UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
PATOLOGIA HUMANA

LUCIANO ELIZIARIO BORGES JUNIOR

ANALISE DE FATOR DE NECROSE TUMORAL E SEUS
RECEPTORES EM SORO E LIQUIDO INTRACISTICO EM
NEOPLASIAS DE OVARIO

UBERABA MG
2017



LUCIANO ELIZIARIO BORGES JUNIOR

ANALISE DE FATOR DE NECROSE TUMORAL E SEUS
RECEPTORES EM SORO E LIQUIDO INTRACISTICO EM
NEOPLASIAS DE OVARIO

Dissertagdo apresentada ao Curso de Pos- graduagao
em Ciéncias da Satde, éarea de concentragdo
“Patologia Humana”, da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro, como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof®. Dra. Rosekeila Simoes Nomelini

Co-orientadores: Prof. Dr. Eddie Fernando Candido
Murta e Prof®. Dra. Beatriz Martins Tavares Murta

UBERABA MG
2017



ANALISE DE FATOR DE NECROSE TUMORAL E SEUS
RECEPTORES EM SORO E LIQUIDO INTRACISTICO EM
NEOPLASIAS DE OVARIO

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-graduagao
em Ciéncias da Satde, 4rea de concentragdo
“Patologia Humana”, da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro, como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof*. Dra. Rosekeila Simoes Nomelini.

Coorientadores: Prof. Dr. Eddie Fernando Candido
Murta e Prof®. Dra. Beatriz Martins Tavares Murta

25 de abril de 2017

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Rosekeila Simdes Nomelini (Orientadora)
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro

Profa. Dra. Milena Prata Jammal
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro

Prof*. Dra. Angélica Lemos Debs Diniz
Universidade Federal de Uberlandia



“Ser importante é do ego, ser feliz é da alma”

Autor Anonimo



Dedico este trabalho a Sra. Neli Aparecida Romualdo Borges minha amada mae, onde
quer que esteja, sempre me ilumina, sempre guia cada passo, cada respiragao

e cada movimento que faco em minha vida.



AGRADECO

A Deus pois, o que seria de mim sem a fé que eu tenho nele.

A minha esposa Ana Paula Felice Fontes, por sempre estar presente ao meu lado
mesmo com tantas adversidades que tenhamos passado, pelo apoio, carinho, amor,
generosidade, companheirismo e dedicagdo, e por ter dado o “meu tudo” que é a nossa

filha Catarina Fontes Borges.

Ao meu irmdo Leonardo Romualdo Borges, maior fonte de sabedoria e
humildade que conheco e o meu 1° grande incentivador na darea médica, a pessoa que

sempre esteve comigo ao longo de seus 38 anos e que sempre acreditou em mim.

Ao meu pai Luciano Eliziario Borges, minha tia mde Abadia Aparecida
Romualdo, a minha querida 3° mae Leila Cristina de Sousa, a minha irma Luciana
Cristina de Sousa Borges , ao meu sogro Wellington Luiz Fontes e a minha sogra Ana
Rosa Felice Fontes por me aconchegarem em seus bragos quando precisei, por permitirem
chegar a esse momento, seja por um abrago, por uma palavra ou por, simplesmente,

estarem no lugar certo e no momento que sempre precisei.

A professora Dra. Rosekeila Simoes Nomelini, minha amiga, minha ex-residente
e hoje com muito orgulho minha professora orientadora, pela oportunidade, pela
transmissdo do seu conhecimento e, principalmente, pela paciéncia e for¢a ao longo desses

anos. Serei eternamente grato pelo que fez por mim.

Ao professor Dr. Eddie Fernando Céindido Murta e professora Dra. Beatriz
Martins Tavares Murta pela coorientagdo e sempre demonstrarem profissionalismo e

seriedade.

A todos meus amigos de pos graduacgdo pela imensuravel ajuda ao longo desses
dois anos, em especial ao estimado Cid Almeida Lima por ter sido, dentre todos, aquele

que mais proximo esteve.



Ao Douglas Cobo Micheli e equipe da farmacologia pela participagdo direta no

armazenamento e processamento das amostras.

A todos os meus alunos e residentes, fonte da minha inspira¢do na docéncia,
aqueles que em minhas manhds cansadas e de abatimento, com uma simples palavra ou
uma simples pergunta e com total interesse me reergueram e mostraram-me o porqué de

estar ali.

A todos os pacientes que ja passaram por mim, que sempre na vigéncia de suas

dores e incertezas foram a esséncia para a minha formagdo como homem e profissional.

A Universidade Federal do Trigngulo Mineiro (UFTM), onde foi realizado todo

esse trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), a
Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Fundagdo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), pelo apoio financeiro.



RESUMO



INTRODUCAO: O cancer de ovario é um grande desafio para oncologistas ginecolégicos.
Apesar de uma vasta quantidade de pesquisa clinica e laboratorial, melhoria nas técnicas
cirargicas e um arsenal cada vez maior de agentes quimioterapicos, o cancer de ovario ainda
permanece sendo a malignidade ginecoldgica mais letal e uma das principais causas de
morbidade para a maioria daquelas que sofrem com a doenga. H4 uma necessidade importante
do desenvolvimento de novos biomarcadores de diagnostico e prognostico dessa neoplasia, que

podem também servir como alvos de novas modalidades terapéuticas.

OBJETIVOS: Os objetivos do estudo foram comparar a dosagem de TNF-o e de seus
receptores soluveis (STNF-1R1 e sTNF-R2) no soro e liquido intracistico entre o grupo de
neoplasias benignas e o de neoplasias malignas primarias de ovario; relacionar a dosagem de
TNF-a, sSTNF-1R1 e sSTNF-R2 no soro e no liquido intracistico de pacientes com neoplasia

maligna de ovario com fatores prognosticos clinicos e patologicos.

MATERIAL E METODOS: Sessenta ¢ trés pacientes foram avaliadas no Ambulatério de
Massa Pélvica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e submetidas a cirurgia
de acordo com critérios pré-determinados, sendo 17 neoplasias malignas e 46 neoplasias
benignas. A quantificacdo de TNF-a e de seus receptores soltveis sSTNF-R1 e sSTNF-R2 no soro
e no liquido intracistico foi realizada pelo método ELISA. A coleta do soro foi realizada no pré-
operatorio. Os dados foram analisados estatisticamente. Os resultados foram expressos em
medianas e percentis. Os resultados entre os grupos nao pareados (neoplasias benignas e
malignas) foram comparados através de teste Mann-Whitney. As diferencas foram

consideradas significativas para p<0,05.



RESULTADOS: A dosagem de TNF-R2 intracistico foi significativamente mais alta nas
neoplasias malignas quando comparado com as neoplasias benignas (p=0.0235). Nao houve
significancia estatistica nas comparagdes de TNF e TNF-R1 no liquido intracistico, € nem nas
dosagens séricas. Na avaliagdo dos fatores prognoésticos, valores maiores de TNFR2 intracistico
estiveram relacionados a cancer de ovario tipo II com tendéncia a significancia (p=0.0823).
Valores maiores de TNFR2 intracistico estiveram relacionados a graus de diferenciagdo 2 e 3

(p=0.0087). Nao houve significancia estatistica na avaliagdo ao estadiamento.

CONCLUSAO: A dosagem de TNF-R2 intracistico ¢ mais alta em neoplasias malignas
quando comparado com as neoplasias benignas de ovario. Além disso, valores maiores de
TNFR2 intracistico estiveram relacionados a cancer de ovario tipo Il e a graus de diferenciacao
2 e 3, o que sugere que esse receptor solivel pode ser um potencial marcador de mau
progndstico em cancer de ovario, podendo alvo de futuras pesquisas de terapias-alvo seletivas

anti-TNFR2.

Palavras-chave: TNF-alfa, sSTNF-R1, sTNF-R2, tumor de ovario, fatores prognosticos.



ABSTRACT



INTRODUCTION: Ovarian cancer is a major challenge for gynecological oncologists.
Despite a vast amount of clinical and laboratory research, improvement in surgical techniques
and an increasing array of chemotherapeutic agents, ovarian cancer still remains the most
lethal gynecological malignancy and a leading cause of morbidity for the majority of those
suffering with the disease. There is an important need for the development of new biomarkers
for the diagnosis and prognosis of this neoplasia, which may also serve as targets for new

therapeutic modalities.

OBJECTIVES: The objectives of the study are to compare the dosage of TNF-a and its soluble
receptors (STNF-1R1 and sTNF-R2) in the serum and intracellular fluid between the group of
benign neoplasms and that of primary ovarian malignancies and to relate the dosage of TNF-q,
sTNF-1R1 and sTNF-R2 in serum and intracellular fluid of patients with malignant ovarian

neoplasia with clinical and pathological prognostic factors.

MATERIALS E METHODS: Sixty three patients were evaluated at the Pelvic Mass
Ambulatory of the Federal University of the Triangulo Mineiro (UFTM) and submitted to
surgery according to predetermined criteria, 17 malignant neoplasms and 46 benign neoplasms.
Quantification of TNF-a and its soluble sSTNF-R1 and sTNF-R2 receptors in serum and
intracellular fluid was performed by the ELISA method. Serum collection was performed
preoperatively. The data were analyzed statistically. The results were expressed in medians and
percentiles. Results between the unpaired groups (benign and malignant neoplasms) were
compared by Mann-Whitney test. The evaluation of prognostic factors was performed using the
chi-square test, with significance level lower than 0.05. The differences were considered

significant at p <0.05.



RESULTS: Intracystic TNF-R2 levels were significantly higher in malignant neoplasms
compared to benign neoplasms (p = 0.0235). There was no statistical significance in the
comparisons of TNF and TNF-R1 in the intracellular fluid, nor in serum dosages. In the
evaluation of prognostic factors, higher intracystic TNFR2 values were related to type II
ovarian cancer with a tendency to significance (p = 0.0823). Higher intracystic TNFR2 values
were related to degrees of differentiation 2 and 3 (p = 0.0087). Statistical evaluation was not

statistically significant.

CONCLUSION: Intracellular TNF-R2 dosage is higher in malignant neoplasms when
compared to benign ovarian neoplasms. In addition, higher intracellular TNFR2 values were
related to type Il ovarian cancer and degrees of differentiation 2 and 3, suggesting that this
soluble receptor may be a potential marker of poor prognosis in ovarian cancer, and may be

the subject of future research Selective anti-TNFR2 therapies.

Keywords: TNF-alpha, sSTNF-R1, sTNF-R2, ovarian tumor, prognostic factors.
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1.1 O CANCER DE OVARIO

Segundo o INCA (2016), cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100
doengas que t€ém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os
tecidos e orgdos, podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontroldveis,
determinando a formagao de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas.
Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que
se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo
um risco de vida.

A questao do cancer de ovario ¢ um grande desafio para oncologistas ginecologicos.
Apesar de uma vasta quantidade de pesquisa clinica e laboratorial, melhoria nas técnicas
cirargicas e um arsenal cada vez maior de agentes quimioterapicos, o cancer de ovario ainda
permanece sendo a doenga maligna ginecoldgica mais letal e uma das principais causas de
morbidade para a maioria daquelas que sofrem com a doenga (MARSDEN et al., 2000). Como
a maioria das pacientes ¢ assintomatica até que a doenga apresente metastase, dois ter¢os sao
diagnosticados em estadio avangado (HOLSCHNEIDER et al., 2000). Cerca de 5 a 10% dos
tumores em estadiamento aparentemente inicial ja apresentam metastases em linfonodos
aorticos ou pélvicos (RUBIN, 1992, MURTA et al., 1995).

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

As mudancas no numero de casos parecem nao ser atribuidas a uma melhor

compreensdo da doenca, na melhoria das técnicas de diagndstico, ou no envelhecimento da
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populacdo. As razdes ndo sao claras, mas € possivel que o ambiente ou fatores sociais, tais como
a diminuicdo do tamanho da familia, menarca precoce, menopausa tardia e idade avancada
desempenhem um papel importante (DALY et al., 1998; MARSDEN et al., 2000). Cerca de
90% dos canceres de ovario sdo esporadicos, isto €, ndo apresentam fator de risco reconhecido.
Cerca de 10% apresentam um componente genético ou familiar. As mulheres que possuem
mutagdes deletérias nos genes BRCA1 ou BRCA2 representam o subgrupo com maior risco de
apresentar cancer de ovario. 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%
(SCHMELER et al., 2006). As mulheres portadoras de mutagdes no gene BRCA2 (cromossomo
13q12) também tém um importante risco de desenvolver cancer de ovario, cerca de 15 a 25%,
embora esse risco ndo parece aumentar até pouco antes de 50 anos de idade (SGO, 2005;
SCHMELER et al., 2006). Tanto BRCA1 como BRCAZ2 sdo genes supressores de tumores que
sdo0 herdados de maneira autossomica dominante (CHOBANIAN et al., 2008). Historia familiar

¢ o fator de risco isolado mais importante (INCA, 2016).

1.2 PREVALENCIA, INCIDENCIA, MORTALIDADE

A prevaléncia mundial do cancer de ovario ¢ de cerca de meio milhdo de mulheres
em um periodo de cinco anos; aproximadamente outros 200.000 novos casos ocorrem a cada
ano com pico de incidéncia da doenca estd no inicio da sexta década de vida. Os dados de
prevaléncia acumulada ao longo da vida, desde o nascimento até 85 anos de idade, mostram
que a probabilidade de ocorréncia do cancer de ovario ¢ de 1,5%. (WHITTEMORE AS, 1994;
SANKARANARAYANAN R, 2006; OMURA et al., 1991).

O cancer de ovario ¢ responsavel por cerca de 3% de todos os canceres entre as

mulheres e sua incidéncia tem diminuido em 1,0% por ano desde 1992 (AMERICAN CANCER
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SOCIETY, 2013). Mais mulheres morrem de cancer de ovario do que de todos os outros
tumores ginecologicos juntos (HOLSCHNEIDER et al., 2000) e a taxa de mortalidade em
mulheres idosas ¢ maior em comparagdo com mulheres mais jovens (OMURA et al., 1991).

Cerca de 22.440 novos casos sdo estimados para os Estados Unidos da América em
2016, ocupando a 11? posi¢ao na incidéncia entre todas as neoplasias malignas no sexo feminino
e com uma estimativa de 14.240 mil mortes, sendo a 5* causa de morte por cancer em mulheres
nos Estados Unidos, correspondendo a 5% de todas as mortes (SIEGEL et al, 2016).

A incidéncia do cancer de ovario ¢ mais elevada nos paises industrializados sendo o
risco de uma mulher de um pais ocidental vir a desenvolver uma neoplasia ovariana ¢ de cerca
de 1:70 (MARSDEN et al., 2000), embora concentre 0 maior nimero de casos nos paises em
desenvolvimento. Na América Latina, a incidéncia aproxima-se daquela dos paises
desenvolvidos, porém nos paises em desenvolvimento como um todo, no entanto, a incidéncia
¢ mais baixa.

Dados recentes e nacionais (INCA 2016) apontam uma estimativa de 6.150 novos
casos/ano e 3.283 casos de morte/ano no Brasil. A incidéncia do cancer de ovario supera a dos

paises industrializados em Porto Alegre e em Sao Paulo (SANKARANARAYANAN R, 2006)

1.3 FATORES DE RISCOS E ETIOPATOGENESE

A etiologia do cancer de ovario permanece obscurecida, porém varios fatores de risco
parece ter correlagdo. FATHALLA em 1971 propos a teoria classica da etiopatogénese do
Cancer de Ovario originado a partir de microtraumas na superficie ovariana apds incessantes
ovulagdes, portanto longos periodos de anovulagao , independente da idade, superior ou inferior
a 55 anos, contribuem para que o risco de carcinoma epitelial ovariano diminua como gravidez

a termo, uso de anticoncepcional oral e amamentagdo. Seguindo o mesmo raciocinio paciente
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apresentando menarca precoce, menopausa tardia e pacientes inférteis submetidas a longos
periodos de indu¢ao da ovulaciao (maior que doze meses), possuem risco aumentado de cancer

de ovério. (WHITTEMORE et al., 1992).

RISCH et al., 2001 descreve que uma porcentagem pequena de casos de cancer de
ovario possui componente genético ou familiar que leva a predisposi¢do a doenga. O grupo com
maior probabilidade de desenvolvimento do cancer de ovério de origem genética sdo as
mulheres que possuem mutacdes deletérias nos genes BRCA1 ou BRCA2 ou que possuem
mae ou irmd com mutagdo genética representam (GAYTHER et al., 1999; HORIUCHI et
al., 2003). Entre as mulheres com muta¢des de BRCA1 (cromossomo 17g21), o risco tende
a aumentar entre 25% a 40%, j& as com mutagdes no gene BRCA2 (cromossomo 13q12) entre

15 a 25% (SCHMELER et al., 2006).

Ao longo dos anos, outras teorias foram surgindo para explicar a etiopatogénese do
cancer de ovario. A teoria mais atual correlaciona o carcinoma seroso de ovario seria originado
a partir do carcinoma seroso intraepitelial da tuba de Falopio, cujas células se implantariam no
ovario, haveria uma implantacdo direta de células do epitélio das fimbrias da tuba para a
superficie do ovario, em areas de epitélio roto pela ovulacdo e assim transformando no

carcinoma epitelial ovariano. (KURMAN E SHIHS 2010) (KURMAN E SHIHS 2011).

1.4 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CANCER DE OVARIO

O Cancer de Ovario possui um grande variagado histologica, sendo geralmente originado
a partir de trés tipo de células (cé€lulas epiteliais, células do corddo sexual / estroma, c€lulas

germinativas) (TAVASSOLIL DEVILEE, 2003). (Tab.1)
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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 cordoes sexuais-

Tumores das células

epitelial-estromal estromais germinativas
Tumores Serosos Tumor de células da Granulosa Disgerminoma
Tumores Mucinosos Tumor de células de Sertoli- Coriocarcinoma
Leydig
Tumores Endometrioides Tumor de células Esteroidais Carcinoma
embrionario

Tumor de Células Claras

Tumor de Células

Transicionais

Tumor indiferenciado

Teratoma Imaturo

Tumor do seio

endodérmico

Os carcinomas serosos sao os mais comuns, correspondendo a mais de 2/3 dos

tumores ovarianos, podendo ser bem diferenciados com baixo grau de malignidade ou de

alto grau de histologico sendo essa a forma mais comum de apresentacao. Existem ainda

os tumores boderline geralmente associados aos tumores de baixo grau de malignidade.

(BELL ET AL 2004) (FERREIRA ET AL 2012)

KURMAN & SHIHS (2010) separam os tumores em dois tipos, denominados tipo

I, que inclui essencialmente carcinomas serosos e endometrioides bem diferenciados,

carcinoma de células claras e transicionais, geralmente diagnosticados no estadiamento IA,

geralmente associa-se a tumores borderline. Ja os tumores do tipo II representados pelos
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tumores serosos de alto grau histologico (graus 2 ou 3), carcinoma indiferenciado,
carcinossarcoma ou tumor mesodérmico misto sdo agressivos, de alto grau histolégico,

quase sempre diagnosticados em estadios avangados.

1.5 DIAGNOSTICO DO CANCER DE OVARIO

O Cancer de Ovario mostra-se assintomatico na sua fase inicial ou sem causar
sintomas especificos. A medida que a doenga se desenvolve, comegam a surgir sintomas como
dor ou aumento do volume abdominal; nauseas, dispepsias, constipacao ou diarreia, astenia,
adinamia, disuria, polaciuria, sangramento vaginal e perda de peso. A doenga ainda pode se
manifestar com ascite neoplasica ou ainda com abdome agudo obstrutivo e derrame pleural.
(AC CAMARGO 2010, INCA 2016).

A sensibilidade e a especificidade do exame ginecoldgico para o rastreamento de
neoplasias ovarianas sdao questionaveis (MURTA et al., 2004; PADILLA et al., 2005). A
ultrassonografia pode ajudar no diagndstico de tumores ovarianos e¢ na diferenciagdo entre
tumores neoplasicos e ndo neopldsicos (MINARETZIS et al., 1994, OSMERS et al., 1998),
além de fornecer informagdes importantes, tais como o tamanho e conteudo destes tumores e
pode ser usada para diferencid-los entre malignos e benignos (NARASIMHAN, 2008). A
ultrassonografia transvaginal associada com a imagem colorida com Doppler pode aumentar a
sua especificidade (GUERRIERO et al., 2005; SZPUREK et al., 2005), possibilitando a
avaliacdo da condi¢do vascular do tumor e o fluxo sanguineo (RIVOIRE, 2006). Porém, o
diagnostico precoce de cancer ovariano pela ultrassonografia ainda ¢ controverso devido a sua
baixa prevaléncia na populagao geral (FISHMAN et al., 2005) e também por ocorrerem falhas
na deteccdo de tumores em estddio inicial (OLIVIER et al., 2006), dificultando o seu

rastreamento.
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Durante a tltima 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). Alguns protocolos
vém sendo elaborados utilizando dados ultrassonograficos a fim de estabelecer o diagndstico
de 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).

1.6 ESTADIAMENTO DO CANCER DE OVARIO

O diagnostico e estadiamento do cancer de ovario sao cirurgicos. O procedimento
padrao para o estadiamento inclui citologia oncética do liquido ascitico ou lavado peritoneal,
inspecao cuidadosa de toda superficie peritoneal (parietal e visceral), biopsias ou ressec¢ao das
aderéncias, omentectomia infracdlica; caso nao sejam visualizados implantes: bidpsia aleatéria
do peritoneo vesical, fundo de saco, goteiras parieto-colicas e infra-diafragmaético bilateral;
histerectomia total e salpingooforectomia bilateral (tumor deve ser removido sem rompimento
de capsula); ressec¢do das areas suspeitas; linfadenectomia pélvica e retroperitoneal
sistematicas. (INSTTITUTO AC CAMARGO 2014).

O estadiamento do cancer de ovério sofreu transformacg@o ao longo dos anos desde o
estadiamneto classico de 1988 até o estadiamento atualizado preconizado pela FIGO 2014,
adaptado de The new FIGO staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal

cancer (ZEPPERNICK, MEINHOLD-HEERLEIN, 2014), o qual est4 descrito abaixo. (Tab. 2)
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Tabela 2 - Estadiamento cirturgico FIGO do cancer ovariano. *Adaptado de The new FIGO
staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal cancer (ZEPPERNICK,
MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

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

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

Estadio IC: Tumor limitado a um ou ambos os ovéarios ou Trompa(s) de Fal6pio, com
alguma das alteragdes:
IC1: Rompimento cirurgico intra-operatorio do tumor
IC2: Capsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou da
Trompa(s) de Falopio

IC3: Células malignas na ascite ou lavado peritoneal

Estadio I — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio com extensao
pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cancer peritoneal primario®

Estadio ITA: Extensdo e/ou metastase para utero e/ou Trompa(s) de Falopio e/ou
Trompa(s) de Falopio e/ou ovarios

Estadio IIB: Extensdo para outros tecidos intra-peritoneais pélvicos.

Estagio III — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio, ou cancer
peritoneal, confirmagdo histologica ou citoldgica de propagacdo para o peritonio fora da

pelve e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais
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Estadio IIIA1l: Somente linfonodos retriperitoneais positivos (comprovado
citologicamente ou histologicamente)
IITA1(i): Metastase de até 10 mm em sua maior dimensao
IITA1(ii): Metastase maior que 10 mm em sua maior dimensao

Estadio IIIA2: Envolvimento peritoneal microscopico extra-pélvico (acima da
cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos

Estadio I1IB: Metéstase peritoneal macroscopica além da pelve até 2 cm em sua maior
dimensdo, com ou sem metastase para os linfonodos retroperitoneais
(inclui extensdo do tumor para capsula do figado e bago, sem
envolvimento do parénquima de qualquer 6rgao)

Estadio IIIC: 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 cépsula do figado e baco, sem

envolvimento do parénquima de qualquer um dos 6rgaos)

Estadio IV — Metastases a distancia excluindo metéstases peritoniais
Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva
Estadio IVB: Metéastases para o parénquima e metastases para Orgdos extra-

abdominais (incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da cavidade abdominal)®

iNao ¢ possivel ter o cancer peritoneal no estagio |

bAderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a
atualizacdo de tumores do Estagio 1 para Estagio II.

“Metastases extra-abdominais incluem infiltragcao intestinal transmural e
deposito umbilical

*Q sistema de estadiamento do cancer ovariano ¢ estabelecido pela International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) e se baseia nos resultados obtidos no momento da cirurgia.
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1.7 TRATAMENTO E SOBREVIDA DO CANCER DE OVARIO

A principal estratégia terapéutica € a cirurgia de citorredugdo, seguida de quimioterapia.
Apesar dos esquemas quimioterapicos derivados do platinum e dos taxanos, a sobrevida em 5
anos nos estadiamentos III e IV ¢ de apenas 5 a 15%, enquanto que nos estadios I e II varia de
80 a 95%. A diferenciacdo dos processos expansivos ovarianos em benignos e malignos ¢
crucial para que o clinico possa selecionar e aperfeicoar o tratamento (MAYER et al., 1992;
KEHOE et al., 1994; YAWN et al., 2001).).

A sobrevida das pacientes estd correlacionada com o estadiamento da doenca na
época do diagndstico e com a doenga residual apds a primeira cirurgia (ZANETTA, et al.,
1998). A taxa de sobrevida geral, em 5 anos, ¢ de 50%, com 95% de sobrevida para paciente
com neoplasia restrita aos ovarios (estadiamento I), 79% naquelas com doenga infiltrada em
tecidos adjacentes aos ovarios (estadiamento II) e de 28% naquelas com estadio clinico

avangado (estadiamento IV) (SMITH, 2001).

1.8 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER DE OVARIO

E fundamental avaliar os fatores prognosticos para auxiliar no tratamento e na
descoberta de novas armas terap€uticas dessa doenca, que ainda se resumem na quimioterapia
€ na cirurgia.

Estudos recentes tém demonstrado a importancia da participagdo da resposta
inflamatéria do paciente na carcinogénese e progressao do cancer, tendo sido notério o efeito
negativo dos neutréfilos de forma a colaborar com a evolucdo do cancer, agindo na promocao
da angiogénese e imunossupressao, assim como na migracao, invasdo e metastase (DUMITRU

et al, 2013). Sendo assim, a neutrocitose e a elevada relacdo de neutrofilos por linfécitos no
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sangue (RNL) tém sido associadas a um mau prognostico clinico no cancer de ovario
(DONSKOV, 2013).

YESILYURT H, et al 2014 demonstraram que didmetro pré-operatoria da massa,
CAI125, duragdo da menopausa, e propor¢ao de neutrofilos / linfocitos podem ser utilizados

como fatores pré operatorios de predicdo em tumores ovarianos de células da granulosa.

OZAKSIT et al. (2015) concluiram que a relacao plaqueta/linfocito também pode ser
utilizada como fator progndstico pré-operatorio em pacientes adolescentes portadoras de
neoplasias ovarianas. Resultado semelhante estabelecido pelo mesmo autor aconteceu ao
analisar a idade e o indice de massa corporal dessas pacientes, podendo ser estes também

utilizados como fatores prognosticos.

Outro parametro utilizado para avaliacdo dos fatores prognosticos sdo os marcadores
tumorais. GUNDOGDU et al., (2011), demonstraram que o CA-125 pode ser usado como
marcadores para prever o risco de recidiva precoce, ao demostrarem uma relagao entre os niveis
de CA 125 e tumores ovarianos serosos, endometridides e de células claras em estadiamentos

avancados IIT e IV.

1.9 MARCADORES TUMORAIS E CANCER DE OVARIO

Marcadores tumorais sdo substancias encontradas no organismo de pessoas
portadoras de neoplasias ovarianas, podendo ou ndo ser produzida pelo proprio tumor ou se
manifestando como uma resposta a presenca do mesmo. Os marcadores tumorais tém sua
importancia no diagnostico de neoplasia ovariana, e seus niveis devem refletir com precisao
a evolugdo 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



33

proporcionais ao tamanho do tumor, no estabelecimento do progndstico e na detec¢do precoce

de recorréncia (ALMEIDA et al., 2004; MOORE et al., 2009; EDGELL et al., 2010).

Os marcadores tumorais séricos de rotina utilizados na pratica clinica para a
avaliacdo de neoplasias ovarianas sdo: Antigeno Carcinoembrionario (CEA), CA-125, CA-
19.9, CA-15.3, Alfa-fetoproteina (AFP) e Gonadotrofina Coridnica Humana subunidade B (-
hCG). Os marcadores CA-15.3, CA-125, CA-19.9 e CEA apresentam alta positividade tanto no
soro quanto no fluido intracistico de pacientes com tumores epiteliais malignos (CHERCHI et
al., 2002; TAVARES-MURTA et al., 2004). A associagdo de ultrassonografia e marcadores
tumorais pode melhorar a sensibilidade e a especificidade como fator preditivo de malignidade
nas neoplasias ovarianas (MURTA et al, 2004). H4 uma necessidade importante do
desenvolvimento de novos biomarcadores de diagnostico e prognostico do cancer de ovario,
que podem também, idealmente, servir como alvos de novas modalidades terapéuticas

(ATHANASSIADOU et al., 2008).

1.10 IMUNOLOGIA TUMORAL, FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-
ALFA) E SEUS RECEPTORES

Proteinas expressas pelo sistema imunoldgico, as citocinas sdo determinantes na
regulacdo da fungdo, crescimento e diferenciacdo deste, apresentando fungdes-chave na defesa
do hospedeiro. Interleucinas compdem um grande grupo das citocinas produzidas
principalmente por células T, embora algumas sejam sintetizadas também por macrofagos e
células teciduais. Possuem grande variedade de fungdes, mas a maioria delas esta envolvida na
inducdo da divisdo de outras células. As interleucinas sdo citocinas importantes no estudo da
interagdo tumor-hospedeiro, possuindo propriedades pré6 ou antitumorais (PRIES &

WOLLENBERG 2006).
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A inflamacdo cronica ¢ associada a varias etapas da tumorigénese, incluindo a
transformagao, proliferacdo e invasdo celular, angiogénese e metastase (AGGARWAL et al.,
2006; SAMSAMI et al., 2009). As citocinas podem estimular o crescimento celular e contribuir
para a metastase. Se permanentemente sintetizadas, estas substdncias podem ser utilizadas
como marcadores de ativacdao do sistema imune. A participacdo das citocinas na oncogénese
revela suas atuagdes (isolada ou em conjunto com outras citocinas) em atividades
imunomoduladoras da resposta imunoldgica contra neoplasias e, consequentemente, na
sinalizacdo entre células inflamatdrias e o tecido neoplésico. Essa sinalizagdo poderia inferir ou
ndo em vantagens seletivas ao crescimento das células malignas (STEIN & DALGLEISH
1994; PRIES & WOLLENBERG 2006).

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

A citocina pré-inflamatoria TNF-a esta alterada em tumores malignos de ovario em
comparacdo com o epitélio normal da superficie ovariana. Varios estudos tém associado a
inflamagao com a tumorigénese ovariana, indicando que o TNF-a desempenha um papel chave
na modulagao da invasdo, angiogénese e metastase tumoral (SZLOSAREK et al., 2007; SETHI
et al., 2008). A atividade biologica do TNF-a pode ser modulada pelos seus receptores de
superficie de membrana, os TNF-R. Estas proteinas sdo expressas na superficie da membrana e
tem grande capacidade de se ligar ao TNF (BALKWILL, 2006; BERTAZZA et al., 2008). A
regulacao dos TNF-Rs ¢ um fator critico para se verificar a capacidade de resposta das c€lulas
tumorais ao TNF-a.

Os niveis de TNF-a no tecido tumoral podem ser mais relevantes comparados com os

seus niveis séricos (DOBRZYCKA et al., 2009). Os TNF-R apresentam também uma forma
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soluvel, os STNF-R, e estas formas sdo antagonistas de citocinas especificas. Elas se ligam no
TNF-a circulante e inibem a sua atividade bioldgica, impedindo a sua ligagdo aos receptores
celulares. Altas concentracdes de TNF-R soluvel pode inibir a atividade do TNF e podem,
assim, representar um mecanismo de escape do tumor contra os efeitos destrutivos de TNF-a.
Embora o papel patogénico real dos sTNF-Rs permanega controverso, eles tém sido propostos
como marcadores fidedignos de local de producdo de TNF-a (ANDERSON et al., 2004;
SZLOSAREK et al., 2006).

Alguns estudos tém associado a detec¢do de niveis anormais e elevados de TNF-a no
sangue de paciente com cancer do ovdrio e pacientes com uma ampla variedade de tipos de
tumor (GADDUCCI et al., 1995; RADKE et al., 1996). Outros estudos também tém
demonstrado que o TNF-a exerce importante papel na promog¢ao do crescimento tumoral e na
progressdo de neoplasias malignas de ovario (DOBRZYCKA et al., 2009; CHARLES et al.,
2009; HASSAN et al., 2009). NOWAK et al. 2010 encontraram producdo aumentada de TNF-
a em células mononucleares do sangue periférico em pacientes com cancer de ovario
comparada com casos nao malignos. Também observaram que a producao de altos niveis de IL-
10 e TGF-B1 pelas células malignas de ovario diminui a produgdo de Interferon-gama (IFN-y)
e TNF-a, suprimindo a resposta imune contra as células tumorais. No entanto, o TNF-a
circulante nem sempre ¢ detectdvel em pacientes com cancer € as suas concentragdes podem
variar de individuo para individuo durante o tempo e o curso da doenca (SZLOSAREK et al.,
2006; DARAI et al., 2003).

Um aumento significativo de TNF, sTNF-R1 e sTNF-R2 foi encontrado em soro de
mulheres com tumor de ovario comparados ao controle (MIELCZAREK-PALACZ et al.,
2012). Em linfomas ndo-Hodgkin, altos niveis séricos de STNF-R2 podem predizer um pior
prognostico, sendo um util biomarcador para selecionar o tratamento mais apropriado (GOTO

et al, 2006). Ha uma ligacao potencial entre tratamentos de artrite reumatoide e psioriase com



36

agentes anti-TNF-o, como o adalimumab, e o potencial para aparecimento de malignidades,
como o melanoma (KOUKLAKIS et al., 2013).

Portanto, o estudo do TNF-a e de seus receptores em neoplasias de ovario pode
representar um alvo potencial para investigacdo de novos fatores diagnosticos, progndsticos e

terapéuticos para o cancer de ovario.
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2 HIPOTESE
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Niveis elevados de TNF-alfa e seus receptores sdo encontrados em soro e liquido intracistico
em neoplasias malignas de ovario. Elevados niveis séricos e intracisticos de TNFR2 estdo

relacionados a fatores de mau prognostico em cancer de ovario.
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3OBJETIVOS
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Comparar a dosagem de TNF-a e de seus receptores soluveis: receptor tipo 1 (sTNF-
IR1) e receptor tipo 2 (STNF-R2) no soro e no liquido intracistico entre o grupo de

neoplasias benignas e o grupo de neoplasias malignas primarias de ovario.

Comparar a dosagem de TNF-a e de seus receptores soluveis STNF-1R1 e sSTNF-R2 no
soro e no liquido intracistico de pacientes com neoplasia maligna de ovario com fatores
prognosticos clinicos, laboratoriais (marcadores tumorais) e patologicos (estadiamento

e grau de diferenciacdo).
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4 MATERIAIS E METODOS
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Abaixo, apresentam-se os materiais utilizados e os métodos realizados no

desenvolvimento desse estudo.

4.1 PACIENTES

O estudo foi realizado na Disciplina de Ginecologia e Obstetricia, Instituto de Pesquisa
em Oncologia (IPON), Disciplina de Patologia Especial e Disciplina de Farmacologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Foram avaliadas as pacientes atendidas no
Ambulatorio de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia / Instituto de Pesquisa
em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, submetidas a tratamento
cirargico de acordo com critérios pré-estabelecidos. Foram selecionados n total de 62 pacientes

respeitando os critérios estabelecidos descritos no proximo item.

4.1.1 Critérios de indicagdo de laparotomia exploradora
Os critérios de indicagdo de laparotomia exploradora foram: cistos anecoicos com

o maior didmetro menor que 7cm, e com persisténcia da alteragdo por mais que 6 meses;
marcadores tumorais alterados; cistos anecoicos, com diametro maximo maior ou igual a 7cm;
massas ovarianas com conteudo solido, presenca de vegetacdo 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 Caracterizacdo dos grupos

As pacientes foram divididas em dois grupos, de acordo com o diagndstico
anatomopatoldgico, desta forma: o primeiro grupo de neoplasias ovarianas epiteliais benignas
(n=46), e o segundo grupo de neoplasias ovarianas epiteliais malignas primarias (n=17). Os
casos borderline foram incluidos no grupo de neoplasias malignas.

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

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, (Anexo A). Consentimento livre e

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

4.1.3 Critérios de inclusdo
O critério de inclusdo foi diagnostico pos-operatorio de neoplasia epitelial

de ovario (benigna ou maligna) pela anélise anatomo-patologica em parafina.

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

tratamento prévio a cirurgia (Quimioterapia), tor¢do do pediculo ovariano, rotura do ovario

e recidiva.
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42 METODOS

4.2.1 Analise dos dados
A andlise dos dados foi realizada através da anotacdo dos seguintes dados: idade,
paridade, raca, tabagismo, historia de terapia hormonal, contracepcdo, status hormonal, tipo

histolégico, grau histologico, estadiamento (FIGO), tipo histoldgico.

4.2.2 Estudo andtomo-patolégico

O estudo anatomo patolégico foi realizado pelo Servigo de Patologia Cirtirgica do HC
- UFTM, nos cortes embebidos em parafina, sendo que os casos serdo revisados por um
observador da disciplina de Patologia Especial. A avaliagdo anatomo-patoldgica e o
estadiamento dos casos foram realizados de acordo com os critérios da International Federation
of Gynaecology and Obstetrics — FIGO 2014.

Foram considerados tumores ovarianos do tipo I os tumores borderline serosos,
carcinomas serosos de baixo grau, e carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras.
Foram considerados tumores do tipo Il os carcinomas serosos de alto grau, tumores
mesodérmicos malignos mistos (carcinossarcomas) e indiferenciados (Kurman, Shih, 2010;

ALI-FEHMI et al., 2011; KURMAN, SHIH, 2011).

4.2.3 Coleta do liquido intracistico

Todos os tumores ovarianos das pacientes submetidas a laparotomia exploradora com
massa ovariana cistica, ou solida com areas cisticas, foram submetidos a pun¢do, imediatamente
apos a exérese do cisto, para a obtengdo de 20ml do contetido intracistico para a avaliagdo do
microambiente tumoral. Foram utilizadas seringas de 20ml e agulhas 18G x 11,2; 1,2 x 40,

estéreis e o liquido coletado por aspiracdo lenta. Os liquidos peritoneal e intracistico foram
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colocados em frascos estéreis, em caixa de isopor com gelo para o transporte até o laboratério
da Disciplina de Farmacologia. O lavado peritoneal e o liquido intracistico ovariano foram a
seguir centrifugados (1500 rpm, 10 min) e o sobrenadante coletado foi estocado (- 200C) até o
experimento para a dosagem de TNF-a e de seus receptores soluveis: receptor tipo 1 (STNF-

1R1) e receptor tipo 2 (STNF-R2)

4.2.4 Dosagem de TNF-a, sSTNF-1R1 e sSTNF-R2 no plasma

Os niveis de TNF-a, sTNF-1R1 e sTNF-R2 no plasma foram determinados por
método imunoenzimatico (ELISA). As concentra¢des foram calculadas através de comparacgao
com curvas-padrao das mesmas. Os resultados foram expressos em pg/ml. A coleta do soro foi

realizada no pré-operatorio.

4.2.5 Anadliseimuno-enzimdtica

Amostras de sangue venoso foram coletadas através do sistema a vacuo em tubos com

gel separador (BD Vacutainer®). Ap6s 30 minutos de coagulagdo as amostras  foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos a 2000rpm, onde o soro foi

armazenado em aliquotas de 250uL a -20°C até sua utilizagdo.

As amostras foram descongeladas uma vez imediatamente antes da analise. Os niveis

séricos de TNF-a, sSTNF-1R1 e sTNF-R2 foram medidos utilizando o kit ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) imuno-enzimatico tipo sanduiche (4viscera Bioscience® Inc.)
onde todos os reagentes foram preparados conforme protocolo do fabricante. Para a realizacao
do teste, em resumo, foram adicionados aos pocos da placa de ELISA, revestida com
anticorpo monoclonal contra TNF-a, sSTNF-1R1 e sTNF-R2 , 100uL de tampao de diluigdo,
padrdes diluidos, amostras e controle positivo correspondendo respectivamente aos pogos

branco, curva, amostras e controle positivo.
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A placa de ELISA foi coberta por selante adesivo e incubada 2h. em temperatura
ambiente em micro agitador de placas. Em seguida foi realizada aspiragdo e lavagem dos pogos
3 vezes com 300uL de tampao de lavagem utilizando-se pipetas multi-canal automaticas. Foi
retirado totalmente o excesso de liquidos dos pocos  adicionando-se em seguida. 100uL do
anticorpo de detec¢do biotinilado contra TNF-a, sTNF-1R1 e sSTNF-R2 onde uma segunda
incubacdo foi realizada por 2h. em temperatura ambiente em micro agitador de placas. Foi
repetida a aspiracdo e lavagem como descrito acima e apds foi adicionado 100puL do conjugado
de estreptavidina com peroxidase (HRP) e uma terceira incubacdo foi realizada por 1h. em
temperatura ambiente em micro agitador de placas completamente protegida da luz. Foram
realizadas as lavagens e em seguida foi adicionado 100puL em cada poco da solugdo substrato
de tetrametilbenzidina (TMB) incubando a placa por S5Smin. em temperatura ambiente
completamente protegida da luz. Apds a incubagao foram adicionados em cada poco 100uL da
solugdo de parada (0,5M de HCI). Finalmente, a densidade 6ptica de cada pogo foi determinada
utilizando um leitor de microplacas fixado para 450nm. O teste possui um limite de detecgao

de 1pg/mL, precisdo inter-ensaio de 8-10% e precisdo intra-ensaio de 4-6%.

4.2.6 Analise estatistica
Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism software. Os resultados foram
expressos em medianas e percentis. Os resultados entre os grupos nao pareados (neoplasias

benignas e malignas) foram comparados através do teste Mann-Whitney.

4.2.7 Redacdo do texto
O texto desse trabalho foi redigido conforme as normas técnicas da Associagao

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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As 63 pacientes atendidas foram divididas em dois grupos, sendo o de neoplasias
benignas constituidos de 46 pacientes e o de neoplasias malignas constituido de 17 pacientes.
A mediana da idade entre esses dois grupos foi respectivamente 48 (31-74) anos e 50 (32-79)
anos. A mediana do nimero de gestacdes e da paridade no grupo das neoplasias benignas foi
de 2 (0-16) gestagdes e 2 (0-13) partos; enquanto a mediana do nimero de gestagdes e da
paridade no grupo das neoplasias malignas foi de 2 (0-7) gestagdes e 2 (0-6) partos.

54,2% (19 pacientes) das mulheres no grupo das neoplasias benignas eram
menopausadas e a mediana da menopausa nessas mulheres foi de 49 (32-55) anos, enquanto a
menarca dessas pacientes teve mediana de 13 (10-16 anos). J& no grupo das neoplasias malignas
64,7 % (11 pacientes) eram menopausadas e a mediana da menopausa e da menarca nesse grupo
foi de 49 (32-60) anos e 13 (9-15) anos. Entre as menopausadas, 2 (10,5%) faziam terapia
hormonal durante o estudo no grupo de neoplasias benignas e nenhuma (0%) fazia terapia
hormonal no grupo das neoplasias malignas

A porcentagem de 6bitos no grupo das neoplasias malignas foi de 41,1% (7 pacientes)
enquanto no grupo de doencas benignas foi de 0% (nenhuma paciente).

Entre as pacientes do grupo de neoplasias benignas, 34 (75,5%) pacientes eram
casadas, 12 (26,6%) pacientes eram solteiras e 2 (4,4%) pacientes eram vivas; sendo que 20
(44,4%) pacientes utilizavam como método contraceptivo a laqueadura tubaria, 9 (20%)
pacientes utilizavam contraceptivos hormonais, 17 (37,7%) utilizavam nenhum método
contraceptivo e 2 (4,4%) pacientes utilizava-se de CONDOM. J& no grupo das neoplasias
malignas, 10 eram casadas, 5 eram solteiras e 2 eram viuvas perfazendo percentuais de 58,8/
29,4/ 11,8% respectivamente; ja seus métodos contraceptivos eram em 88,2% (15 pacientes)
nenhum método e 11,8% (2 pacientes) laqueadura tubaria. O descrito acima esta representado

na Tab.3



Tabela 3 - Caracteristicas dos dois grupos de pacientes comparados no estudo.
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Neoplasias benignas

Neoplasias malignas

n=45 % n=17 %

Idade (mediana em anos) 48 woH 50 woH
Gestacoes (mediana) 2 ok 2 ok
Paridade (mediana) 2 ok 2 ok
Idade do Menacme (mediana) 13 roE 13 ok
Idade da Menopausa (mediana) 49 ok 49 ok
Menopausa 19 54,2 11 64,7
Uso de TH 0 0 2 14,5
Estado Civil

Casada 34 75,5 10 58,8

Solteira 12 26,6 5 29,4

Vitva 2 4,4 2 11,8
Método Contraceptivo

Laqueadura Tubaria 20 44.4 2 11,8

Contraceptivo Hormonal 9 20 0 0

CONDOM 2 4.4 0 0

Nenhum 14 31,1 15 88,2
Obito 0 0 7 41,1

Fonte: O autor
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O estudo da massa ovariana avaliada pelo US transvaginal teve como mediana do seu
volume de 273,8 (4,8-8400,0) ml e a mediana do maior didmetro foi de 8,8 (2,6- 34,1) cm no
grupo de neoplasias benignas e 655 (96,2-4255,0) ml e 12,5 (8-22,5) cm no grupo das neoplasias

malignas. (Fig. 1)

Figl- Caracteristicas ultrassonograficas das massas ovarianas entre o grupo de neoplasias

ovarianas benignas e o grupo de neoplasias ovarianas malignas

Caracteristicas ultrassonograficas das massas
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Fonte: O autor

Entre as neoplasias benignas, 24 (52,17%) tiveram como diagndstico histologico o
cistoadenoma seroso, 20 (43,48%) cistoadenomas mucinosos, 1 (2,17%) cistoadenoma seroso
associado a tumor de Brenner, 1 (2,17%) cistoadenomamucinoso associado a tumor de Brenner.
Entre as neoplasias malignas e borderline, 5 (29,41%) tiveram como diagndstico histolégico o

tumor mucinosoboderline, 2 (11,76%) tumores serosos boderline, 5 (29,41%)
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cistoadenocarcinomas serosos, 2 (11,76%) carcinomas de células claras, 1 (5,88%)
adenocarcinoma endometrioide (5,88%), 1 adenocarcinoma de grandes células e 1 (5,88%)

neoplasia maligna de alto grau.

Tabela 4 - Classificacao histoldgica dos tumores das pacientes com neoplasia benigna

Neoplasias benignas

n=45 %
Cistoadenoma serosos 21 46,66
Cistoadenoma mucinoso 21 46,66
Struma ovarii 1 2,22
Tu mucinoso primitivo do ovario 1 2,22
Cistos simples do ovério 2 4,44

Fonte: O autor

Tabela 5 - Classificacdo histologica dos tumores das pacientes com neoplasia maligna

Neoplasias benignas

n=17 %
Tumor mucinoso boderline 5 29,41
Tumor seroso boderline 3 17,64
Cistoadenocarcinoma Serosos 5 29,41
Carcinomas de células claras 2 11,76
Adenocarcinoma endometrioide 1 5,88
Neoplasia maligna moderadamente

1 5,88

diferenciada de alto grau.

Fonte: O autor
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O estadiamento das pacientes com tumores malignos também foi muito variavel sendo:
6 diagnosticos no estadiamento IA, 1 paciente no estadiamento IB, 2 pacientes no estadiamento
IC, 1 paciente no estadiamento IIA, e o restante das pacientes em estadiamento III sendo, 2 no
IIIB e 5 no IIIC (Fig 4), sendo que 11 foram submetidos a esquema de quimioterapia como

forma complementar de tratamento e 6 ndo foram (Estadiamento [A) (Fig 2).

Fig 2- Classificacdo do estadiamento das pacientes com neoplasia maligna segundo a FIGO
2014
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neoplasia maligna
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Fonte: O autor
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Entre as pacientes com neoplasias malignas, 9 (52,94 %) eram grau histologico G1
(muito diferenciado), 4 (23,52 %) eram G2 (moderadamente diferenciado) e 4 (23,52 %) eram

G3 (muito indiferenciado) (Fig. 3).

Fig 3- Grau de diferenciagdo entre as pacientes com neoplasias malignas

Grau de diferenciagdo entre as pacientes com neoplasias
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Fonte: O autor

A mediana no liquido intracistico do TNF-alfa, TNF-R1, TNF-R2 medido em pg/ml
foram respectivamente de 9,5; 1047,0; 479,6 no grupo das neoplasias benignas e 4,6 ; 1142,3
e 2098,5 no grupo das neoplasias malignas, sendo que a dosagem de TNF-R2 intracistico foi

significativamente mais alta nas neoplasias malignas quando comparado com as neoplasias
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benignas (p=0.0235). O percentil 25 e o percentil 75 no liquido intracistico do TNF-alfa , TNF-
R1, TNF-R2 medido em pg/ml foram respectivamente de (3,7 -12,0); (743,9 — 1170,0); (231,7
—1665,0) para as neoplasias benignas e de (1,4 — 8,4); (971,3 — 1192,0); (1239,0 — 2419,0) para

as neoplasias malignas. (Fig 4)

Fig 4: Niveis de TNF-alfa (pg/ml) e seus receptores TNF-R1 e TNF-R2 no liquido intra-cistico
de pacientes com neoplasias benignas ¢ malignas de ovario. * p=0.0235 versus neoplasias
benignas (Mann-Whitney).
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Ja a mediana dos niveis de TNF-alfa no soro pré-cirurgia foi de 10,4 no grupo das
neoplasias benignas e 12,0 no grupo de neoplasias malignas. J4 a mediana do TNF-R1 e TNF-
R2 no soro pré-cirurgia foi respectivamente de 435,3 e 683,5 no grupo de neoplasias benignas
e ainda 447,5 e 684,4 no grupo de neoplasias malignas, sem valores estatisticamente
significativos. Os percentis 25 e 75 do TNF alfa no soro pré-cirurgia foi de (4,52 — 63,93) no
grupo de neoplasias benignas e (2,5 — 60,85) no grupo de neoplasias malignas. J& os percentis
25 e 75 do TNF-R1 e TNF-R2 no soro pré-cirurgia foram respectivamente de (230,4 — 521,0)
e (677,3 — 692,0) no grupo de neoplasias benignas e ainda (294,9 — 540,8) e (675,9-694,4) no
grupo de neoplasias malignas (Fig. 5). Os niveis de TNF-alfa, TNF-R1 E TNF-R2 foram

medidos em pg/ml.
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Fig 5: Niveis de TNF-alfa (pg/ml) e seus receptores TNF-R1 e TNF-R2 no soro pré-operatorio
de pacientes com neoplasias benignas e malignas de ovario.

2A 2B
§001 800
-E- = 6004
5 4004 E !
e g
g = 40
¢ x0 T £
2004
z g 200
c T T
(] 0
¢

2C

TNFR2 (pg/ml)
-
=

o
=
=]

<,
©.

“o
’%’@

“o

Fonte: O autor

A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg /
ml) determinados a partir de amostras de liquido intracistico obtidas de pacientes com
neoplasias malignas e comparando-as aos tipos I e II foram respectivamente de 5,0 (0,9-8,7);
1001,0 (87,1-1172,0); 1397,0 (381,1 — 2179,0), nas neoplasias malignas classificadas no tipo I

ede4,3(1,4-8,1); 1148,0 (1131,0-1194,0); 2211,0 (1919,0-2515,0) nas neoplasias malignas do
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tipo II. Verificamos que valores maiores do TNF-R2* foram mais elevados nas pacientes com

cancer tipo II, porém com valor de p = 0,08. (Fig. 6)

Fig 6- Os niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de amostras
de liquido intra-cistico obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando aos tipos I e
IL, * p = 0,08 versus tipo I (Mann-Whitney).
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A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg /
ml) determinados a partir de amostras de liquido intracistico obtidas de pacientes com
neoplasias malignas e comparando-as ao graus de diferenciacdo tumoral, foram
respectivamente 7,1 (0,75 — 10,25); 1031,0 (487,1 — 1186,0); 1239,0 (305,8- 1827,0) em
pacientes com grau 1 de diferenciagdo tumoral e de 4,3 (1,4-5,3); 1146,0 (868,9- 1193,0);
2315,0 (2048,0 — 2468,0) em pacientes com grau de diferenciagdo 2/3. Verificamos que valores
maiores do TNF-R2 foram encontrados nas pacientes com cancer com graus de diferenciacao
2e3;p=0,0087. (Fig. 7)

A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg/
ml) determinados a partir de amostras de liquido intracistico obtidas de pacientes com
neoplasias malignas e comparando-as ao estadiamento tumoral, foram respectivamente 1,4
(1,15 -7,4); 1095,0 (729,2 — 1193,0); 1668,0 (381,1 —2285,0) em pacientes com estadiamento
/Il e de 5,3 (4,3 -10,9); 1143,0 (617,7 — 1181,0); 2211,0 (1608,0 — 2420,0) em pacientes com
estadiamento III ou IV. Verificamos que nao houve diferenca estatistica significativa. (Fig. 8)

A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg /
ml) determinados a partir de amostras de soro pré-operatorio e comparando-as aos tipos I e II
de acordo com a classificagado de SHIHS 2010, foram respectivamente 12,25 (2,32 — 22.4);
515,8 (297,9 — 546,1); 683.,9 (677,8 — 694,3) nas neoplasias malignas classificadas no tipo I €
9,7(1,7—113,3); 343,8 (291,8 —413,4); 684,4(669,5- 696,6) nas neoplasias classificadas como
tipo II. Dosando os niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de
amostras de soro pré-operatorios obtidas de pacientes com neoplasias malignas e comparando-

as aos tipos I e I, verificamos que nao houve diferenca estatistica entre os grupos. (Fig. 9)
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Fig 7- Niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de amostras de
liquido intra-cistico obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando com o grau
histologico; * p = 0,0087 vs. grau 1 (Mann-Whitney).
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Fig 8- Niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de amostras de
fluido intracistico obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando-as ao

estadiamento tumoral - FIGO (Mann-Whitney).

3G 3H
301 1500-
£ » £ 1000- i
& - e
‘S . o .
. 101 ! 500
0 c ] ]
Q N\ Q
D e \
\\\Qv N\ \\\Q;
Estadiamento Estadiamento
3

3000+

2000+

TNFR2 (pg/ml)
2
S

Fonte: O autor

Estadiamento



61

Fig 9- Niveis de TNF-alfa, TNFR1 e TNFR2 (pg / ml) determinados a partir de amostras de
soro pré-operatérios obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando-as aos tipos I
e II (Mann-Whitney)
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A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg /
ml) determinados a partir de amostras de soro pré-operatdrio € comparando-as ao graus de
diferenciagdo tumoral, foram respectivamente 12,0 (2,55-19,7); 506,3 (269,9 — 549,6); 687,3
(678,1 -694,8) nas pacientes com neoplasias grau 1 de diferenciacdo e de 11,1 (1,8 — 115,5);

360,2 (303,3 — 506, 5); 680,7 (670,3 — 691,7) nas pacientes com neoplasia maligna com grau
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de diferenciagdo 2/3. Verificando os niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml)
determinados a partir de amostras de soro pré-operatério obtidas de pacientes com neoplasias
malignas e comparando-as aos graus de diferenciagdo tumoral, que ndo houve diferenca
estatistica significativa. (Fig.10).

A mediana e os percentis (25 e 75) dos niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg /
ml) determinados a partir de amostras de soro pré-operatorio e comparando-as ao estadiamento
tumoral, foram respectivamente de 10,55 (1,92-15,65); 478,2 (296,7 — 540,2); 680,7 (676,8 —
687,6) nas pacientes com neoplasias malignas com estadiamento I ou II e de 14,3 (3,0-121,8);
343,8 (285,0 — 545,6); 694,1 (670,9 — 697,3) nas pacientes com neoplasias malignas com
estadiamento III ou IV. Em relagdo ao estadiamento tumoral ao comparar os niveis de TNF-
alfa, TNFR1 e TNFR2 (pg/ml) determinados a partir de soro pré operatorio, obtidas de pacientes
com neoplasias malignas, verificamos que nao houve diferenca estatistica significativa. (Fig

).
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Fig.10- Niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de amostras de
soro pré-operatério obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando-as ao grau
histologico (Mann-Whitney).
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Fig.11- Os niveis de TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2 (pg / ml) determinados a partir de amostras
de soro pré operatorio obtidas de pacientes com neoplasias malignas comparando-as ao

estadiamento tumoral - FIGO (Mann-Whitney).
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6 DISCUSSAO
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Os marcadores tumorais podem ser muito Uteis no manejo das neoplasias ovarianas,
visto que apresentam seus niveis séricos elevados no decorrer da doenca e a normalizacdo
desses niveis esta ligado a remissdo da doenga (REIS, 2005).

A mediana de idade das nossas pacientes foi de 47 anos para o grupo de neoplasias
benignas e 50 anos para o grupo de neoplasias malignas, a paridade mediana para ambos os
grupos foi de 2 partos. Valores similares foram encontrados na literatura (STAFF et al.,
2010).

A resposta imunologica e a ocorréncia de neoplasias tem sido amplamente
documentada (KNUTSON et al, 2003; ZHANG et al, 2003; BAERT et al, 2015;
COOSEMANS et al., 2015). O sistema imune possui propriedades distintas no cancer epitelial
de ovario, onde ha atuacdo de células efetoras e imunomoduladoras (BAERT et al., 2015). O
microambiente tumoral limita a atuagdo das células que combatem a proliferacdo e
deslocamento das células neoplasicas a outros tecidos e favorece a diferenciacio de células que
regulam o sistema imune para um perfil imunossupressor, ocasionando o aumento das massas
tumorais, bem como a migracdo das células tumorais a tecido adjacentes, ocasionando a
progressao da doenga e elevando seu risco de malignizagdo, principalmente em pacientes em
estadios mais avangados do cancer (BAERT et al., 2015).

O microambiente tumoral em cancer epitelial de ovario geralmente ¢ inflamatorio.
Citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias podem levar a um ambiente imunossupressor
(GIUNTOLI ET AL, 2009; MHAWECH-FAUCEGLIA ET AL., 2013). TNF ¢ uma citocina
pleiotropica produzida durante resposta fisiologica a infec¢do, injuria ou isquemia por varias
células, como linfocitos, células natural-killer, células endoteliais e células de musculo liso
(AGGARWAL 1992; TURETSKAYA ET AL., 1992). As atividades do TNF sao mediados pela
interacdo com 2 receptores: TNFR1, ou p55, e TNFR2, ou p75, que sdo expressos em varios

tipos celulares (TARTAGLIA&GOEDDEL 1992; ROTHE ET AL., 1992). Cada receptor pode
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ser clivado em uma forma soltivel capaz de ligar e neutralizar TNF. A expressao de receptores
de TNF ¢ regulada em resposta a isquemia e injuria, fornecendo importante nivel de controle
biologico das atividades de TNF, e a ativacdo de cada um dos receptores modulam distintas
respostas celulares. O receptor pS5 medeia apoptose TNF-induzida (SMITH 1994), mas a
funcdo de p75 ¢ mais obscura, podendo estar implicado na proliferacdo celular, crescimento
tumoral e angiogénese (SASI ET AL, 2012).

Quando produzido cronicamente no microambiente tumoral, o TNF-a age como
citocina pro-inflamatoria e promotora do tumor (CHARLES et al., 2009). Os niveis de TNF-a
no tecido tumoral podem ser mais relevantes comparados com o0s seus niveis séricos
(DOBRZYCKA et al., 2009). Os TNF-R apresentam uma forma soltvel, os STNF-R, e estas
formas sdo antagonistas de citocinas especificas. Elas se ligam no TNF-a circulante e inibem a
sua atividade biologica, impedindo a sua liga¢do aos receptores celulares. Altas concentragdes
de TNF-R soluvel pode inibir a atividade do TNF e podem, assim, representar um mecanismo
de escape do tumor contra os efeitos destrutivos de TNF-a. Embora o papel patogénico real dos
sTNF-Rs permaneca controverso, eles tém sido propostos como marcadores fidedignos de local
de producao de TNF-a (ANDERSON et al., 2004; SZLOSAREK et al., 2006).

Varios estudos tém associado a detecgdo de niveis anormais e elevados de TNF-a no
sangue de pacientes com cancer do ovdario e pacientes com uma ampla variedade de tipos de
tumor (GADDUCCT et al., 1995; RADKE et al., 1996). Estes estudos também t€ém demonstrado
que o TNF-a exerce importante papel na promocao do crescimento tumoral e na progressao de
neoplasias malignas de ovario (DOBRZYCKA et al., 2009; CHARLES et al., 2009; HASSAN
et al., 2009). NOWAK ET AL. (2010) encontraram producao aumentada de TNF-a em células
mononucleares do sangue periférico em pacientes com cancer de ovario comparada com casos
nao malignos. Também observaram que a producdo de altos niveis de IL-10 e TGF-B1 pelas

células malignas de ovario diminui a producdo de Interferon-gama (IFN-y) e TNF-q,
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suprimindo a resposta imune contra as células tumorais. No entanto, o TNF-a circulante nem
sempre ¢ detectdvel em pacientes com cancer e as suas concentragdes podem variar de individuo
para individuo durante o tempo e o curso da doenga (SZLOSAREK et al., 2006; DARAI et al.,
2003), o que poderia explicar por que ndo encontramos diferengas entre os valores de TNF-a
entre neoplasias benignas comparado a malignas. Em um recente estudo prospectivo,
CLENDENEN et al. (2007) relataram que as mulheres no quartil mais elevado do nivel de IL-
6 contra as mulheres no quartil mais baixo tiveram um risco aumentado 70% de cancer de
ovario; no entanto, ndo foram observadas associagdes de TNF-a ou seus receptores soluveis.
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de POOLE et al. (2013), onde nao houve
associacdo significativa entre a interleucina 6 ou tumor fator de necrose - a receptor 2.

Um aumento significativo de TNF, sTNF-R1 e sTNF-R2 foi encontrado em soro de
mulheres com tumor de ovario comparados ao controle (MIELCZAREK-PALACZ et al.,
2012), porém nao foram detectados em nosso estudo. Em linfomas ndo-Hodgkin, altos niveis
séricos de sTNF-R2 podem predizer um pior prognoéstico, sendo um 1til biomarcador para
selecionar o tratamento mais apropriado (GOTO et al, 2006). Ha uma ligagao potencial entre
tratamentos de artrite reumatoide e psoriase com agentes anti-TNF-a, como o adalimumab, e o
potencial para aparecimento de malignidades, como o melanoma (KOUKLAKIS et al., 2013).
TNFR2+ Tregs obtidas de ascites associadas a tumores estavam presentes em grande quantidade
em pacientes com cancer de ovario (GOVINDARAJ et al., 2013). Em nosso estudo, valores
maiores de TNF-R2 intracistico foram encontrados nas neoplasias malignas quando comparado
com as neoplasias benignas.

Na avaliagdo do tecido em cancer de ovario, a expressao de TNF-a pode variar
dependendo do tipo histologico (GUPTA et al., 2016), e a expressao de TNF-a e TNFR1 podem
variar dependendo do grau de diferenciacao (JAMMAL et al., 2016; MARTINS-FILHO et al.

2014). Além disso, a expressao de TNFR1 mRNA foi igual em tecido de cancer ovariano
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comparado a tecido ovariano normal (PIURA el al., 2014). Essa variabilidade poderia explicar
por que, em nosso estudo, ndo houve diferenca dos fatores prognoésticos relacionados ao TNF e
TNFRI.

Em pacientes com cancer epitelial de ovario, imunomarcagdo forte de TNFRI no
estroma peritumoral esteve relacionado a menor sobrevida livre de doenga, sugerindo ser um
fator de mau prognostico (JAMMAL et al., 2016). A acdo autocrina de TNF-a pelas células
neoplasicas gera uma rede de outras citocinas, fatores angiogénicos e quimiocinas que agem de
maneira autdcrina e paracrina, levando a neovascularizacdo e infiltracdo do peritdnio por
células tumorais (KULBE et al., 2007). Niveis altos de TNF-alfa associado a altos niveis de IL6
em ascite de pacientes com cancer de ovario tiveram associagdo com menor sobrevida livre de
progressdo apos a cirurgia primaria (KOLOMEYEVSKAYA et al., 2015). Expressdo TNF-R2
in tecido de cancer epitelial de ovario correlacionou com mais alto risco de progressdo da
doenga (DOBRZYCKA et al., 2009 Folia). Nos encontramos valores maiores de TNFR2
intracistico relacionados a cancer de ovario tipo I, com tendéncia a significancia. Além disso,
Valores maiores de TNFR2 intracistico estiveram relacionados a graus de diferenciacao 2 e 3,
sugerindo associagdo com tumores de pior prognostico. Em nosso conhecimento, ainda nao ha
nenhum estudo na literatura avaliando os receptores soluveis de TNF no liquido intracistico de
tumores de ovario.

Um estudo mostrou que houve correlagdo de TNFR1 sérico com escore de
ultrassonografia morfoldgica e niveis de CA-125, mas ndo encontraram relacdo com
estadiamento (FIGO) e grau tumoral (OPALA et al., 2005). Outro estudo demonstrou que a
expressao de TNFR2 foi mais alta em cancer de ovario estadiamento IV comparado a
estadiamento III (DONG et al., 2008). Nosso estudo nao demonstrou relacao com estadiamento,

talvez pela pequena amostra de pacientes.
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Atualmente, os tratamentos baseados em TNF ndo levam em consideracao a
possibilidade de inibi¢do seletiva do TNFR2. Estudos recentes tém demonstrado que a inibigao
seletiva do eixo de sinalizagdo TNF-TNFR2 pode levar ao aumento da apoptose tumoral e a
inibicao da angiogénese, levando a um novo alvo para o tratamento do cancer (SASI ET AL.,
2014). TNFR2 ¢ predominantemente expresso por células T regulatorias (Tregs)
CD4+CD25+FoxP3+, podendo exercer atividade supressora, levando a um mecanismo de
evasao pelo tumor mediado por linfécitos que infiltram tumores (TILs) em modelo tumoral de
camundongo. Ou seja, na biologia tumoral, TNFR2 estd associado ao acumulo de Tregs que
expressam TNFR2" (CHEN ET AL., 2008). O actmulo preferencial de TNFR2 Tregs em
linfocitos que infiltram tumores (TILs) sugerem que a inibicdo de TNFR2 nesse subconjunto
de TILs poderia melhorar a resposta a administragdo de pequenas doses de TNF exogeno,
induzindo a apoptose dessas células.

Em nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro estudo na literatura que compara,
simultaneamente, o TNF-alfa e seus receptores soluveis com fatores prognosticos no cancer
primario de ovario. Uma das limitagdes do estudo ¢ uma amostra pequena de pacientes
avaliadas. Ha necessidade de se encontrar fatores adicionais que definiriam o progndstico das
neoplasias malignas de ovario. Portanto, o estudo de novos marcadores diagndsticos e
prognoésticos no cancer primario de ovario ¢ importante para uma melhor programacgdo do

tratamento cirurgico e adjuvante das pacientes.
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A dosagem de TNF-R2 intracistico ¢ mais alta em neoplasias malignas quando
comparado com as neoplasias benignas de ovdrio, porém ndo encontramos diferengca na
dosagem sérica desses marcadores, o que talvez demonstre, que tal substancia possivelmente
ndo seja adequada para o diagnostico do cancer de ovario. Além disso, valores maiores de
TNFR2 intracistico foram encontrados em pacientes com tumores malignos com graus de
diferenciagdo 2 e 3, o que sugere que esse receptor solivel pode ser um potencial marcador de
mau prognéstico em cancer de ovario, podendo alvo de futuras pesquisas de terapias-alvo

seletivas anti-TNFR2.
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9.1 ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

ANALISE DE FATOR DE NECROSE TUMORAL E SEUS RECEPTORES EM SORO,

E LIQUIDO INTRACISTICO EM NEOPLASIAS DE OVARIO

Registro Hospitalar n° .......ccocevvvevienenen. , 11 e/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisao
e que isso ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome nado sera divulgado, que ndo
terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em

participar do estudo e autorizo a publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha

doenga.
Uberaba, ............. [ i, [oeeeeiieeneens
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal RG /CPF

Telefone de contato da paciente:

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador
orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326



9.2 ANEXO B- APROVACAO PELO CEP
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