignos (HELLSTROM et al., 2003).

A HE4 apresenta alta sensibilidade, especialmente na fase inicial da doenca, sendo
mais especifico e sensivel do que CA-125. Estudos tém demonstrado a sua utilidade em
combinacdo com CA-125 para a detecgdo do cancer epitelial de ovario maligno em mulheres
com massa pélvica (MOORE et al., 2009), onde a combinacdo de HE4 e CA-125 aumentam
a sensibilidade e especificidade na deteccdo das neoplasias (DRAPKIN et al., 2005). Em um

estudo publicado recentemente os pesquisadores demonstraram a importancia da HE4 no
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diagnostico do cancer de ovario em pacientes jovens evidenciando sua alta especificidade
para o diagnostico da doenca (WANG et al., 2014).

A HE4 foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para monitorar a
doenca recorrente ou progressiva em pacientes com cancer epitelial de ovario, sendo a
utilizacdo desse marcador promissor para a deteccdo precoce dos tumores malignos e
metastaticos (LAMY et al., 2010).

Altos niveis séricos do marcador tumoral HE4 é um indicador forte e independente
de pior progndstico em pacientes com cancer epitelial de ovario (STEFFENSEN et al., 2011).

Um estudo realizado por Trudel et al. (2012) demonstrou que niveis plasmaticos pré
operatorios elevados de HE4 estdo relacionados, com a agressividade, prognostico ruim e
maiores indices de mortalidade nas pacientes com cancer de ovario, onde esses niveis foram
encontrados em pacientes com idade avancada, em estadios avancados da doenca e com
tumores moderadamente ou pouco diferenciados. Os autores ainda relataram que as
concentracdes maiores de HE4 podem ser encontradas nos tumores do subtipo seroso e essas
concentragcOes plasmaticas estavam melhor associadas com prognéstico e mortalidade do que
os niveis de CA-125, deixando clara a importancia desse marcador como fator progndstico no

cancer de ovario.

1.3.8 LDH

A LDH e uma enzima que catalisa a reacdo final da glicolise, atuando na reducéo de
piruvato em lactato, gerando energia para as células (SIMAGA et al., 2005) e esta
fisiologicamente presente no tecido muscular cardiaco e esquelético, onde o consumo

energético é naturalmente mais acentuado (ALMEIDA et al., 2007).
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Pacientes com tumores malignos mostram frequentemente uma elevacdo da
concentracdo serica de LDH, isso ocorre devido ao aumento do metabolismo das células
cancerosas que consequentemente efetuam uma alta taxa de glicélise (SIMAGA et al., 2005).

Niveis séricos de LDH podem estar elevados em determinadas doencas como: infarto
do miocardio, mononucleose infecciosa e hepatite aguda. Podem ainda ter um aumento dos
niveis em pacientes com leucemia e linfoma, carcinoma do es6fago, pancreas, vesicula biliar,
e de mama e também carcinoma da préstata, da bexiga urinéaria e testiculo (AWAIS, 1973).

A enzima ganha um papel importante quando se busca diagnosticar disgerminoma
ovariano e tumores de células germinativas, possuindo concentrac@es significativamente mais
elevadas em tumores malignos quando comparados as neoplasias benignas. (SIMAGA et al.,
2005). Schneider et al. (1997) também destacaram sua importancia no diagnostico de
cistadenocarcinoma seroso, onde a dosagem apartir do lavado peritoneal estava
consideravelmente aumentada.

A dosagem de LDH no soro ou lavado peritoneal pode ser usada para discriminar a
origem da massa anexial, grau de diferenciacdo histoldgico, estadio avancado da doenca e
citologia positiva em lavado peritoneal, onde sua deteccéo estd confiavelmente relacionada
com um prognostico ruim nas pacientes com cancer maligno de ovario (YUCE et al., 2001),
seu uso também tem sido Gtil para a monitorizacéo da resposta a quimioterapia ou recidiva da

doenga (CECIL & AUSIELLO, 2005).

1.3.9 CA-72.4

A glicoproteina antigénica CA-72.4 € também denominada TAG-72 (Tumor-

Associated Glycoprotein-72), que faz parte de um complexo de glicoproteinas membrano-
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mucinas (MUC-1). Possui peso molecular de aproximadamente 240 - 400kDa e pode ser
detectada no soro de pacientes com varios tipos de adenocarcinomas que ocorrem no colon,
estdmago, esofago, ovario, pancreas, mama, e pulmao.

Tem sido demonstrado que CA 72.4 tem um papel importante na malignidade
tumoral e na expansao do cancer por favorecer a invasdo metastatica em tumores em estadio
avancado (ZHANG et al., 2012).

CA 72.4 ndo é expressa em tecidos normais, com excecdo do endométrio na fase
secretora do ciclo menstrual (PONNUSAMY et al., 2007). Este marcador tumoral esta
elevado em carcinomas ovarianos, principalmente no subtipo mucinoso de ovario
(GUADAGNI et al., 1994), o que o torna uma ferramenta auxiliar muito importante para a
triagem e seguimento de pacientes com esse tipo de tumor, além de ser promissor para

terapias imunogénicas direcionadas (PONNUSAMY et al., 2007).

1.3.10 Progranulina

A Progranulina ou epitelina € uma glicoproteina isolada sericamente com peso
molecular de 88kDa, secretada por células epiteliais, possui atividade pro-inflamatédria, alem
da estimulacdo do crescimento do tumor, como tambem melhora a migracdo, capacidade de
invasdo, transformacdo, independéncia de ancoragem, e quimiorresisténcia das células
tumorais (DE MUYNCK & VAN DAMME, 2011).

A Progranulina possui alta expressao em células epiteliais, certos tipos de neurdnios,
macrofagos e em uma ampla variedade de outros tecidos e tipos de células, incluindo musculo
esquelético, condrocitos, tecido adiposo, células hematopoiéticas e células do sistema imune

incluindo linfocitos T e células dendriticas. Tem sido largamente estudada nos campos das
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doencas infecciosas, cicatrizacdo de feridas, tumorigénese, e doencas neurodegenerativas
(CENIK et al., 2012; JIAN et al., 2013), bem como nos estudos de angiogénese e neo-
angiogénese (TOH et al., 2013).

Um estudo realizado por Koo et al. (2012) demonstrou que a Progranulina tem um
papel importante no cancer de mama, uma vez que € um fator que marca um prognaostico ruim
nas pacientes, porque pode inibir a apoptose induzida por quimioterapicos, alterando o
crescimento de células estrogeno-dependentes.

A Progranulina é conhecida por estimular a proliferacdo e sobrevivéncia de varios
tipos de células cancerosas, inibindo a apoptose dessas células através da ativacdo por vias da
proteina quinase ativada por mitose (ERK1/2), fosfatidilinositol 3-quinase e quinase de
adesdo focal, que conduz a ativacdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, tais como
ciclina D1, ciclina B e CDK4 (SERRERO et al., 2012).

Seus niveis podem estar elevados em varios tipos tumorais incluindo o de mama
(KOO et al., 2012), da prostata (MONAMI et al., 2009), renal (DONALD et. al., 2001), do
figado (HO et al., 2008) e gastrointestinais (DEMORROW, 2013), além do cancer de ovério,
onde esta relacionado intimamente com fendtipo agressivo, mau progndstico, malignidade,
quimiorresisténcia, e sobrevivéncia global reduzida, levando a hipdtese de que a Progranulina
pode ser um bom marcador para doengas com alto grau de ocultismo (HAN et al., 2011,

DIAZ-CUETO et al., 2012).

1.3.11 Oct4

O Oct4 é um marcador sensivel que apresenta niveis aumentados especificamente

nos carcinomas ovarianos Serosos € mucinosos, sendo o subtipo histologico seroso o que
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apresenta maior incidéncia de positividade. (ZHANG et al., 2010). E conhecido por
desempenhar um papel crucial na manutencdo da pluripoténcia e no potencial da linha
germinativa de células-tronco embrionarias pluripotentes (PESCE et al., 1998).

Estudos tém demonstrado expressdo de Oct4 em carcinoma humano embrionario,
tumor de células germinativas testiculares, seminoma, glioma, carcinoma gastrico e de mama,
cancer de pulméo e bexiga (EZEH et al., 2005; SUNG et al., 2006; CHEN et al., 2009; DU et
al., 2009; KAROUBI et al., 2009).

Um estudo realizado por Hochedlinger et al. (2005) que investigou o efeito da
expressao de Oct4 em tecido somatico de camundongos adultos, demonstrou que a ativacao
do Oct4 resultou em displasia dos tecidos epiteliais, havendo também, inibicdo da
diferenciacdo celular o que poderia levar a um aumento significativo do potencial dessas
células em assumir caracteristicas de células malignas. Os autores ainda observaram que o
Oct4 exercia no epitélio a mesma acdo observada em células germinativas.

A presenca da expressdo de Oct4 nas amostras de teratomas imaturos de alto grau
analisadas por Abiko et al. (2010), indica que esse marcador podera ser promissor no

diagnostico de casos de teratomas imaturos altamente malignos.

1.3.12 GDF-15

O GDF-15 também chamado de MIC-1 (Macrophage Inhibitory Cytokine - 1), € um
membro distante da superfamilia TGF-B, sendo originalmente identificado em linhagens
celulares de macrofagos ativados (BOOTCOV et al., 1997).

O GDF-15 é induzido por citocinas pré-inflamatorias, tais como interleucina (IL)-1,

IL-2, IL-6, Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-0) e fator estimulante de colonias de
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macrofagos (BOOTCOV et al., 1997). Seu aumento estd associado a situacfes patologicas
relacionadas a inflamacéo, leséo tecidual aguda e ocorréncia de malignidade em neoplasias
(STAFF et al., 2010).

A presenca de GDF-15 no microambiente tumoral pode inibir a secre¢cdo do TNF-a
por macrofagos ativados (BOOTCOV et al., 1997), o que consequentemente, leva a
diminuicdo da destruicdo das células tumorais (KARAN et al., 2009).

O GDF-15 em geral pode atuar como uma proteina supressora do tumor, inibindo o
crescimento tumoral e induzindo a apoptose nas estadios iniciais do cancer (MIMEAULT &
BATRA, 2010), no entanto, tem sido descrito na literatura que este marcador pode promover
a quimiorresisténcia, proliferacdo, migracdo e invasdo, além de metastases em tecidos
distantes das células cancerosas em estadios avancados da doenca (MIMEAULT & BATRA,
2010). O GDF-15 funciona como um regulador autdcrino da ativacdo dos macrofagos
(BOOTCOQV et al., 1997).

Sua expressdo é abundante no tecido placentario e esse é o Unico tecido onde ha uma
maior concentracdo de GDF-15 em condigdes fisiologicas normais (LAWTON et al., 1997),
contudo, uma elevacdo sérica exacerbada e constante na gravidez pode apresentar riscos
aumentados da ocorréncia de pré-eclampsia e diabetes mellitus gestacional, condi¢des estas
que estdo intinmamente associadas a risco de doencgas cardiovasculares em mulheres gestantes
(SUGULLE et al., 2009).

ConcentracOes elevadas de GDF-15 também tém sido associadas a um aumento do
risco da ocorréncia de doencas cardiovasculares em mulheres em idade avangada (BROWN et
al., 2002).

Dados descritos na literatura mostram que o marcador tumoral GDF-15 foi
encontrado em niveis elevados em lesdes malignas de prostata, tiredide, pancreas, bem como

no carcinoma colorretal e no melanoma maligno. Foi observado também que ele esta elevado
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em mulheres com carcinoma de ovario, e que 0 aumento dos seus niveis esta associado a um
prognostico ruim, sendo entdo, o GDF-15 um marcador de progndéstico potencialmente Util no

carcinoma ovariano (STAFF et al., 2010).

1.4 RESPOSTA IMUNE NO CANCER EPITELIAL DE OVARIO

O céncer epitelial de ovéario ndo é considerado um tumor imunogénico, como o
observado no melanoma, em tumores renais ou mesmo em doencas hematoldgicas (LAVOUE
et al., 2013). Os dados experimentais mostram que o microambiente inflamatério do cancer
epitelial de ovario impede a maturacdo de células mielbides, favorece o desenvolvimento das
células reguladoras e suprime a atividade citotdxica de linfécitos efetores, levando o tumor ao
escape do sistema imunolégico e desencadeando a progresséo do cancer (CUBILLOS-RUIZ et
al., 2010).

Ha vaérias teorias que descrevem o funcionamento e a relacdo do sistema imunoldgico
sobre as células tumorais e suas respectivas moléculas sinalizadoras, contudo, ndo € possivel
ainda descrever em detalhes o papel da resposta imune frente ao cancer epitelial de ovario, por
existirem atuacOes distintas das células imunes como os linfocitos T onde pode-se observar
comportamentos diferentes de uma mesma célula, levando a proliferacdo ou inibicdo do
crescimento tumoral (KNUTSON et al., 2003; ZHANG et al., 2003).

Tem sido descrito na literatura que algumas células como os linfécitos T regulatérios
(Treg) CD4+ CD25+ FOXP3+ atuam como células imunossupressoras de tumores aumentando
a tolerancia do sistema imune a auto-antigenos (RUDENSKY, 2011), podendo alterar a resposta

dos linfécitos T citotoxicos (CD8+) administrados nas pacientes em tratamento contra o cancer
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de ovario, podendo ainda levar a supressao de células que naturalmente atacariam os tecidos
tumorais como os linfécitos T CD4+ in vivo e in vitro (KNUTSON et al., 2003).

Por outro lado existem ceélulas efetoras da resposta imunoldgica antitumoral que
participam diretamente na apresentacdo dos antigenos tumorais e/ou no ataque a essas células,
esse grupo inclui os linfécitos T CD4, T CD8+, células Natural Killer (NK), linfocitos T
Natural Killer (NKT), Células Dendriticas (DCs) e linfocitos T CD3+ (TIL - Linfocitos Tumor
Infiltrantes) (KNUTSON et al., 2003; ZHANG et al., 2003).

Zhang et al. (2003), destacaram em seu trabalho que a presenca de linfocitos T CD3+
no estroma tumoral, em 54,8% de suas pacientes, estava intimamente correlacionado com
melhor sobrevida, deixando evidente a hipOtese de que essas células podem ser responsaveis
pelo reconhecimento de antigenos tumorais, sugerindo que as células TIL podem ser um
marcador de resposta antitumoral, visto que, estdo presentes em aproximadamente metade das
pacientes com carcinoma de ovario avancado (estadios 111 e 1V), por outro lado as pacientes que
tiveram marcagdes ausentes para esses linfdcitos tiveram sobrevida consideravelmente menor.

Concomitante ao demonstrado pelo estudo realizado por Zhang et al. (2003), outro
trabalho mostrou que linfécitos T CD8+ intra-epiteliais nos tumores epiteliais de ovario,
estavam correlacionados com melhora na sobrevida das pacientes, deixando claro que essas
células estdo associadas a resposta imune contra os tumores epiteliais de ovario. Nesse estudo
0s autores demonstraram através de analises imuno-histoquimicas que a presenca de linfécitos
Treg séo fortes moduladores na supressao da resposta imune aos tumores, onde foi evidenciado
que na presenca dessas células ha alteracdo nos efeitos anti-tumorais benéficos das células T
CD8+ (SATO et al., 2005).

Os linfécitos T CD8+ séo responsaveis por induzir as células tumorais do cancer
epitelial de ovario a apoptose pelo reconhecimento de antigenos tumorais apresentados por

moléculas de MHC, podendo reconhecer proteinas com 8 a 10 aminoacidos. Esses linfocitos
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sdo muito importantes na resposta imune frente aos tumores ovarianos, no entanto, por si sé ndo
sdo suficientes para a erradicacdo do cancer principalmente por serem imunologicamente
influenciados pela ativacédo de linfécitos Treg (KNUTSON et al., 2003).

As DCs sdo células muito importantes na apresentacdo de antigenos oriundos dos
tecidos tumorais aos linfocitos T (COOSEMANS et al., 2015). S&o encontradas no tecido
periférico e podem entrar em contato com antigenos por diversos meios, incluindo endocitose
de proteinas sollveis, fagocitose de exossomas derivados dos tumores, e absor¢do mediada por
um receptor de corpos apoptoticos (KNUTSON et al., 2003). Séo eficientes na absorcao e
processamento do antigeno, bem como na ativagdo de células T atraves das moléculas de MHC
na superficie da célula (COOSEMANS et al., 2015), contudo nos tumores em estadio avangado,
o0 estroma tumoral pode alterar a expressao da molécula co-estimuladora de células T, tornando
sua expressdo muito baixa (KNUTSON et al., 2003).

Ap0s a exposicdo a estimulos pré-inflamatérios ou antigénicos, as DCs migram para
os ganglios linfaticos de drenagem regional e durante essa migracdo sofrem maturacdo,
adquirindo a capacidade de apresentar o antigeno as células T. Por sua vez, os linfocitos T
antigeno-especificos sdo estimulados por contato direto com as DCs (KNUTSON et al., 2003).

As fungdes das DCs séo fortemente influenciadas pelo microambiente tumoral, onde
citocinas produzidas por células tumorais ou mesmo por células imunitarias podem atuar em
diversos niveis, incluindo a diferenciacdo em apresentadoras de antigenos especificos, tempo de
vida, migragdo e apresentacdo de antigeno (LAVOUE et al., 2013; COOSEMANS et al.,
2015).

Consequentemente, as suas propriedades imunologicas podem ser moduladas por
estimulos ambientais e tumorais que podem beneficiar sua diferenciacdo reduzindo a
imunidade adaptativa para antigenos tumorais, sendo descrito em estudos que, frequentemente

essas células sdo alteradas no microambiente tumoral do cancer epitelial de ovario, onde ha a
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conversdo das DCs para um fendtipo imunossupressor, além disso, a presenca de grande
numero dessas células no estroma do cancer epitelial de ovario se associa a menor sobrevida
livre da doenca (LAVOUE et al., 2013).

Outras células importantes na resposta imune aos tumores ovarianos sao as células NK
que além de terem propriedades de inducdo a morte celular podem apresentar antigenos. As
células NK sdo linfdcitos granulares grandes que nao possuem os marcadores de superficie de
IgG nem de células T. A atividade citolitica das células NK € inibida através da interacdo do
receptor de células expressa KIR-NK com moléculas MHC de classe |. Essas células
reconhecem tumores de uma forma néo restrita ao MHC.

O papel das céelulas NK na resposta imunolégica pode ser a eliminacdo de células
disfuncionais que perdem a expressdo de MHC de classe I. Células NK, também desempenham
um papel importante na resposta imunitaria adaptativa por lise de patdgenos revestidos com
anticorpos ou células tumorais (MORETTA et al., 2002). A analise imuno-histoquimica de
tumores do ovario humano mostra que, embora a maior parte das células tumorais expresse
MHC de classe I, uma pequena fracdo é negativa para essa molécula podendo ser alvo para as
células NK (VAN NIEKERK et al., 1993).

A MUC-16 (CA-125) protege as células tumorais do ovario do ataque do sistema
imunologico, promovendo o crescimento do tumor. A presenca dessa mucina viabiliza um
método de fuga importante observado nos tumores ovarianos frente as células NK, onde ha a
ligacdo desse marcador com as células NK, principalmente células do subconjunto
CD16+/CD56"™, inibindo a sua funcéo citolitica contra as células tumorais. A MUC-16 atua
ainda como uma molécula anti adesiva, impedindo a sinapse das células do cancer do ovario
com as células NK (BELISLE et al., 2010).

As células NKT também sdo consideradas células efetoras importantes na resposta

imune frente ao cancer epitelial de ovario. Expressam receptores de superficie celular tipicos

Lima, C. A. GDF-15 Tecidual e Sérico em Neoplasias de Ovario, 2015



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

45

Introducéo

para células NK e um receptor de linfécitos T semi-invariante (CD3+ CD56+) (SHI et al.,
2001). S&o ativadas através do reconhecimento de antigenos glicolipidicos em associacdo as
moléculas CD1b (molécula MHC similar a presente nas células apresentadoras de antigenos).

As células NKT secretam predominantemente interleucina-4 (IL-4) e Interferon Gama
(IFN-y) importantes na regulag¢do da secrecdo de citocinas com fendtipo Th1/Th2 durante uma
resposta imune contra o cancer de ovario. O papel especifico dos linfécitos NKT no
microambiente do cancer ovariano ainda ndo foi bem esclarecido, contudo, a apresentacao de
glicolipidios alterados expressos através de moléculas CD1b em DCs pode aumentar ainda mais
a resposta imune, ativando diretamente as células NKT (KNUTSON et al., 2003). Com isso
estratégias de imunoterapia poderiam ser projetadas futuramente visando a ativacdo das células
imunes NKT efetoras (COOSEMANS et al., 2015).

Outras células muito importantes na resposta imune aos tumores ovarianos sdo 0s
macrofagos (HELAL et al., 2004). Os macréfagos correspondem a uma das células guardias
do sistema imune inato muito importantes onde suas func¢des incluem a cicatrizacéo de feridas
e resisténcia a infec¢des (BOOTCOV et al., 1997), além de exercerem atividade anti-tumoral
(BAERT et al., 2015).

Os macrofagos associados a tumores (TAMSs) geralmente sd80 imunossupressores,
mas podem ser divididos em dois grupos distintos M1 (imunoestimulante) e M2
(imunossupressor). O papel fisiolégico de macrofagos M1 é a depuracdo de agentes
patogénicos e a eliminacéo, por inducdo de apoptose, das células tumorais, utilizando sistemas
onde ha sinalizages de contato entre macrofagos com células T e NK ou pela secrecdo de
citocinas levando a ativacdo do sistema imunitario adaptativo. Por outro lado, os macrofagos
M2 tém uma baixa capacidade fagocitica e ndo estimula adequadamente as células NK e

células T. Os macrofagos M2 podem ainda neutralizar a resposta imune através da producéo
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de moléculas imunossupressoras, conduzindo o cancer epitelial de ovario a mau prognostico
com o0 aumento do numero de TAMs (KLIMP et al., 2002; BAERT et al., 2015).

A diferenciacdo de mondcitos a macréfagos M1 é promovida por Interferon-y,
lipopolissacarideo e outros produtos microbianos, levando a morte de bactérias, ativacdo de
funcBes imunoestimulantes e citotoxicidade anti-tumor (SICA et al., 2008). Geralmente no
microambiente tumoral nota-se mudancas no fenotipo dos TAMs, ou seja, onde ha perfil
celular M1 passard a ser M2 (BAERT et al., 2015). Os principais fatores que causam a
mudanca nesse perfil no microambiente tumoral sdo hipoxia, fator estimulante de col6nias de
macrofagos, TGF-B, IL-4, IL-13 e a presenca de apoptose (NOY & POLLARD, 2014). A
alteracdo dessas células pode favorecer a migracdo das células tumorais e de metastases
através da interacdo principalmente com moléculas biologicamente ativas que permitem o
crescimento tumoral como IL-4, IL-10 e IL-13 (KLIMP et al., 2002).

Um estudo observou que os TAMs estavam presentes em todos os tumores
ovarianos, tanto benignos quanto malignos, sendo que, dentro das populacdes celulares dos
tumores malignos foram encontrados uma meédia maior de TAMs 51.2% contra os 32,9%
encontrados nos tumores benignos por eles avaliados. Ainda segundo os pesquisadores 0s
TAMs juntamente com linfocitos T CD8+ sdo as células imunes mais abundantemente
encontradas nas neoplasias ovarianas, deixando evidente a importancia dessas células do
sistema imune na resposta frente ao cancer ovariano (HELAL et al., 2004).

A presenca do marcador tumoral GDF-15 no microambiente tumoral pode inibir a
secrecdo do TNF-a por macrofagos ativados (BOOTCOV et al.,, 1997), causando como
consequencia a diminuicdo da destruicdo das celulas tumorais (KARAN et al., 2009).

As concentragBes séricas do marcador tumoral GDF-15 juntamente com sua
marcacdo imuno-histoquimica no epitélio e no estroma do cancer epitelial de ovario serdo

abordados nesse trabalho.
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Hipdtese

1 Pacientes com neoplasia maligna de ovéario apresentam valores mais elevados de
2 GDF-15 sérico e imunomarcacdo tecidual de GDF-15 mais intensa comparando-se com

3 pacientes com neoplasia benigna de ovario.
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Objetivos

1. Investigar a expressdo de GDF-15 nos compartimentos estromal peri-tumoral e
epitelial nas neoplasias benignas e malignas epiteliais ovario.
2. Avaliar o marcador tumoral GDF-15, quantificando seus niveis séricos em

neoplasias epiteliais benignas e malignas primarias de ovario.
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Materiais e Métodos

Abaixo apresentam-se os materiais utilizados e os métodos realizados no desenvolvimento

desse estudo. Listam-se abaixo 0s materiais e consecutivamente os métodos nos itens seguintes.

4.1 PACIENTES

Foram analisadas 204 pacientes atendidas, no periodo de 1997 a 2013, no Ambulatorio
de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia/lnstituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM. Dessas 204
pacientes, foram selecionadas 65, as quais estavam enquadradas dentro dos critérios de inclusao

do trabalho. Essas 65 pacientes representam o “n” desse estudo.

4.1.1 Critérios de indicacdo de laparotomia exploradora

Os critérios de indicacdo de laparotomia exploradora foram: cistos anec6icos com
didmetro méximo menor que 7cm e com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e
marcadores tumorais normais; marcadores tumorais alterados; cistos anecdicos com diametro
maximo maior ou igual a 7cm; massas ovarianas com contetdo sélido, presenca de vegetacéo
intracistica, septos grossos, 2 ou mais septos finos; color Doppler com indice de resisténcia

menor ou igual a 0,4 (MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006).
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4.1.2 Caracterizacao dos grupos

As pacientes foram divididas em dois grupos, de acordo com o diagndstico
anatomopatologico, desta forma: o primeiro grupo de neoplasias ovarianas epiteliais benignas
(n=31), e o segundo grupo de neoplasias ovarianas epiteliais malignas primarias (n=34). Os
casos borderline foram incluidos no grupo de neoplasias malignas.

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, sob protocolo nimero: 2061/2011
(Anexo A). Consentimento livre e esclarecido por escrito foi obtido de cada paciente ou de

seus familiares (Anexo B).

4.1.3 Critérios de inclusao

O critério de inclusdo foi diagnostico pos-operatdrio de neoplasia epitelial primaria

de ovério (benigna ou maligna) pela analise anatomo-patoldgica em parafina.

4.1.4 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo foram: neoplasia maligna secundaria de ovario (metastase);

tumor primario de ovario de linhagem ndo epitelial; tratamento prévio a cirurgia

(Quimioterapia).
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4.2 METODOS

Listam-se abaixo o modelo de estudo, os métodos, a realizacdo da analise anatomo-
patoldgica, os protocolos adotados para as analises imuno-histoquimica e imuno-enzimatica,

bem como o banco de dados, a realizacdo da analise estatistica e a redacao do texto.

4.2.1 Anélise anatomo-patologica

Foi realizada andlise anatomo-patologica dos cortes embebidos em parafina pelo
Servico de Patologia Cirargica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro - UFTM, sendo que os casos foram revisados por um observador da Disciplina de
Patologia Especial da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

A avaliacdo anatomo-patoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de
acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da Salde e Federacdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia - FIGO.

Todos os dados clinicos, laboratoriais e histologicos foram arquivados em banco de

dados especifico para o estudo.

4.2.2 Anélise imuno-histoquimica

Os espécimes obtidos por resseccdo cirurgica foram processados em parafina. Os
casos que preencheram os critérios apds o estudo pela técnica de hematoxilina-eosina foram

revisados por patologista experiente e 0s blocos dos casos escolhidos foram submetidos a
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novos cortes com 4um de espessura, em laminas silanizadas (APTS - Silano, Sigma® A3648),
empregando-se a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase.

As laminas permaneceram na estufa a uma temperatura de 56°C por um periodo de
24 horas, e em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, permanecendo cerca de
5 minutos em cada, e desidratadas em 3 banhos de alcool absoluto e 1 banho de alcool a 80%,
cerca de 10 segundos em cada.

Posteriormente, as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina
tamponada, o PBS (pH 7,2), durante 5 minutos, para hidratacdo. Logo depois, o0 excesso de
tampdo foi removido e a borda do corte seca, cuidadosamente, com papel absorvente.

A sequir, foi realizada a recuperacdo dos antigenos. As laminas foram colocadas em
tubos de citologia contendo solucdo tampao Citrato 10mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA, conforme
orientacdo do fabricante, e colocados dentro de uma panela Pascal, que foi completada com
agua destilada até o limite indicado durante 30 minutos a uma temperatura de 100°C. Entdo,
os tubos foram retirados de dentro da panela e colocados sobre a bancada para seu
resfriamento.

As laminas foram colocadas em uma prancha de incubacdo e lavadas com &agua
destilada e enxugadas, cuidadosamente, em torno do corte, ndo permitindo que 0s cortes
ficassem completamente secos. Foi adicionada dgua oxigenada a 3% sobre cada corte, durante
10 minutos, para ocorrer 0 bloqueio da peroxidase enddgena. Apés esta etapa, as laminas
foram novamente lavadas em 3 banhos de tampdo PBS e incubadas com o anticorpo primario
em torno de 18 horas, em camara Umida, com temperatura de 3 a 4°C.

O anticorpo foi diluido em soro de albumina bovina (Sigma®) de acordo com as
indicacdes presentes em suas especificacOes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a
2%) e anticorpo primario permitem bloquear as ligacdes inespecificas, para reduzir coloracao

de fundo.
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Ap0s a incubacdo em overnight a 4°C com o anticorpo primario especifico (1gG anti-
GDF-15 policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology®, Inc. com diluicdo 1:200), as
laminas foram colocadas em temperatura ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em PBS
e secas, como anteriormente. O anticorpo secundario biotinilado (Dako Cytomation® LSAB
and System-HRP) foi adicionado em cada lamina por 30 minutos, em temperatura ambiente,
em camara umida. Em seguida, ocorreram lavagens em PBS, e as laminas foram secas. O
complexo estreptavidina peroxidase (Dako Cytomation® LSAB and System-HRP) foi
adicionado por 30 minutos nas mesmas condi¢fes acima.

Apds lavagem em PBS, as laminas foram reveladas, através da adicdo de uma
solucdo cromégena, a Diaminobenzidina (DAB) (Dako Cytomation® Liquid DAB and
substrate Chromogen System), por 5 minutos. Concluido o tempo, as laminas foram lavadas
em agua corrente e contra-coradas em hematoxilina de Harris.

Finalmente, as laminas foram imersas em 3 banhos de alcool absoluto por cerca de
10 segundos cada, para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e 3 banhos de
xilol, por 5 minutos cada. Laminulas foram adicionadas sobre as laminas com béalsamo do
Canada (entellan®) para posterior analise.

Foi utilizado como controle positivo tecido placentario humano. Dois observadores
avaliaram as laminas. A intensidade de marcacdo foi avaliada subjetivamente no epitélio e no
estroma utilizando-se uma escala de 0 a 3: 0 (nenhuma marcagédo), 1 (marcagéo fraca), 2
(marcagdo moderada), 3 (marcacédo forte) (OZEL et al., 2006). A marcacdo foi avaliada no
epitélio e no estroma peritumoral.

As intensidades de marcacdo imuno-histoquimica 0 e 1 (Figuras 1 e 2,
respectivamente) foram consideradas como marcacéo de fraca intensidade, e 2 e 3 (figuras 3 e

4, respectivamente) como marcacao de forte intensidade.
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1 Figural - Intensidade 0 (zero) de marcacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15

-

2 Fig. 1 - Marcacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15 evidenciando intensidade de coloragdo 0
3 (zero) no estroma e epitélio em corte histolégico de neoplasia maligna ovariana (400x). Fonte: O autor.
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1 Figura 2 - Intensidade 1 (um) de marcagdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15

" o4

2 Fig. 2 - Ma?cagéo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15 evidenciando intensidade de coloragdo 1
3 (um) no estroma e 3 (trés) no epitélio em corte histoldgico de neoplasia maligna ovariana (400x). Fonte: O autor.
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1 Figura 3 - Intensidade 2 (dois) de marca¢do imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15

2 Fig. 3 - Marcacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15 evidenciando intensidade de coloracéo 2
3 (dois) no estroma e 3 (trés) no epitélio em corte histoldgico de neoplasia maligna ovariana (400x). Fonte: O
4 autor.
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Figura 4 - Intensidade 3 (trés) de marcacao imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15

; aal G P " R 2
Fig. 4 - Marcacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-GDF-15 evidenciando intensidade de coloragdo 3
(trés) no estroma e epitélio em corte histolégico de neoplasia maligna ovariana (400x). Fonte: O autor.

4.2.3 Analise imuno-enziméatica

Amostras de sangue venoso foram coletadas através do sistema a vacuo em tubos com
gel separador (BD Vacutainer®). Apés 30 minutos de coagulacdo as amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos a 2000rpm, onde o soro foi
armazenado em aliquotas de 250pL & -80°C até sua utilizacdo. As amostras foram

descongeladas uma vez imediatamente antes da analise.
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Os niveis sericos de GDF-15 foram medidos utilizando o kit ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) imuno-enzimatico tipo sanduiche (Aviscera Bioscience® Inc.) onde
todos os reagentes foram preparados conforme protocolo do fabricante.

Para a realizacdo do teste, em resumo, foram adicionados aos pocos da placa de
ELISA, revestida com anticorpo monoclonal contra GDF-15 1gG humana, 100uL de tampao de
diluicdo, padrbes diluidos, amostras e controle positivo correspondendo respectivamente aos
pogos branco, curva, amostras e controle positivo.

A placa de ELISA foi coberta por selante adesivo e incubada 2h. em temperatura
ambiente em micro agitador de placas. Em seguida foi realizada aspiracéo e lavagem dos pocos
3 vezes com 300uL de tampdo de lavagem utilizando-se pipetas multi-canal automaticas.

Foi retirado totalmente o excesso de liquidos dos pogos adicionando-se em seguida
100pL do anticorpo de deteccdo biotinilado contra GDF-15 IgG humana onde uma segunda
incubacdo foi realizada por 2h. em temperatura ambiente em micro agitador de placas.

Foi repetida a aspiracéo e lavagem como descrito acima e ap6s foi adicionado 100uL
do conjugado de estreptavidina com peroxidase (HRP) e uma terceira incubagéo foi realizada
por 1h. em temperatura ambiente em micro agitador de placas completamente protegida da luz.

Foram realizadas as lavagens e em seguida foi adicionado 100puL em cada pogo da
solucdo substrato de tetrametilbenzidina (TMB) incubando a placa por 5min. em temperatura
ambiente completamente protegida da luz.

Apos a incubacdo foram adicionados em cada po¢o 100pL da solucéo de parada (0,5M
de HCI). Finalmente, a densidade Optica de cada pogo foi determinada utilizando um leitor de
microplacas fixado para 450nm.

O teste possui um limite de deteccdo de 1pg/mL, precisdo inter-ensaio de 8-10% e

precisdo intra-ensaio de 4-6%.
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4.2.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat software. A concordancia entre
dois observadores do estudo imuno-histoquimico foi realizado através do kappa: « < 0,4:
concordancia fraca; 0,4 <k < 0,8: concordancia moderada; 0,8 < k < 1,0: concordancia forte;
k = 1,0: concordancia perfeita (ARANGO, 2001).

Houve concordancia perfeita na avaliacdo do epitélio e concordancia forte na
avaliacdo do estroma tumoral. Todos os casos discordantes foram reavaliados e o resultado foi
definido por consenso.

Teste exato de Fisher foi utilizado para comparar os resultados obtidos por imuno-
histoquimica para GDF-15. Dados dos niveis séricos de GDF-15 foram expressos por média e
desvio-padréo, e os valores foram comparados pelo teste t de “student” ndo pareado. Foram

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

4.2.5 Redacéao do texto

O texto desse trabalho foi redigido conforme as normas técnicas da Associagdo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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Resultados

1 As 65 mulheres atendidas foram divididas em dois grandes grupos, sendo o de
2 neoplasias benignas composto por 31 pacientes, e 0 grupo de neoplasias malignas composto
3 de 34 pacientes. A mediana de idade das pacientes foi de 47 anos (18-69 anos) no grupo
4 benigno e 50 (25-79 anos) no grupo maligno. A paridade mediana foi de 2 (0-7 partos) em
5 ambos os grupos. Das 65 pacientes, 34 (52,3%) estavam no menacme e 31 (47,7%) pacientes

6  estavam na menopausa. 6 (17.6%) pacientes do grupo maligno foram a obito (tabela 1).

8  Tabela 1 - Caracteristicas dos dois grupos de pacientes comparados no estudo.

Neoplasias benignas Neoplasias malignas
n=31(%) n=34 (%)
Idade (mediana em anos) 47 -- 50 --
Paridade (mediana) 2 -- 2 --
Status hormonal: Menacme 20 (64.5) 14 (41.2)
Status hormonal: Menopausa 11 (35.5) 20 (58.8)
Obito - (0) 6 (17.6)
9 Fonte: O autor
10
11 Os subtipos histologicos do grupo de neoplasias benignas estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacao histologica dos tumores das pacientes com neoplasia benigna

Neoplasias benignas

(n=31)
n %
Cistoadenoma mucinoso 11 355
Cistoadenoma mucinoso + tumor de Brenner 1 3.2
Cistoadenoma seroso 17 54.8
Cistoadenoma seromucinoso + tumor de Brenner 1 3.2
Cistoadenoma seroso papilifero + tumor de Brenner 1 3.2

Fonte: O autor

Os subtipos histologicos do grupo de Neoplasias Malignas estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3 - Classificacao histologica dos tumores das pacientes com neoplasia maligna

Neoplasias Malignas

(n=34)
n %
Adenocarcinoma anaplasico papilifero 1 2.9
Adenocarcinoma de grandes células 1 2.9
Adenocarcinoma endometridide 1 2.9
Adenocarcinoma pouco diferenciado grau 111 1 2.9
Adenocarcinoma seroso 2 5.9
Carcinoma de células claras 2 5.9
Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 5.9
Cistoadenocarcinoma mucinoso borderline 9 26.5
Cistoadenocarcinoma seroso 11 324
Tumor endometrioide proliferativo atipico borderline 1 2.9
Tumor seroso borderline 3 8.8

Fonte: O autor

O estadiamento das neoplasias malignas segundo a FIGO foram: IA n = 10 (29.4%),
IBn=3(8.8%), 1Cn=3(8.8%), IAn=1(2.9%), IIAn=1(2.9%), l1IB n =2 (5.9%), IlIC

n=12(35.3%) e IV n =2 (5.9%) (Figura 5).
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Figura 5 - Frequéncia (%) dos tipos de estadiamento para cancer ovariano segundo 0s

critérios da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) nas pacientes com

Neoplasia Ovariana Maligna

Estadiamento FIGO

40

35
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Fonte: O autor

O grau de diferenciacdo histologica das neoplasias malignas foram: Grau 1 n=13

(38.2%), grau 2 n=12 (35.3%) e grau 3 n=9 (26.5%) (figura 6).
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Figura 6 - Grau de diferenciacdo histoldgica das neoplasias malignas

Grau de Diferenciacao Histologica
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Fonte: O Autor

5.1 MARCACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE GDF-15

Houve amostras suficientes para o estudo imuno-histoquimico de 31 neoplasias
benignas de ovario e 28 neoplasias malignas de ovario.

Os resultados da marcacdo imuno-histoquimica estdo demonstrados na tabela 4.
Imunomarcagdo < 1 foi considerada fraca intensidade e imunomarcacao > 2 foi considerada
forte intensidade. Marcagdo 2 ou 3 de GDF-15 foi significativamente mais frequente no
estroma de cancer de ovario comparado com neoplasias benignas (p=0,0034). Ndo houve

diferenca significativa na avaliacdo do epitélio (p=0,1331).
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Tabela 4 - GDF-15 Marcacdo Imuno-histoguimica no epitélio e estroma das neoplasias de

ovario benignas e malignas.

GDF-15 coloragdo 0/1 GDF-15 coloracgéo 2/3

n (%) n (%)
Neoplasias benignas/epitélio (n=31) 10 (32.3%) 21 (67.7%)
Neoplasias malignas/epitélio (n=28) 4 (14.3%) 24 (85.7%)
Neoplasias benignas/estroma (n=31) 19 (61.3%) 12 (38.7%)
Neoplasias malignas/estroma* (n=28) 6 (21.4%) 22 (78.6%)

*Teste exato de Fisher p=0.0034 comparado com neoplasias benignas/estroma. Fonte: O Autor.

5.2 NIVEIS SERICOS DE GDF-15

Amostras do soro das pacientes foram testadas para dosagem de GDF-15 a fim de
estudar a producdo sistémica desse marcador tumoral. A média dos niveis de GDF-15 foi
maior em neoplasias malignas (416,52pg/mL + 186,6; n=17) comparada com neoplasias

benignas (371.76pg/mL + 176.05; n=21), mas sem significancia estatistica (p=0,45).
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Discussao

O céancer epitelial de ovario ainda é uma doenca desafiadora, levando milhares de
mulheres a 6bito anualmente, devido a dificuldade do seu diagnostico e tratamento (FEHM et
al., 2010). E um dos tumores com a menor taxa de sobrevivéncia entre as neoplasias
ginecoldgicas, por ser diagnosticado em estadios avancados (ALQASEMI et al., 2012). Nos
Estados Unidos da América, cerca de 14.180 mortes sdo estimadas para o ano de 2015
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

A ultrassonografia pélvica transvaginal tem sido promissora, principalmente apos a
adocdo de padronizacdes de protocolos internacionais, que auxiliam na deteccdo precoce de
massas anexiais nao-fisiologicas que pré dispde mulheres ao cancer (NUNES et. al., 2014). De
acordo com dados da literatura a ampliacdo do uso padronizado do ultrassom associado ao
Color Doppler favorece muito o diagnostico do cancer epitelial de ovario maligno, sendo a
utilizacdo dos exames de imagem em conjunto com a dosagem dos marcadores tumorais
imprescindiveis na abordagem e no tratamento das pacientes (VAN CALSTER et al., 2014).

Os marcadores tumorais podem ser muito Uteis no manejo das neoplasias ovarianas,
visto que apresentam seus niveis sericos elevados no decorrer da doenca e a normalizagdo
desses niveis esté ligado a remissdo da doenca (REIS, 2005).

A mediana de idade das nossas pacientes foi de 47 anos para o grupo de neoplasias
benignas e 50 anos para 0 grupo de neoplasias malignas, a paridade mediana para ambos 0s
grupos foi de 2 partos. Valores similares foram encontrados na literatura (STAFF et al.,
2010). A maioria de nossas pacientes estavam no menacme, porém ndo correlacionamos
valores de GDF-15 com esse status hormonal como descrito por Staff et al. 2010, que
evidenciaram concentracdes maiores do marcador em pacientes na menopausa. Verificamos
que o estadiamento dos tumores malignos em nosso estudo com maior prevaléncia foi o
estadiamento |, dados que nédo se correlacionaram com os valores encontrados por Staff et al.

2010, onde a maioria das pacientes para esse grupo estavam em estadio I11.
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Nosso estudo avaliou as concentracfes séricas do marcador tumoral GDF-15 e sua
marcacdo tecidual por imuno-histoquimica no tecido tumoral do ovario, verificando-se a sua
presenca ou auséncia, associados a intensidade de coloracao no epitélio e estroma tumorais.

A demonstracdo de GDF-15 como marcador de atividade tumoral no cancer de
ovario é recente, e ainda existem poucos artigos na literatura que descrevem em detalhes a
interacdo desse marcador em relacdo aos tumores ovarianos (BOCK et al., 2010; STAFF et
al., 2010; GRINER et al., 2013). Porém, a atividade do GDF-15 no adenocarcinoma de
pancreas, no carcinoma da prostata, de mama e colorretal tém sido com maior frequencia
relatados (WELSH et al., 2003; KOOPMANN et al., 2006).

Staff et al. (2011) avaliaram 510 pacientes com neoplasias endometriais, onde
constataram uma correlacdo direta do marcador com a sobrevida das pacientes. Foi possivel
observar que mulheres com niveis plasmaticos aumentados de GDF-15 obtiveram sobrevida em
5 anos livre da doenca em 70% dos casos em comparacdo com 89% das pacientes com niveis
mais baixos. A sobrevida livre de recidiva foi de 62% nas pacientes com niveis plasmaticos
elevados contra 84% daquelas com niveis menores, portanto houve queda significativa do
tempo de sobrevida livre da doenca e menor espaco de tempo para recorréncia. Observaram que
mulheres com altos niveis de GDF-15 possuiam risco maior de metéstases linfonodais em
comparagao com pacientes com baixos niveis do marcador. As maiores concentracdes de GDF-
15 estavam associadas com estadiamento Il e IV da FIGO, tendo correlagbes com metéstases
em linfonodos e baixa sobrevida no cancer endometrial.

Encontramos valores séricos elevados de GDF-15 tanto em neoplasias malignas
guanto em neoplasias benignas, no entanto, o grupo borderline foi inserido no grupo de
malignos, mesmo tendo um progndstico reservado, e ndo correlacionamos nossos resultados

com o estadiamento da FIGO, contudo, um estudo realizado recentemente evidenciou que a
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mediana dos niveis séricos de GDF-15 aumentou conforme o estadiamento da FIGO no cancer
de ovario (STAFF et al., 2010).

As concentragdes séricas elevadas de GDF-15 encontradas em nosso estudo podem ser
justificadas pela atuagfo do sistema imunolégico contra a presenca das células tumorais. E
sabido que o sistema imune atua diretamente nos tecidos neoplasicos (BAERT et al., 2015). A
elevacdo da concentracao serica desse marcador poderia levar a diminuicdo da resposta imune
ao tecido tumoral, principalmente em estadios avancados da doenca pela interacéo direta com
macrofagos ativados (BOOTCOV et al., 1997).

Uma teoria que reforca a imunomodulacdo foi descrita na literatura (ZHANG et al.,
2003). Um estudo observou que o GDF-15 inibia a liberagcdo de citocinas pré-inflamatorias
por macréfagos ativados por lipopolissacarideos bacterianos, suprimindo a formacdo de
macrofagos-granulécitos em mulheres gestantes. Com esse estudo, foi possivel observar que o
estado inflamatorio intra-uterino estava associado a rejeicdo fetal e a trabalho de parto pré-
termo. Os dados mostravam que a avaliagdo placentaria apresentava concentracdes
extremamente baixas do marcador. Acredita-se que o GDF-15, presente na placenta e no
liguido amni6tico atuam na manutencdo da gravidez por suprimir a producédo de citocinas que
levam a inflamacgdo (MOORE et al., 2000).

No estudo de Staff et al. (2010), foi possivel verificar a presenca da marcacao
imuno-histoquimica de macréfagos no ambiente peritumoral dos tumores ovarianos malignos
e borderline, o que deixa evidente que ha interacdo dessas células com GDF-15 e reposta
imune aos tumores. Segundo os autores, uma elevacdo dos niveis circulantes do marcador
pode representar o efeito de uma resposta inflamatdria intensificada nas pacientes desse grupo
em comparacao as pacientes com tumores benignos e saudaveis.

A resposta imunoldgica e a ocorréncia de neoplasias tem sido amplamente

documentada (KNUTSON et al.,, 2003; ZHANG et al., 2003; BAERT et al., 2015;
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COOSEMANS et al., 2015). O sistema imune possui propriedades distintas no cancer epitelial
de ovario, onde ha atuacéo de células efetoras e imunomoduladoras (BAERT et al., 2015). O
microambiente tumoral limita a atuacdo das células que combatem a proliferacdo e
deslocamento das células neoplasicas a outros tecidos e favorece a diferenciacdo de células que
regulam o sistema imune para um perfil imunossupressor, ocasionando 0 aumento das massas
tumorais bem como a migracdo das células tumorais a tecido adjacentes, ocasionando a
progressao da doenca e elevando seu risco de malignizacdo, principalmente em pacientes em
estadios mais avancados do cancer (BAERT et al., 2015).

Entre as células que atuam diretamente no microambiente tumoral se destacam o0s
TAMs que infiltram no estroma dos tumores epiteliais de ovario e por interacdo com moléculas
biologicamente ativas produzidas pelo tumor acabam se transformando em células
imunossupressoras importantes na interacdo tumor-hospedeiro, sendo essa interacdo o que deixa
evidente a relacdo das células imunes frente aos tumores no cancer epitelial de ovario (BAERT
et al., 2015). Mesmo com dados ja publicados na literatura, estudos mais aprofundados devem
ser realizados a fim de se definir especificamente o papel que cada célula do sistema imune
exerce no microambiente tumoral.

A expressao aumentada de GDF-15 no tecido é frequentemente associada com niveis
séricos elevados. Uma concentracao sérica que circunda valores de 200-1200 pg/mL pode ser
considerada elevada e esses valores podem apoiar a teoria de que esse marcador pode ser
potencialmente util para o diagnostico e/ou monitorizacdo de diversos tipos de cancer
(BAUSKIN et al., 2006). Em nosso trabalho encontramos valores de GDF-15 mais elevados
em neoplasias malignas epiteliais primarias de ovario em comparagcdo com neoplasias
benignas, no entanto, ndo houve significancia estatistica entre nossas dosagens. Brown et al.
(2003) demonstraram em seu trabalho que a elevacdo dos niveis séricos de GDF-15 no cancer

de cdlon estavam intimamente associados com a progressao da doenca alterando o seu perfil
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de normal para adenoma, carcinoma e doenca metastatica. Ainda segundo os autores, no
cancer de colon, os niveis de GDF-15 no soro refletiam o estadio e extensdo do tumor, e a sua
dosagem diagnostica € um preditor independente de metastases e sobrevida global (BROWN
et al., 2003).

Resultados semelhantes foram encontrados por Wang et al. (2014), que
demonstraram um aumento significativo dos niveis séricos de GDF-15 em pacientes com
carcinoma epidermoide do esdfago comparados a pacientes saudaveis; pacientes com maiores
concentracdes de GDF-15 no soro tiveram pior prognoéstico de sobrevida livre de recidiva.
Além disso, os niveis elevados do marcador apresentaram associacdo positiva com invasao
tumoral e metastases em linfonodos. Os autores demonstraram ainda que a sensibilidade desse
marcador tumoral foi significativamente melhor nesses pacientes do que o0s demais
marcadores utilizados para auxilio do diagndstico clinico em pacientes em estadios iniciais do
cancer.

Quase todos o0s nossos tecidos avaliados por imuno-histoquimica continham
expressdo de GDF-15 tanto no estroma como no epitélio. Nossas amostras apresentaram
diferentes tipos de classificacfes histoldgicas, porém concentramos nossa analise nos tumores
epiteliais de ovario. No estroma, observamos pouca ou fraca marcacao para GDF-15, contudo
o epitelio das amostras analisadas apresentou uma marcacgao abundante.

O subtipo histologico mais encontrado em nossas amostras foi de tumores serosos,
reforcando dados na literatura da prevaléncia desse subtipo histolégico (TRUDEL et al.,
2012). Ha correlacdo de nossos dados com o trabalho de Staff et al. (2010) onde os
pesquisadores encontraram expressdo aumentada de GDF-15 somente no epitélio dos tumores
ovarianos serosos, ja no estroma, em divergéncia ao nosso trabalho, os pesquisadores nédo

encontraram nenhuma expressdo tecidual do marcador. Como relatado pelos autores,
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provavelmente a auséncia da expressdo no estroma de GDF-15 se deu ao fato da limitagcdo na
quantidade e classificacdo histologica de suas amostras.

No estudo realizado por Griner et al. (2013) GDF-15 estava presente em cerca de
80% de todos os tumores ovarianos e em cerca de 96% dos tumores serosos avaliados por
imuno-histoquimica. No nosso estudo, a presenca desse marcador em todas as amostras
avaliadas, pode estar relacionada ao niUmero menor de pacientes avaliadas, bem como ao fato
de nossa abordagem ser apenas dos tumores epiteliais ovarianos. Bock et al. (2010), relataram
que 97% dos carcinomas do ovario apresentaram coloracdo citoplasmatica para GDF-15.
Nesse mesmo estudo, a forte marcacdo imuno-histoquimica de GDF-15 estava correlacionada
com a reducdo da sobrevida global.

Nos estadios avancados do cancer ovariano, 0 GDF-15 pode capacitar as células
cancerosas a promoverem quimiorresisténcia, proliferacdo, migracdo e invasdo, além de
metastases em tecidos distantes (MIMEAULT & BATRA, 2010). Nosso estudo ndo avaliou
essas ocorréncias, no entanto, o trabalho de Griner et al. (2013) deixou clara essas afirmacdes
quando os autores pesquisaram, através da cultura de células sob adi¢do exdgena de GDF-15,
o efeito que o marcador realizava sobre as células. Os autores puderam identificar que houve
estimulacdo do crescimento independente de ancoragem de células do cancer do ovario,
aumento da capacidade invasiva dessas células, bem como a migracgéo e a proliferacao celular.

O microambiente tumoral desempenha um papel importante no comportamento da
neoplasia. O estroma pode controlar o crescimento tumoral e a invasdo. Este compartimento
tem uma grande importancia e influencia a resposta imunoldgica. A infiltracdo de células
imunes em tumores pode ainda determinar a evolucdo e prognostico da doenca e a interacéo
entre as células cancerosas e o estroma é critico para o crescimento de tumores (AKAHANE

etal., 2013).
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Estudos recentes tém demonstrado que Fibroblastos Associados ao Cancer (CAFS)
podem promover diretamente a tumorigénese através de maultiplos mecanismos, incluindo
angiogénese, proliferacdo, invasio e imunossupressio (OSTMAN & AUGSTEN, 2009;
FRANCO et al., 2012). Estes efeitos sdo mediados através da expressdo e secrecdo de varios
fatores de crescimento como o TGF-B, VEGF e IL-8 (BRENNEN et al., 2012). Bruzzese et
al. 2014 demonstraram um papel importante para a regulacdo positiva do GDF-15 (MIC-1)
membro da familia TGF-B/BMP no estroma do tumor. GDF-15 foi encontrado aumentado in
situ e em culturas primarias de CAFs no cancer de préstata. Fibroblastos expressando GDF-15
exerceram efeitos sistémicos sobre o crescimento de células cancerosas da prostata in vivo.

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram a marcacdo tecidual de GDF-15
no cancer de ovario. E ha apenas um estudo que cita a marcagdo imuno-histoquimica em
tumores ovarianos (Staff et al., 2010).

Assim, nosso estudo demonstra a importancia do estroma como regente da
carcinogénese e progressdo tumoral, e esse achado interessante no estroma pode ser um alvo
para futuras pesquisas sobre o papel desse marcador tumoral no estroma em neoplasias
ovarianas.

O marcador tumoral GDF-15, como todos os outros marcadores tumorais ja
utilizados na prética clinica, possui limitagcdes, dentre as quais se destaca o fato de o marcador
ser expresso em macrofagos, podendo estar elevado nas dosagens séricas de pacientes com
doencas associadas com a ativacdo dessas células como, por exemplo, pancreatite, diabetes e
ictericia (KOOPMANN et al., 2006).

O GDF-15 vem surgindo no grupo dos marcadores tumorais como uma ferramenta
importante no auxilio diagnostico do cancer epitelial do ovario, onde seus niveis sericos
apresentam maior sensibilidade de deteccdo em relacdo aos demais marcadores, uma vez que

estd aumentado tanto em neoplasias benignas bem como malignas, sendo sua deteccédo
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precoce favoravel no manejo, e consequentemente no tratamento das pacientes com
neoplasias benignas e/ou malignas epiteliais de ovario.

Contudo, as descobertas atuais descritas na literatura ainda possuem limitacGes,
sugerindo que, mais estudos prospectivos devem ser realizados para melhor fornecer dados
sobre o funcionamento e interacdo de GDF-15 com 0 organismo das portadoras do cancer
epitelial de ovério, bem como, elucidar o papel das células imunes participantes na interacdo
tumor-hospedeiro no estroma das portadoras de neoplasias de ovario norteando seus efeitos nos

tecidos tumorais.
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A marcacdo imuno-histoquimica de GDF-15 € elevada no estroma de neoplasias
malignas epiteliais primarias de ovario em comparacao com neoplasias benignas.

As concentracdes sericas de GDF-15 sdo mais elevadas nas portadoras de neoplasias
malignas epiteliais primarias de ovario quando comparadas com neoplasias benignas, porém,

sem significancia estatistica.
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Anexo A

ANEXO A - PROTOCOLO DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICAEM
PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Frei Pauling, 30 (Centro Educacional ¢ Administrativo da UFTM) ~ 2°* andar — Bairro Nossa Senhora da Abadia
3R025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-3834

E-mail: cep@pesqpy um edu br

IDENTIFICAGAO
TITULO DO PROJETO: MARCADORES TUMORAIS E RESPOSTA IMUNE SISTEMICA E LOCAL EM
NEOPLASIAS DE OVARIO
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: ROSEKEILA SIMOES NOMELINI
L INSTITUIGAD ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
{ DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 02/08/2011
| PROTOCOLOCEP/UFTM: 2061 ]

S————

PARECER

De acordo com. as disposigies da Resolugio CNS 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de pesquisa aprovado, na forma (redag@io ¢ metodologia) como foi
apresentado ao Comité,

Conforme a Resolugio 196/96, o pesquisador responsavel pelo protocolo deverd manter
sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentaglio referente 20 protocolo
(formulirio do CEP, anexos, relatdrios ¢/ou Termos de Consentimento Livre ¢ Esclarecidos -
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento ao CEP ¢/ou 4 Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa - CONEP. '

Toda ¢ qualquer alteragiio a ser realizada no protocolo deverd ser encaminhada ao CEP,
para andlise e aprovaglio, .

O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apds o inicio da realizagdo do
prajeto, _

Uberaba, 18 de novembro de 201 1.

fo CEF/UFTM
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Anexo B

ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: “GDF-15 tecidual e sérico em neoplasias de ovario”

Registro Hospitalar n® .............ccccccevveniee. , li 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 decisdo e que isso nao afetard meu
tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que ndo terei despesas e nao 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, ............. [, [,

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade

Telefone de contato da paciente:

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326
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Anexo C

ANEXO C - CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES OVARIANOS

SEGUNDO A OMS

1 TUMORES EPITELIAIS COMUNS

1.1 TUMORES SEROSQOS

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
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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
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1.4.3 Malignos: adenocarcinoma e carcinoma

1.5 TUMORES DE BRENNER
1.5.1 Benignos
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
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2.4 NAO CLASSIFICADOS

3 TUMORES DE CELULAS LIPOIDICAS

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
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4.6.3.2 Carcindide

4.6.3.3 Outros

4.7 FORMAS MISTAS

5 GONADOBLASTOMAS

5.1 PUROS

5.2 MISTOS

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
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9.4 CISTOS FOLICULARES SOLITARIOS E DE CORPO LUTEO

9.5 OVARIOS POLICISTICOS

9.6 CISTOS LUTEINICOS MULTIPLOS

9.7 ENDOMETRIOSE

9.8 INCLUSOES CISTICAS DA SUPERFICIE EPITELIAL

9.9 CISTOS SIMPLES

9.10 LESOES INFLAMATORIAS

9.11 CISTOS PARAOVARIANOS
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ANEXO D - ESTADIAMENTO DAS NEOPLASIAS MALIGNAS DE OVARIO
SEGUNDO A FEDERACAO INTERNACIONAL DE GINECOLOGIAE

OBSTETRICIA (FIGO)

v"1A: Tumor restrito a um ovario, sem ascite, capsula intacta

v IB: Tumor restrito aos dois ovarios, sem ascite, capsula intacta

v IC: Um ou dois ovarios; citologia peritoneal positiva (presenca de células
neoplasicas), implante ou capsula rota

v 11A: Tumor acomete Utero e/ou tuba uterina

v 1IB: Qualquer tecido intrapélvico

v"1IC: 1A ou IIB, citologia peritoneal positiva (presenca de células neoplasicas)

v 1llA: Histologia positiva, sem alteracfes macroscopicas

v 111B: Nédulos de até 2 cm

v I1IC: Nédulos maiores que 2 cm; nédulos inguinais ou retroperitoneais positivos

v"IV: Metastase a distancia
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