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RESUMO

O objetivo deste estudo foi correlacionar a marcacgéo tecidual por imuno-histoquimica
de citocinas (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, TNF-a) e NOSi com parametros clinicos e patoldgicos
de pacientes com tumor maligno de ovario primario. Como material e métodos, foram
avaliadas prospectivamente 40 pacientes submetidas a tratamento cirdrgico de cistos
ovarianos, de acordo com critérios pré-estabelecidos e com diagnéstico confirmado de cancer
de ovério. O estudo imuno-histoquimico para citocinas (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, TNF-a) e
NOSi foi realizado. Na andlise estatistica, foi utilizado o teste exato de Fisher. O nivel de
significancia menor que 0,05. Como resultado foi verificado que o grau histoldgico 1 foi
significantemente correlacionado com imuno-histoquimica de intensidades forte (2 e 3) para o
TNF-a (p = 0,0028). Ainda em relagdo ao TNF-a, estadios iniciais (I e II, FIGO) foram mais
relacionados a imuno-histoquimica de intensidades 2 e 3 no limiar de significancia estatistica
(p = 0,0525). A marcacdo imuno-histoquimica 2 e 3 para IL-5 foi relacionada a uma
sobrevida livre de doenca igual ou inferior a 24 meses, 0 que sugere que ¢ um fator de mau
prognoéstico, mas ndo houve significancia estatistica (p = 0,1771). Nao houve significancia
estatistica em relacdo a outras citocinas estudadas, nem em relagcdo a NOSi. O estudo concluiu
que a marcacdo imuno-histoquimica de forte intensidade para TNF-o estd relacionada com
neoplasia maligna de ovario grau histoldgico 1 e com estadiamentos mais iniciais (I e II,
FIGO). O estudo da imunologia no cancer de ovario pode ajudar a compreender melhor os
padrdes de resposta do tumor para varios tratamentos. Portanto, o estudo de novos marcadores
prognodsticos no cancer primario do ovario é importante para o planejamento cirlrgico e
adjuvante de pacientes, visto que o tratamento desta neoplasia ainda € um desafio para a

Oncologia Ginecoldgica.

Palavras-chave: Neoplasias ovarianas. Citocinas. NO Sintase. Progndstico. Estadiamento de
neoplasias.



ABSTRACT

The objective of this study was to correlate tissue marking by immunohistochemistry
of cytokines (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, TNF-a) and iNOS with clinical and pathological
parameters of patients with primary ovarian malignancy. As material and methods, were
prospectively evaluated 40 patients undergoing surgical treatment for ovarian cysts in
accordance with pre-established criteria and with confirmed diagnosis of ovarian cancer.
Immunohistochemistry study for cytokines (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, TNF-a) and iNOS was
performed. The evaluation of prognostic factors was performed using the Fisher’s exact test.
The significance level was less than 0.05. As result it was found that the histological grade 1
was significantly correlated with immunohistochemical of intensity (2 and 3) for TNF-a
(p=0.0028). Also in relation to TNF-a, early stages (I and Il, FIGO) were more related to the
strong intensity (2 and 3) of immunohistochemical labeling limit breadth of significance
(p=0.0525). Strong staining immunohistochemical IL5 (2 and 3) was related to disease-free
survival less than or equal to 24 months, suggesting that a factor of poor prognosis, but there
was no statistical significance (p = 0.1771). There was no statistical significance in relation at
other cytokines studied and INOS. The study concluded that the immunohistochemical
staining in strong intensity for TNF-a is related to ovarian cancer in histological grade 1 and
stages | and Il (FIGO). The study of immunology in ovarian cancer may help to better
understand the patterns of tumor response to various treatments. Therefore, the study of new
prognostic markers in primary cancer of the ovary is important for better planning of surgical
and adjuvant treatment of patients since the treatment of this malignancy is still a challenge in

Gynecologic Oncology.

Key-words: Ovarian neoplasms. Cytokines. NO synthase. Prognostic. Staging of

malignancies.
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1 INTRODUCAO

Cancer € 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum 0
crescimento desordenado de células e que podem invadir os tecidos e 6rgdos, podendo
espalhar-se para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores malignos ou
neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno € caracterizado por uma massa
localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido
original, raramente constituindo um risco de vida. Os diferentes tipos de cancer correspondem
aos varios tipos de células do corpo. Outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos
de cancer entre si sdo a velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir

tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes (INCA, 2013)

1.1 NEOPLASIA MALIGNA DE OVARIO

A guestdo do cancer de ovario é um grande desafio para oncologistas ginecologicos.
Apesar de uma vasta quantidade de pesquisa clinica e laboratorial, melhoria nas técnicas
cirargicas e um arsenal cada vez maior de agentes quimioterapicos, o cancer de ovario ainda
permanece sendo a malignidade ginecolégica mais letal e uma das principais causas de
morbidade para a maioria daquelas que sofrem com a doenca (MARSDEN et al., 2000).
Como a maioria das pacientes € assintomatica até que a doenca apresente metastase, dois
tercos sdo diagnosticados em estadio avancado (HOLSCHNEIDER et al., 2000). Cercade 5 a
10% dos tumores em estadiamento aparentemente inicial ja apresentam metastases em
linfonodos adrticos ou pélvicos (RUBIN, 1992, MURTA et al., 1995).

O primeiro relatério de cancer de ovario foi feito por Von Grafenberg em 1586 e a
ooforectomia tornou-se prética aceita somente no final do século XIX (CIANFRANI, 1960).
Atualmente, a frequéncia de cancer de ovéario apresenta um nimero bem mais elevado quando
comparado aos relatos de casos registrados pelos cirurgides que realizam ooforectomias ha
cerca de trés décadas (WOODRUFF, 1979).

As mudancas no numero de casos parecem ndo ser atribuidas a uma melhor
compreensdo da doenca, na melhoria das técnicas de diagnostico, ou no envelhecimento da
populacdo. As razfes ndo sdo claras, mas € possivel que o ambiente ou fatores sociais, tais

como a diminuicdo do tamanho da familia, menarca precoce, menopausa tardia e idade
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avancada desempenhem um papel importante (DALY et al., 1998; MARSDEN et al., 2000),
mostrando que a etiologia do cancer de ovario parece ser multifatorial, em que inclui fatores
reprodutivos, familiares e pessoais (REIS, 2004). Existem evidéncias consistentes a respeito
do efeito protetor da multiparidade (TITUS-ERNSTOFF et al., 2001) e do uso de
contraceptivos orais (KURIAN et al., 2005). Cerca de 90% dos céanceres de ovario sdo
esporédicos, isto é, ndo apresentam fator de risco reconhecido. Cerca de 10% apresentam um
componente genético ou familiar. A histéria de cancer de ovario ou cancer de mama em
parente de primeiro grau € considerada o principal fator de risco, embora apenas 5% das
mulheres com doenca apresentem fatores genéticos identificaveis (CANNISTRA, 2004). As
mulheres que possuem mutaces deletérias nos genes BRCAL1 ou BRCA2 representam o
subgrupo com maior risco de apresentar cancer de ovario. Entre as mulheres com mutac6es 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 mutacdes 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 de 50
anos de idade (SGO, 2005; SCHMELER et al., 2006). Tanto BRCAL como BRCAZ2 séo genes
supressores de tumores que sdo herdados de maneira autossomica dominante (CHOBANIAN
et al., 2008). Historia familiar é o fator de risco isolado mais importante (INCA, 2012)

Cerca de 22.440 novos casos sdo estimados para os Estados Unidos da América em
2013 e com uma estimativa de 14.030 mortes. O cancer de ovario é responsavel por cerca de
3% de todos os canceres entre as mulheres e sua incidéncia tem diminuido em 1,0% por ano
desde 1992 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013). O céncer de ovério é a quinta
neoplasia maligna mais comum entre as mulheres e é a quinta principal causa de mortalidade
(MARSDEN et al., 2000; HOLSCHNEIDER et al., 2000), mais mulheres morrem de cancer
de ovario do que de todos os outros tumores ginecoldgicos juntos (HOLSCHNEIDER et al.,
2000). O risco de uma mulher de um pais ocidental vir a desenvolver uma neoplasia ovariana
é de cerca de 1:70 (MARSDEN et al., 2000) e o pico de incidéncia da doenca esta no inicio da
sexta década de vida e a taxa de mortalidade em mulheres idosas é maior em comparagdo com
mulheres mais jovens (OMURA et al., 1991).

A sensibilidade e a especificidade do exame ginecologico para o rastreamento de
neoplasias ovarianas sdo questiondveis (MURTA et al., 2004; PADILLA et al., 2005). 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),
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além de fornecer informacdes importantes, tais como o tamanho e contetdo destes tumores e
pode ser usada para diferencid-los entre malignos e benignos (NARASIMHAN, 2008). A
ultrassonografia transvaginal associada com a imagem colorida com Doppler pode aumentar a
sua especificidade (GUERRIERO et al., 2005; SZPUREK et al., 2005), possibilitando a
avaliacdo da condicdo vascular do tumor e o fluxo sanguineo (RIVOIRE, 2006). Porém, o
diagndstico 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 deteccdo de tumores em estadio inicial (OLIVIER et al., 2006), dificultando o seu
rastreamento.

Os marcadores tumorais podem ser Uteis 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 epiteliais malignos (CHERCHI et al.,
2002; TAVARES-MURTA et al., 2004). A associacdo de ultrassonografia e marcadores
tumorais pode melhorar a sensibilidade e a especificidade como fator preditivo de
malignidade nas neoplasias ovarianas (MURTA et al., 2004).

A principal estratégia terapéutica é a cirurgia de citorreducdo, seguida de
quimioterapia. Apesar dos esquemas quimioterapicos derivados do platinum e dos taxanos, a
sobrevida em 5 anos nos estadiamentos Il e IV é de apenas 5 a 15%, enquanto que nos
estadios | e Il varia de 80 a 95% (DORUM et al., 1996; YAWN et al., 2001). A sobrevida das
pacientes esta correlacionada com o estadiamento da doenca na época do diagnostico e com a
doenca residual apds a primeira cirurgia (ZANNETA, et al., 1998). A diferenciacdo dos
processos expansivos ovarianos em benignos e malignos é crucial para que o clinico possa
selecionar e aperfei¢oar o tratamento (MAYER et al., 1992; KEHOE et al., 1994). A taxa de
sobrevida geral, em 5 anos, é de 50%, com 95% de sobrevida para paciente com neoplasia
restrita aos ovarios (estadiamento 1), 79% naquelas com doenca infiltrada em tecidos
adjacentes aos ovarios (estadiamento Il) e de 28% naquelas com estadio clinico avancado
(estadiamento V) (SMITH, 2001). A caracterizagdo correta de tumores ovarianos antes da
cirurgia é de suma importancia para aperfeicoar o atendimento ao paciente, o protocolo
cirdrgico e, portanto, a sobrevivéncia da paciente (VERGOTE et al., 2001; EARLE et al.,
2006).

Muitos modelos de previsdo tém sido desenvolvidos para ajudar a caracterizar as
massas ovarianas (TAILOR et al., 1999; GEOMINI et al., 2009). Um destes modelos é o

Iternacinal Ovarian Tumor Analysis (IOTA), grupo formado em 1999 por Dirk Timmerman,
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Lil Valentin e Tom Bourne. Seu primeiro objetivo era desenvolver uma terminologia
padronizada sobre os termos, definicbes e medidas para descrever 0s aspectos
ultrassonograficos baseados nos modelos de analise de regressao 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
ultrassom, 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 I0TA adotavam 18 tipos de
variaveis, sendo o LR1 incluindo 12 dessas variaveis e o LR2 incluindo 6. As 12 variaveis
utilizadas na LR1 foram: (1) a historia pessoal de céncer de ovério, (2) uso de terapia
hormonal, (3) a idade da paciente, (4) de diametro maximo da lesdo; (5) dor durante o0 exame;
(6) ascite, (7) fluxo de sangue dentro de uma projecdo papilar solida, (8) tumor totalmente
solido, (9) o didmetro méaximo do componente sélido, (10) presenca de paredes internas
irregulares no cisto, (11) sombras acusticas e (12) pontuacdo de cor. As seis varidveis
utilizadas na LR2 foram: (1) a idade, (2) ascite, (3) o fluxo de sangue dentro de uma projecao
papilar solida, (4) o didametro maximo do componente solido, (5) presenca de paredes internas
irregulares no cisto e (6) sombras acusticas (KAIJSER et al., 2013). Embora o desempenho
dos modelos do IOTA se aproxima de nivel de avaliagdo subjetiva, a melhor abordagem para
a classificacdo de doencas anexiais permanece ainda como a avaliagdo subjetiva dos
resultados de ultrassom por examinadores experientes (Timmerman et al., 1999; Timmerman
etal., 2004).

O IOTA é amplamente usado hoje em diversos centros distribuidos pelo mundo
coordenados a partir do centro da Universidade de Leuven na Bélgica. Atualmente o IOTA
estd envolvido em varios novos estudos, divididos em 5 fases. Hoje, existem mais de 50
unidades clinicas que contribuem para os estudos IOTA em quase todos 0s continentes.
(IOTA, 2013).

H& uma necessidade importante do desenvolvimento de novos biomarcadores de
diagnostico e progndstico do cancer de ovario, que podem também, idealmente, servir como
alvos de novas modalidades terapéuticas (ATHANASSIADOU et al., 2008).
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1.1.1 Fatores Prognosticos no Cancer de Ovario

O cancer de ovario é a principal causa de morte entre as neoplasias ginecoldgicas. A
sobrevida global é apenas 30-40% em cinco anos. Isto ocorre em parte porque a maioria das
pacientes tem a doenca diagnosticada em estadios avangados, situacdo em que as opgdes de
tratamento s&o 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 apresentard recorréncia e obito em funcdo da
doencga (REIS, 2004).

Os fatores de progndstico, definidos pela correlagio 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 (citorreducdo 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 et al., 2005). Entre estes fatores de progndstico, o
estadiamento da FIGO é considerado o mais importante (REIS, 2004). O estadio do tumor,
doenca residual apds a cirurgia, o tipo histoldgico inicial e o grau do tumor sdo 0s mais
importantes fatores progndsticos relacionados com a evolugdo da paciente (GADDUCCI et al,
2009).

Nos dltimos anos, varios investigacdes avaliaram a relevancia clinica de diferentes
variaveis bioldgicas, avaliando desde amostras de tecido ou de soro de pacientes com cancer
epitelial de ovério, a fim de detectar os biomarcadores capazes de prever tanto a resposta a
guimioterapia 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 vérias familias de genes, que

poderia ter uma relevancia preditiva ou prognostica (GADDUCCI et al, 2009).
1.2 PROGRESSAO NATURAL DO CANCER DE OVARIO
Dados demonstram que o cancer de ovario ndo apresenta uma lesao pré-invasiva bem

definida, fato que dificulta o estabelecimento de estratégias de prevengdo dessa doenca

(RICCI et al., 2008). As neoplasias malignas ovarianas epiteliais se originam da superficie
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endotelial do mesotélio celémico embrionério. Os tumores iniciam seu desenvolvimento
como um cisto dentro da capsula do ovério (PIVER et al., 1978; RUBIN et al., 1992; MURTA
et al., 1995), sendo este definido como uma entidade néo invasiva que hospeda anormalidades
genéticas (RICCI et al., 2008). Esses tumores crescem por um periodo de tempo desconhecido
antes da capacidade de formacdo de metéstases (PIVER et al., 1978; RUBIN et al., 1992;
MURTA et al., 1995).

As opinides sobre a origem do cancer epitelial de ovario sdo controversas, embora
pesquisadores apontem as células superficiais do cortex ovariano como as responsaveis pelo
inicio da carcinogénese (BREWER et al., 2003). Muitos canceres de ovério se originam a
partir de células dispostas nos cistos de inclusdo localizados no epitélio superficial do cortex
ovariano (SCULLY, 1995). Esses cistos de inclusdo superficiais surgem apds a ovulacgéo,
sugerindo que o epitélio superficial do ovario, provavelmente, seja o precursor da maioria dos
canceres do 6rgdo (RICCI et. al., 2008).

As células superficiais do epitélio ovariano usufruem intimamente do contato dos
esterdides sexuais produzidos pelo ovario (BREWER et al., 2003). O reparo crénico ap0os
cada ovulacdo associado a influéncia dos hormoénios ovarianos, aumentaria a propensao
dessas células sofrerem processo de carcinogénese (RICCI et. al., 2008).

Embora a associagcdo entre ovulagdo e o cancer ovariano seja bem aceita, 0
conhecimento sobre o seu mecanismo biologico ainda € incerto. A ovulagdo é um fator
importante no desenvolvimento de cistos de inclusdo e quando associada a alta taxa de
estrégeno pode contribuir para a proliferacdo de células epiteliais na superficie ovariana
(RICCI et. al., 2008). Essas células, geralmente, sdo quiescentes, mas proliferam apds a
ovulacdo na tentativa de reparar o defeito criado pela liberacdo do o6cito maduro (BREWER
et al., 2003). Essa proliferacdo pode contribuir para o acimulo de defeitos genéticos nas
células epiteliais da superficie ovariana e ainda somada a fatores de crescimento e citocinas
produzidos durante o reparo da area lesada levam a uma maior sobrevivéncia das células
epiteliais com acumulo de mutacbes (MURDOCH & MCSONNEL, 2002; RICCI et. al.,
2008).

A relagdo entre 0 aumento da ovulagdo e o0 aumento do risco de cancer ovariano
baseia-se em dados que demonstram forte correlacdo entre o numero de ovulacbes e
frequéncia de mutacdes do p53, um gene supressor tumoral que regula o crescimento celular

(CASEY et al., 2000). O uso de anticoncepcional desempenha um fator protetor consideravel,
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visto que, com o uso tal contraceptivo ha uma diminuicdo no numero de ovulagdes,
protegendo o ovario dos danos causados por ela.

Foi demonstrado por alguns autores que a proliferacdo celular epitelial e a
transformacdo maligna dentro de invaginacdes epiteliais e cistos de inclusdo podem ocorrer
como resultado da exposicdo ao fluido folicular rico em estrégeno durante a ovulagdo,
indicando que o0s estrogenos e 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 morfoldgicos e moleculares levaram a uma
mudanca de conceito em relacdo a carcinogénese e histogénese dos carcinomas serosos
pélvicos ndo uterinos. Carcinomas serosos pelvicos que tradicionalmente sdo classificados
como de origem ovariana podem, na verdade, se originar a partir da porcdo distal da tuba
uterina. Expansdes clonais da célula secretora tubaria provavelmente originariam esses
carcinomas. Portanto, a concepcao classica da patogenia do cancer de ovario baseada no papel
do epitélio ovariano é atualmente reconsiderada e uma nova hipotese é formulada, o que apoia
o envolvimento direto das tubas uterinas no tipo seroso (LILIAC et al., 2012; LI et al., 2012).

O padréo de disseminacdo do cancer de ovario ocorre de vérias formas (BHOOLA &
HOSKINS, 2006). O tumor invade a capsula do ovario e, por contiguidade, acomete érgaos
adjacentes, como Utero, tuba uterina, bexiga e peritdnio pélvico. Além disso, 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).
A disseminacdo hematogénica é menos frequente e ocorre principalmente no paréngquima
hepatico, cérebro e pulmdes (DEUTSCH et al., 1987; LEROUX et al., 1991; CORMIO et. al.,
2003). Finalmente, células que se descamam da superficie do tumor que sdo levadas pelo
mecanismo de peristaltismo intestinal e reflexo gastroenterocdlico e implantam-se na
superficie serosa do omento, peritdnio, diafragma, figado e demais visceras abdominais
(RICCI et. al., 2008). Além disso, podem passar através dos canais linfaticos do diafragma,
chegando a cavidade pleural. A forma de disseminagdo por esfoliagdo é uma das vias mais
importantes da disseminagdo tumoral (FELDMAN & KNAPP, 1974).
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1.3 O SISTEMA IMUNE NO CANCER DE OVARIO

O céncer de ovario configura um dos grandes desafios a medicina. Estima-se que
22.440 novos casos de cancer de ovario sao esperados em 2013 para os Estados Unidos,
sendo responsavel por cerca de 3% de todos os canceres entre as mulheres. A sua incidéncia
tem diminuido em 1% por ano desde 1992. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

O diagnostico do cancer de ovariano, porém, é grandemente afetado pela auséncia de
sinais e sintomas especificos, bem como de biomarcadores confiaveis e pela prépria
localizacdo anatdmica ovariana. Em virtude disso, é frequentemente diagnosticado em
estadios tardios, quando o prognostico da doenca é sombrio (DALTOE et al., 2010).

Devido o céancer de ovario ser frequentemente diagnosticado em estadios avancados,
os fatores prognosticos estabelecidos para a doenca, tal como o estadio, doenca residual apds
cirurgia inicial, tipo histolégico e grau tumoral, tém limitado valor. 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).

Trabalhos recentes demonstram a significancia progndéstica dos elementos da resposta
imune frente aos canceres ovarianos. A presenca de algumas populacfes de leucdcitos
infiltrando ou associadas ao tumor foi correlacionada com melhor prognostico da doenca,
enquanto a presenca de outras foi associada ao seu pior prognoéstico, indicando o papel
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 h& uma forte
infiltracdo de leucocitos intra-tumoral e nas adjacéncias dos tumores. Nos canceres, a
presenca destas células estd relacionada a resposta ao tumor, em decorréncia de processos
inflamatdrios pré-cancer ou por substancias produzidas pelas préprias células tumorais
(VAKKILA et al., 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 predi¢cdo no resultado clinico do que outros
parametros histopatoldgicos usados, indicando que o perfil imunoldgico pode ser util na
conducdo de formas alternativas de tratamento, tal como a imunoterapia (GALON et al.,
2006; DALTOE et al., 2010).
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1.3.1 Linfécitos T CD3+

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 lizam as células infectadas por virus e as tumorais
(ABBAS et al., 2004).

Os linfocitos T CD3+ representam a maior populacdo leucocitaria detectada em
tumores ovarianos. Além de infiltrarem o tumor (TIL - Linfocitos Infiltrantes ao Tumor) séo
encontrados também no liquido ascitico (TAL — Linfdcitos Associados ao Tumor). A presenga
dos linfécitos infiltrantes estd relacionada com uma maior taxa de sobrevida em pacientes
com diagndstico de cancer ovariano em estadios Ill e IV comparados com aquelas pacientes
em que ndo apresentavam tais linfécitos. Além desses dados, a citorreducéo 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 células T CD3+ CD8+, sugerindo que a presenca
desses linfocitos estd relacionada a um melhor progndstico a reposta clinica do cancer
ovariano (HELAL et al., 2004).

Apesar do papel protetor sugerido pelos linfocitos T, uma populacédo, a de linfcitos T
CD3+ CD4+ CD25+, tem sido relacionada a prognostico ruim do cancer ovariano.
Denominadas células T reguladoras (Treg), tém importante papel na manutencdo da tolerancia
imunolégica aos antigenos proprios, através da supressdo das fungdes de ativacdo e efetoras
dos linfécitos T auto reativos maduros (ABBAS et al., 2004). Entretanto, as células Treg
podem bloquear os efeitos protetores dos linfécitos T tumor-especificos em pacientes com
cancer ovariano e suprimir a producdo 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 (CURRIEL et al., 2004).

1.3.2 Linfocitos T Natural Killer (NKT)

As células T natural killer (NKT) séo linfécitos T que apresentam receptores para

células NK e para linfocitos T. No cancer de ovario, assim como em melanoma, cancer de
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mama, pancreas, pulmdo e colorretal, as células NKT foram associadas a inibigdo 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 periferico. A presenca de NKT na ascite estd associada a resisténcia
ao tratamento quimioterdpico 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).

1.3.3 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 expressao reduzida de moléculas do MHC de classe |,
gue conseguem escapar da destruicdo pelos linfocitos T citotoxicos (ABBAS et al., 2004).

O namero 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 diminuicao da sobrevida (SHI et al., 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 subpopulacéo destas, as células NK CD16+ CD56+. Estas representam a maioria das
células NK presentes no sangue periférico, cerca de 90% (BELISLE et al., 2007).

1.3.4 Macrdéfagos

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 linfocitos T (ABBAS et al., 2004). Os macréfagos tumor-
associados (TAM) sdo capazes de afetar diversos aspectos dos tecidos neoplasicos, tais como,
vascularizacdo, taxa de crescimento, formacdo e dissolucdo do estroma (MANTOVANI et al.,
1992).

Os macrofagos constituem cerca de 51% da populacdo 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
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médio de macrofagos foi significantemente maior nos carcinomas quando comparados aos
tumores benignos (HELAL et al., 2004).

1.4 CITOCINAS

As citocinas sdo uma variedade de peptideos e glicoproteinas de baixo peso molecular
(menor que 80 kD) que atuam na intercomunicacédo celular (HAMBLIN, 1993), regulando as
funcBes de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular programada, apoptose (FLORES et al.,
2001). Podem ser secretadas e/ou expressas em membranas celulares ou armazenadas na
matriz extracelular (HAMBLIN, 1993).

Um dos aspectos mais importantes dessas proteinas sao o amplo espectro e o potencial
de acbes. Podendo ser produzidas por qualquer célula do corpo com excecdo dos eritrocitos.
S&o importantes na estimulacéo e supressdo dos eventos da resposta imune, desencadeando e
coordenando a resposta inflamatéria (HAMBLIN, 1993) por serem determinantes na
regulacdo da funcdo, crescimento e diferenciacdo celular desse sistema, apresentando
funcBes-chave na defesa do hospedeiro (NEGUS et al., 1997).

As citocinas sdo também chamadas de citoquinas, linfocinas (devido a maioria das
citocinas da imunidade especifica serem produzidas por linfocitos 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 hipdtese importante gerada na década de 70 foi que as citocinas eram sintetizadas
principalmente por leucocitos e primariamente atuavam sobre outros leucdcitos e, desta
forma, poderiam ser chamadas interleucinas (IL) (ABBAS et al., 2004).

As citocinas desempenham papel fundamental na regulacdo dos processos biolégicos,
tais como: no crescimento e ativagdo celular, quimiotaxia, inflamacdo, imunidade, reparo
tecidual, fibrose e na morfogénese. A resposta imune pode ser avaliada de acordo com o perfil
de citocinas secretadas pelos linfécitos CD4+. Assim, na resposta imune do tipo TH1 estdo
envolvidas as citocinas IL-2, IL-8, TNF-a e na do tipo TH2 ha secre¢ao de IL-5, IL-6 e IL-10.
As células TH1 participam das reacOes de citotoxicidade, inflamacéo e estdo envolvidas na

defesa do hospedeiro contra doengas virais, microbianas e neoplasicas. As células TH2 atuam
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principalmente na resposta imune humoral, produzindo anticorpos em reac¢Ges atdpicas e para
a defesa do hospedeiro contra doencas parasitarias (BECKER et al., 2003).

Grande quantidade de leucdcitos, principalmente macréfagos 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 tipo TH1 e TH2. Um progressivo
desvio no comportamento das TAMs no perfil de producdo de TH1 a TH2 pode ocorrer
durante a progressdo tumoral, 0 que reduziria a resposta imune ao tumor (MANTOVANI et
al., 1997), indicando que as citocinas sdo importantes no estudo da interacdo tumor-
hospedeiro possuindo propriedades pr6 ou antitumorais (PRIES & WOLLENBERG, 2006).

Recentemente, a contribuigdo das citocinas tem sido demonstrada para o cancer. As
citocinas podem estimular o crescimento celular e contribuir para a metéastase. Se
permanentemente sintetizadas, estas substancias podem ser utilizadas como marcadores de
ativacdo do sistema imune. A participacdo das citocinas na oncogénese revela suas atuacgoes
(isolada ou em conjunto com outras citocinas) em atividades imunomoduladoras da resposta
imunoldgica contra neoplasias e, consequentemente, na sinalizacéo entre células inflamatorias
e o tecido neoplésico invasivo. Essa sinalizacdo poderia inferir ou ndo em vantagens seletivas
ao crescimento das células malignas (STEIN & DALGLEISH, 1994; PRIES &
WOLLENBERG, 2006).

Existem diferencas no microambiente tumoral na quantidade de citocinas expressadas
entre neoplasias benignas, malignas e tumores ndo neoplasicos, sugerindo um papel
significativo das citocinas na progressdo tumoral (TAVARES-MURTA et al., 2004).

1.4.1 Citocinas de padrédo TH1

A resposta imunoldgica do tipo TH1 é caracterizada pela producdo de citocinas, tais
como IL-2, IL-8, IFN-y e TNF-o0. Ha ativacdo dos macrofagos e da fagocitose, e dos
mecanismos citotoxicos, levando a extensa destruicdo das zonas infectadas. 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- a.
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1.4.1.1 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

A IL-2 atua na promocdo do crescimento e maturacdo dos linfécitos T e B. Secretada
pelas células T CD4+ ativadas, participa também da ativacdo, crescimento e estimulo da
funcdo tumoricida das células Natural Killer (NK) (GRIMM et al, 1983).

1.4.1.2 INTERLEUCINA 8 (IL-8)

A IL-8 é uma citocina pro-inflamatoria, originalmente identificada como
quimioatrativa de neutrofilos (BENOY et al., 2004). Sua expressdo em células do melanoma
humano e do cancer ovariano esta correlacionada ao potencial metastatico do tumor (XU &
FIDLER, 2000; HUANG et al, 2002; AGGARWAL et al, 2006). E produzida por macrdfagos,
mondcitos e linfdcitos e pode exercer varios efeitos sobre o sistema imune e esta relacionadas

a angiogénese, crescimento e proliferacdo das células cancerosas (KOZLOWSKI et al., 2003).

1.4.1.3 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

O TNF-a, além de ser um dos principais mediadores da inflamacdo, também ¢
produzido por tumores. Seu papel na tumorigénese inclui transformacao e proliferacdo celular
na invasao, angiogénese e metastase (BALKWILL, 2002; MANTOVANI, 2005).

1.4.2 Citocinas de padrédo TH2

Na resposta imunolégica do tipo TH2 ha secrecdo de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10. Esta resposta € caracterizada pelo estimulo da producdo de anticorpos pelos linfocitos
B. 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.

1.4.2.1 INTERLEUCINA 5 (IL-5)

A IL-5 é uma interleucina produzida por células T e mastdcitos. Suas fungbes séo

estimular a produgdo de células B e aumentar a secre¢do de imunoglobulinas. Também
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desempenha um papel essencial na ativagio de eosinofilos. E uma citocina que faz parte da
familia hematopoiética (MILBURN et al., 1993).

1.4.2.2 INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A IL-6 influencia a funcdo ovariana e no processo de ovulagdo, fertilizacdo e
implantacdo (DESPHANDE et al, 2000). Pode estar associada a progressao tumoral através
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 ovario a IL-6 € relatada como fator prognostico da
doenca (AKAHIRO et al, 2004), assim como um fator prognostico 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 prognostico no
cancer de ovario e com a sobrevida global (SCAMBIA et al., 1995; KASSIM et al., 2004;
AKAHIRO et al., 2004).

1.4.2.3 INTERLEUCINA 10 (IL-10)

A 1L-10 é uma citocina multifuncional produzida pelos linfécitos TH2, e pode inibir a
resposta imune do tipo celular e as fungdes das células TH1 (CD4+) imunocompetentes pelo
bloqueio da funcdo de apresentacdo de antigenos por estas células (LLANES-FERNANDEZ
et al., 2009), as quais sdo capazes de produzir IL-8, acarretando a progressdo da malignidade
tumoral (KOZLOWSKI et al., 2003; VURAL et al, 2010). E produzida por macr6fagos,
monacitos e linfdcitos. A IL-10 é um inibidor de macrofagos ativados, o que lhe cabe um
importante papel no controle homeostatico das reacdes da imunidade inata e da imunidade
celular. Tem a funcdo de inibir a producdo de IL-12 e TNF pelos macrdfagos ativados, inibir a
expressdo de co-estimuladores e de moléculas do MHC de classe Il nos macrofagos, e
estimular a proliferacdo de células B em culturas (ABBAS et al., 2004).

A IL-10 podem exercer varios efeitos sobre o sistema imune e esta relacionada a
angiogénese, crescimento e proliferagdo das células cancerosas juntamente com a IL-8
(KOZLOWSKI et al., 2003).
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1.5 OXIDO NITRICO — ASPECTOS GERAIS

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 investigagcdes cientificas com o intuito de tentar decifrar as suas
atividades fisiologicas e a sua participagdo 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 formacao de
L-citrulinae NO (MONCADA et al., 1991). Existem trés isoformas de NOS, na qual, duas séo
constitutivas (NOSc) e uma é induzida (NOSi) (XU et al., 2002). As isoformas constitutivas
(NOSc) sdo a NOS neural (NOSn/NOS1) e a NOS endotelial (NOSe/NOS3) (ALDERTON et
al., 2001; MICHEL et al., 1997), constitutivamente expressa em alguns tipos de células,
principalmente neurdnios e células endoteliais, respectivamente (MOCELLIN et al., 2007). A
NOSc é citoplasmética e dependente de Ca?*/calmodulina, produzindo NO em pequenas
concentracdes e por curtos periodos de tempo em resposta a estimulacdo fisica ou de
receptores (MONCADA et al.,, 1991). A outra isoformas, a induzida (NOSI/NOS2), é
citoplasmética e Ca** independente, é produzida em macréfagos, células endoteliais e outros
tipos celulares ap6s estimulagdo por lipopolissacarideos (LPS) e/ou citocinas como IFN-y,
fator de necrose tumoral (TNF), principalmente do tipo alfa (TNF-a) ¢ interleucinas e sob
essas condicdes, o NO gerado, tem a sua liberacdo prolongada e é produzido em maiores
concentracdes (MONCADA et al., 1991; DACHS et al., 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), o0 NO é um radical livre atuando como um mensageiro gasoso que
afeta varias fungdes bioldgicas. Em baixas concentragdes atua como um transdutor de sinal
em muitos processos fisioldgicos (por exemplo, a regulacdo do fluxo sanguineo, homeostase
de ferro, a reatividade plaquetéaria, neurotransmissdo e modulacdo da resposta imune mediada
por células) e em altas concentragdes, como um mecanismo de defesa contra patdgenos
citotoxicos, e tumores (IGNARRO et al., 2000). Estudos indicam que o NO e os radicais
derivados do metabolismo do oxigénio como o0s superdxidos sdo moléculas-chave na
patogénese de vérias doencas infecciosas (AKAIKE et al., 2000). Além disso, evidéncias

acumuladas sugerem que niveis cronicamente elevados de NO estdo envolvidos na patogénese
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de algumas condic¢BGes patoldgicas humanas, tais como a doenca inflamatdria intestinal
(SHAH et al., 2004), doencas neurodegenerativas (ISCHIROPOULOS et al, 2003) e cancer
(LALA et al., 2001; XU et al., 2002). Neste contexto pode-se demostrar que 0 aumento da
producdo de NO esta diretamente ligado ao aumento da regulacdo da NOSi.

Vaérios pesquisadores relataram a expressdo de NOSi por células malignas ou no
microambiente do tumor, tanto em nivel de mRNA e proteina (MOCELLIN et al, 2007),
sendo sua marcacdo imuno-histoquimica mais intensa em neoplasias malignas comparadas
com neoplasias benignas (NOMELINI et al, 2009). No cancer de ovario, a atividade da NOSi
foi localizada nas células tumorais e nos melandcitos, 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), pulmdo (AMBS et al,
1998), prostata (KLOTZ et al, 1998), tumores do cérebro (COBBS et al, 1995), neoplasias
hematoldgicas (ROMAN et al, 2000; MENDES et al, 2001), dentre outros. Na carcinogénese
humana, a NOSi estd relacionada na regulagdo de imunossistemas, apoptose de células e
angiogénese (BUTTERY et al, 1993).

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 concentracbes de NO gerados, a
sensibilidade individual das células e & duracdo do fendmeno (MONCADA et al, 1991,
SWITZER et al. 2012). Altas concentragdes de NO induzem apoptose, mas baixas
concentragfes 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 regressdo do tumor ora para a sua progressdo. O NO &, portanto, um alvo atraente para novas

estratégias de diagnostico e progndstico, e para futuros métodos de terapia no cancer.



32

2 HIPOTESE

Os parametros clinicos e patoldgicos de pacientes com neoplasia maligna primaria de
ovario, tais como o grau histologico, o estadiamento do tumor, a presenca de metastases em
linfonodos, a resposta da paciente a quimioterapia e a sobrevida livre da doenga estdo
relacionados com a marcacao tecidual por imuno-histoquimica de algumas citocinas (IL-2,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) e da enzima NOSi.
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3 OBJETIVO

Corelacionar a marcacéo tecidual por imuno-histoquimica de citocinas (IL-2, IL-5, IL-
6, IL-8, IL-10 e TNF-a) e NOSi com parametros clinicos e patologicos de pacientes com
neoplasia maligna priméria de ovério, tais como o grau histoldgico, o estadiamento do tumor,
a presenca de metastases em linfonodos, a resposta da paciente a quimioterapia e a sobrevida
livre da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

Apresentam-se 0s materiais utilizados e os métodos realizados no desenvolvimento

desse estudo. Os materiais sdo listados abaixo e os métodos sdo descritos nos itens seguintes.

4.1 MATERIAIS

Como materiais foram incluidos as pacientes, os critérios de inclusdo e os critérios de
exclusdo. Das pacientes, foram analisadas 160, no periodo de 2009 a 2012, atendidas no
Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro — UFTM. Dessas 160 pacientes foram selecionadas 40, as quais
estavam enquadradas dentro dos critérios de inclusdo do trabalho. Essas 40 pacientes

representam o “n” deste estudo.

4.1.1 Pacientes

Foram avaliadas de forma prospectiva 40 pacientes 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 de acordo com critérios pré-estabelecidos, no periodo de maio de 2009 a
dezembro de 2012 e com posterior diagndstico confirmado de neoplasia maligna (n=40) de
ovario. Os critérios de indicacdo de laparotomia exploradora foram: cistos anecoicos com
didmetro maximo menor que 7,0 cm e com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e
marcadores tumorais normais; marcadores tumorais alterados; cistos anecoicos com diametro
méaximo maior ou igual a 7,0 cm; massas ovarianas com conteudo sélido, presenca de
vegetacdo intracistica, 1 septo grosso, 2 ou mais septos finos; Color Doppler com indice de
resisténcia menor ou igual a 0,4 (MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006).

Foram anotados dados como idade, paridade, raca, tabagismo, historia de terapia
hormonal, idades da menarca e menopausa, status hormonal, grau histoldgico, estadiamento
(FIGO), tipo histoldgico, metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia (completa,

parcial), intervalo livre de doenca menor ou igual a 24 meses (presente ou ausente).
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O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (Anexo A). Consentimento livre e esclarecido por escrito foi

obtido de cada paciente ou de seus familiares (Apéndice A).

4.1.2 Critério de inclusao

Diagnostico pos-operatério de neoplasia maligna primaria de ovario pelo anatomo-
patoldgico em parafina. A classificacdo histologica dos tumores ovarianos segundo a OMS

esta descrita no Apéndice B.

4.1.3 Critérios de exclusao

a) Presenca de tor¢do do pediculo anexial;

b) Rotura do cisto durante o procedimento cirdrgico;

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

e) Recidiva.
4.2 METODOS

Na descricdo dos métodos apresenta 0 modelo de estudo, a realizacdo do estudo
anatomo-patolégico, o protocolo adotado de imuno-histoquimica, o banco de dados, a
realizacdo da analise estatistica e a redacao do texto.
4.2.1 Modelo de estudo

Estudo prospectivo.
4.2.2 Anatomo-patologico

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
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avaliacdo anatomo-patoldgica 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 por um patologista,
sendo divididos em grau 1 (bem diferenciados), grau 2 (moderadamente diferenciados) e grau

3 (pouco diferenciados).

4.2.3 Imuno-histoquimica

Os espécimes obtidos por resseccdo cirurgica foram processados em parafina. Os
casos que preencheram os critérios apos o estudo pela técnica de Hematoxilina-eosina foram
revisados por patologista experiente e os blocos dos casos escolhidos foram submetidos a
novos cortes com 4 um de espessura, em laminas silanizadas (APTS - Silano, Sigma®
A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-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 &lcool 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, 0 excesso de tampao foi
removido e a borda do corte seca, cuidadosamente, com papel absorvente.

A seguir, foi realizada a recuperagdo 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 destilado ate 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 &gua
destilada e enxugadas, cuidadosamente, em torno do corte, ndo permitindo que 0s cortes
ficassem completamente secos. Foi adicionada 4gua oxigenada a 3% sobre cada corte, durante

10 minutos, para ocorrer o0 bloqueio da peroxidase enddgena. Apds esta etapa, as laminas
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foram novamente lavadas em 3 banhos de tamp&o PBS e incubadas com o anticorpo priméario
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 especificacGes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a
2%) e anticorpo priméario permitem bloquear as ligacOes inespecificas, para reduzir coloracdo
de fundo.

Ap0s a incubacdo overnight a 4°C com o anticorpo primario especifico (anti-1L-2,
anti-1L-8, anti-TNF-a, anti-IL-5, anti-IL-6, anti-IL-10 e NOSI), 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
estreptoavidina peroxidase (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) foi adicionado por 30
minutos nas mesmas condig¢des acima.

Apds lavagem em PBS, as laminas foram reveladas, atraves da adi¢do de uma solucao
cromogena, o Diaminobenzidine (DAB) (Dako Cytomation Liquid DAB and substrate
Chromogen System), por 5 minutos. Concluido o tempo, as ld&minas foram lavadas em &gua
corrente e contra-coradas em hematoxilina de Harris.

Finalmente, as laminas foram imersas em 3 banhos de &lcool 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. As laminulas foram adicionadas sobre as Idminas com entellan para
posterior analise.

As solugdes e tampdes utilizados constam no Apéndice D.

Foram utilizados controles positivo e negativo. Trés observadores avaliaram as
laminas. A intensidade de marcacéo foi avaliada subjetivamente no tecido tumoral utilizando-
se 0 a 3: 0 (nenhuma marcacdo), 1 (marcagédo fraca), 2 (marca¢do moderada), 3 (marcacao
forte) (OZEL et al., 2006).

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

4, respectivamente) como marcacao de forte intensidade.



Figura 1 — Corte histoldgico de neoplasia maligna ovariana,
evidenciando a marcagdo O (zero) por imuno- histoquimica
de anticorpo policlonal ant-1L-6 (400X).

Fonte: O Autor

Figura 2 — Corte histolégico de neoplasia maligna ovariana,
evidenciando marcacao 1 (um) por imuno-histoquimica
de anticorpo policlonal anti-1L-10 (400X).

Fonte: O Autor
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Figura 3 — Corte histoldgico de neoplasia maligna ovariana,
evidenciando marcacao 2 (dois) por imuno-histoquimica
de anticorpo policlonal anti-TNF-a (100X).

Fonte: O Autor

Figura 4 — Corte histologico de neoplasia maligna ovariana,
evidenciando marcacao 3 (trés) por imuno-histoquimica
de anticorpo policlonal anti-TNF-a (100X).

Fonte: O Autor
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4.2.4 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®

4.2.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat software. No estudo imuno-
histoquimico, trés observadores avaliaram as I&minas, e a concordancia entre os mesmos foi
realizada através do kappa: k <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). O primeiro
kappa inter-observadores foi entre 0.8 e 1.0 (entre forte e perfeita concordéancia). Todos 0s
casos discordantes foram reavaliados e o resultado foi definido por consenso.

A avaliacdo dos fatores prognosticos foi realizada pelo teste exato de Fisher, com nivel

de significancia menor que 0,05.

4.2.6 Redacéao do texto
O texto foi redigido conforme as normas técnicas da Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) de 2012.
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5 RESULTADOS

Foram avaliadas 40 pacientes com neoplasia maligna de ovario. A média de idade foi
de 48,1 £ 15,0 anos, a média de paridade foi de 2,6 + 2,2 partos, a idade média da menarca foi
13,0 £ 1,6 anos, a idade média da menopausa foi 49,5 + 4,7 anos. Em relagdo ao uso de
método contraceptivo, 3 (7,5%) utilizavam contraceptivo hormonal, 1 (2,5%) utilizava
condom, 6 (15%) foram submetidas a laqueadura tubéria e 30 (75%) ndo utilizavam nenhum
método contraceptivo. Uma paciente (2,5%) utilizava terapia de reposi¢cdo hormonal e 10
pacientes (25%) eram tabagistas. Em relagdo ao status hormonal, 17 (42,5%) estavam em
menacme e 23 (57,5 %) estavam na menopausa. Sete pacientes (17,5%) foram a 6bito (tabelas
le?2).

Tabela 1 — Variaveis quantitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna, atendidas
no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2012.

Grupo Neoplasia Maligna (n=40)

Idade (anos) 48,1 £ 15,0
Gestagao 2924
Paridade 26+£272
Idade Menarca (anos) 130+1,6
Idade Menopausa (anos) 495147
Niveis de CA 125 (U/ml) 154,7 + 305,3
Niveis de CA 15,3 (U/ml) 55,5+ 137,7
Niveis de CA 19,9 (U/ml) 24,8+ 422
Niveis de CEA (U/ml) 40+9.2
Niveis de AFP (U/ml) 37,9+173,0
\Volume da massa ao ultrassom (ml) 916,3 £ 878,3
Maior diametro da massa ao ultrassom (cm) 15,4 +13,8
Sobrevida livre da doenca (meses) 37,0+ 329
Numero de ciclos de quimioterapia 59%0,5

Fonte: O Autor
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Tabela 2 — Variaveis qualitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna, atendidas no
Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2012,

Grupo Neoplasia Maligna (n=40)

n %
Estado civil
Casadas 22 55
Divorciadas 2 5,0
Solteiras 11 27,5
Vilvas 5 12,5
Método Contraceptivo
Hormonal 3 7,5
Barreira 1 2,5
Laqueadura Tubaria 6 15
Nenhum 30 75
Status Hormonal
Menacme 17 42,5
Menopausa 23 57,5
Obito
Sim 7 17,5
Né&o 33 82,5
Terapia Hormonal
Sim 1 2,5
Né&o 39 97,5
Tabagismo
Sim 10 25
Né&o 30 75

Fonte: O Autor

Em relacdo ao esquema de quimioterapia utilizado, 25 pacientes (62,5%) utilizaram

esquema baseado em platinum, 2 (5%) utilizaram taxano, 1 (2,5%) realizou quimioterapia em

outro servico e 12 (30%) nao realizaram quimioterapia.

Quanto ao tipo de cirurgia, 4 (10%) foram submetidas a citorreducéo, 28 (70%) foram

submetidas a cirurgia completa e 8 (20%) foram submetidas a salpingooforectomia.
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Quanto ao estadiamento da FIGO (Apéndice C), 13 (32,5%) estavam em estadio IA, 2
(5%) 1B, 6 (15%) IC, 2 (5%) I1A, 1 (2,5%) I1IA, 1 (2,5%) 111B, 13 (32,5%) IIIC e 2 (5%) IV
(Figura 5).

Figura 5 — Frequéncia (%) dos tipos de estadiamento para cancer ovariano
segundo a Federacao Internacional de Obstetricia e Ginecologia (FIGO)
nas pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna, atendidas no Hospital
das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2012.

Estadiamento FIGO

35+

304

254

IA B IC A A B lnc IV
Estadiamento

Fonte: O Autor

Em relacdo as metastases em linfonodos, estas estavam presentes em 4 (10%)
pacientes, ausentes em 18 (45%) pacientes e ndo foram avaliadas em 18 (45%) pacientes.
Atabela 3 demonstra os tipos histoldgicos das neoplasias malignas de ovario.
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Tabela 3 — Tipo Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a

2012,
Grupo Neoplasia Maligna
(n=40)

n %
Adenocarcinoma 1 2,5
Adenocarcinoma anaplasico papilifero 2 5
Adenocarcinoma endometridide 1 2,5
Adenocarcinoma papilifero seroso 8 20
Carcinoide do ovario 1 2,5
Carcinoma de células claras 1 2,5
Carcinoma epidermdide grau 11l em teratoma 1 2,5
Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 5
Cistoadenocarcinoma seroso 2 5
Cistoadenocarcinoma mucinoso borderline 10 25
Disgerminoma 2 5
Cistoadenocarcinoma seroso borderline 1 2,5
Tumor de células da granulosa 5 12,5
Tumor de células da granulosa + Tumor de Brenner 1 2,5
Tumor de células germinativas misto 1 2,5
Tumor endometridide proliferativo atipico borderline 1 2,5

Fonte: O Autor

Quanto ao grau histoldgico, 19 (47,5%) eram grau 1, 12 (30%) eram grau 2 e 9
(22,5%) eram grau 3.

Em relacdo ao intervalo livre de doenca menor ou igual a 24 meses, estava ausente em
13 (32,5%), presente em 23 (57,5%) e 4 (10%) pacientes perderam o seguimento.

A tabela 4 mostra a relacdo entre as citocinas estudadas e os fatores progndsticos. Grau
histologico 1 esteve significativamente relacionado com marcagdo imuno-histoquimica de
forte intensidade para TNF-a (p=0.0028). Ainda em relagdo ao TNF-a, estadios iniciais (I e II,
FIGO) estiveram mais relacionados com forte intensidade de marcagcdo imuno-histoquimica
no limite de significancia estatistica (p=0.0525). Ndo houve significancia estatistica em
relacdo as demais citocinas estudadas ou em relagdo a NOSi.
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Tabela 4 — Distribuic&o de citocinas com intensidade 2 e 3 de marcacdo de acordo com o grau histoldgico tumoral, estadiamento tumoral,
metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia e sobrevida livre da doenca < 24 meses.

TNF- o IL2 IL5 IL6 IL8 IL10 NOSi

Grau Histol6gico (n=40) 1 17/19 (89.5%)*  17/19  11/19 (57.9%)  12/19  11/19 (57.9%)  12/19 11/19
(89.5%) (63.2%) (63.2%) (57,9%)

2/3 9/21 (42.9%) 19/21 10/21 15/21 12/21 15/21 16/21

(90.5%) (47.6%) (71.4%) (57.1%) (71.4%) (76,2%)

Estadiamento (FIGO) 1 18/23 21/23 13/23 16/23 13/23 15/23 13/23
(n=40) (78.3%)**  (91.3%) (56.5%) (69.6%) (56.5%) (65.29%) (56,5%)
/v 8/17 (47.1%) 15/17  8/17 (47.1%) 11/17 (64.7%)  10/17 12/17 14/17

(88.2%) (58.8%) (70.6%) (82,4%)

Metéstases em Negativo 13/18 (72.2%)  17/18 12/18 12/18 9/18 (50%) 12/18 10/18
Linfonodos (n=22) (94.4%) (66.7%) (66.7%) (66.7%) (55,6%)

Positivo  2/4 (50%)  3/4(75%)  1/4(25%)  2/4 (50%)  3/4(75%)  3/4(75%)  3/4 (75%)

Resposta a Quimioterapia Completa 10/19 (52,6%) 16/19 11/19 (57.9%) 11/19 (57.9%) 9/19 (47.4%) 12/19 13/19
(n=27) (84.2%) (63.2%) (68,4%)
Parcial 0/2 (0%) 1/2 (50%)  1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%)
Sobrevida livre da doenca Presente  14/23 (60.9%) 21/23 13/23 16/23 12/23 16/23 16/23
< 24 meses (n=36) (91.3%) (56.5%) (69.6%) (52.2%) (69.6%) (69,6%)
Ausente  10/13 (76.9%) 12/13 4/13 (30.8%) 8/13 (61.5%) 9/13 (69.2%) 8/13 (61.5%) 8/13 (61,5%)
(92.3%)

*P < 0,0028, comparado ao grau 2/3; ** p = 0,0525, comparado ao grau Il/11l (Teste exato de Fisher).
Fonte: O Autor
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo avaliou a marcagdo tecidual por imuno-histoquimica de algumas
citocinas de padrdo TH1 (IL-2, IL-8 e TNF-a) e TH2 (IL-5, IL-6 e IL-10) e NOSi no tecido
ovariano tumoral, verificando a sua presenca ou auséncia e intensidade de producdo no
epitélio do tumor.

Em nosso trabalho, a média de idade das pacientes com neoplasia maligna de ovario
foi de 48,1 + 15,0 anos, dado este menor que a relatada pela literatura (YANCIK, 1993). Isso
pode ser explicado pela inclusdo de tumores germinativos e dos cordfes sexuais, que ocorrem
com maior frequéncia em idades mais jovens (BJORRKHOLM & PETERSSON, 1980;
SCHWEPPE & BELLER, 1982).

Em relacdo ao estadiamento, 52,5% das pacientes foram diagnosticadas em
estadiamento |, 5% das pacientes em estadiamento Il e 42,5% em estadiamentos Ill ou IV.
Conforme a literatura, grande parte das neoplasias malignas de ovario sdo diagnosticadas em
estadiamentos 11 e IV, portanto, tém um prognostico muito pobre. (HENNESSY et al., 2009)
e cerca de um terco 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.

Grande quantidade de leucdcitos, principalmente macrdéfagos e linfocitos (células
mononucleares associadas ao tumor — TAMS), podem ser encontrados no estroma tumoral
(NEGUS et al., 1997) e em efusdes neoplasicas (MANTOVANI, 1997), sendo capazes de
produzir citocinas tipo TH1 e TH2. Um progressivo desvio no comportamento das TAMS no
perfil de producdo TH1 a TH2 pode ocorrer durante a progressao tumoral, o que reduziria a
resposta imune ao tumor (MANTOVANI et al., 1997).

No céncer de mama, algumas citocinas estimulam (IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a)
enquanto outras inibem (IL-12, 1L-18, IFNs) a proliferacdo e/ou invasdo pelas células
malignas. Os interferons, IL-2 e ocasionalmente IL-6 e IL-12 s&o utilizados no tratamento
para cancer avancado, para aumentar a sensibilidade hormonal ou estimular a imunidade
celular (NICOLINI et al., 2006). Em cancer de mama, foram demonstradas altas
concentragdes sérias de IL-6, IL-8 e IL-10 comparadas com mulheres sadias (KOZLOWSKI
et al., 2003). Além disso, os niveis sericos de IL-10 e a expressao tecidual dessa citocina
foram mais altos em pacientes com neoplasia maligna de ovario em compara¢do com

neoplasias benignas e controles normais (ZHOU et al., 2007).
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Existem diferencas no microambiente tumoral entre neoplasias benignas, malignas e
tumores ndo neoplésicos, sugerindo um papel das citocinas na progressdo tumoral
(TAVARES-MURTA et al.,, 2004). Niveis séricos de IL-6, IL-8 e IL-18 podem se
correlacionar ao pior prognostico no cancer de ovario e com a sobrevida global (SCAMBIA et
al., 1995; KASSIM et al., 2004; AKAHIRO et al., 2004). Aumento sistémico de IL-12 e IL-16
pode ser observado durante a progressao tumoral (KOVACS, 2001). A anélise 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).

A citocina pro-inflamatéria, (TNF-a), esta alterada em tumores malignos de ovario em
comparacdo com o epitélio normal da superficie ovariana. Varios estudos tém associado a
inflamacdo com a tumorigénese ovariana, indicando que o0 TNF-o desempenha um papel
chave na modulacédo da invasdo, angiogénese e metastase tumoral (SZLOSAREK et al., 2007;
SETHI et al., 2008). A atividade bioldgica do TNF-o 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 a0 TNF-a. Os niveis de TNF-a no tecido tumoral podem ser
mais relevantes quando comparados com o0s seus niveis séricos (DOBRZYCKA et al., 2009).
Os TNF-R apresentam também uma forma sollivel, os STNF-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 concentragdes de
TNF-R soltvel 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 producdo de TNF-o. (ANDERSON et al., 2004; SZLOSAREK et al., 2006)

Alguns estudos tém associado a deteccdo de niveis anormais e elevados de TNF-a no
sangue de paciente com cancer do ovario e pacientes com uma ampla variedade de tipos de
tumor (GADDUCCI et al., 1995; RADKE et al., 1996). Estes estudos também tém
demonstrado que o TNF-a exerce importante papel na promog¢ao do crescimento tumoral e na
progressao de neoplasias malignas de ovario (DOBRZYCKA et al., 2009; CHARLES et al.,
2009; HASSAN et al., 2009). Nowak et al. (2010) encontraram producgéo aumentada de TNF-

a em células mononucleares do sangue periférico em pacientes com cancer de ovario
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comparada com casos ndo malignos. Também observaram que a producdo de altos niveis de
IL-10 e TGF-B1 pelas células malignas de ovéario diminuem a producdo de Interferon-gama
(IFN-y) ¢ TNF-0, suprimindo a resposta imune contra as células tumorais. No entanto, o
TNF-a circulante nem sempre € detectavel em pacientes com cancer e as suas concentragdes
podem variar de individuo para individuo durante o tempo e o curso da doenca
(SZLOSAREK et al., 2006; DARAI et al., 2003). Nosso estudo demonstrou que o grau
histologico 1 correlacionou significativamente com marcacdo em forte intensidade de TNF-a
(p = 0.0028). Ainda em relacdo a essa citocina, estadios iniciais (I e Il, FIGO) foram mais
relacionados a marcacdo de forte intensidade pela imuno-histoquimica no limiar de
significancia estatistica (p = 0.0525). A literatura relata alguns estudos mostrando a forte
marcacdo imuno-histoquimica para TNF-a no tecido de neoplasias malignas comparado com
marcacdo em neoplasias benignas. Mas em nosso conhecimento, este trabalho é o primeiro
estudo que correlaciona a intensidade de marcacdo imuno-histoquimica do TNF-a com o
estadiamento e o grau histologico.

Marcacdo forte por imuno-histoquimica de IL-5 esteve relacionada com sobrevida
livre de doenca menor ou igual a 24 meses, sugerindo ser um fator de mau progndstico, mas
ndo houve significancia estatistica (p=0.1771). Apenas 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 ativacdo de linfocitos-T através da interacdo de receptores com antigenos células-T
especificos leva a producdo de IL-2. A ligacdo dessa interleucina com seu receptor de alta
afinidade em células T promove a proliferacdo e diferenciacdo de células efetoras
(WALDMANN, 1991) e libera o receptor soltvel de IL-2 (sIL-2R) na circulacdo (RUBIN et
al., 1985). A presenca de altos niveis de receptores de IL-2 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 de receptor de IL-2
pode ser encontrado em estadiamentos mais avancados, podendo ter um papel na predicdo do
risco de recorréncia (GEBAUER et al., 1999). Niveis séricos do receptor de IL-2 estiveram
significativamente elevados em pacientes com cancer de ovario comparando-se com tumores
ginecoldgicos benignos e pacientes sem doengas, e podem refletir o estado do sistema imune e
a gravidade da doenca, sendo um possivel marcador de prognéstico (GADDUCCI et al.,
1994; WANG et al.,1998).
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A interleucina 6 é produzida por fibroblastos, células endoteliais,
mondcitos/macrdfagos, queratinécitos, células T, mastécitos e diversas linhagens tumorais
(VAN SNICK, 1990). E uma citocina pré-inflamatéria, desempenhando importante papel em
resposta de fase aguda, sistema imune e hematopoiese (LUKASZEWICZ et.al., 2007). Sua
elevacdo sérica esta associada com diversas neoplasias, como cancer endometrial (BELLONE
et al., 2005), colorretal (BELLUCO et al., 2000), de prostata (STARK et al., 2009), pulmonar
(SONGUR et al., 2004) e carcinoma renal (NEGRIER et al., 2004). Scambia et al (1995)
evidenciaram que niveis séricos elevados de IL-6 estavam relacionados com pior prognostico,
pois pacientes com niveis baixos dessa citocina apresentaram maior sobrevida, independente
de outros fatores prognosticos conhecidos como idade e doenga residual.

Zhou et al. (2007) ao avaliarem a expressdo de IL-10 em carcinoma primario de
ovario, observaram que o nivel tecidual desta citocina foi significativamente maior nos casos
malignos comparados com neoplasia benigna e controles normais. Além disso, 0s casos
malignos também apresentaram niveis séricos e do liquido ascitico significativamente
elevados de IL-10, sugerindo que as células malignas podem sintetizar esta interleucina, que
provavelmente auxilia na promocao e desenvolvimento do carcinoma de ovario.

Né&o encontramos nenhuma significancia estatistica com relagdo a marcagéo por IL-2,
IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10, 0 que poderia ser devido ao nimero pequeno de pacientes do estudo,
ou entdo essas interleucinas poderiam desempenhar um papel diferente no tecido tumoral.

A literatura mostra que a maioria das neoplasias ovarianas malignas apresenta
atividade da NOS, enquanto que ela foi detectada em baixos niveis em pacientes sem cancer
(THOMSEN et al., 1994; NOMELINI et al., 2009). Ac¢des inibitdrias ou estimuladoras do
desenvolvimento de tumores podem ocorrer na dependéncia dos niveis de expressdo da NOSi
e consequente producdo de NO no microambiente tumoral. Se por um lado, NO produzido em
concentracdes elevadas pela NOSi induzida em macréfagos pela acdo de citocinas
inflamatorias exerce efeitos citostaticos/citotoxicos sobre células tumorais, por outro o NO
produzido em baixas concentracfes pela NOSi expressa constitutivamente em tumores pode
ser um importante fator de progressdo tumoral. (SWITZER et al., 2012).

H& uma complexa relacdo entre a expressdo de NO, a resposta imune e a progressao
do céancer. Tumores em estadiamentos mais avancados expressam baixos niveis de NOSI.
Nosso estudo ndo mostrou significancia estatistica para a NOSi. Os efeitos aparentemente
opostos do NO tém sido atribuidos a muitos fatores como diferencas na isoforma das enzimas

NOS, niveis de expressao, linhagens celulares ou tecidos tumorais heterogéneos (XIE &
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FIDLER, 1998).

Tendo em mente os diferentes papéis que o dxido nitrico desempenha na célula e seus
efeitos influenciando a regulacdo do crescimento ou inibicdo tumoral, faz-se necessario um
entendimento sobre a regulacdo da producdo do NO nestes processos, além de buscar elucidar
0 papel de cada isoforma de NOS em diferentes tipos de tumores e seu envolvimento no
desenvolvimento do tumor, producdo de metastases e angiogénese.

A ativacdo da imunidade inata e da resposta inflamatoria leva a producdo de citocinas
que podem tanto estimular, quando inibir o crescimento tumoral (LIN; KARIN, 2007), e seus
niveis séricos sdo estudados como possiveis marcadores para diagndstico e progndstico.
Novos estudos séo necessarios para uma melhor defini¢cdo sobre o papel dessas citocinas no
prognostico de pacientes com neoplasia maligna de ovario, sendo o TNF-a possivel alvo para
novas terapias para essa neoplasia.

H& a necessidade de se definir fatores relacionados ao prognéstico em neoplasias
malignas de ovario. O estudo da imunologia em cancer de ovario pode auxiliar um melhor
entendimento de padrdes da resposta tumoral aos varios tratamentos. Assim, o estudo de
novos fatores prognoésticos é importante para um melhor tratamento cirdrgico e adjuvante das
pacientes, ja que o tratamento dessa malignidade ainda é um desafio em Oncologia
Ginecoldgica.
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7 CONCLUSAO

Houve correlacdo positiva entre a marcacdo imuno-histoquimica de forte intensidade
para TNF-o. com as neoplasias malignas de ovéario de grau histolégico 1 e com o0s
estadiamentos mais iniciais da doenga (I e I, FIGO). Isso demonstra uma relagdo positiva
entre o TNF-a e 0 melhor prognostico do cancer de ovario. Nao houve significancia estatistica
em relacdo as demais citocinas estudadas.

O estudo da imunologia no cancer de ovario pode ajudar a compreender melhor os
padrbes de resposta do tumor para varios tratamentos. Portanto, o estudo de novos marcadores
prognosticos no cancer primario do ovario é importante para o planejamento cirdrgico e
adjuvante de pacientes, visto que o tratamento desta neoplasia ainda ¢ um desafio para a

Oncologia Ginecoldgica.
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ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome ndo seré divulgado, que ndo 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, ............. [ o 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 - CLASSIFICACAO 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

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
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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

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 dermdide com transformacao maligna

67



68

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

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 CISTICAS DA SUPERFICIE EPITELIAL

9.9 CISTOS SIMPLES

9.10 LESOES INFLAMATORIAS

9.11 CISTOS PARAOVARIANOS
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APENDICE C - ESTADIAMENTO DAS NEOPLASIAS MALIGNAS DE OVARIO

(FIGO)
o IA: tumor restrito a um ovario, sem ascite, capsula intacta
o IB: tumor restrito aos dois ovarios, sem ascite, capsula intacta
o IC: um ou dois ovarios; citologia petitoneal positiva (células neoplésicas),

implante ou capsula rota

o I1A: tumor acomete Utero e/ou tuba uterina

o I1B: qualquer tecido intrapélvico

. I1C: 1A ou 1IB, citologia petitoneal positiva (células neoplésicas)

. I11A: histologia positiva, sem alteracdes macroscopicas

. [11B: nédulos de até 2 cm

o I1IC: nddulos maiores que 2 cm; nddulos inguinais ou retroperitoneais
positivos

° IV: metastase a distancia
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APENDICE D - TAMPOES E REAGENTES UTILIZADOS EM IMUNO-
HISTOQUIMICA

1. Tampao Citrato pH 6.0:
2,1g de &cido citrico + 1.000ml de agua destilada
Homogeneizar a solucdo e acertar o pH até 6.0, utilizando solu¢do de Hidroxido de

sodio (NaOH a 2N). Conservar em temperatura ambiente.

2. Tampéao TRIS/EDTA pH 9.0:
0,09g de EDTA+ 0,30g de TRIZMA BASE + 250ml de &gua destilada

Homogeneizar a solucdo e acertar o pH até 9.0, utilizando solucdo de Hidroxido de
sodio (NaOH a 2N). Essa solucdo é bastante instavel, portanto, deve ser utilizada apenas no

dia que for feita.

3. Tampao de lavagem PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.2:
Solucdo Mée:
81,79 de Cloreto de sodio
2,699 de Fosfato de sodio dibasico
10,5g de Fosfato de s6dio monobasico heptahidratado
0. 5 ml de Tween 20 (DAKO-51966)
Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.
PBS de uso:
100ml de PBS (solucdo mée) + 900ml de agua destilada.

Conservar a temperatura ambiente.

4. Solucgdo diluente para anticorpo primario (BSA):
29 de Albumina Bovina + 100ml de PBS de uso
OPCAO (DAKO-53022)

Homogeneizar a solucgéo e conservar em geladeira.

5. Solucéo de agua oxigenada a 3%:

3ml de agua oxigenada 30volumes + 97ml de agua destilada
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ANEXO A - Protocolo de aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal do Triangulo Mineiro
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS

1. Verificar se ha diferengas na dosagem de citocinas (padrdo TH1: IL-2, TL-8, IFN-y ¢ TNF-a; padrdo TH2: IL-5, [L-6 e
[L-10) e metabolitos de 6xido nitrico (NO) no microambiente tumoral e no plasma entre neoplasias benignas € malignas
primdrias de ovario.

2. Verificar se hé diferengas na marcacéo tecidual por imunohistoquimica de citocinas (padrdo THI: IL-2, IL-8, IFN-y ¢
TNF-o; padrio TH2: IL-5, IL-6 e IL-10) e sintase de 6xido nitrico (NOS), bem como células imunolégicas no tecido
(CD4, CD8, CD20, CD25, CD56) entre neoplasias benignas e malignas primérias de ovério.

3. Avaliar se hé diferengas na capacidade de resposta inflamatéria (atividade fagocitica) de neutrofilos de pacientes com
neoplasias benignas e malignas primérias de ovario.

4. Avaliar a expressdo dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11b na superficie de neutréfilos circulantes de pacientes com
neoplasias ovarianas benignas e malignas, e verificar se existem diferencas na expressdo desses receptores quanto ao
estadio da doenga, no caso de neoplasias malignas.

5. Relacionar a dosagem de citocinas e metab6litos de NO do microambiente tumoral e plasma com pardmetros clinicos €
patolGgicos de pacientes com neoplasia maligna priméria de ovario. Este objetivo (exceto plasma) ja estava previsto em
projeto anterior enviado ao CEP (protocolo niimero 1366).

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

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

2. JUSTIFICATIVA

O céncer de ovario ¢ a nona neoplasia maligna mais frequente ¢ a quinta causa de morte por cincer em mulheres nos estados
unidos (American Cancer Society, 2009). a maioria dos tumores malignos de ovério apresenta-se em estadiamentos avangados
ao diagndstico, sendo o cAncer ginecolégico de maior letalidade (Inca, 2008). Cerca de 5 a 10% dos tumores em estadiamento
aparentemente inicial j4 apresentam metastases em linfonodos aérticos ou pélvicos e, na doenca avancada, cerca de dois tergos
apresentam essas metastases (Rubin, 1992, Murta et al., 1995). A principal estratégia terap€utica € a cirurgia de
citorreducfo, seguida de quimioterapia. apesar dos esquemas quimioterapicos derivados da platina e dos taxanos, a
sobrevida em 5 anos nos estadiamentos iii € iv € de apenas 5 a 15%, enquanto que nos estadios i e ii varia de 80 a 95%
(dorum et al., 1996; yawn et al., 2001).

A sensibilidade e a especificidade do exame ginecolégico para o rastreamento de neoplasias ovarianas sdo
questiondveis (Murta et al., 2004; Padilla et al., 2005). A ultrassonografia pode ajudar no diagnéstico de tumores ovarianos e
na diferenciagfio entre tumores neoplasicos e n@o neoplésicos (Minaretzis et al., 1994, Osmers et al. 1998), sendo que o color
Doppler pode aumentar a especificidade da ultrassonografia transvaginal (Guerriero et al., 2005; Szpurek et al., 2005). Porém.,
o diagnostico precoce de cancer ovariano pela ultrassonografia ainda € 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 tteis 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 epiteliais malignos

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional ¢ Administrativo da UFTM) — 2° andar, Sala H — Abadia — Cep: 38025-180
Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854
E-mail: cep@prodepe.uftm.edu.br
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(Cherchi et al., 2002; Tavares-Murta et al., 2004). A associagfo de ultrassonografia ¢ marcadores tumorais pode melhorar a
sensibilidade e a especificidade como fator preditivo de malignidade nas neoplasias ovarianas (Murta et al., 2004).

A identificacdo de outros fatores progndsticos poderia ser 1itil para direcionar o tratamento do céncer de ovério, bem

como obter novos alvos para o tratamento.
Citocinas - Grande quantidade de leucdcitos, principalmente macréfagos ¢ linfécitos (células mononucleares associadas
ao tumor — TAMs), podem ser encontrados no estroma tumoral (Negus et al., 1997) e em efusdes neoplésicas (Mantovani,
1997), sendo capazes de produzir citocinas tipo TH1 ¢ TH2. Um progressivo desvio no comportamento das TAMs no
perfil de produgdo TH1 a TH2 pode ocorrer durante a progressdo tumoral, o que reduziria a resposta imune ao tumor
(Mantovani et al., 1997).

A IL-6 pode estar associada & progressdo tumoral através da inibi¢do da apoptose das células malignas e
estimulo da angiogénese (Siamak, 1989). Elevadas concentrag¢des de IL-6 podem ser encontradas em neoplasias malignas
renais, colorretais, ovério, mama, endométrio e pulmdes. Em neoplasias malignas de ovério a IL-6 pode influenciar
também no prognéstico da doenga. Em céncer de mama, pior prognéstico ¢ demonstrado em pacientes com niveis
elevados de IL-6, IL-8 e IL-10 (Kozlowski, 2003; Kniipfer, 2007). Elevadas concentra¢des de IL-6 em carcinoma de
endométrio foram relacionadas com aumento da resisténcia & quimioterapia, apoptose e inibicgo da fungéo anti-tumoral,
assim, IL-6 seria um fator prognostico na identificagfio de tumores resistentes & quimioterapia (Bellone et al., 2005).

No cancer de mama, algumas citocinas estimulam (IL-1, IL-6, IL-11, TGF-B) enquanto outras inibem (IL-12, IL-18,
IFNs) a proliferacdio e/ou invasdo pelas células malignas. Os interferons, IL-2 e ocasionalmente IL-6 e IL-12 sdo
utilizados no tratamento para cancer avangado, para aumentar a sensibilidade hormonal ou estimular a imunidade celular
(Nicolini et al., 2006).

Existem diferencas no micro-ambiente tumoral entre neoplasias benignas, malignas e tumores ndo neoplésicos,
sugerindo um papel das citocinas na progressdo 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; Kassim et
al., 2004; Akahiro et al., 2004). Aumento sistémico de IL-12 e IL-16 podem ser observados durante a progressdo tumoral
(Kovacs, 2001). A andlise da expressdo de citocinas através de RT-PCR em RNA isolado de carcinoma de ovario
demonstrou presenga de TGF e IL-10 e auséncia de [FN-y; sendo que metade desses tumores expressou GM-CSF e IL-8
(Merogi, 1996).

Porém, ndio hé estudos quanto & produgdo local e sistémica de citocinas em relagdo aos diversos fatores
progndsticos em um mesmo grupo de pacientes.

Oxido nitrico - O dxido nitrico (NO) ¢ sintetizado a partir do aminoécido L-arginina, pela agdo da enzima sintase de NO
(NOS), que existe em trés isoformas, sendo duas constitutivas e uma induzida (Xu et al, 2002). As isoformas
constitutivas (NOSc) sfio a NOS endotelial (NOSe) e a NOS neuronal (NOSn), produzindo NO em pequenas
concentragdes e por curtos periodos de tempo. O NO assim produzido tem como mecanismo de transdugéo a ativagéo da
guanilato ciclase solivel (GMPc) e esta envolvido em respostas fisiolgicas como a vasodilatagdo. A outra isoforma
(NOSi) é induzida em macréfagos, células endoteliais e outros tipos celulares apds estimulagdo por lipopolissacarideo ou
citocinas como [FN-y, TNF-a e IL-1B. O NO tem sua liberagdo prolongada e ¢ produzido em maiores concentragdes
(Moncada et al., 1991).

O NO atua como mediador de efeitos citotéxicos e citostaticos do sistema imune contra infecgdes e tumores
(Chhatwal et al., 1996). Entretanto, como o NO possui um elétron ndo pareado ele pode reagir com outras moléculas e
formar substéncias téxicas (ex: peroxinitritos) capazes de causar danos a0 DNA, podendo ser considerado potencialmente
mutagénico e carcinogénico (Rieder et al., 2000). O NO pode ter atividade tumoricida ou estar associado a0 crescimento
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tumoral, dependendo das concentragdes, niveis de expresséo ou linhagens celulares (Xie & Fidler, 1998). A expressao de
NOSi em carcinomas serosos e de baixo grau foi mais elevada que em carcinomas ndo serosos e de alto grau (Ozel et al.,
2006). A produgio de NO nos sobrenadantes de cultura de células malignas bem diferenciadas e borderline foi maior
comparado a tumores pouco diferenciados (Thomsen et al., 1998). Em tumores bem diferenciados, é maior a expressio
tecidual de NOSi e dos niveis locais de NO em estadiamentos iniciais (Nomelini et al., 2009).

Além disso, altos niveis de atividade de NOSi e produgéo de NO foram detectados em células ndo metastaticas,

mas ndo em células metastiticas (Xie, 1996). Em outro estudo, pacientes com tumores ovarianos avangados com
expressdo de NOSi e COX-2 tiveram menor sobrevida, enquanto aqueles com expressio negativa de NOSi apresentaram
resposta inicial completa & quimioterapia (Raspollini el al, 2004). O NO é, portanto, um alvo atraente para novas
estratégias de diagnstico e prognéstico, e para futuros métodos de terapia no cancer.
Funcdo dos neutréfilos em pacientes com cincer - O papel dos neutréfilos como células de defesa é bem
definido em doengas infecciosas, sendo que a fungfo quimiotatica dessas células esta reduzida em pacientes com sepse, o
que poderia ter relagdo com o prognéstico da doenga (Tavares-Murta et al., 2002). Pacientes com cincer apresentam
aumento na incidéncia e/ou gravidade de infecgdes comparado a individuos sadios, o que pode ser determinado pela
doenca ou pelo tratamento quimioterdpico. Em particular, os neutréfilos podem apresentar alteragdes na fungdo
quimiotética, fagocitica ¢ oxidativa. A redugfio da capacidade de migragio de neutréfilos j4 foi demonstrada em vérios
tipos de céncer, como o gastrintestinal (Duignan et al., 1986) e de colo uterino (Fernandes Jr et al., 2007). Em pacientes
com céncer de ovirio, as células mononucleares apresentaram atividade citotéxica e fagocitica reduzida comparado a
controles (Gordon & Freedman, 2006).

Em relagéo ao tratamento quimioterdpico, ja foi demonstrado em pacientes com cincer de mama que ocorre
reducgio da migrago de neutréfilos e de sua fungfo fagocitica (Mendonga et al., 2006; Wijayahad et al., 2007).
Receptores de quimiocinas - Receptores de quimiocinas CXC podem contribuir para a progressdo de carcinomas
ovarianos (Furuya et al., 2007). Foi demonstrado aumento da expressdo dos receptores de quimiocinas CXCR1, CXCR4,
CCR2, CCRS e CCR7 em leucdcitos de efusdes peritoneais € pleurais de pacientes com neoplasia maligna de ovario,
avaliados por citometria de fluxo, mas todos os receptores foram raramente expressos em células neoplésicas (Dong et al.,
2006). Em neoplasias malignas de mama foi demonstrado aumento do receptor CXCR4 (Davidson et al., 2008).

Porém, hé poucos estudos na literatura avaliando a expressdo de receptores de quimiocinas em neoplasias
malignas de ovario e pouco se sabe sobre o seu comportamento apds tratamento.

3. DESCRIGAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Serdo avaliadas de forma prospectiva 60 pacientes atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de
Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da UFTM, submetidas a tratamento cirirgico de
acordo com critérios pré-estabelecidos (Murta et al., 2004; Murta & Nomelini, 2006) e com posterior diagndstico
confirmado de neoplasia benigna (n=30) ou maligna (n=30) de ovério.

4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Inclusdo: diagndstico de neoplasia benigna ou maligna priméria de ovario e, critérios de exclusdo: a) tor¢do do pediculo
anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento cirtrgico, c) neoplasia maligna secundéria de ovério (metéstase), d)
tratamento prévio e, e) recidiva. Exclusio: a) torgdo do pediculo anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento
cirtirgico, c) neoplasia maligna secunddria de ovario (metastase), d) tratamento prévio €, €) recidiva.

5. ADEQUACAO DA METODOLOGIA

Serfio avaliadas de forma prospectiva 60 pacientes atendidas no Ambulatério de¢ Massa Pélvica da Disciplina de
Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da UFTM, submetidas a tratamento cirlrgico de
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acordo com critérios pré-estabelecidos (Murta et al., 2004; Murta & Nomelini, 2006) e com posterior diagnéstico
confirmado de neoplasia benigna (n=30) ou maligna (n=30) de ovério. Para os objetivos de niimeros 5 € 6, serdo ainda
incluidas 20 pacientes com diagnéstico prévio de neoplasia maligna de ovério, cujas l4minas j& foram submetidas a
imunohistoquimica para NOS, e o liquido intracistico submetido & dosagem de metabélitos de 6xido nitrico em protocolo
aprovado pelo CEP (ntmero 475). Serdo portanto critérios de inclusfio: diagndstico de neoplasia benigna ou maligna
priméria de ovario e, critérios de exclusdo: a) tor¢do do pediculo anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento
cirirgico, c) neoplasia maligna secundéria de ovério (metéstase), d) tratamento prévio e, ) recidiva.

Serdo anotados dados como idade, paridade, raca, tabagismo, histéria de TH, idades da menarca e menopausa,
status hormonal, amamentagdo anterior, historia familiar, histéria anterior de cancer. Nos casos malignos serdo anotados:
grau histolégico, estadiamento (FIGO), tipo histolégico, metéstases em linfonodos, resposta & quimioterapia (completa,
parcial), intervalo livre de doenga menor ou igual a 12 meses (presente, ausente), doenga residual (> ou <2 cm).

As pacientes serdo avaliadas no diagnéstico (comparando-se entdo neoplasias benignas e malignas) € 0s casos

de neoplasia maligna também apos tratamento cirtrgico (cerca de 30 dias apés, e imediatamente antes do inicio da
quimioterapia) e quimioterapico (quando ocorrer, sendo nesses casos apos o final do sexto ciclo).
Coleta de sangue - Serfio coletadas amostras de sangue nos tempos: a) antes de qualquer tratamento, b) ap6s tratamento
cirtirgico (cerca de 30 dias apds) e, ¢) apos quimioterapia, quando for o caso (ao final do sexto ciclo). Para a dosagem de
mediadores sera coletada amostra de sangue sem anticoagulante (5 ml), e para o ensaio de fagocitose de neutréfilos e
citometria de fluxo serd coletada amostra (5 ml) com heparina (100 Ul/ml). Como serd necessério obtencdo de plasma
fresco de outro individuo para sensibilizagdo das células com particula fagocitica, este plasma podera ser obtido de
paciente com neoplasia benigna ou de um voluntério sadio.

Coleta do liquido intracistico - Todos os tumores ovarianos com massa ovariana cfstica, ou s6lida com éareas cisticas,
serdo submetidos & pungdo logo apds a exérese do cisto, para obtengdo de 20 ml do contelido intracistico (avaliaggo do
microambiente tumoral). Serdo utilizadas seringas (20 ml) e agulhas (18G) estéreis. O liquido coletado por aspiragdo lenta
serd colocado em 2 frascos estéreis, em caixa de isopor com gelo para o transporte até a disciplina de Farmacologia, onde
serd centrifugado (1500 rpm, 10 min) e o sobrenadante coletado e estocado (- 20°C) até a dosagem de citocinas e
metabélitos de NO (Tavares-Murta et al., 2004).

Estudo anitomo-patolégico - Serd realizado pelo Servigo de Patologia Cirirgica do HE - UFTM, nos cortes embebidos
em parafina, sendo que os casos serdo revisados por um inico observador da disciplina de Patologia Especial. A avaliagdo
anatomo-patolégica e o estadiamento dos casos serdo realizados de acordo com os critérios da International Federation of
Gynaecology and Obstetrics — FIGO (FIGO, 1971).

Dosagem de citocinas - Os niveis de IL-2, IL-8, IFN-y ¢ TNF-a (padréo TH1) e de IL-5, IL-6 ¢ IL-10 (padrdo THZ2) nas
amostras de sobrenadante do liquido cistico do ovério e no plasma serdio determinados por método imunoenzimatico
(ELISA). As concentragdes das citocinas serdo calculadas através de comparagéo com curvas-padrdo das mesmas. Os
resultados serdo expressos em pg/ml.

Dosagem de metabélitos de NO - A quantificago do nitrato nas amostras de plasma sera determinada através da reducgéo
enzimatica do nitrito com a nitrato redutase (Schmidt et al., 1989). As amostras (40 pL) serdo incubadas com 0 mesmo
volume de tampéo redutase (fosfato de potassio 0,IM, pH 7,5; contendo 1 mM de NADPH, 10 mM de FAD e 4UI de
nitrato redutase/mL) por 20 h (37°C). Uma curva padrio de nitrato seré determinada por incubagao de nitrato sédico (10 a
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200 pM) com tampéo. A quantidade total de metab6litos de NO sera entfio determinada nessas amostras ¢ em amostras de
liquido cistico pelo ensaio colorimétrico baseado na rea¢fio de Griess (GREEN et al., 1981). A absorbancia ser4 medida a
546 nm. Os resultados serdo expressos como pM de NO;™+ NO, (plasma) ou pM de NO, (liquido cistico).

Fungdo fagocitica de neutréfilos - Os neutréfilos obtidos do sangue venoso serdo isolados através de meio proprio
(Ficoll-Hypaque), lavados com RPMI contendo soroalbumina bovina 0,01% (RPMI-BSA) (3 vezes, 180 g, 10 min) e
ressuspensos no mesmo meio (2 x 10%ml). Zimosan sensibilizado (com plasma normal fresco a 10%) seré utilizado como
particula fagocitica (12 particulas/neutr6filo), sendo o zimosan (5 mg/ml) diluido em PBS (1 ml). Esta suspenséo (10 ml)
sera colocada em 1 ml de plasma (10%) e incubado (37°C, 5% CO,) para sensibilizagdo das particulas, sob agitacdo. Esta
mistura serd centrifugada (1200 rpm, 10 min) e serdo adicionados 1 ml dos neutréfilos. As células e particulas serdo
incubadas (1 h, 37°C, 5% CO,) e apés as células serdo citocentrifugadas e coradas. Serdo contadas 100 células em cada
14mina e o nimero de particulas fagocitadas. Os resultados serfio expressos através do fndice Fagocitico= % de células
com fagocitose x nimero médio de particulas fagocitadas.

Imunohistoquimica - Os espécimes obtidos por ressecgdo cirirgica serdo processados em parafina e revisados por
patologista experiente. Os casos selecionados serdo submetidos a novos cortes (4 pm) em l4minas silanizadas (ATPS -
Silano, Sigma® A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase. As laminas permanecerdo em
estufa (56°C, 24 h) e a seguir serdo desparafinizadas (3 banhos de xilol, 5 min cada) e desidratadas (3 banhos de élcool
absoluto e 1 banho de dlcool a 80%, 10 seg cada). Ap6s, as laminas permanecerdo em banho (PBS, pH 7.2, 5 min), para
hidratagdo. O excesso de tamp@o sera removido e a borda do corte seca com papel absorvente. As 14minas seré adicionada
agua oxigenada (3%, 10 min) sobre cada corte, para ocorrer o bloqueio da peroxidase endégena e ap6s serd realizada a
lavagem em PBS.

Para a recuperagdo dos antigenos, as laminas serdo colocadas em tubos contendo soluggo tampdo citrato 10mM (pH 6,0),
que serdo vedados com papel aluminio e colocados dentro de uma panela a vapor (30 min, 100°C). Os tubos serdo
retirados e colocados sobre a bancada para resfriamento. Apos, as léminas serdo novamente lavadas (3 banhos) em tampéo
PBS e incubadas com o anticorpo primario (18 h, em camara imida, 4°C), diluido em BSA (2%), que permitem bloquear
as ligacdes inespecificas, para reduzir coloragdo de fundo. Apds a incubacio overnight a 4°C com o anticorpo primério
especifico (anti-NOS, anti-IL-2, anti-[L-8, anti-IFN-y, anti-TNF-a, anti-IL-5, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-CD4, anti-CDS8,
anti-CD20, anti-CD235, anti-CD56) as l4minas serdo colocadas em temperatura ambiente (15 min), lavadas (PBS) e secas.
O anticorpo secundério biotinilado (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) seré adicionado em cada lémina (30 min,
temperatura ambiente, cdmara mida), em seguida ocorrerdo lavagens em PBS e as ldminas serfio secas. O complexo
estreptoavidina peroxidase (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) sera adicionado (30 min) nas mesmas condi¢des
acima.

Apbs lavagem em PBS, as 1aminas serfo reveladas através de solugdo cromégena (Diaminobenzidine - DAB),
por 5 min. Ap6s, as l4minas serdo lavadas (4gua corrente) e contra-coradas em hematoxilina de Harris. Finalmente as
ldminas serdo imersas em 3 banhos de dlcool absoluto (10 seg cada), para retirada do excesso de 4gua, 1 banho de xilol
fenicado e 3 banhos de xilo! (5 min cada). As laminulas serfio adicionadas sobre as ldminas com entellan para posterior
anélise.

Dois observadores avaliardo as Jdminas e a intensidade de marcacdo seré avaliada subjetivamente utilizando-se 0
a 3: 0 (nenhuma marcagéo), 1 (marcagdo fraca), 2 (marcagdo moderada), 3 (marcagdo forte).
Expressio dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11 em neutréfilos e células mononucleares por citometria de fluxo -
Para avaliar se alteragdes na funcdo de leucdcitos em pacientes com neoplasias ovarianas estdo relacionadas a alteragdes
na expressio de receptores para quimiocinas (CXCR1 e CXCR2) ou moléculas de adesdo (CD11b), envolvidos na
migracio celular, os niveis destas proteinas seréo determinados por citometria de fluxo. Amostras de sangue total (2 ml)
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serdo colocadas em 7 tubos de FACs. Os tubos 1, 2, 3 ¢ 4 ser2o considerados como controle, sendo o primeiro constituido
por células ndio marcadas e os demais por células marcadas por isotipo IgG2b (1 pl) conjugado a diferentes fluorocromos
(FITC, PE e PECyS5). Nos tubos 5, 6 ¢ 7 serdo colocados 1 pl dos anticorpos especificos (anti-CXCR1, anti-CXCR2 e
anti-CD11b). As amostras contendo as células serdo incubadas (30 min, temperatura ambiente) ¢ a seguir fixadas com
paraformaldeido 4% (diluido em PBS, 300 pl) e adicionado tampdo de lise. Deve-se agitar, dar pausa de 3 a 5 min e
centrifugar as amostras (400g, 10 min). Os sobrenadantes serdo desprezados € o procedimento repetido por até 2 vezes.
Em seguida as células serdo lavadas com PBS (400 g, 10 min) e as amostras ressuspensas com paraformaldeido 4% (150
pl). A andlise das células devera ser realizada até o prazo maximo de 24 h. Os resultados serdo expressos em intensidade
de fluorescéncia e nimero de neutréfilos (porcentagem e absoluto).

Andlise estatistica - Os dados seréio analisados pelo GraphPad Instat sofiware. De acordo com a distribui¢8o (teste de
Kolmogorov-Smirnov), os resultados serfio expressos em médias + EPM ou medianas e percentis. Os resultados entre os
grupos néo pareados (neoplasias benignas e malignas) serdo comparados através de teste t ou Mann-Whitney, em caso de
distribui¢fio normal ou nfo, respectivamente. Os grupos pareados (pacientes pré e pds-tratamento) serdo comparados
através de teste t pareado ou Wilcoxon, em caso de distribuigdo normal ou ndo, respectivamente. A avaliagio dos fatores
progndsticos serd realizada pelo teste do qui-quadrado, com nivel de significincia menor que 0,05. No estudo
imunohistoquimico, a concordéncia entre dois observadores sera realizada através do kappa: x <0,4: concordéncia fraca;
0,4< « <0,8: concordéncia moderada; 0,8< x <1,0: concordéncia forte; x =1,0: concordéncia perfeita (Arango, 2001). As
diferencas serdo consideradas significativas para p<0,05.

6. ADEQUACAO DAS CONDICOES

Os setores de Patologia Especial, Laboratério do IPON (Instituto de Pesquisa em Oncologia) e Laboratério da disciplina
de Farmacologia dispdem de infra-estrutura para a realizagdo do estudo imunohistoquimico e das dosagens de citocinas e
6xido nitrico.

7. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS

O tinico desconforto devido & pesquisa podera ser causado pela coleta de sangue, o que serd minimizado por ser feito por
profissional habilitado; o restante do material serd do proprio cisto retirado durante o procedimento cirtrgico. A perda de
confidencialidade sera prevenida pela utilizagio de niimeros e/ou letras para identificagiio dos casos. Os beneficios sdo
conseqiiéncia da melhor compreens#o da fisiopatologia da doenga e identificagdo de fatores relacionados ao progndstico.
8. RETORNO DE BENEFICIOS PARA O SUJEITO E/OU PARA A COMUNIDADE

Espera-se encontrar aumento local e sistémico das citocinas padrdo TH2 e NO em pacientes com neoplasias malignas e,
entre estas, em pacientes com pardmetros clinico-patoldgicos que sugerem pior progndstico. Em pacientes com neoplasias
malignas deve ocorrer redugfo na fung#io fagocitica de neutréfilos e possivelmente redugfo na expressdo dos receptores
de quimiocinas.

9. JUSTIFICATIVA DE SUSPENSAO TERAPEUTICA (“Wash out”) — Nio pertinente.

10. JUSTIFICATIVA DO USO DE PLACEBO - Nio pertinente.

11. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA

1. Material de consumo: I&minas de vidro e laminulas (R$300,00), cartuchos para impressdo (R$370,00), papel sulfite
(R$65,00), anticorpos priméarios (R$14.725,00), outros anticorpos necessérios para imunohistoquimica e ELISA
(R$3.840,00), zimosan (1g=R$100,00), custos operacionais (R$700,00)

2. Equipamentos: micrétomo (R$8.000,00), microscépio binocular de luz comum (R$20.000,00), cAmara fotogréfica
digital (R$1.500,00), centrifuga (R$5.000,00), computador e softwares para processamento de dados e imagens
(R$2.600,00), impressora (R$600,00), freezer (R$2.500,00), geladeira (R$1.800,00).
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Observagdo: Todos os equipamentos ja se encontram disponiveis nas Disciplinas de Patologia Especial, Farmacologia e
Ginecologia e Obstetricia - IPON. Os materiais de consumo serdo financiados por recursos obtidos pela aprovagdo no
Edital Universal da FUNEPU 2009.

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR

Saléario de professor adjunto.

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

O consentimento livre e esclarecido serd obtido no momento da internagdo pré-cirirgica pelo aluno da pés-graduacéo que
estd participando do estudo.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO - O protocolo foi adequado para atender as determinacdes da

Resolugdo CNS 196/96. . _

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

PARECER DO CEP: APROVADO
(O relatério anual ou final dever4 ser encaminhado um ano apés o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO: 30-10-2009
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