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“Deus estd comigo, eu sinto no ar.

E como o vento a me tocar.

Passeia comigo, conversa comigo.

Revela segredos que s6 nEle ha.

Me pde em seus planos, sou parte dos sonhos,
dos sonhos perfeitos que nao falharao!

Deus esta comigo eu posso sentir até as
batidas do Seu coracdo...”

(Anderson Freire)
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OBJETIVOS: O céancer de ovario é uma doenca heterogénea, onde a inflamagéo cronica é
um dos mecanismos centrais de sua patogénese. A localizacdo, subtipo e densidade dos
Linfécitos que Infiltram Tumores (TILs) sdo os principais determinantes desse valor
prognostico. Os objetivos do estudo foram avaliar a expressdo de CD3, CD4, CD8 e CD20 no
estroma peritumoral de neoplasias epiteliais ovarianas primarias benignas e malignas e
relaciona-las a fatores progndsticos (niveis séricos de marcadores tumorais, tipo histoldgico,
comprometimento de linfonodos, resposta a quimioterapia, sobrevida livre de doenca,
estadiamento e grau de diferenciagdo do tumor) no cancer de ovario.

PACIENTES E METODOS: Foram avaliados 77 pacientes atendidas no Ambulatério de
Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Foi realizado estudo
imuno-histoquimico para imunomarcadores (CD3, CD4, CD8 e CD20). A avaliacdo dos
fatores prognosticos foi realizada pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia foi
menor que 0,05.

RESULTADOS: Maior expressdo de CD3 foi encontrada no estroma de neoplasias malignas
primarias de ovario quando comparado ao grupo de neoplasias benignas, e maior expressao de
células CD4 no estroma de neoplasias benignas em comparacdo ao cancer de ovario. Ao
correlacionar a expressdo de imunomarcadores com fatores progndsticos, houve maior
expressao de células CD8 nas neoplasias malignas estromais ovarianas, com subtipo
molecular Il do modelo de carcinogénese ovariana epitelial, em relacdo ao tipo I. Na
avaliacdo das metéstases linfonodais, a auséncia de marcacdo imunoldgica de células CD20
foi associada a auséncia de metéstases linfonodais.

CONCLUSAO: O sistema imune desempenha um papel multifacetado e pode, em diferentes

contextos, promover ou inibir o crescimento do tumor. O aumento da imunocoloracdo de CD3
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é encontrado em neoplasmas malignas, enquanto 0 aumento da imunomarcacdo de CD4 esta
associado a neoplasias ovarianas benignas. A imunomarcagdo de CD8 foi maior nos tumores
do tipo Il, enquanto a auséncia de imunomarcacdo de CD20 foi associada a auséncia de

metastases linfonodais.

Palavras-chave: céancer de ovério, linfocitos tumor infiltrantes, fatores prognosticos.
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OBJECTIVES: Ovarian cancer is a heterogeneous disease, where chronic inflammation is
one of the central mechanisms of its pathogenesis. The location, subtype and density of
Lymphocyte Tumor Infiltrators (TILs) are the main determinants of this prognostic value. The
objectives of the study were to evaluate the expression of CD3, CD4, CD8 and CD20 in the
peritumoral stroma of benign and malignant primary ovarian epithelial neoplasms and to
relate them to prognostic factors (serum levels of tumor markers, histological type, lymph
node involvement, response to chemotherapy, disease-free survival, staging, and degree of
tumor differentiation) in ovarian cancer.

PATIENTS AND METHODS: We evaluated 77 patients treated at the Pelvic Mass
Outpatient Clinic of the Department of Gynecology and Obstetrics / Institute of Oncology
Research (IPON) of the Federal University of Triangulo Mineiro. Immunohistochemistry
study for cytokines (CD3, CD4, CD8 and CD20) was performed. The evaluation of
prognostic factors was performed using the Fisher's exact test. The significancelevelwas less
than 0.05.

RESULTS: A higher CD3 expression was found in the stroma of primary ovarian
malignancies when compared to the group of benign neoplasms, and greater expression of
CD4 cells in the stroma of benign neoplasms compared to ovarian cancer. By correlating the
expression of cytokines with prognostic factors, there was a greater expression of CD8 cells in
the stromal ovarian malignancies with molecular subtype Il of the model of epithelial ovarian
carcinogenesis compared to type I. In the evaluation of lymph node metastases, the absence of
immuno-labeling of CD20 cells was associated with the absence of lymph node metastases.
CONCLUSION: The immune system plays a multifaceted role and can, in different contexts,
promote or inhibit tumor growth. Increased immunostaining of CD3 is found in malignant

neoplasms, while increased CD4 immunostaining is associated with benign ovarian
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neoplasms. CD8 immunostaining was greater in type Il tumors, while the absence of CD20

immunostaining was associated with the absence of lymph node metastases.

Key-words: ovarian cancer, tumor-infiltrating lymphocytes, prognostic factors.
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Introdugéo

1.1 O CANCER DE OVARIO

O céncer de ovério € de dificil diagndstico, sendo a principal causa de morte entre os
tumores ginecoldgicos, devido a uma sintomatologia inespecifica e a falta de métodos de
diagndstico eficazes, o que dificulta a detec¢do precoce dessa neoplasia (JIA et al., 2014).

A neoplasia maligna de ovario tem as menores taxas de sobrevivéncia entre os
tumores ginecoldgicos, por ser predominantemente diagnosticada nos estadios mais
avancados da doenca (estadios I1l e V) (ALQASEM I et al., 2012).

Apesar dos sintomas do cancer de ovario serem inespecificos no inicio da doenca,
estudos indicam que algumas mulheres experimentam inespecificos e persistentes sintomas
como dor lombar, edema em membros inferiores, dor pélvica intermitente e do tipo cdlica, dor
abdominal, hiporexia e/ou saciedade precoce, frequéncia ou urgéncia urindria, principalmente
nos meses antecedentes ao diagnostico. Segundo a American Cancer Society, o sinal da
presenca de cancer de ovario mais comum entre as pacientes diagnosticadas nos Estados
Unidos da América, é o inchaco abdominal, causado pela acumulacédo de liquido na cavidade
peritoneal (ascite) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Aproximadamente 5 a 10%
dos tumores em estadiamento aparentemente inicial ja apresentam metastases em linfonodos
adrticos ou pélvicos (MURTA et al., 1995).

Cerca de 295.414 novos casos foram estimados em todo o globo terrestre em 2018,
com aproximadamente 184.799 mortes. Em todo o mundo ocupa o 15° lugar na classificacédo
de incidéncia de morte por cancer (GLOBOCAN, 2019). Nos Estados Unidos da América, 0
cancer de ovario é responsavel por cerca de 2,5% de todos os canceres entre as mulheres,
acarretando 5% de mortes por cancer em geral nesta populacdo (AMERICAN CANCER

SOCIETY, 2019).

Cid Almeida de Lima - Avaliagdo de Linfocitos no Estroma Peritumoral de Neoplasias Epiteliais de Ovario, 2019



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

26

Introdugéo

Apesar de sua incidéncia vir baixando cerca de 1% ao ano desde meados de 1970 em
mulheres com menos de 65 anos de idade, somente a partir da década de 1990 houve queda na
incidéncia da doenca em mulheres mais velhas. Estudos estatisticos mostram que de 2007 a
2016, a taxa de mortalidade diminuiu em cerca de 2% ao ano. Contudo, apesar destes estudos
mostrarem uma queda no nimero de incidéncia e morte pela doenca, mais mulheres morrem
de céncer de ovario do que de todos os outros tumores ginecoldgicos juntos (LEWIS et al.,
2018, AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

No Brasil a estimativa de novos casos de cancer de ovario € de 6.150 para cada ano
do biénio 2018-2019, com aproximadamente 3.536 mortes, sendo responsavel por 3% da
ocorréncia entre os tumores que acometem as mulheres, enquadrando a oitava causa de morte

por tumores ginecoldgicos no pais (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2019).

1.2 ALTERACOES GENETICAS E PRE-DISPOSICAO AO CANCER DE OVARIO

Cerca de 90% dos canceres de ovario sdo esporadicos, ou seja, ndo apresentam fator
de risco reconhecido. Cerca de 10% apresentam um componente genético ou familiar que leva
a predisposi¢do a doenca (RISCH, 1998).

As mulheres que possuem mutacées deletérias nos genes BRCAL ou BRCA2 ou que
possuem made ou irmda com mutacdo genética representam o subgrupo com maior
probabilidade de desenvolvimento do céncer de ovario (HORIUCHI et al., 2003).

Entre as mulheres com mutagdes de BRCA1 (cromossomo 17g21), o risco tende a
aumentar pouco antes dos 40 anos e, ao longo da vida, entre 25% a 40%. 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 dos 50 anos de idade (SCHMELER et al., 2006).
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Por volta dos 70 anos de idade o risco cumulativo médio para portadoras de mutacdo
em BRCAl e BRCA2 desenvolvimento no céncer de ovario é de 59% e 16,5%,
respectivamente (MAVADDAT. et al., 2013).

As proteinas produzidas pelos genes BRCA1 e BRCA2 sdo consideradas guardias do
genoma, e desempenham papeis importantes na sinalizacdo de danos no DNA, ativacdo de
reparo do DNA, inducgédo de apoptose, e 0 monitoramento dos pontos de controle do ciclo
celular (BOULTON, 2006).

Células que ndo possuem o gene BRCA funcional mostram um aumento na
aneuploidia, amplificacdo centrossOmica e aberracbes cromossdmicas, que as tornam
susceptiveis a novas mutac@es adicionais (ROSEN et al., 2003).

BRCA1 e BRCAZ2 sdo genes supressores de tumores que sao herdados de maneira
autossémica dominante (CHOBANIAN & DIETRICH, 2008). Portanto, a historia familiar é o
fator de risco isolado mais importante para o desenvolvimento do céncer de ovério

(REBBECK et al., 2002).

1.3 ORIGEM DA NEOPLASIA OVARIANA

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

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

em mulheres com uma predisposi¢do genética para o desenvolvimento de cancer de ovario,
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como também naquelas sem mutagdes conhecidas no gene BRCA (PRZYBYCIN et al., 2010),
sugerindo uma das teorias atuais da ocorréncia da doenca.

Ainda em outros estudos, foi possivel verificar que a presenca dos tumores serosos
estava quase sempre detectados nas fimbrias e tem sido proposto que a primeira mudanca
neoplasica comecaria nas células do tipo secretoras (KINDELBERGER et al., 2007). Para
alguns autores, o contato incessante das fimbrias a superficie do ovério favorece o
desprendimento das células tumorais originalmente encontradas nas tubas (geralmente
carcinomas serosos de alto grau) para o epitélio ovariano lesionado pela liberacdo do odcito, o
que ocasionaria a adesao dessas células tumorais no local especifico da lesdo ovariana, e como
fator agravante, a eliminacdo dessas células ficaria prejudicada pelo sistema imune ja que
naquele local se encontram uma grande concentracdo de fatores inflamatdrios relacionados a
lesdo fisioldgica do mesotélio ovariano, impossibilitando uma atuagdo direta das células
efetoras do sistema imune (READE et al., 2014).

A implantacdo das células cancerosas das fimbrias leva a formacdo de um cisto de
inclusdo no ovario, esse cisto por sua vez pode vir a se desenvolver e, a partir dai, levar ao
desenvolvimento do carcinoma seroso de alto grau, dando inicio ao cancer epitelial de ovario
(KURMAN & SHIH, 2010) (Figura 1).

Depois de serem submetidas a transformacdo maligna, estas células originadas das
tubas e implantadas no ovario espalham-se rapidamente por toda a cavidade peritoneal. J4, os
tumores de células endometrioides e tumor de células claras do ovario parecem surgir em
associacdo com a endometriose, 0 que sugere que o revestimento endometrial, através de
menstruacao retrograda, é a fonte de muitos tumores do tipo I. Dada estas teorias da patogénese
do céncer epitelial do ovario, a cirurgia ginecolégica pode ser antecipada evitando o
aparecimento posterior do cancer de forma diferente, dependendo do tipo de cirurgia e do tipo

de cancer (TERADA et al., 2016, VISVANATHAN et al., 2018).
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1 Figura 1: Transferéncia de epitélio tubario normal do ovério, 2010 (KURMAN & SHIH, 2010)

2  Figura 1 - A: relacdo anatbmica da tuba uterina entre o ovario no momento da ovulacdo. Fimbrias
3 envolvendo o ovério. B: ovulacdo. A superficie do ovario rompe com a expulsdo e transferéncia do odécito a
4  fimbria. As fimbrias estdo em contato intimo com o ovario no local da ruptura. C: as células epiteliais das
5  fimbrias sdo desalojadas e implantam-se sobre a superficie desnudada do ovario, resultando na formacéo de

6  umcisto de inclusdo. Fonte: KURMAN & SHIH, 2010.

7 1.4 NEOPLASIA MALIGNA OVARIANA

8 Os tumores derivados do epitélio podem ser classificados em invasores e nao-

9 invasores (borderline). Os tumores borderline representam 20% dessa categoria e estdo
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associados a melhor prognostico, porém os tumores borderline serosos com caracteristica
micropapilar apresentam uma maior chance de recidiva comparado aos mesmos sem
caracteristicas micropapilar (MIRONOV et al., 2007).

Os tumores malignos priméarios do ovario podem ser classificados em trés grupos:
tumores epiteliais-estromais; tumores dos corddes sexuais-estromais; e tumores de células

germinativas (Tabela 1) (TAVASSOLI & DEVILEE, 2003).

Tabela 1 - Classificagdo dos tumores ovarianos malignos. Adaptado de World Health

Organization Classification of Tumours, 2003 (TAVASSOLI & DEVILEE, 2003).

Tumores ovarianos

Tumores da superficie Tumores dos corddes Tumores das células

epitelial-estromal sexuais-estromais germinativas

Tumor de células da
Tumores Serosos Disgerminoma
Granulosa

Tumor de células de Sertoli-

Tumores Mucinosos Coriocarcinoma
Leydig
Tumores Endometrioides Tumor de células Esteroidais Carcinoma embrionario
Tumor de Células Claras Teratoma Imaturo

Tumor de Células
Tumor do seio endodérmico

Transicionais

Tumor indiferenciado

Fonte: TAVASSOLI & DEVILEE, 2003.

Cid Almeida de Lima - Avaliagdo de Linfocitos no Estroma Peritumoral de Neoplasias Epiteliais de Ovario, 2019



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

31

Introdugéo

1.4.1 Classificagdo molecular da neoplasia maligna ovariana

Na ultima década, pesquisadores vém demonstrando uma melhor classificacdo dos
tumores ovarianos através de estudos de perfil genético, de suas caracteristicas patoldgicas e
moleculares, associados a observagdes clinicas de forma que tém disposto um novo norte para
as habituais classificacbes dadas pelos patologistas (READE et al., 2014). Dentro desse
contexto, Kurman & Shih (2011), propuseram um modelo dualista que de forma clara
separaram o cancer epitelial de ovario em 2 grupos (tipo | e Il) com os principais tipos
histoldgicos. Dessa forma, os tumores tipo | sdo compostos de carcinomas serosos de baixo
grau, carcinoma endometrioide de baixo grau, carcinoma de células claras e carcinomas
mucinosos que se desenvolvem de forma gradual a partir de lesdes precursoras bem

estabelecidas, tais como tumores conhecidos como limitrofes (borderline) e endometriose.

1.4.1.1 Subtipo molecular Tipo |

Os tumores tipo | normalmente apresentam-se como grandes massas que estdo
confinadas a um ovario (estadio 1A), possuem classificacdo histoldgica bem definida, sdo em
sua maioria indolentes e tem um bom progndstico. Possuem caracteristica de serem
relativamente geneticamente mais estaveis quando comparados aos tumores do tipo Il e
geralmente exibem uma variedade de mutacGes somaticas de sequencias que incluem os
genes: KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNBL, PTEN PIK3CA, ARID1A, e PPPR1A. Os tumores
tipo | raramente possuem alguma mutacdo ou disfuncdo da proteina TP53 (KURMAN &

SHIH, 2016).
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1.4.1.2 Subtipo molecular Tipo Il

Em contraste, os tumores do tipo Il para serem classificados dependem do padréo
histolégico dominante, e sdo compostos por carcinoma seroso de alto grau (subtipo mais
comum de carcinoma seroso), carcinoma endometrioide de alto grau, tumores malignos
mesodermais mistos (carcinossarcomas) e carcinomas indiferenciados de alto grau, que se
apresentam em estadios avangados (estadios I1-1V) em mais de 75% dos casos. Crescem
rapidamente e sdo altamente agressivos com alto potencial metastatico, suas diferencas
morfolégicas sdo mais sutis, tumores tipo Il exibem padrdes papilar, glandular e sélido o que
confunde os patologistas. Tumores do tipo Il, dos quais o carcinoma seroso de alto grau é o
mais frequente, sdo altamente cromossomicamente instaveis e possuem mutacdes da proteina
TP53 em acima de 95% dos casos. Eles raramente exibem as mutagGes encontradas nos
tumores do tipo | e se desenvolvem a partir de carcinomas intraepiteliais localizados nas
fimbrias da tuba uterina (KURMAN & SHIH, 2016).

O deslocamento do epitélio tubario normal a partir das fimbrias, implantam no local
de ruptura em que a ovulacdo ocorreu, resultando na formacdo de um cisto de inclusdo que
pode ser submetido a transformacdo maligna. Assim, os tumores podem desenvolver cistos
serosos de inclusdo, como foi inicialmente pensado, por um processo de implantacdo de
tecido tubério (tecido Mdlleriano) e ndo através de um processo de metaplasia do epitélio da
superficie do ovario (tecido mesotelial). Segundo a literatura, ha evidéncias crescentes de que
o tipo I e tumores ovarianos do tipo Il desenvolvem-se de forma independente ao longo de
diferentes percursos moleculares, e que ambos os tipos se desenvolvem fora do ovario
envolvendo-o em segundo plano, caso este conceito seja confirmado levara a conclusdo de
gue a fonte dos tumores ovarianos sdo gonadais, estromais ou tumores de células

germinativas. Essas conclusdes acarretariam em novas abordagens clinicas onde ao deslocar
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0s eventos iniciais da carcinogénese do ovario para a tuba uterina em vez do ovario,
abordagens de prevencéo, por exemplo, salpingectomia com conservagdo ovariana, que nunca
foi seriamente considerada no passado, poderia desempenhar um papel importante na redugéo
da comorbidade desta doenga enquanto ao mesmo tempo preservando a fungdo hormonal e
fertilidade das pacientes (LABIDI-GALY etal., 2017, VISVANATHAN et al., 2018).

Cerca de 50% dos carcinomas serosos de alto grau apresentam disfuncdo de BRCA,
quer por mutagdo, ou inativacdo da expressao desses genes e 0S Seus genes a jusante através
de metilacdo do promotor (SENTURK et al., 2010). Inativacdo de BRCA n&o tem sido

relatada em tumores do tipo | (KURMAN & SHIH, 2016).

1.5 SOBREVIDA NA NEOPLASIA MALIGNA OVARIANA

A sobrevida em 5 anos para pacientes diagnosticadas em estadio | varia entre 80 e
90%, enquanto que, para pacientes em estadio Ill e 1V, varia de 5 a 50%. Atualmente,
aproximadamente, 60 a 65% das pacientes, encontram-se em estadio Il no momento do
diagnostico, justificando a elevada letalidade dessa neoplasia (MIRONOV et al., 2007).

Apesar do tratamento adequado, 75% dos casos apresentam recorréncia da doenca,
muitos dos quais ocorrem nos dois primeiros anos ap0s o tratamento quimioterapico
(GADDUCCI et al., 2007). Pacientes com cancer epitelial de ovario recorrente apresentam
um progndstico reservado, com sobrevida média menor que 2 anos e sobrevida global em 5

anos menor que 10% (GADDUCCI et al., 2005).
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1.6 FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

Nuliparidade, auséncia de amamentacdo, menopausa tardia, parentes diretos (mée ou
irmd) com cancer de ovario ou cancer de mama (VRABIE et al., 2008), sobrepeso ou
obesidade (DOTLIC et al., 2011), séo fatores de risco para a ocorréncia de neoplasia maligna
ovariana, sendo sua maior incidéncia em mulheres acima dos cinquenta anos de idade

(VRABIE et al., 2008, AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

1.7 FATORES PROTETORES PARA O DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

Em contrapartida aos fatores de risco, existem fatores que limitam, ou que diminuem
0 risco da doenca, tais como: a inibi¢do ou parada da ovulacdo habitual, seja por gravidez ou
contracepcdo oral (CLARKE-PEARSON, 2009, AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019),
por dez ou mais anos, que reduz em até 50% a chance de desenvolver o cancer (RISCH et al.,
1983); aumento no tempo de lactacdo; multiparidade (CLARKE-PEARSON, 2009), ou
cirurgia prévia de histerectomia ou laqueadura tubaria (SCHILDKRAUT & THOMPSON,

1988).

1.8 METODOS DE DIAGNOSTICO DO CANCER DE OVARIO

Os métodos mais utilizados para diagnosticar 0s tumores ovarianos sdo: marcadores
soroldgicos tumorais que podem apresentar positividade tanto no soro, quanto em ascite de

pacientes com tumores epiteliais malignos e benignos de ovario (CHERCHI et al., 2002).
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Além do uso da ultrassonografia transvaginal que auxilia na diferenciacdo entre
tumores neoplasicos e ndo neoplésicos (TAVARES-MURTA et al.,, 2004), associado ao
Color Doppler que pode ser utilizado na avaliagdo das massas ovarianas e na diferenciagio
entre benignidade e malignidade pela observacdo do indice de resisténcia e indice de

pulsatilidade do fluxo sanguineo nas regides tumorais (ZHANG & ZHANG, 2015).

1.8.1 Ultrassonografia transvaginal

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

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

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

fundamentado seguindo protocolo especifico e uniformizado de acordo com a selegdo das
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seguintes variaveis: 1. Quatro variaveis clinicas: idade, nivel sérico de CA-125, histdria
familiar de céncer de ovario e tipo de centro médico (centro de oncologia contra outros
hospitais); 2. Seis varidveis de ultrassom: didmetro maximo da lesdo, propor¢do de tecido
solido (sendo, o didmetro maximo do maior componente sélido dividido pelo didmetro
méaximo da leséo), a presenca de mais de 10 I6culos cisticos, o numero de projecdes papilares,
presenca de sombras acusticas e presenca de ascite.

Segundo os pesquisadores o novo modelo ADNEX otimiza a abordagem das
mulheres com alguma massa anexial e a adogdo do protocolo pelo ultrassonografista e a
interpretacdo dos resultados pelo oncologista sdo cruciais para a determinacgdo do diagndstico
e tratamento das portadoras de neoplasia ovariana, além disso, 0 ADNEX oferece excelente
discriminacdo entre tumores benignos e malignos, podendo esse modelo prever o tipo de
malignidade (VAN CALSTER et al., 2014).

O conhecimento do tipo especifico de doencas anexiais, antes da cirurgia € altamente
susceptivel, melhorando a triagem do paciente, e também torna possivel o favorecimento do
tratamento. Este, por sua vez, pode reduzir a morbidade e levar a um aumento da sobrevida

em diferentes tipos de tumores malignos do ovario (PEREIRA et al., 2018).

1.8.2 Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais tém sua importancia no diagnostico de neoplasia ovariana,
pois sdo substancias que podem ser encontradas e quantificadas no sangue ou em outros
fluidos organicos de pacientes portadores de neoplasias (REIS, 2005).

Um marcador tumoral pode ser produzido pelo préprio tumor, em resposta a

presenca do cancer (MATTOS et al., 2005). Testes para marcadores tumorais podem ser
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realizados isoladamente ou associados com exames de imagem, para detectar e diagnosticar
alguns tipos de cancer (REIS, 2005).

Os niveis séricos dos marcadores tumorais devem refletir com precisédo a evolucéao
clinica e a regressdo da doenca, e a normalizacdo dos seus niveis deve estar associada a cura
(REIS, 2005). Devem ser sensiveis e especificos e ainda apresentar niveis proporcionais ao
tamanho do tumor, no estabelecimento do progndstico e na detec¢do precoce de recorréncia
(EDGELL et al., 2010).

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

Estudos mostram que outros marcadores podem ser usados para auxiliar no
diagndstico das neoplasias ovarianas tais como: Proteina Humana 4 derivada do Epididimo
(HE4) (MOORE et al., 2009), Fator de Diferenciacdo do Crescimento-15 (GDF-15) (LIMA et
al., 2018), CA 72.4 (MOR et al., 2005), Octamer - 4 (Oct4) (ZHANG et al., 2010), Lactato

Desidrogenase (LDH) (SIMAGA et al., 2005) e Progranulina (DIAZ-CUETO et al., 2012).

1.8.3 Analise patologica cirdargica

Além dos métodos de triagem utilizados na deteccdo dos tumores ovarianos, a

analise cirurgica/patoldgica norteia o diagndstico e também o estadiamento dos tumores

malignos de ovario. Dentro deste contexto a International Federation of Gynecology and

Obstetrics (FIGO) determina requisitos que o cirurgido oncologico aplica durante a
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abordagem cirdrgica para a remogdo das massas anexiais. (ZEPPERNICK & MEINHOLD-
HEERLEIN, 2014).

A relacdo dos estadiamentos das neoplasias ovarianas esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 - Estadiamento do céncer de ovario maligno segundo a FIGO. *Adaptado de The
new FIGO staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal cancer
(ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Estadio | — Tumor limitado aos ovarios ou Trompa(s) de Faldpio?

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

Estadio IB: Tumor limitado aos dois ovarios ou Trompas de Falopio, ndo ha células
malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na superficie dos
ovarios ou Trompas de Falopio, com capsula intacta

Estadio IC: Tumor limitado a um ou ambos o0s ovarios ou Trompa(s) de Falopio, com
alguma das alteracdes:

IC1: Rompimento cirdrgico intra-operatdrio do tumor
IC2: Cépsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou da
Trompa(s) de Faldpio

IC3: Células malignas na ascite ou lavado peritoneal

Estadio Il — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Faldpio com
extensdo pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cancer peritoneal primario®
Estadio 1IA: Extensdo e/ou metastase para Utero e/ou Trompa(s) de Faldpio e/ou
Trompa(s) de Faldpio e/ou ovarios

Estadio 11B: Extensdo para outros tecidos intra-peritoneais pélvicos.

Estadio 11l — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Fal6pio, ou cancer
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peritoneal, confirmac&o histoldgica ou citoldgica de propagacao para o periténio fora da pelve
e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais
Estddio 1lI1Al: Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovado
citologicamente ou histologicamente)
I11AL(i): Metéstase de até 10 mm em sua maior dimenséo
I1IAL(ii): Metéstase maior que 10 mm em sua maior dimenséo
Estadio [11A2: Envolvimento peritoneal microscopico extra-pélvico (acima da
cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos
Estadio 111B: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve até 2 cm em sua maior
dimensdo, com ou sem metéstase para os linfonodos retroperitoneais
(inclui extensdo do tumor para capsula do figado e bago, sem envolvimento
do parénquima de qualquer 6rgao)
Estadio 11IC: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve acima de 2 cm em sua
maior dimensdo, com ou sem metastases para os linfonodos retro-
peritoneais (inclui extensdo do tumor para capsula do figado e bago, sem

envolvimento do parénquima de qualquer um dos 6rgéaos)

Estadio IV — Metéstases a distancia excluindo metéstases peritoniais
Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva

Estadio IVB: Metéstases para 0 parénquima e metastases para Orgaos extra-
abdominais (incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da cavidade

abdominal)®

aNdo é possivel ter o cancer peritoneal no estédio |

bAderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a atualizagdo de tumores
do Estadio | para Estadio II.

*Metastases extra-abdominais incluem infiltracdo intestinal transmural e dep6sito umbilical.

*0 sistema de estadiamento do céncer de ovério é estabelecido pela International Federation of Gynecology
and Obstetrics (FIGO) baseando-se no resultado obtido durante o ato cirtrgico. Fonte: ZEPPERNICK &
MEINHOLD-HEERLEIN, 2014.
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1.9 RESPOSTA IMUNE NO CANCER EPITELIAL DE OVARIO

O cancer epitelial de ovéario ndo é considerado um tumor imunogénico, como o
observado no melanoma, em tumores renais ou mesmo em doengas hematoldgicas (LAVOUE
et al., 2013). Os dados experimentais mostram que o microambiente inflamat6rio do cancer
epitelial de ovario impede a maturacéo de células mieloides, favorece o desenvolvimento das
células reguladoras e suprime a atividade citotoxica de linfocitos efetores, levando o tumor ao
escape do sistema imunoldgico e desencadeando a progressao do cancer (CUBILLOS-RUIZ
etal., 2010).

Por outro lado existem, células efetoras da resposta imunoldgica antitumoral que
participam diretamente na apresentacdo dos antigenos tumorais e/ou no ataque a essas células,
esse grupo inclui os linfdcitos (TILs - Linfdcitos Tumor Infiltrantes): T CD4+, T CD8+ (0
simbolo “+” refere-se as células imunologicamente ativadas), linfocitos T CD3+, linfécitos T
CD20+ e linfacitos T Natural Killer (NKT); células Natural Killer (NK) e Células Dendriticas
(DCs) (KNUTSON et al., 2003; ZHANG et al., 2003; IGLESIA et al., 2014; COOSEMANS
etal., 2015).

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

2003).
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1.9.1 Linfocitos T Reguladores (CD4)

Tem sido descrito na literatura que algumas células como os linfocitos T regulatérios
(Treg) CD4+ CD25+ FOXP3+ atuam como células imunossupressoras de tumores
aumentando a tolerancia do sistema imune a auto-antigenos (RUDENSKY, 2011), podendo
alterar a resposta dos linfécitos T citotoxicos (CD8+) administrados nas pacientes em
tratamento contra o cancer de ovario, podendo ainda levar a supressdo de células que
naturalmente atacariam os tecidos tumorais como os linfécitos T CD4+ in vivo e in vitro
(KNUTSON et al., 2003).

Os linfécitos T CD4+ desempenham um papel ambivalente na resposta anti-tumoral.
A resposta citotoxica anti-tumoral é assegurada pelo conjunto de citocinas liberadas por essas
células que recebem o nome de perfil Thl, enquanto que a funcdo de progressdo tumoral se da
a partir do momento em que essas células liberam citocinas de perfil Th2. A resposta imune
de perfil Thl é acompanhada pela producdo das seguintes citocinas: Interleucina - 2 (IL-2);
Interleucina - 12 (IL-12); Interferén - y (IFN- y); Fator de necrose tumoral - o (TNF-0) € a
resposta de perfil Th2 pela producdo das citocinas: Interleucina - 3 (IL-3); Interleucina - 4
(IL-4); Interleucina - 10 (IL-10) e Interleucina - 13 (IL-13) (LUKESOVA et al., 2015).

Segundo alguns pesquisadores as citocinas de perfil Thl sdo responsaveis pelo
fortalecimento da resposta imune tumoral que em consequencia levam ao favorecimento do

prognostico das pacientes com CEO (MILLIKEN et al., 2002).

1.9.2 Linfocitos que infiltram tumores “TILs” (CD3)

Os TILs CD3 sdo a principal populagéo celular situada no local do tumor, bem como

no sangue periférico de pacientes com carcinoma ovariano. Se infiltram no tumor através da
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atracdo de quimiocinas produzidas por células cancerosas que também regulam a migracdo de
outros linfocitos para o estroma tumoral. A maioria dos tumores ovarianos tém mostrado que
a presenca dessa classe celular € um fator independente de prognoéstico favoravel contra a
doenga (LUKESOVA et al., 2015).

Zhang et al. (2003) destacaram em seu trabalho que a presenca de linfocitos T CD3+
no estroma tumoral, em 54,8% de suas pacientes, estava intimamente correlacionado com
melhor sobrevida, deixando evidente a hip6tese de que essas células podem ser responsaveis
pelo reconhecimento de antigenos tumorais, sugerindo que as células TIL podem ser um
marcador de resposta antitumoral, visto que, estdo presentes em aproximadamente metade das
pacientes com carcinoma de ovario avancado (estadios Il e V), por outro lado as pacientes
que tiveram marcacdes ausentes para esses linfocitos tiveram sobrevida consideravelmente

menor.

1.9.3 Linfdcitos T citotoxicos (CD8)

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

Os linfécitos T CD8+ sdo responsaveis por induzir as células tumorais do cancer

epitelial de ovario a apoptose pelo reconhecimento de antigenos tumorais apresentados por
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moléculas de MHC, podendo reconhecer proteinas com 8 a 10 amino&cidos. Esses linfocitos
sd80 muito importantes na resposta imune frente aos tumores ovarianos, no entanto, por si s6
ndo séo suficientes para a erradicagdo do cancer principalmente por serem imunologicamente

influenciados pela ativagdo de linfocitos Treg (KNUTSON et al., 2003)

1.9.4 Células Natural Killer (NK)

Outras células importantes na resposta imune aos tumores ovarianos sdo as celulas
NK que além de terem propriedades de inducdo a morte celular podem apresentar antigenos.
As células NK sdo linfocitos granulares grandes que ndo possuem os marcadores de superficie
de 1gG nem de células T (CD3- CD19- CD56+). A atividade citolitica das células NK é
inibida através da interacdo do receptor de células expressa KIR-NK com moléculas MHC de
classe I. Essas células reconhecem tumores de uma forma néo restrita ao MHC (MORETTA
et al., 2002).

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

A MUC-16 (CA-125) protege as células tumorais do ovario do ataque do sistema
imunolégico, promovendo o crescimento do tumor. A presenca dessa mucina viabiliza um

método de fuga importante observado nos tumores ovarianos frente as células NK, onde ha a
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ligagdo desse marcador com as células NK, principalmente células do subconjunto
CD16+/CD56%™, inibindo a sua funcdo citolitica contra as células tumorais. A MUC-16 atua
ainda como uma molécula anti adesiva, impedindo a sinapse das células do cancer do ovério

com as células NK (BELISLE et al., 2010).

1.9.5 Linfdcitos B (CD20)

Os linfécitos B sdo as células efetoras da imunidade humoral e podem diferenciar-se
em células secretoras de anticorpos plasmaticos apos estimulacdo (BOUAZIZ et al., 2007).

Além disso, as células B contribuem para a imunidade celular, servindo como células
apresentadoras de antigeno e/ou pelo fornecimento de sinais co-estimuladores para a
maturacdo das células T (LUNDGREN et al., 2016). O papel dos linfécitos B na imunidade
tumoral ainda é controverso. Segundo Coughlin et al. (2004), os linfocitos B apresentadores
de antigeno foram encontrados induzindo a ativacdo de células T citotdxicas especificas em
tumores, no entanto, como descrito por deVisser et al. (2005), anticorpos produzidos por
linfécitos B podem potencializar a inflamacdo, levando a um estado cronificado, o que
consequentemente leva ao risco aumentado da chance de desenvolvimento de tumores.

Além dessas proposi¢cdes outra hipotese tem sido descrita na literatura onde as a¢6es
favoraveis dos linfocitos B frente aos tumores poderiam ser mediadas por anticorpos
segregados por essas células, que poderiam promover a opsonizacdo de antigenos tumorais,
levando a destruicdo de células tumorais, ou pela eliminagdo das células tumorais através da
acdo de anticorpos citotoxicos celulares mediados pela ativagdo das vias do complemento.
Segundo os pesquisadores, foi possivel verificar que 0s tumores ovarianos apresentaram

baixos numeros de células dendriticas, talvez as células B CD20+ serviriam como alternativa
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como células apresentadoras de antigeno no microambiente tumoral. Esta Gltima ideia se
ajusta bem com a co-localizagdo observada de células B que se infiltram no tumor e células T
CD8+ no cancer epitelial de ovério (MILNE et al., 2009).

A presenca de linfocitos B CD20+ foram relacionados com o aumento da sobrevida
no cancer epitelial de ovério. Além disso, segundo os pesquisadores a combinagédo de células
CD8+ e CD20+ infiltradas no epitélio de tumores epiteliais de ovério foi associado com um
aumento significativo da sobrevida quando comparados aos tumores que continham CD8+,
mas ndo continham imunomarcagdo para CD20+, ainda segundo os autores a presencga de
linfocitos CD20+ no tecido tumoral estava associado a uma melhor resposta ao tratamento
naquelas pacientes com cancer de ovario seroso de alto grau, quando estes linfocitos
combinavam com células T CD8+ (MILNE et al., 2009).

Mahmoud et al. (2012) avaliaram a expressao de linfocitos B CD20+ em carcinomas
mamarios e verificaram que a presencga da maior contagem dessas células no infiltrado celular
linfocitario, das 1470 pacientes por eles avaliados, estava diretamente relacionado a melhora
no prognostico bem como na sobrevida das pacientes, independentemente do tamanho das
massas tumorais, da presenca ou ndo de células T CD8+, do grau tumoral e do potencial
invasor das células tumorais, dados que fornecem provas que sugerem que as células B, talvez
como parte da resposta imune humoral adaptativa, podem ter um papel fundamental na
resposta imunoldgica no cancer de mama.

Recentemente outros pesquisadores avaliaram a expressao dos genes dos linfécitos B
em cancer de mama e de ovario imunorreativo e verificaram que houve presenca elevada dos
genes dessas células nos tumores avaliados, sendo a presenca desses genes relacionada
diretamente com sobrevida global e livre de progresséo da doencga (IGLESIA et al., 2014).

A expressdo dos genes de células B foi altamente correlacionada com a expressao de

genes de células T, demonstrando que no cancer de mama e cancer de ovario, subtipos
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especificos de linfocitos B tumor infiltrantes sdo clonalmente expandidos, enriquecendo a
resposta imune, o que fornece evidéncias de que os linfécitos B ndo sdo meramente um
marcador substituto para uma resposta de células T anti-tumoral, mas sim possiveis ativadores

de linfécitos T (IGLESIA et al., 2014).

1.10 USO DO GRUPAMENTO DE DIFERENCIACAO (CD) PARA DETECCAO DE

LINFOCITOS

Grupamento de diferenciacdo ou do inglés Cluster of Differentiation (geralmente
abreviado como CD) é o conjunto de moléculas marcadoras da superficie celular usadas para
diferenciar variados tipos de células. Moléculas CD podem agir de diferentes modos,
geralmente como receptores ou como ligantes (a molécula que ativa um receptor). Uma
cascata de sinalizacdo normalmente € iniciada, alterando o comportamento da célula.
Algumas proteinas CD ndo tém papel na sinalizacdo, desempenhando outras fun¢Ges como
adesdo celular (ZOLA et al., 2005).

Avancos da ultima década nos estudos da expressdo de antigenos tém facilitado o
desenvolvimento de formas de diagnostico. As moléculas CD constituem um conjunto de
antigenos candidatos promissores, pois foram relacionados ao estado de algumas doencas
infecciosas e neoplasicas (ELLMARK et al., 2008). Niveis de expressdao de antigenos CD
parecem refletir tanto a biologia do carcinoma quanto a distincdo das linhas de alguns tipos
celulares cancerigenos (LIU, 2000; LIU & TRUE, 2002). Desta forma, essas moléculas podem
ser usadas para estudar a funcéo das células e entender a diferenciacéo celular (BELOV et al.,

2001, LIU & TRUE, 2002).
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2.1 JUSTIFICATIVA

A literatura ndo possui muitos artigos definindo os fatores adicionais em relagdo ao
prognostico das neoplasias malignas de ovério. Portanto, o estudo de novos marcadores
diagndsticos e prognosticos no cancer primario de ovario é importante para uma melhor
programacdo do tratamento cirtrgico e adjuvante das pacientes, onde a compreensdo da
interacdo do sistema imunolégico com os tecidos tumorais podem ser promissores para novas
terapias imunogénicas direcionadas, visto que o tratamento dessa neoplasia ainda € um

desafio na Oncologia Ginecoldgica

2.2 HIPOTESES

Neoplasias malignas epiteliais priméarias de ovario apresentam uma maior imuno-
marcacdo tecidual de CD3, CD4, CD8 e CD20 quando comparada com neoplasias benignas
epiteliais de ovario.

A imuno-marcacdo tem relacdo com fatores prognoésticos clinicos, laboratoriais e

patoldgicos em neoplasias malignas.
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1. Avaliar a expressdo de CD3, CD4, CD8 e CD20 no estroma das neoplasias
benignas e malignas epiteliais primarias de ovario.

2. Relacionar a expresséo de CD3, CD4, CD8 e CD20 no compartimento estromal
das neoplasias malignas epiteliais de ovario com fatores progndsticos (niveis séricos de
marcadores tumorais, tipo histoldgico, comprometimento linfonodal, resposta a
quimioterapia, sobrevida livre de doenca, estadiamento e grau de diferenciacdo tumoral) em

neoplasias malignas primarias de ovario.
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Abaixo apresentam-se 0s materiais utilizados e os métodos realizados no desenvolvimento

desse estudo. Listam-se abaixo os materiais e consecutivamente os metodos nos itens seguintes.

4.1 PACIENTES

Foram analisadas 328 prontuérios das pacientes atendidas, no periodo de 1997 a 2017,
no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia/Instituto de
Pesquisa em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM,
Uberaba - MG. Destas 328 pacientes, foram selecionadas 77, as quais estavam enquadradas

dentro dos critérios de inclusdo do trabalho. Essas 77 pacientes representam o “n” desse estudo.

4.1.1 Critério de indicacéo de laparotomia exploradora

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

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

As pacientes foram divididas em dois grupos, de acordo com a confirmacdo do
diagndstico anatomopatoldgico, desta forma se caracterizam: o primeiro grupo de neoplasias
ovarianas epiteliais benignas (n=40), e o segundo grupo de neoplasias ovarianas epiteliais
malignas primarias (n=37). Os casos borderline foram incluidos no grupo de neoplasias
malignas. O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, (Plataforma Brasil) - sob protocolo
namero: CAAE: 34770014400005154 (Anexo A). O consentimento livre e esclarecido por

escrito foi obtido de cada paciente ou de seus familiares (Anexo B).

4.1.3 Critérios de inclusao

O critério de inclusao foi diagndstico pos-operatério de neoplasia de ovario (benigna

ou maligna) pela analise anatomo-patologica em parafina.

4.1.4 Critérios de exclusao

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

tumor primério de ovério de linhagem néo epitelial; torcdo do pediculo anexial; tratamento

prévio a cirurgia (Quimioterapia); recidiva da neoplasia; perda de seguimento ou dados

incompletos no prontuario.
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4.2 ELABORACAO DO BANCO DE DADOS

Para elaboracdo do banco de dados especifico para este estudo foram colhidas

informacdes constantes nos prontuarios das 77 pacientes que se enquadraram no estudo.

4.2.1 Perfil das pacientes

Para caracterizar o perfil das pacientes os seguintes dados de prontuérios foram

anotados: idade, gestacdo, paridade, idade da menarca, idade da menopausa, estado civil,

método contraceptivo, status hormonal, terapia hormonal e tabagismo.

4.2.2 Exame ultrassonografico

Dados da ultrassonografia como: didmetro, volume das massas, caracteristicas de

ecografia e color doppler foram avaliados e anotados,

4.2.3 Exames laboratoriais

Dentre os exames laboratoriais pré-operatorios, foram colhidas informacgdes do

hemograma como: hemoglobina, valor absoluto de neutrofilos, linfocitos e plaquetas, além de

glicemia e marcadores tumorais (CA125, CA15.3, CA19.9, CEA e AFP).
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4.2.4 Diagndstico Anatomo patoldgico

Foram anotados dados do tipo histolégico, grau histoldgico, estadiamento (FIGO),

modelo da carcinogénese em tipo | e tipo Il (subtipo molecular) no caso de tumores ovarianos

epiteliais e metastases em linfonodos.

4.2.5 RelagBes neutrdfilo/linfocito (RNL) e plaqueta/linfécito (RPL)

Os valores de RNL e RPL foram obtidos através da divisdo do nimero absoluto de

neutrofilos e plaquetas pelo nimero absoluto de linfocitos, respectivamente. Utilizou-se como

valor de corte 2,6 para RNL (ASHRAFGANJOEI et al., 2016) e 200 para RPL (ASHER et

al., 2011).

4.2.6 Resposta a quimioterapia

Foram anotados dados relativos a resposta ao tratamento quimioterapico (completa

ou parcial) das pacientes com neoplasia maligna epitelial priméria de ovario.
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4.2.7 Dados de sobrevida

Para a avaliacdo da sobrevida livre de doenca (SLD), que é definida como tempo em
meses do diagndstico até o0 momento da recidiva da doenca, e sobrevida global (SG), que é
definida como tempo em meses do diagnostico até a morte por qualquer causa, foram
anotados dados como: data da cirurgia, data da primeira recidiva, data da ultima consulta e
data do o6bito, quando este se aplicava. Os grupos foram divididos em SLD > 36 meses e SLD

< 36 meses. A sobrevida global

4.3 METODOS

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

realizacdo da analise estatistica, do banco de dados e a reda¢édo do texto.

4.3.1 Analise anatomo-patoldgica

Foi realizada andlise anatomo-patologica dos cortes embebidos em parafina pelo
Servigo de Patologia Cirdrgica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro - UFTM, Uberaba-MG, sendo que os casos foram revisados por um observador da

Disciplina de Patologia Especial da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.
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A avaliacdo anatomo-patoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de
acordo com os critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics - FIGO
(ZEPPERNICK & MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Na avaliagdo do grau histologico, os tumores de células da granulosa e 0s tumores
borderline foram considerados juntamente com o grupo de tumores bem diferenciados (grau
1). Para os demais tumores, foi realizada uma revisdo do grau histoldgico pelo patologista,
sendo divididos em grau 1 (bem diferenciados), grau 2 (moderadamente diferenciados) e grau
3 (pouco diferenciados).

Os tumores ovarianos epiteliais foram divididos e classificados conforme o novo
modelo de carcinogénese (subtipo molecular), sendo agrupados em tipo I e tipo II. Os do tipo
| foram considerados os tumores borderline serosos, carcinomas serosos de baixo grau, e
carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras. Os do tipo Il, os carcinomas
serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos (carcinossarcomas) e

indiferenciados (KURMAN & SHIH, 2010; KURMAN & SHIH, 2011; READE et al., 2014).

4.3.2 Analise imuno-histoquimica

Os espécimes obtidos por resseccdo cirargica foram processados em parafina e
revisados por patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos cortes
(4pum) em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se o Sistema de
deteccdo de Polimeros Novolink™. As laminas permaneceram em estufa a uma temperatura
de 56°C por um periodo de 24h, e em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol,
permanecendo 5 minutos em cada banho e desidratadas em 3 banhos de alcool absoluto e 1

banho de alcool a 80%, 10 segundos cada banho
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Posteriormente, apds as laminas permaneceram em banho de solugdo salina
tamponada, o PBS (pH 7.2) durante 5 minutos, para hidratagdo. Logo depois foi realizada a
recuperacdo dos antigenos. As laminas foram colocadas em tubos de citologia contendo
solucdo tampéo Citrato 10mM (pH 6,0) ou Tris-EDTA, conforme orientagéo do fabricante, e
colocados dentro de uma panela Pascal, que foi completada com agua destilada até o limite
indicado durante 30 minutos a uma temperatura de 100°C. Ent&o, os tubos foram retirados de
dentro da panela e colocados sobre a bancada para seu resfriamento a temperatura ambiente
de 22°C.

As laminas foram colocadas em um rack e lavadas com &gua destilada e enxugadas,
cuidadosamente, na adjacéncia do corte, ndo permitindo que os cortes ficassem secos. Apos
este processo, as laminas foram colocadas em uma prancha de incubagdo e para neutralizar a
peroxidase enddgena foi utilizado o Bloqueador de Peroxidase (agua oxigenada a 3%) sobre
cada corte durante 15 minutos.

Apds esta etapa, as ldaminas foram lavadas 3 vezes em tampdo PBS durante 5 minutos
cada lavagem. Em seguida as laminas foram incubadas com Bloqueador de Proteinas por 15
minutos. Apds esta etapa, as laminas foram lavadas 3 vezes em tampdo PBS durante 5
minutos cada lavagem e incubadas com anticorpo primério diluido em BSA, (o anticorpo foi
diluido em albumina do soro bovina (Sigma®) de acordo com as indicacdes presentes em suas
especificacbes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a 2%) e anticorpo primario
permitem bloquear as ligacdes inespecificas, para reduzir coloracdo de fundo), por cerca de 18
horas, em camara umida, a 4 °C.

Foram utilizados controles positivos para cada anticorpo, mediante pré-requisitos do
fabricante. Apds a incubacgdo overnight a 4 °C com os anticorpos especificos anti-CD3, anti-

CD4, anti-CD8 e anti-CD20, as laminas foram colocadas a temperatura ambiente por cerca de
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15 minutos e foram novamente lavadas com tampédo PBS durante 5 minutos cada lavagem e
secas.

Os anticorpos primarios utilizados no trabalho, diluicGes e controles estdo descritos
no Anexo C.

As laminas entdo, foram incubadas com Anticorpo po6s-primario durante 30 minutos.
Foram lavadas com tamp&o PBS durante 5 minutos. Em seguida as laminas foram incubadas
com Polimero Novolink™ durante 30 minutos. Foram lavadas com tampdo PBS durante 5
minutos cada lavagem.

Apo6s lavagem com PBS, as laminas foram reveladas através da adigdo da solugdo
cromdgena (Diaminobenzidine - DAB), por 5 minutos. Apds, as laminas foram lavadas em
agua corrente e contra-coradas em hematoxilina de Harris.

Finalmente as ldaminas foram imersas em 3 banhos de alcool absoluto 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 I1aminas com entellan® para posterior
andlise.

As solucgdes e tampdes utilizados constam no Anexo D.

4.3.3 Leitura das laminas de imuno-histoquimica

As laminas submetidas a reacdo imuno-histoquimica foram analisadas para a andlise

da porcentagem de células marcadas com os anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-

CD20. A porcentagem de imunomarcacdo no estroma foi avaliada subjetivamente utilizando-

se a graduacgdo de 0 a 3: 0 (até 25% do corte), 1 (de 26 até 50% do corte), 2 (de 51 até 75% do
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corte), 3 (acima de 76% do corte) (XU et al., 2018), e foi realizada em 10 campos aleatorios
do estroma adjacente ao epitélio do corte, capturados com aumento de 400X.

Foram utilizados controles positivo e negativo para cada anticorpo. Dois
observadores avaliaram as laminas.

As duas leituras acontecem para aumentar a confiancga dos resultados, sendo que apds
foi realizado o teste de Kappa para verificar concordancia entre os observadores. Os casos
discordantes foram revistos em conjunto e os resultados obtidos por consenso.

4.3.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat software®. De acordo com a
distribuicédo (teste de Kolmogorov-Smirnov), os resultados ndo paramétricos foram expressos
em medianas (minimo-maximo) e percentis. Foi utilizado o teste exato de Fisher, com nivel
de significancia menor que 0,05. No estudo imunohistoquimico, a concordancia entre dois
observadores foi realizada através do kappa: k<0,4: concordancia fraca; 0,4< «<0,8:
concordancia moderada; 0,8< k<1,0: concordancia forte; k=1,0: concordancia perfeita

(ARANGO, 2001).

4.3.5 Estruturacao do banco de dados

Os dados clinicos, laboratoriais e cirurgicos das pacientes estudadas foram

arquivados em banco de dados especifico para o estudo. Foram utilizados o Microsoft Excel®

e Microsoft Word® para o armazenamento dos dados.
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4.3.6 Redacéao do texto

O texto deste trabalho foi redigido conforme as normatizagdes técnicas cientificas da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), utilizando como suporte referencial,
material do banco de dados literario da National Library of Medicine, National Institutes of

Health United States of America - PubMed.

Cid Almeida de Lima - Avaliagdo de Linfocitos no Estroma Peritumoral de Neoplasias Epiteliais de Ovario, 2019



5. evesiliados

Cid Almeida de Lima - Avaliagdo de Linfocitos no Estroma Peritumoral de Neoplasias Epiteliais de Ovario, 2019



10

11

12

13

14

15

16

63

Resultados

Foram inseridas neste trabalho 77 pacientes distribuidas em 2 grupos (40 neoplasias
benignas e 37 neoplasias malignas). No grupo de neoplasias malignas, a mediana de idade foi
de 50 anos (25-73 anos), a paridade mediana foi de 2 partos (0-7 partos), a idade mediana de
menarca foi 13 anos (9-16 anos), a idade mediana da menopausa foi 50 anos (38-57 anos). Em
relacdo ao uso de método contraceptivo, 2 (5,4%) utilizavam contraceptivo hormonal,
nenhuma utilizava preservativo, e 4 (10,8%) foram submetidas a laqueadura tubéria. Uma
paciente (2,7%) utilizava terapia de reposicdo hormonal e 6 pacientes (16,2%) eram
tabagistas. Em relacdo ao status hormonal, 22 (59,5%) estavam no menacme e 15 (40,5%)
estavam na menopausa. 13 pacientes (35,1%) deste grupo foram a dbito (tabelas 3 e 4).

No grupo de neoplasias benignas, a mediana de idade foi de 48 anos (18-69 anos), a
paridade mediana foi de 2 partos (0-9 partos), a idade mediana de menarca foi 13 anos (10-17
anos), a idade mediana da menopausa foi 49 anos (29-55 anos). Em relagdo ao uso de método
contraceptivo, 7 (17,5%) utilizavam contraceptivo hormonal, 1 (2,5%) utilizava preservativo,
e 16 (40,0%) foram submetidas a laqueadura tubéria. 3 pacientes (7,5%) utilizava terapia de
reposicdo hormonal e 10 pacientes (25,0%) eram tabagistas. Em relacdo ao status hormonal,

23 (57,5%) estavam no menacme e 17 (42,5%) estavam na menopausa (tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Variaveis quantitativas das pacientes com Neoplasia Maligna/Benigna de Ovario atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de

Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017.

(n=37 malignas / 40 benignas) Mediana Minimo Maximo
Malignas Benignas Malignas Benignas Malignas Benignas

Idade (anos) 50,0 48,0 25,0 18,0 73,0 69,0
Gestacao 2,0 3,0 0,0 0,0 8,0 10,0
Paridade 2,0 2,0 0,0 0,0 7,0 9,0
Idade Menarca (anos) 13,0 13,0 9,0 10,0 16,0 17,0
Idade Menopausa (anos) 50,0 49,0 38,0 29,0 57,0 55,0
Niveis de CA125 (U/mL) 77,8 16,8 7,3 0,6 1529,0 161,4
Niveis de CA15,3 (U/mL) 21,2 14,7 6,9 5,2 813,0 35,6
Niveis de CA19,9 (U/mL) 12,7 8,6 0,8 0,6 4442 83,5
Niveis de CEA (U/mL) 1,6 1,5 0,2 0,2 48,7 6,4
Niveis de AFP 1,9 1,8 0,5 0,5 1000,0 27,8
Volume da massa ao ultrasson (mL) 611,8 299,0 22,0 6,1 4000,0 8260,0
Maior diametro da massa ao ultrasson (cm) 12,5 8,8 3,8 2,3 22,9 34,1
Sobrevida livre de doenca (meses) 17,0 -- 0,0 -- 193,0 --
Sobrevida Global (meses) 21,0 -- 0,0 -- 193,0 --

Fonte: O Autor.
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Tabela 4 - Variaveis qualitativas das pacientes com Neoplasia Maligna/Benigna de Ovario
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017.

Grupo Neoplasia Maligna Grupo Neoplasia Benigna

(n=37) (n=40)
n % n %

Estado civil

Amasiadas 0 0,0 5 12,5

Casadas 22 59,5 19 47,5

Divorciadas 3 8,1 2 5,0

Solteiras 8 21,6 10 25,0

Vilvas 4 10,8 4 10,0
Método Contraceptivo

Hormonal 2 54 7 17,5

Barreira 0 0,0 1 2,5

Laqueadura Tubaria 4 10,8 16 40,0

Nenhum 31 83,8 16 40,0
Status Hormonal

Menacme 22 59,5 23 57,5

Menopausa 15 40,5 17 42,5
Terapia Hormonal

Sim 1 2,7 3 7,5

Néo 36 97,3 37 92,5
Tabagismo

Sim 6 16,2 10 25,0

Néo 30 81,1 27 67,5

Ex-tabagista 1 2,7 3 7,5
Obito

Sim 13 35,1 0 0,0

Néo 24 64,9 40 100,0

Fonte: O Autor.
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O estadiamento das neoplasias malignas segundo a FIGO foram: 14 (37,83%)
pacientes 1A, 2 (5,41%) 1B, 2 (5,41%) 1C2, 1 (2,70%) 1A, 2 (5,41%) 1IB, 1 (2,70%) I11AL(ii),
1 (2,70%) I11A2, 1 (2,70%) I1IB, 10 (27,03%) I1IC e 3 (8,11%) IVB das pacientes (figura 2

em anexo).

Figura 2: Frequéncia do estadiamento das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovério
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017, segundo o0s

critérios da International Federation of Gynecology and Obstetrics - FIGO/2016.
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Fonte: O Autor.
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Em relacdo ao grau de diferenciagdo histoldgica, grau 1 16 (43,2%) dos tumores

malignos foram classificados, grau 2 14 (37,8%) e grau 3 7 (18,9%).

Figura 3: Frequéncia do Grau Histologico das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovério
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017, segundo 0s

critérios da International Federation of Gynecology and Obstetrics - FIGO/2016.

Grau de Diferenciacdo Histologica

= Grau 1
m Grau 2

® Grau 3

Fonte: O Autor.
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Os subtipos moleculares das neoplasias malignas foram: tipo 1 20 (54,05%) e tipo 1l

17 (45,95%).

Figura 4: Frequéncia do Subtipo Molecular das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovario
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017, segundo 0s

critérios da International Federation of Gynecology and Obstetrics - FIGO/2016.

Classificacao do Subtipo Molecular dos
Tumores Malignos

40,0 42,0 440 46,0 480 50,0 520 540 56,0
%

Fonte: O Autor.
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A Classificagdo Histoldgica das pacientes com Neoplasias Benignas, estdo listadas
na tabela 5.

Tabela 5 - Classificacdo Histoldgica das pacientes com Neoplasias Benignas de Ovario
atendidas no Ambulatorio de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017.

Grupo Neoplasias Benignas

(n=40)
n %
Cistoadenoma Seroso 21 52,5
Cistoadenoma Mucinoso 16 40
Cistadenoma Seromucinoso e Tumor de Brenner 1 2,5
Cistoadenoma Mucinoso e Tumor de Brenner 1 2,5
Cistoadenoma Seroso e Tumor de Brenner 1 2,5

Fonte: O autor.

A Classificacdo Histologica das pacientes com Neoplasias Malignas, estdo listadas

na tabela 6.
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Tabela 6 - Classificacdo Histologica das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovério
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017.

Grupo Neoplasias Malignas

(n=37)
n %
Cistoadenocarcinoma Papilifero Seroso 13 35,2
Cistoadenocarcinoma Mucinoso Borderline 12 32,4
Cistoadenoma Seroso Bordeline 3 8,1
Adenocarcinoma Anaplasico Papilifero 3 8,1
Cistoadenocarcinoma Mucinoso 2 5,4
Adenocarcinoma Endometrioide 1 2,7
Carcinoma de Células Claras 1 2,7
Cistoadenocarcinoma 1 2,7
Tumor Endometrioide Proliferativo Atipico Bordeline 1 2,7

Fonte: O autor.
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A Tabela 7 mostra as diferencas na marcacdo tecidual estromal por imuno-

histoquimica das citocinas entre neoplasias malignas e benignas de ovario.

Houve maior imuno-marcacdo de CD3 em neoplasias malignas comparando-se as

neoplasias benignas.

Houve maior imuno-marcagdo de CD4 em neoplasias benignas quando comparando-

se as neoplasias malignas.

Tabela 7 - Diferencas na marcacdo tecidual estromal por imuno-histoquimica das citocinas

entre neoplasias malignas e benignas de ovario das atendidas no Ambulatério de Massa

Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia Universidade Federal do Triangulo

Mineiro - UFTM, no periodo de 1997-2017.

0/1 213 p

Neoplasias Benignas (n=40)  36/40 (90,0%) 4/40 (10,0%)

CD3 Estromal 0,0001*
Neoplasias Malignas (n=37)  18/37 (48,6%) 19/37 (51,4%)
Neoplasias Benignas (n=40)  15/40 (37,5%) 25/40 (62,5%)

CD4 Estromal 0,0408*
Neoplasias Malignas (n=37)  23/37 (62,2%) 14/37 (37,8)
Neoplasias Benignas (n=40)  21/40 (52,5%) 19/40 (47,5%)

CD8 Estromal 0,3627
Neoplasias Malignas (n=37)  15/37 (40,5%) 22/37 (59,5%)
Neoplasias Benignas (n=40)  40/40 (100%) 0/40 (0,0%)

CD20 Estromal 0,4805

Neoplasias Malignas (n=37)

36/37 (97,3%)

1/37 (2,7%)

* Teste Exato de Fisher, com nivel de significancia de p<0,005.

Fonte: O Autor.
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Figura 5: Marcacéo imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD3

Figura 5 - MarcacgGes imuno-histoquimicas. Controle/Cortes histoldgicos de neoplasia epitelial ovariana.

A: Marcacdo celular das células CD3 no tecido de controle positivo (amigdala) no aumento de 100x. B:
Marcacdo imuno-histoquimica estromal (0-1) das células CD3 em cistoadenoma seroso no aumento de
400x. C: Marcacdo imuno-histoquimica estromal (2-3) das células CD3 em adenocarcinoma

moderadamente diferenciado seroso no aumento de 400x. Fonte: O Autor.
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Figura 6: Marcacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD4

Wy A
N a f:
A &*@‘N&@]‘ﬂ

C

Figura 6 - MarcacGes imuno-histoquimicas. Controle/Cortes histoldgicos de neoplasia epitelial ovariana.
A: Marcacdo celular das células CD4 no tecido de controle positivo (amigdala) no aumento de 100x. B:
Marcagdo imuno-histoquimica estromal (0-1) das células CD4 em cistoadenoma seroso no aumento de
200x. C: Marcagdo imuno-histoquimica estromal (2-3) das células CD4 em cistadenoma seromucinoso e

tumor de Brenner no aumento de 200x. Fonte: O Autor.
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1 Figura 7: Marcagdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD8

2 Figura 7 - MarcagBes imuno-histoquimicas. Controle/Cortes histoldgicos de neoplasia epitelial ovariana.
3 A: Marcacdo celular das células CD8 no tecido de controle positivo (amigdala) no aumento de 100x. B:
4 Marcacdo imuno-histoquimica estromal (0-1) das células CD8 em cistoadenoma mucinoso no aumento de
5 400x. C: Marcagdo imuno-histoquimica estromal (2-3) das células CD8 em adenocarcinoma

6 moderadamente diferenciado seroso no aumento de 400x. Fonte: O Autor.
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1  Figura 8: Marcagdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD20

2 Figura 8 - MarcagGes imuno-histoquimicas. Controle/Cortes histoldgicos de neoplasia epitelial ovariana.
3 A: Marcacdo celular das células CD20 no tecido de controle positivo (amigdala) no aumento de 100x. B:
4 Marcagdo imuno-histoquimica estromal (0-1) das células CD20 em cistoadenoma seroso no aumento de
5 200x. C: Marcagdo imuno-histoquimica estromal (2-3) das células CD20 em cistoadenoma seroso no

6 aumento de 200x. Fonte: O Autor.
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A tabela 8 mostra a relacdo entre os imuno-marcadores estudados e fatores
prognosticos. Nossa avaliagdo abrangeu apenas o estroma tumoral. Foi possivel verificar que
0 subtipo molecular Il, dos tumores malignos, associou-se as imuno-marcagdes aumentadas
de CD8 p=0,0227. Na avaliacdo de metastases em linfonodos verificou-se que a auséncia de
imuno-marcagdo de CD20 p=0,0362, associou-se a auséncia de metastases linfonodais.

N&o houve diferenca significativa em relagdo aos demais imuno-marcadores

estudados com o restante dos fatores progndsticos e hematoldgicos avaliados.
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Tabela 8: Distribuicdo das leituras dos imuno-marcadores com imuno-marcacdo estromal, e correlacfes com o grau histoldgico, estadiamento, subtipo molecular, metastases em linfonodos,
fatores hematol6gicos (RNL/RPL), glicemia, resposta a quimioterapia e sobrevida livre da doenca das neoplasias malignas de ovario.

CD3 CD3 CD4 CD4 CD8 CD8 CD20 CD20
0 1,2,3 0 1,2,3 0 1,2,3 0 1,2,3
1 5/16 (31,3%) 11/16 (68,7%)  3/16 (18,8%)  13/16 (81,2%)  5/16 (31,3%)  11/16 (68,7%)  16/16 (100,0%) 0/16 (0,0%)
Grau Histolégico (n=37)
2/3 6/21 (28,6%) 15/21 (71,4%)  7/21 (33,3%)  14/21(66,7%) 4/21(19,0%) 17/21(81,0%)  18/21 (85,7%) 3/21 (14,3%)
11 7/21 (33,3%) 14/21 (66,7%)  4/21(19,0%) 17/21(81,0%) 6/21 (28,6%)  15/21(71,4%)  20/21 (95,2%) 1/21 (4,8%)
Estadiamento (FIGO) (n=37)
nnv 4/16 (25,0%) 12/16 (75,0%) 6/16 (37,5%) 10/16 (62,5%)  3/16 (18,8%)  13/16 (81,2%)  14/16 (84,5%) 2/16 (12,5%)
I 6/20 (30,09%) 14/20(70,0%) 5/20 (25,0%)  15/20 (75,0%)  8/20 (40,0%) 12/20 (60%) 20/20 (100,09%) 0/20 (0,0%)
Subtipo Molecular (n= 37)
I 5/17 (29,4%) 12/17 (70,6%)  5/17 (29,4%)  12/17 (70,6%)  1/17 (59%)  16/17 (94,1%)*  14/17 (82,4%) 3/17 (17,6%)
Positiva 1/5 (20,0%) 4/5 (80,0%) 2/5 (40,0%) 3/5 (60,0%) 1/5 (20,0%) 4/5 (80,0%) 3/5 (60,0%) 2/5 (40,0%)
Metéstases em Linfonodos (n=24)
Negativa 6/19 (31,6%) 13/19 (68,4%) 2/19 (10,5%) 17/19(89,5%)  4/19 (21,0%) 15/19 (79,0,09%) 19/19 (100,0%)**  0/19 (0,0%)
>12 7124 (29,2%) 17/24 (70,8%)  7/24 (29,2%)  17/24 (70,8%)  6/24 (25,0%)  18/24 (75,0%)  22/24 (91,7%) 2/24 (8,3%)
Hemoglobina > 12 (n=37)
<12 4/13 (30,8%)  9/13(69,2%)  3/13(23,1%) 10/13 (76,9%) 3/13(23,1%) 10/13(76,9%)  12/13 (92,3%) 1/13 (7,7%)
<2,6 7125 (28,0%) 18/25(72,0%)  6/25 (24,0%)  19/25(76,0%) 5/25(20,0%) 20/25(80,0%)  23/25 (92,0%) 2/25 (8,0%)
Relacdo Neutrofilo/Linfécito (n=37)
>2,6 4/12 (33,3%) 8/12 (66,7%)  4/12(33,3%)  8/12(66,7%)  4/12(33,3%)  8/12 (66,7%) 11/12 (91,7%) 1/12 (8,3%)
<200 7/28 (25,0%) 21/28 (75,0%)  9/28 (32,1%)  19/28 (67,9%)  8/28(28,6%) 20/28 (71,4%)  26/28 (92,9%) 2/28 (7,1%)
Relacéo Plaqueta/Linfocito (n=37)
>200 4/9 (44,4%) 5/9 (55,6%) 1/9 (11,1%) 8/9 (88,9%) 0/9 (0,0%) 9/9 (100,0%) 8/9 (88,9%) 1/9 (11,1%)
<100 7127 (25,9%) 20/27 (74,1%)  6/27 (22,2%)  21/27 (77,8%)  7/27 (25,9%)  20/27 (74,1%)  25/27 (92,6%) 2127 (7,4%)
Glicemia (mg/dL) (n=37)
>100 4/10 (40,0%) 6/10 (60,0%)  4/10 (40,0%)  6/10(60,0%)  2/10(20,0%)  8/10 (80,0%) 9/10 (90,0%) 1/10 (10,0%)
Completa  4/12 (33,3%) 8/12(66,7%)  2/12 (16,7%) 10/12(83,3%) 2/12(16,7%) 10/12(83,3%) 12/12 (100,0%) 0/12 (0,0%)
Resposta a Quimioterapia (n=18)
Sem resposta  3/6 (50,0%) 3/6 (50,0%) 2/6 (33,3%) 4/6 (66,7%) 1/6 (16,7%) 5/6 (83,3%) 5/6 (83,3%) 1/6 (16,7%)
>36 meses 2/14 (14,3%) 12/14(85,7%) 3/14 (21,4%) 11/14 (78,6%) 5/14 (35,7%)  9/14 (64,3%)  14/14 (100,0%) 0/14 (0,0%)
Sobrevida Livre da Doenga (n=37)
<36 meses 9/23(39,1%) 14/23(60,9%) 7/23(30,4%) 16/23 (69,6%) 4/23 (17,4%) 19/23 (82,6%)  20/23 (87,0%) 3/23 (13,0%)

*p=0,0227, comparando subtipos moleculares 1I/11; **p=0.0362, comparando a metastase em linfonodos negativa/positiva. (Teste Exato de Fisher p<0,005).

Fonte: O autor.
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A origem do céncer ovariano ainda é incerta. As descobertas que auxiliam no
diagnéstico caminham lentamente no decorrer das Ultimas décadas e o conhecimento dos
mecanismos por quais as células epiteliais ovarianas sofrem transformac@es malignas ainda
é uma incognita na comunidade cientifica.

Os fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento de cancer de ovario séo
idade, obesidade, historia reprodutiva, uso de contraceptivos, historia familiar, terapia de
reposi¢do hormonal e tabagismo, contudo, as razdes para o desenvolvimento da doenga ndo
foram elucidadas (JAMMAL et al., 2017).

Apesar disso, existem fatores que limitam ou reduzem o risco de desenvolver a
doenca, que incluem hébitos de vida saudaveis como préatica de exercicios fisicos, a inibi¢do
ou parada da ovulacdo normal, por gravidez ou contracep¢do, aumento no periodo de
lactacdo, multiparidade e cirurgia previa de salpingectomia ou salpingo-ooforectomia, sendo
esta Ultima capaz de reduzir em 75-96% a chance de desenvolver cancer ovariano
(JAMMAL et al., 2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os fatores de risco ndo foram abordados como determinantes para a incidéncia da
doenca, mas nossos resultados demonstram que 40% das pacientes com neoplasias benignas
realizaram laqueadura tubaria em comparac¢do com 10,8% das com neoplasia maligna. Em
relacdo ao método contraceptivo, 17,5% das pacientes com neoplasias benignas faziam uso
de contraceptivo hormonal em comparacdo com 5,4% das com neoplasia maligna.

Em nosso estudo foram inseridas 40 pacientes do grupo de neoplasias benignas e 37
de neoplasias malignas epiteliais primarias de ovario. A mediana de idade para o grupo
benigno foi de 48 anos e 50 anos para o grupo de malignas, dados coerentes com 0S
descritos na literatura (AMIRA et al., 2019).

Alguns autores relatam que o céancer epitelial de ovario ndo € considerado um

tumor com boa resposta das células imunes as alteragdes teciduais que a doenga ocasiona,
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resultando no escape do microambiente tumoral a estas células que sdo fundamentais para a
n&o evolugdo do tumor (CUBILLOS-RUIZ et al., 2010; LAVOUE et al., 2013).

Estudando o estroma dos tumores é possivel verificar a presenca de células do
sistema imune atuando tanto no estroma quanto no epitélio das neoplasias. Dessa forma,
elucidar o papel que cada grupo celular pode nortear os possiveis tratamentos.

A presenca de TILs é considerada um reflexo da resposta imune ao tumor
(LEFFERS et al., 2009). Alguns exercem uma atividade citotoxica antitumoral direta. O
mecanismo pelo qual os TILs entram no tumor se d& apds o recrutamento dos linfocitos T
para 0 local do tumor, onde atravessam a parede do vaso para adentrar na neoplasia,
migrando para dentro do estroma, um microambiente complexo composto de células nédo
cancerosas junto com a matriz extracelular. A partir dessa migragéo, exercem uma interacéo
com as células tumorais (BOUGHERARA et al., 2015).

Muitos trabalhos abordam o significado progndstico de TILs no cancer de ovario,
mas os resultados sdo ainda controversos (LI et al., 2017). A localizacdo, o subtipo e
densidade de TILs sdo os principais determinantes desse valor prognéstico (ZHANG et al.,
2003; SATO et al., 2005; HAMANISHI et al., 2007; LEFFERS et al., 2009; LI et al., 2017).

A ativacdo do microambiente do estroma tem sido apontada como um fator
importante na progressao do cancer (BREMNES et al., 2011). A importancia de se estudar a
presenca de TILs nesse compartimento se deve ao fato de que os diversos agrupamentos
celulares distintos situados no estroma, através de um rearranjo matricial criam
posteriormente um microambiente especifico tumoral promotor da carcinogénese, resultando
em proliferacdo, invasao e sobrevivéncia das células cancerigenas. Esses eventos baseiam-se
em atividades orquestradas por uma interacdo célula a célula (KALLURI & ZEISBERG,

2006; BREMNES et al., 2011; RYNER et al., 2015).
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Nosso estudo demonstrou maior presencga das células CD3 estromal no grupo de
pacientes com neoplasias malignas primérias de ovéario quando comparado com o grupo de
neoplasias benignas. Recentemente, alguns autores relataram que os linfocitos T CD3 foram
a principal populagdo celular no tumor in situ, assim como na ascite e no sangue periférico
de pacientes com carcinoma ovariano (LUKESOVA et al., 2015). Outro estudo também
demonstrou presenca abundante de linfocitos T CD3, analisando amostras de tecido tumoral,
ascite e sangue periférico. Segundo os autores, a presenca da maior concentracdo destas
células estava relacionada com pior prognostico, visto que estava associado ao estadio 1V
quando comparado ao estadio 111 da neoplasia maligna de ovario (RADESTAD et al., 2018).

Por outro lado, ndo encontramos associacdo entre linfocitos T CD3 com fatores
prognosticos, talvez pelo tamanho da amostra e heterogeneidade dos tipos tumorais
estudados.

Zhang et al. (2003) evidenciaram que a presenca de linfocitos T CD3+
apresentavam-se mais expressos em estadiamentos mais avancados da neoplasia maligna
serosa de ovario. A localizacdo dos TILs parece ser de grande relevancia para o seu impacto
prognostico (ZHANG et al., 2003, CLARKE et al., 2009). Um estudo revela que escores
mais altos de TILs CD3+ e CD8+ intraepiteliais estdo significativamente associados a maior
sobrevida em andlises univariadas e multivariadas, enquanto os escores de TILs CD3+ e
CD8+ estromais ndo estdo associados a sobrevida na analise univariada (WANG et al.,
2017).

No trabalho de Sato et al. (2005) os TILs estromais de todos os subtipos nédo se
correlacionaram com a melhora da sobrevida no cancer de ovario, e os autores salientam que
tais resultados sublinham a importancia de avaliar a localizac&o in situ precisa de TILs para

cada tipo de tumor.
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Encontramos maior presenca de células CD4 em neoplasias benignas quando
comparadas as neoplasias malignas. Os linfécitos T CD4 sdo células influenciadas pela
liberacdo de citocinas que podem transforméa-las em reguladoras ou efetivas na eliminacéo
das células tumorais. O perfil Thl de citocinas favorece a transformacdo destas células em
efetoras e atuam de forma a favorecer na diminuicdo das massas tumorais e aumentar a
sobrevida das pacientes com neoplasias malignas de ovéario (LUKESOVA et al., 2015).

Valmori & Ayyoub, (2015) avaliando tumores malignos de ovério evidenciaram
que os linfocitos T CD4 efetores estdo presentes no estroma de tumores sélidos e conseguem
atuar na destruicdo das células tumorais pelo reconhecimento de antigenos expressos no
citoplasma celular. Essa interacdo do linfocito no microambiente tumoral favorece o
aumento da sobrevida das pacientes com cancer.

Estudos de Hamanishi et al. (2011) demonstraram que 0s casos de cancer ovariano
com melhor prognéstico foram caracterizados por altas taxas de infiltragdo de TILs CD4+.
estd bem estabelecido que as TILs CD4+ sdo capazes de reconhecer antigenos de cancer e
podem amadurecer para se tornar células auxiliares Tipo-1 (Thl) e ativar macr6fagos-M1
via interleucina-12 ou secrecdo de interferon-gama, ambos com atividade antitumoral,
embora 0 mecanismo permaneca ndo muito claro. Pinto et al. (2018) relacionou a infiltracao
intraepitelial de T CD4+ em tecidos de neoplasias malignas de ovario com melhor
sobrevida.

Le Page et al. (2012) avaliaram linfocitos TCD4 intraepiteliais e demonstraram que
a presenca de linfécitos TCD4+ foi correlacionada com maior sobrevida das pacientes com
cancer de ovario, o intervalo médio de progressdo das pacientes com altas densidades de
linfocitos TCD4+ intra-epiteliais foi de 69 meses, em comparagdo com 59 meses para as
pacientes com baixa densidade destas células. Os autores confirmaram na populagdo do

estudo que a alta densidade intraepitelial de linfocitos TCD4+ estava associada a um melhor
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prognostico. Resultados similares foram encontrados na avaliagdo do infiltrado tumoral por
Yang et al. (2018).

Em nosso estudo, ao compararmos a expressdo de T CD8 no estroma das neoplasias
benignas e malignas epiteliais primarias de ovério, ndo houve diferenga estatistica nessa
comparacao.

Nossos dados indicam que a maior expressdo de células T CD8 esta relacionada
com o subtipo molecular 11 do modelo de carcinogénese ovariana epitelial (p=0,0227), um
subtipo de tumores que progridem rapidamente e sdo altamente agressivos. Nao foi
encontrada associacdo entre a presenca ou auséncia de células TCD8 e demais fatores
prognosticos.

Um estudo de Sato et al. (2005) indicou que o nimero de células T CD8 presentes
em tumores ovarianos esta associada com prognostico favoravel do cancer de ovario. Nesse
estudo, a maior expressdo de células T CD8 foi verificada no epitélio do tumor, ndo no
estroma tumoral, como foi no nosso estudo.

Tais dados se diferem de outro trabalho realizado por Zhang et al. (2015b) onde o
namero de células T CD8 infiltrantes de tumores estava positivamente correlacionado com
maior estadiamento tumoral, no estroma e epitélio tumoral, além disso, o nimeros de células
T CD4+ e CD8+ estavam aumentados nos tecidos de cancer de ovario em comparagao com
aqueles nos tecidos ovarianos benignos. O fen6tipo e a funcdo das células Treg CD8 séo
diferentes em diversos modelos de tumor. Os tumores podem secretar fatores solUveis que
promovem a inducdo, expansdo e recrutamento de células Treg para o microambiente
tumoral (JARNICKI et al., 2006; WANG, 2008; ZHANG et al., 2015b). Assim como no
trabalho de Yildirim et al. (2017), infiltragdes de linfécitos T CD8 no céncer epitelial de

ovario foram relacionadas com estadiamento avancado, tumor de alto grau e metastase.
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H& a hipdtese de que o crescimento de tumores em pacientes com cancer de ovario
induz a geracdo de células Tregs CD8+, onde os tumores poderiam secretar fatores sollveis
que promoveriam a inducdo, expansao e recrutamento de células Treg para o microambiente
tumoral. Porém, o fen6tipo e a funcdo dessas células podem se diferir em diversos modelos
tumorais (ZHANG et al., 2015b).

H& discordéancia entre os estudos quando se avalia o papel de CD8 no progndstico
de céncer de ovéario. Um estudo indicou que o numero de células T CD8 presentes no
epitélio de tumores ovarianos esta associada com progndstico favoravel do cancer de ovario,
mas a avaliacéo foi epitelial, e ndo estromal (Sato et al., 2005).

Tais discrepancias podem ser parcialmente atribuidas a diferencas nas regides da
populacdo estudada, estroma ou epitélio, e na histologia de pacientes com cancer de ovario
(SATO et al., 2005; HAN et al., 2008; LI et al., 2017).

Na avaliacdo de metastases em linfonodos, a ndo expressdo imuno-histoquimica de
células CD20 associou-se a auséncia de metastases linfonodais, sugerindo que tais células
possam estar presentes em um estagio da doenca onde ha metastase.

Sabe-se pouco sobre o papel das células B e sua contribuicdo para o nicho
metastatico. Muito poucos estudos descreveram o panorama imunologico das metastases
humanas. Se as células B se comportam da mesma maneira em metastases de cancer de
ovario e como elas influenciam a resposta antitumoral € desconhecida (MONTFORT et al.,
2017). A literatura traz que as células B CD20 favorecem o desenvolvimento de uma
resposta imune antitumoral (KROEGER et al., 2016; NIELSEN et al., 2012; MONTFORT
etal., 2017).

As células B infiltrantes de tumores parecem apoiar as respostas das células T ao
cancer. O papel dos TILs CD20+ na imunidade tumoral permanece pouco definido. Por

suposicdo, as celulas B infiltrantes de tumor poderiam intermediar seus efeitos através da
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producdo de anticorpos especificos de tumores (STONE et al., 2003; NIELSEN et al.,
2012). Além de secretar anticorpos, as células B poderiam aumentar a imunidade
antitumoral através de mecanismos celulares, como, por exemplo, as células B podem servir
como celulas apresentadoras de antigeno (APC) as células T, facilitando as respostas dessas
células ao liberarem citocinas e quimiocinas que recrutam células T para os tecidos afetados
(RODRIGUEZ-PINTO, 2005; LEHNHARDT et al., 2006).

A literatura traz muitos trabalhos avaliando TILs no cancer de ovério, muitas vezes
em tumores de ovario serosos de alto grau, e nem sempre no estroma tumoral. Nosso
trabalho se destacou ao comparar as populaces de TILs entre as neoplasias malignas e
benignas de ovario, no estroma tumoral, regido esta que € um microambiente especifico
tumoral promotor da carcinogénese.

Além da determinacdo da presenca de um tipo de infiltrado celular dentro do
ambiente do tumor, evidéncias sugerem que a localizacao e o padréao de infiltracdo do tumor
precisam ser considerados quando o assunto é prognostico.

Também, apesar de uma origem celular comum, as neoplasias de ovario,
principalmente em estadio avancado, apresentam propriedades genéticas, bioldgicas, clinicas
e imunoldgicas heterogéneas e divergentes (TABASSUM & POLYAK, 2015; KROEGER et
al., 2016).

O sistema imunoldgico desempenha um papel multifacetado e pode, em diferentes
contextos, promover ou inibir o crescimento tumoral. Se a presenca da infiltracdo de células
imunoldgicas é, por si s6, 0 mecanismo responsavel pela piora ou melhora do prognéstico
ou simplesmente representa o resultado de outros processos moleculares ligados a desfechos

clinicos, ainda é desconhecido (Clarke, 2009).
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O estudo mais aprofundado dos infiltrados especificos de células imunes, suas
combinagBes em diferentes regiGes do tumor, se faz necessario, para ampliar 0s
conhecimentos atuais sobre a paisagem imunoldgica do cancer epitelial de ovario.

Esse estudo possui algumas limitaces, e a principal é a heterogeneidade dos tipos
histolégicos tumorais avaliados. Estudos com maior amostragem, onde seja possivel
verificar a expressdo de TILs conforme os subtipos moleculares e, histologicos, tanto no

epitélio, quanto no estroma tumoral para melhor caracterizacao dos infiltrados.
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Conclusoes

Em nosso trabalho, a maior expressao de CD3 foi encontrada no grupo de pacientes
com neoplasias malignas primarias de ovario quando comparado com o grupo de neoplasias
benignas, e maior expressdo de células CD4 nas neoplasias benignas.

Ao relacionar a expressdo de citocinas com fatores progndsticos, houve maior
expressdo de células CD8 em pacientes com o subtipo molecular 11 do modelo de
carcinogénese ovariana epitelial, estando assim, sua expressdo relacionada a um mau
prognostico da doenca. Na avaliacdo de metastases em linfonodos, a ndo expressdo imuno-
histoquimica de células CD20 associou-se a auséncia de metastases linfonodais, sugerindo

que possa desempenhar algum papel na presenca de metastase.
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Apresentacgédo do Projeto:

O cancer de ovario

O céncer de ovario € uma causa comum de morte entre as neoplasias malignas ginecolégicas. Cerca de
trés quartos dos tumores malignos de ovario apresenta-se em estadiamentos avan¢cados no momento do
diagnéstico inicial. E o cancer ginecolégico de maior letalidade [1,2].

A maioria das pacientes se encontra em estadiamentos Ill e IV (FIGO) no momento do diagnéstico [3].
Nesses casos, a principal estratégia terapéutica é a cirurgia de citorreducéo, seguida de quimioterapia [4].
Apesar dos esquemas quimioterapicos derivados do platinum e, mais recentemente, dos taxanos, os
resultados do tratamento nao tém obtido melhora importante nas ultimas décadas [5]. nos estadiamentos | e
I, a sobrevida em 5 anos varia de 80 a 95%, enquanto que nos estadiamentos Ill e IV, essa percentagem &
de apenas 5 a 15% [5-7].

Os marcadores tumorais séo substéncias relacionadas & presenca ou & progresséo de um tumor. O CA —
125 (cancer antigen 125) é um biomarcador n&o especifico para o cancer de ovario, podendo estar elevado
no primeiro trimestre da gestac&o, endometriose, infec¢cdes pélvicas e outros tipos de cancer [8]. Mas se
associado a outros como o CA-153, CA-724 e CA-19.9, pode ter aplicacdo no manejo de massas
anexiais [9]. O CA - 19.9 pode estar elevado no subtipo mucinoso, o beta-hCG pode estar aumentado nos
tumores de origem germinativa e também no
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coriorcarcinoma [10]. Murta et al. (2004) demonstraram a validade da associagao de ultrassonografia e

marcadores tumorais na identificacdo de neoplasias ovarianas, melhorando a sensibilidade e a
especificidade como fator preditor de malignidade e conduzindo o cirurgiao ao melhor tratamento [11].
Assim, a utilizagdo de marcadores tumorais tem validade na diferenciagdo de massas ovarianas benignas e
malignas, além de sugerir o subtipo histolégico [12].

Rossi et al. (2004) estudaram o CA 125 como fator prognostico (estudo retrospectivo de 82 pacientes), e
demonstraram que esse marcador correlacionou com o estadiamento da FIGO, mas ndo com a idade, o
grau, a doenga residual ap6s cirurgia, e intervalo livre de doenga [13]. Santillan et al. (2005) avaliaram o
risco de recidiva de cancer epitelial de ovario em pacientes com niveis séricos de CA125 menor que 35m
U/ml, e demonstraram que um aumento progressivo de seus valores, mesmo ainda em niveis normais,
poderia ser indicativo de recorréncia da doenga [14]. Paramasivam et al. (2005) mostraram que o
estadiamento cirurgico completo, o grau histopatoldgico e os niveis pré-operatorios de CA125 sao fatores
prognosticos independentes e poderiam ser incluidos como fatores de decisado da realizagao de
quimioterapia [15]. Muramatsu et al. (2005) demonstraram que na avaliagdo de CA 125 e CA 19.9 séricos e
do didmetro tumoral em pacientes com estadio |IA e IC, houve diferencas significativas entre os estadios
[16].

Uma outra alternativa em estudo & a avaliagdo do microambiente tumoral intracistico. 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 de ovario [17,18].

Estudos mostram que outros marcadores podem ser usados nos diagnosticos das neoplasias ovarianas:
HE4, GDF-15, Ca 72.4, Octamer-4, Nectin-4, progranulina. O GDF-15 atua como biomarcador de
prognostico potencialmente Util no carcinoma do ovario. O GDF-15 € induzido por citocinas inflamatorias,
tais como interleucina-1 e fator de necrose tumoral. Seu aumento esta associado a situagtes patologicas
relacionadas a inflamagéo, lesao tecidual aguda, e malignidade [19]. O GDF-15 é membro da familia TGF-
beta, também chamada de citocina-1 inibidora de macréfagos (MIC-1), sendo originalmente identificado em
linhagens celulares ativados por macréfagos. O GDF-15 regula uma grande variedade de procesos
fisioldégicos, como indugdo de apoptose e invasividade tumoral [20]. Concentragdes elevadas também tém
sido associadas a com um aumento do risco de eventos cardiovasculares em mulheres de idade avangada
[21].

A progranulina é encontrada no cromossomo 17q, que pode promover a angiogénese e invasao tumoral.
Pode existir uma relagdo entre os niveis séricos de progranulina e a sobrevida global e livre de doenga em
cancer epitelial de ovario [22]. Progranulina é um fator de crescimento que pode mediar a progressio do
ciclo celular e a motilidade celular. Ela regula a inflamagao; pode ter
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acao anti-inflamatoria, inibindo algumas a¢des do fator de necrose tumoral [23].
Citocinas

As citocinas sdo proteinas expressas pelo sistema imunologico determinantes na regulacao da fungao,
crescimento e diferenciacao deste, apresentando fungdes-chave na defesa do hospedeiro. Interleucinas
compdem um grande grupo das citocinas produzidas principalmente por células T, embora algumas sejam
sintetizadas tambem por macréfagos e celulas teciduais. Possuem grande variedade de fungdes, mas a
maioria delas esta envolvida na indugdo da divisdo de outras células. As interleucinas sio citocinas
importantes no estudo da interacao tumor-hospedeiro, possuindo propriedades pro ou antitumorais [24].
A inflamagao crénica é associada a varias etapas da tumorigénese, incluindo a transformagao, proliferagéo e
invasdo celular, angiogénese e metastase [25]. As citocinas podem estimular o crescimento celular e
contribuir para a metastase. Se permanentemente sintetizadas, estas substancias podem ser utilizadas
como marcadores de ativagao do sistema imune. A participagao das citocinas na oncogénese revela suas
atuagdes (isolada ou em conjunto com outras citocinas) em atividades imunomoduladoras da resposta
imunologica contra neoplasias e, consequentemente, na sinalizagédo entre células inflamatorias e o tecido
neoplasico. Essa sinalizagdo poderia inferir ou ndo em vantagens seletivas ao crescimento das células
malignas [26,27].

Além da atividade tradicional da IL-2 na promoc¢ao do crescimento dos linfécitos T, ela também participa da
ativagao, crescimento e estimulo da fung¢do tumoricida das células NK [28]. Altos niveis de IL-2 significam
aumento dos componentes do sistema imune no ataque contra as células cancerosas. Assim, a IL-2 &
utilizada no tratamento de alguns canceres [29,30]. A IL-6 influencia a fungdo ovariana e no processo de
ovulagao, fertilizagao e implantacao [31]. Pode estar associada a progressao tumoral através da apoptose
de células malignas [32]. E relatada como fator prognéstico do cincer ovariano [33]. Produzidas por
macrofagos, mondcitos e linfécitos, as interleucinas 8 (IL-8) e 10 (IL-10) podem exercer varios efeitos sobre
o sistema imune e estao relacionadas a angiogénese, crescimento e proliferagdo das células cancerosas
[34].

A IL-8 € uma citocina pré-inflamatoria, originalmente identificada como quimioatrativa de neutrofilos, esta
citocina & produzida por células epiteliais, fibroblastos e tumorais, as quais também possuem receptores
para esta interleucina [35]. Sua expressao em céelulas do melanoma humano e do cancer ovariano esta
correlacionada ao potencial metastatico do tumor [24,37,38].
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A IL-10 & uma citocina multifuncional, produzidas pelos linfocitos Th2, pode inibir a resposta imune do tipo
celular e as funcgdes das células Th1 (CD4+) imunocompetentes, pelo blogueio da funcao de apresentagao
de antigenos por estas células [39], as quais sao capazes de produzir IL-8, acarretando a progressao da
malignidade [34,40]. Estudo realizado por Llanes-Fernandez et al. (2009) evidenciou associag&o inversa
entre a IL-10 e a p53, o que reflete o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumor, e sua
associagao inversa com um marcador de apoptose foi sugerido como indicativo do aumento da
agressividade do tumor. Uma possivel explicagdo para o resultado encontrado € o bloqueio da expressao de
algumas citocinas pela p53, todavia a regulagao negativa destas moleculas pode ser perdida quando ha
uma deficiéncia da p53 ocasionada, por exemplo, por mutagdes [38].

Enquanto algumas citocinas estimulam a proliferagdo e a invasdo do cancer, outras, como os interferons,
inibem este processo. O interferon gama (IFN-) € produzido principalmente pelas células Th1 CD4+, CD8+ e
NK. Seu efeito antiproliferativo provavelmente é devido ao aumento da morte celular por estimular a
atividade de algumas enzimas caspases e exercer atividade antiangiogénica [40] e antitumoral [33].
O TNF- além de ser um dos principais mediadores da inflamagédo, também €& produzido por tumores. Seu
papel na tumorigénese inclui transformacdo e proliferagcao celular na invasdo, angiogénese e metastase
[41,42].

Estroma em carcinoma epitelial de ovario

Um grande progresso tem ocorrido no entendimento do papel do sistema imune na progressao tumoral nos
ultimos anos. A presenga de células mononucleares tumor-infiltrantes consiste em linfocitos T auxiliares e
citotéxicas, células natural - killer, linfocitos B e macréfagos, demonstrando uma resposta imune ativa
possivelmente direcionada contra os antigenos tumorais. A maioria das células T infiltrantes s&o linfocitos T
CD8+ que poderiam mediar uma citotoxicicidade especifica contra células tumorais. Por outro lado, os
macrofagos (celulas CD68) sao importantes no recrutamento e ativagao de linfocitos na presenca desses
antigenos. Porém, ha uma heterogeneidade de macréfagos, podendo resultar em fungdes antagonistas,
podendo inibir ou estimular a proliferagdo de células tumorais [43,44]. A presenga de linfocitos-T infiltrantes
(TIL) pode se correlacionar com melhor progndstico em varios tumores, mas ha resultados conflitantes da
significancia prognostica de TIL em neoplasia maligna epitelial de ovario [45,46].

Na literatura, tem sido demonstrado que grande numero de células T CD3+ séo indicativas de uma
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melhor sobrevida em neoplasia maligna de ovario [46,47], e que os linfécitos T CD-8+ s&o responsaveis por
esse efeito [45,48,49]. Por outro lado, a presencga de linfocitos T CD4+ regulatérios parecem reduzir a
imunidade especifica contra tumores, resultando em pobre sobrevida [50]. A localizagao de TILs nos
tumores tem-se mostrado por ser importante fator prognostico em cancer de ovario [45,51].

A infiltragdo de células imunes peri e intratumorais podem ser fatores preditores de resposta a quimioterapia
[47,49]. Bosmiller et al. (2011) mostraram que a densidade de células T CD3+ e CD8+ no estroma tumoral
pode ser um fator preditor da resposta a terapia baseada em platinum [52].

Linfocitos T CD4+ regulatérios (Treg) podem induzir a uma tolerancia e suprimir a resposta imune, o que &
feito através da secregdo de TGF- e interleucina 10 (IL-10), ou por contato direto célula-célula [50]. Os
estudos demonstram uma propensdo a localizacao dessas células na regido peritumoral [53,54].

E bem estudado que o microambiente tumoral desempenha um papel importante no comportamento do
tumor. O estroma pode controlar o crescimento de tumores e invaséo. Este compartimento tem uma grande
influéncia relacionada com a resposta imune. A infiltragao de celulas imunes em tumores pode até mesmo
determinar a evolugdo e o prognostico da doenga, e a interagao entre as células neoplasicas e o estroma é
um fator critico para o crescimento do tumor [55]. Por isso, o compartimento que sera avaliado nesse estudo
na imuno-histoquimica para TILs sera o estromal.

Recentemente, estudos demonstraram que fibroblastos associados a carcinoma (CAFs) podem promover
diretamente tumorigénese atravées de multiplos mecanismos, incluindo a angiogénese, proliferacao, invasao
e supressdo imune [56, 57]. Esses efeitos sdo mediados através da expressao e secreg¢do de varios fatores
de crescimento, como o TGF-, VEGF e interleucina-8 (IL8) [58]. Esses efeitos sdo também estabelecidos
pela modulagdo e status de difeenciagao de células inflamatérias mo microambiente tumoral [59]. Além
disso, CAFs poderiam afetar a sensibilidade das células do tumor a quimioterapia e a radioterapia [60]. FAP
e SMA sao considerados marcadores para CAFs em varios tipos de tumores. A eliminagdo de CAFs in vivo
através de uma vacina de DNA cujo alvo é a proteina alfa de ativagéo dos fibroblastos (FAP) resultou em
uma mudanga do microambiente imune do padrac Th2 para Th1, melhorando os efeitos antimetastaticos da
quimioterapia com doxorrubicina em um modelo murino de cancer de mama [61]. FAP exercem um papel
importante na predicao da agressividade tumoral em pacientes com carcinoma epitelial de ovario apds
terapia neoadjuvante. CAFs podem exercer um importante papel
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também na progressdo do cancer e metastases, podendo ser alvo para novas estratégias terapéuticas [62,
63].
Dessa forma, parece existir um estreita relagdo entre CAFs e resposta imune tumoral, o que justifica o

estudo dessa relagdo em neoplasias malignas epiteliais de ovario.

Objetivo da Pesquisa:

1.Investigar a expressao imunohistoquimica de dois marcadores de fibroblastos associados a carcinoma
(CAFs), a alfa actina de musculo liso (SMA) e a proteina alfa de ativagado dos fibroblastos (FAP), no
compartimento estromal de neoplasias benignas e malignas epiteliais de ovario.

2.Investigar a expressdo imunohistoquimica citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 e TNF-alfa) e de linfoécitos tumor-
infiltrantes - TILs (CD3, CD4 e CD8) no estroma de neoplasias benignas e malignas epiteliais de ovario.
3.Relacionar a expressdo de SMA e FAP com a expressao de citocinas e TlLs no estroma de neoplasias
malignas de ovario e com a dosagem dessas mesmas citocinas no soro e liquido intracistico.

4. Relacionar a expressdo de SMA e FAP, e a expressao de citocinas e TILs no compartimento estromal com

fatores prognoésticos em carcinoma epitelial de ovario.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos inerentes a pesquisa, ja que os protocolos clinicos e cirurgicos serao mantidos, o lavado
peritoneal ja faz parte da rotina do procedimento cirurgico, e a pungéo do cisto de ovario sera realizada apos
a exérese do mesmo, ndo prolongando em nada o tempo cirirgico € nem interferindo no procedimento. O
unico desconforto devido a pesquisa podera ser causado pela coleta de sangue, o que sera minimizado por
ser realizado por profissional habilitado e com as explicagdes pertinentes oferecidas as pacientes. O risco da
perda de confidencialidade sera prevenido pela utilizagdo de niimeros e/ou letras para identificagao dos
casos.

Os beneficios sdo consequéncia da melhor compreensao da fisiopatologia da doenca e identificagdo de
fatores relacionados ao progndstico.Considerando que a avaliagao clinica e os elementos utilizados para o

estudo sdo parte do diagnostico e condutas terapéuticas de rotina,
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nao ha riscos adicionais as pacientes referentes a pesquisa. Os beneficios sdo consequéncia da melhor

compreensao da fisiopatologia da doenca e identificacao de fatores relacionados ao prognostico.

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

pendéncias atendidas

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

pendéncias atendidas

Recomendacgoes:

pendéncias atendidas

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
pendéncias atendidas

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideracdées Finais a critério do CEP:

UBERABA, 19 de Novembro de 2014

Assinado por:
ANA PALMIRA SOARES DOS SANTOS

(Coordenador)
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ANEXO B
MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO
TITULO DO PROJETO: “Avaliacio de parametros da resposta inflamatoria em

neoplasias ovarianas”

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

publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha doenca.

Uberaba, ............. [ 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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DESCRIQAO DOS ANTICORPOS UTILIZADOS NA IMUNO-HISTOQUIMICA DO
ESTUDO

Anticorpo Especificacéo Diluicdo | Tampéao/pH | Controle positivo

Anti-CD3 antibody

[NCL-L-CD3-565] Lot: Citrato/

CD3 1:400 Amigdala
6024277 3.0g/L pH 6.0
Novacastra™

Anti-CD4 antibody

[NCL-L-CD4-1F6] Lot: Tris-EDTA/

CD4 1:25 Amigadala
6005992 3.4g/L pH 9.0
Novacastra™

Anti-CD8 antibody

[NCL-L-CD4-295] Lot: Citrato/

CD8 1:100 Amigdala
6009339 3.1g/L pH 6.0
NovacastraTM

Anti-CD20 antibody

[NCL-L-CD20-L26] Citrato/

CD 20 1:400 Amigdala
Lot: 6008164 10.59/L pH 6.0
NovacastraTM

Fonte: O Autor.
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ANEXO D
TAMPOES E REAGENTES UTILIZADOS EM IMUNO-HISTOQUIMICA

v" Tampdo Citrato pH 6.0:
2,19 de &cido citrico + 1.000mL de agua destilada.
Homogeneizar a solucdo e acertar o pH até 6.0, utilizando solucéo de Hidroxido de
sodio (NaOH a 2N). Conservar em temperatura ambiente.
v' Tampéo TRIS/EDTA pH 9.0:
0,099 de EDTA + 0,30g de TRIZMA BASE + 250 mL de agua destilada.
Homogeneizar a solucdo e acertar o pH até 9.0, utilizando solucéo de Hidroxido de
sodio (NaOH a 2N). Deve ser utilizada apenas no dia que for feita.
v' Tampado de lavagem PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.2:
Solucdo Mae: 81,7g de Cloreto de s6dio
2,699 de Fosfato de sodio dibasico
10,5¢g de Fosfato de s6dio monobasico heptahidratado
0. 5mL de Tween 20 (DAKO-51966).
Homogeneizar a solucgéo e conservar em geladeira.
PBS de uso:
100mL de PBS (solugdo mée) + 900mL de agua destilada.
Conservar a temperatura ambiente.
v" Solucgdo diluente para anticorpo primario (BSA):
2g de Albumina Bovina + 100 mL de PBS de uso
OPCAO (DAKO-53022).
Homogeneizar a solucgéo e conservar em geladeira.
v" Solucdo de 4gua oxigenada a 3%:

3mL de agua oxigenada 30 volumes + 97mL de &gua destilada.
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ANEXO E
CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES OVARIANOS SEGUNDO A
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE

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
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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
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
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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
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
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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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