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RESUMO

CRISPIM, P. C. A. Papel das interleucinas nos endometriomas e neoplasias
ovarianas. 2019. 68f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2019.

Introducéo: estudos tém mostrado uma relacdo da endometriose com o cancer de
ovario. Objetivos: avaliar e comparar as dosagens das citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10 e TNF-a no soro, liquido intracistico e liquido peritoneal de pacientes com
diagnostico de endometrioma ovariano, neoplasia maligna e benigna de ovério e
lesbes ndo neoplasicas de ovario; verificar se ha correlacdo entre os valores dessas
citocinas entre o grupo de pacientes com endometrioma de ovario e de pacientes
com diagnéstico confirmado de neoplasia maligna ovariana nos diferentes ambientes
estudados (soro, liquido intracistico e lavado peritoneal) e também determinar o
melhor ponto de corte das interleucinas séricas que podera ser utilizado na
diferenciacdo de pacientes com neoplasia maligna de ovario e endometrioma.
Materiais e métodos: este estudo envolveu 153 pacientes, sendo 20 com lesbes
ovarianas nao neoplasicas, 82 com neoplasia benigna, 30 com neoplasia maligna e
21 com endometrioma. As concentracdes das citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a foram quantificadas pelo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Os
resultados das concentracdes das citocinas foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis, com o pés-teste de Dunn. Para citocinas que apresentaram significancia
estatistica, foi utilizada uma curva Receiver Operating Feature (ROC) para obter a
Area sob a Curva (AUC) e determinar os melhores valores de corte que poderiam
ser utilizados no diagnéstico de neoplasia maligna de ovario. As correlacdes das
concentragcdes das citocinas foram realizadas pelo teste Spearman. A significancia
estatistica foi estabelecida em p <0.05. Resultados: as concentracdes séricas e no
liquido intracistico de IL-6 foram maiores em pacientes com neoplasia maligna em
comparacao as pacientes com neoplasia benigna, assim como no liquido peritoneal,
onde as concentragdes de IL-6 também foram maiores em pacientes com neoplasia
maligna em comparacdo as pacientes com lesdes ndo neoplasicas de ovario. As
concentracdes séricas de IL-8 e IL-10 foram maiores nas neoplasias malignas que
nos endometriomas. Houve correlagcdo positiva dos niveis de IL-5 no soro e
correlacédo positiva de IL-10 no lavado peritoneal entre os grupos de endometriomas

e neoplasias malignas de ovario. Ao avaliar a AUC dos niveis séricos de citocinas,



comparando pacientes com neoplasia maligna e endometriomas, houve significancia
estatistica para IL-6, IL-8 e IL-10. Os valores de corte para essas citocinas foram 5.3,
56,2 e 12,56, respectivamente. Conclusdo: os resultados com significancia
estatistica mostraram utilidade nas concentracdes séricas de IL-6, IL-10 e IL-8 como
parametros que diferenciam endometriomas de neoplasias malignas de ovario,
esbocando a viabilidade da dosagem sérica dessa citocina como um biomarcador a
ser utilizado no diagndstico de uma possivel diagnéstico diferencial da endometriose

durante o seguimento dessas pacientes.

Palavras-chave: Endometriose. Cancer de Ovéario. Imunologia.



ABSTRACT

CRISPIM, P. C. A. Role of interleukins in endometriomas and ovarian
neoplasms. 2019. 68f. Dissertation (Master in Health Sciences) - Federal University
of Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2019.

Introduction: studies have shown a relationship between endometriosis and ovarian
cancer. Objectives: were to evaluate and compare the dosages of cytokines IL-2,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a in serum, intracystic fluid and peritoneal fluid of
patients diagnosed with ovarian endometrioma, malignant and benign ovarian
neoplasms, and non-neoplastic ovarian tumors; to verify if there is a correlation
between the values of these cytokines between the group of patients with ovarian
endometrioma and patients with a confirmed diagnosis of ovarian malignancy, in the
different environments studied (serum, intracystic fluid and peritoneal fluid); and to
determine the best cutoff point for serum interleukins that can be used to differentiate
patients with ovarian malignancy and endometrioma. Materials and methods: this
study involved 153 patients, 20 with non-neoplastic ovarian lesions, 82 with benign
neoplasia, 30 with malignant neoplasia, and 21 with endometrioma. The
concentrations of cytokines IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a were quantified by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Cytokine concentrations were
analyzed by Kruskal-Wallis test with the Dunn posttest. For cytokines that were
statistically significant, a Receiver Operating Feature (ROC) curve was used to obtain
the Area Under the Curve (AUC) and to determine the best cutoff values that could
be used in the diagnosis of ovarian malignancy. Correlations of cytokine
concentrations were performed by the Spearman test. Statistical significance was set
at p<0.05. Results: IL-6 serum and intracystic fluid concentrations were higher in
patients with malignant neoplasia compared to patients with benign neoplasia, as well
as in peritoneal fluid, where IL-6 concentrations were also higher in patients with
malignant neoplasia in compared to patients with non-neoplastic ovarian tumors.
Serum IL-8 and IL-10 concentrations were higher in malignant neoplasms than in
endometriomas. There was a positive correlation of serum IL-5 levels, and a positive
correlation of IL-10 in the peritoneal fluid between groups of endometriomas and
ovarian malignancies. When evaluating the AUC of serum cytokine levels comparing
patients with malignant neoplasia and endometriomas, there was statistical

significance for IL-6, IL-8 and IL-10. The cutoff values for these cytokines were 5.3,



56.2 and 12.56, respectively. Conclusion: our results showed utility in serum
concentrations of IL-6, IL-10 and IL-8 as parameters that differentiate endometriomas
from ovarian malignancies, suggesting the feasibility of serum cytokine dosage as a
biomarker to be used in the differential diagnosis of endometriosis during follow-up of

these patients.

Key words: Endometriosis, Ovarian Cancer. Immunology.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENDOMETRIOSE

1.1.1 Definicéo e diagnostico

A endometriose é uma doenca benigna do aparelho genital feminino que se
caracteriza pela presenca de tecido endometrial ectdpico, podendo se manifestar de
maneira difusa em implantes pélvicos e de maneira localizada como no
endometrioma ovariano. E uma doenca crénica e de dificil diagnostico, o que leva a
considerar a prevaléncia, e ndo a incidéncia, como melhor parametro para a anélise
dos aspectos epidemiologicos (MAO; ANASTASI, 2010). Dados da literatura
apontam uma prevaléncia de 10% em mulheres em idade fértil (VIGANO et al.,
2004). Endometriomas ovarianos sao encontrados em 17 a 44% das pacientes com
diagnéstico de endometriose (RUDERMAN; PAVONE, 2017).

O diagnéstico clinico da endometriose é desafiador, uma vez que os sinais e
sintomas podem variar consideravelmente (NISENBLAT et al., 2016). A dor pélvica, a
dispareunia profunda e a infertilidade estdo presentes na clinica da endometriose,
assim como de varias outras patologias ginecoldgicas. Os sintomas da dor nem
sempre se correlacionam com a gravidade das lesGes. Embora a endometriose
profunda esteja associada a uma dor intensa, existem algumas dessas lesdes que
nao causam dor (KONINCKX et al., 2019).

Niveis elevados do Antigeno do Céncer Ovariano 125 (CA-125) geralmente
estdo aumentados em pacientes com endometriose, mas esse aumento nao €
especifico, pois pode indicar a presenca de varias outras patologias ginecolégicas,
como cancer de ovario ou inflamacdo (NISENBLAT et al., 2016). No entanto, em
mulheres com historia de dor pélvica cronica e infertilidade, o nivel plasmatico de CA
125 maior ou igual a 30 U/ml é presuntivo de endometriose (HIRSCH et al., 2017).
Um biomarcador sérico de diagnostico confidvel representaria um grande avancgo
para o diagnadstico clinico da endometriose (DAWSON et al., 2018).

A ultrassonografia transvaginal tem sido apontada como um exame de
imagem com uma boa contribuicdo ao diagnostico da endometriose profunda

(invasdo > 5 mm no peritbnio) por ser um exame acessivel, de baixo custo e nédo
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invasivo. No entanto, essa avaliacdo € limitada, pois depende de um profissional
habil para realiza-la e que tenha experiéncia na execucédo do exame, pois as lesées
podem ser muito pequenas e passar despercebidas (OLIVEIRA et al., 2019). O uso
da ultrassonografia transvaginal para o diagnéstico de endometriomas também é
limitado tanto por ser operador dependente como também pela heterogeneidade de
apresentacdo dessas lesbes a imagem ultrassonografica, principalmente em
mulheres na pdés-menopausa. Em regra geral, a imagem de um cisto unilocular com
ecogenicidade do vidro fosco é altamente sugestiva de endometrioma, no entanto,
em mulheres na pds-menopausa, cerca de 44% dessas imagens correspondem a
massa ovariana maligna (VAN HOLSBEKE et al., 2010).

A ressonancia magnética € indicada no pré-operatorio em casos complexos
de endometriose com presenca de aderéncias e comprometimento ureteral. A
especificidade desse exame € alta no dignéstico de endometriomas (CHAMIE et al.,
2011). Mas ainda é considerado um exame de alto custo, ndo acessivel e
examinador dependente para laudar as lesdes.

O exame padrao-ouro para o diagnostico da endometriose €é a
videolaparoscopia diagndstica com a analise histolégica do tecido biopsiado durante
o exame. Durante o procedimento, a biopsia das lesdes suspeitas € essencial e a
excisdo € o tratamento de escolha quando for possivel realiza-la com seguranca
(SCHIPPER; NEZHAT, 2012).

O diagnéstico tardio € um problema significativo para mulheres com
endometriose. A cultura de que a dor pélvica é normal em mulheres e a
complexidade do diagndéstico ser por um meio invasivo e de alto custo podem
atrasar de quatro a dez anos o diagnédstico, desde o relato dos sintomas a
confirmacédo do diagnostico. Esse atraso pode ter como consequéncia o avango da
doenca, levando a um estadio que é mais dificil de tratar (AGARWAL et al., 2019;
NATIONAL GUIDELINE ALLIANCE, 2017).

Enquanto os meédicos estdo mais familiarizados com as caracteristicas
clinicas da endometriose, as tecnologias moleculares emergentes estédo
aprimorando a compreensdo da doenca a fim de melhorar o conhecimento e o0 seu
tratamento (WEI; WILLIAM; BULUN, 2011).

1.1.2 Fisiopatologia da endometriose
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A endometriose ndo tem uma fisiopatologia bem estabelecida. Algumas
teorias fundamentam-se no fato de os implantes serem de origem do endométrio
uterino e outras teorias no fato de os implantes surgirem a partir de tecidos
diferentes do Utero.

A teoria celdmica baseia-se no fato de as células endometriais e peritoneais
possuirem um precursor comum: a ceélula celémica. Estimulos hormonais e
imunoldgicos induzem o0 mesotélio peritoneal a sofrer metaplasia, formando
glandulas e estroma tipicos do tipo endometrial (BONTIS; VAVILIS, 1997).

A teoria da implantacdo foi proposta por Sampson em 1925 e defende a
hipétese de que implantes de endometriose teriam origem de células endometriais
gue seriam trazidas a cavidade peritoneal por um fluxo menstrual retrégrado por
meio das tubas uterinas (SAMPSON, 1925). No entanto, a teoria original ndo explica
o fato de todas as mulheres apresentarem o fluxo menstrual retrégrado e somente
algumas apresentarem o diagnostico de endometriose. Portanto, sdo necessarios
outros fatores para justificar a sobrevivéncia, a invasdo e o crescimento dessas
células na cavidade peritoneal. Alteracdes no sistema imune das pacientes que tém
o diagnostico de endometriose vém sendo apontadas cada vez mais como
responsaveis por produzirem um ambiente propicio ao desenvolvimento das lesdes
endometritticas (IZUMI et al., 2018).

A teoria do tecido remanescente embrionario defende a hipbétese de que
células de origem Milleriana desenvolveriam o tecido endometriético na cavidade
peritoneal. Ainda sdo necessarios estudos que comprovem a sobrevivéncia desse
tecido embrionario até a vida adulta. No entanto, essa teoria conseguiria explicar
casos de endometriose em pacientes do sexo masculino e em mulheres antes da
menarca (LONGO, 1979).

Outra hip6tese para explicar a origem dos implantes endometriéticos é a de
gue células-tronco da camada basal do endométrio e células-tronco derivadas da
medula 6ssea seriam capazes de se fixarem e de se desenvolverem em locais fora
do utero. Mais estudos sdo necessarios para se concluir sobre as células-tronco na
fisiopatologia da endometriose (SASSON; TAYLOR, 2008).

Na cavidade peritoneal, o tecido endometrial ectdpico precisa se fixar,
sobreviver diante da defesa do organismo, invadir o peritdbnio e criar mecanismos
que nutrem o seu desenvolvimento. O liquido peritoneal contém varias células do

sistema imune, como macrofagos, células natural Killer, linfécitos, mondcitos e



20

células mesoteliais. Os macréfagos do liquido peritoneal das mulheres com
endometriose estdo mais ativados, liberando maior quantidade de citocinas,
prostaglandinas e componentes do complemento que regulam eventos, 0s quais
podem ter relacdo com a patogénese da endometriose (GAZVANI; TEMPLETON,
2002).

Wingfield et al. (1995) mostraram que a proliferacdo celular € aumentada no
endométrio de mulheres com endometriose, sugerindo que as células endometriais,
estromais e epiteliais do endométrio dessas mulheres podem ter uma maior
capacidade de implantar e sobreviver em locais ectépicos. As células natural killer
tém a capacidade de lisar as células-alvo sem a exposicdo prévia ao antigeno dessa
célula. Sabe-se que, em mulheres com o diagnostico de endometriose, essas
células tém sua funcéo diminuida, colaborando para a sobrevivéncia das células do
endométrio na cavidade peritoneal (OOSTERLYNCK et al, 1991; SIKORA;
MIELCZAREK-PALACZ; KONDERA-ANASZ, 2011). Os macréfagos estédo
aumentados no fluido peritoneal de pacientes com endometriose. Essas células
produzem citocinas pré-inflamatérias e quimiotaticas (BESTE et al., 2014). Podem
exercer um papel fundamental no crescimento de implantes endometridticos, pois
produzem mediadores angiogénicos como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-
a) e a Interleucina 8 (IL-8) (KOCH et al., 1992).

Sabe-se que algumas citocinas estdo aumentadas em pacientes com
endometriose. Muitos estudos tentam estabelecer um vinculo entre os niveis de
citocinas e a fisiopatologia nesse contexto patolégico. Ndo se sabe se a alteracao do
ambiente imune € causa ou consequéncia dos implantes endometridticos. O
interesse cientifico em desvendar os aspectos imunes da endometriose justifica-se,
pois pode ter boas consequéncias para o diagnostico e para o tratamento dessa
doenca (AHN et al., 2015).

N&o h& um consenso sobre a formacdo do endometrioma, mas se acredita
gue seja formado a partir de uma invaginacdo do foco endometriotico no parénquima
ovariano ou do sangramento de um foco dentro de um cisto ovariano prévio ou do
préprio parénquima ovariano (BUSACCA; VIGNALI, 2003). Estudos utilizando a
ovarioscopia mostram que, na maioria dos casos de endometrioma, o cisto é
formado pela invaginacdo do cortex ovariano e os implantes endometridticos ativos
estéo localizados nesse local onde se deu a invaginacdo (BROSENS; PUTTEMANS;
DEPREST, 1994).
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1.1.3 Endometriose: classificacao

Em 1996, a American Society for Reproductive Medicine (ASRM) realizou
uma classificacdo para a endometriose baseada na visualizagdo sistematica da
pelve, registrando o nimero, tamanho e localizacdo de implantes, endometriomas e
aderéncias. Escores entre um e 15 sdo compativeis com endometriose minima ou
leve; escores entre 16 e 40, endometriose moderada e acima de 40, endometriose
severa. No entanto, novas classificagcdes para a endometriose tém sido propostas,
considerando os fendmenos inflamatérios e o potencial de evolucdo das lesGes
(JOLINIERE et al., 2019).

1.1.4 Endometriose: tratamento

Devido a falta de conclusdes sobre a fisiopatologia da doenca, a maioria dos
tratamentos farmacoldgicos baseia-se na evidéncia cientifica da dependéncia do
estrogénio para o crescimento de tecido endometridtico. O tratamento
medicamentoso na endometriose consiste em induzir a supressao de lesdes pela
supressdo da via hipotadlamo-hipéfise-ovario e, com isso, abolir a ovulacdo e a
menstruacdo. Essa supressdo pode ser feita pelo uso de anticoncepcionais e
agonistas do hormoénio liberador de gonadotrofina, no entanto, esse Ultimo traz
efeitos colaterais graves do hipoestrogenismo e ambos apresentam um alto grau de
recorréncia da doenca (RODGERS; FALCONE, 2008).

O tratamento cirdrgico consiste na ablacdo dos implantes de endometriose e,
no caso do endometrioma, na realizacdo de ooforoplastia ou na ablacdo do cisto
endometridtico. A excisdo do endometrioma tem melhores resultados no controle da
dor e menor recorréncia, principalmente nos endometriomas maiores que trés
centimetros (HART et al., 2008).

Na busca de novas possibilidades terapéuticas, os estudos e pesquisas em
torno da imunologia na fisiopatologia da endometriose abrem a hipotese de uma
deficiéncia do sistema imune de mulheres com endometriose em conter o
crescimento do tecido endometrial na cavidade pélvica e até mesmo estimular a

angiogénese nesse tecido com crescimento anormal (AHN et al., 2015).
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1.2 ENDOMETRIOSE E CITOCINAS

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas sintetizadas por macréfagos
peritoneais, linfécitos, implantes endometriais ectdpicos ou células mesoteliais do
peritdnio. Elas sdo responsaveis por regular a atividade inflamatoria. Varias citocinas
estdo aumentadas no soro e no liquido peritoneal de mulheres com endometriose e
podem ter fungcdes fundamentais no implante e desenvolvimento do endométrio
ectopico (P1ZZO et al., 2002).

Estudos mostraram niveis séricos significativamente mais elevados de
Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 4 (IL-4) e Interleucina 10 (IL-10) em mulheres com
endometriose em comparacdo aos controles (MALUTAN et al., 2015). Em outro
estudo, a avaliacdo do plasma de pacientes apos a realizacdo de excisao cirlrgica
de focos de endometriose detectou uma diminuicdo significativa nos niveis
circulantes de Fator de Estimulacdo de Colonias de Granulécitos-Macréfagos (GM-
CSF), Interleucina 2 (IL-2), IL-8 e IL-10 (MONSANTO et al., 2016).

A Interleucina 6 (IL-6) é uma citocina multifuncional e tem sido demonstrado
seu alto nivel no liquido peritoneal de mulheres com endometriose. Foi mostrado
que, apods a cirurgia ou apds o uso de agonista do Gonadotropin-Releasing Hormone
(GnRH) para o tratamento da endometriose, esses niveis decresciam (IWABE et al.,
2003). Em pacientes com endometriose, os niveis de IL-6 tém sido avaliados,
correlacionando-os com o grau de endometriose, sendo maior a concentracao de IL-
6 em niveis mais avancados da doenca (HARADA et al., 1997). IL-6 € um ativador
de macréfagos e promove a proliferacdo celular de endométrio (GIUDICE, 1994).
Células estromais endometridticas expressam Acido Ribonucleico Mensageiro
(mRNA) de IL-6 e produzem proteina IL-6. Aléem disso, concentragbes aumentadas
de IL-6 tém sido notadas na cultura de tecido endometrial ectépico, no sangue
periférico e no liquido peritoneal de mulheres com endometriose (TSUDO et al.,
2000). Mahnke, Dawood e Huang (2000) mostraram niveis significativamente mais
altos de IL-6 em mulheres com endometriose em um grau mais avancado da
doenca.

A IL-1 é uma citocina de fase aguda da inflamacdo e seus niveis tém sido
demonstrados aumentados em lavado peritoneal de mulheres com endometriose.

Varios estudos tém comprovado um microambiente inflamatorio por uma resposta
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exacerbada dessa interleucina (IL) na tentativa de acabar com o foco endometriético
na cavidade pélvica (KONDERA-ANASZ et al., 2005).

Pacientes com endometriose apresentam niveis elevados da IL-10 no lavado
peritoneal e ela estaria relacionada na fisiopatologia da endometriose, facilitando o
implante dos focos endometriéticos na pelve (SOMIGLIANA et al.,1996).

A IL-8 é uma potente citocina para a quimiotaxia dos neutrofilos, com efeitos
pro-inflamatoérios e angiogénicos, estando relacionada com a evolugcdo da doenca.
Além de estar aumentada no liquido peritoneal de mulheres com endometriose, seus
niveis estdo diretamente aumentados proporcionalmente aos estagios da doenca
(AKOUM et al., 2001).

O TNF-a desempenha importante papel na resposta inflamatéria e estudos o
apontam cada vez mais relacionado a etiopatogenia de doencas. Ele age
desencadeando uma série de transducéo de sinais, dependendo do tipo de receptor
no qual se liga. Os receptores com 0s quais o Fator de Necrose Tumoral (TNF)
interage sdo o Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral (TNFR1) e o Receptor 2 do
Fator de Necrose Tumoral (TNFR2). Ao ligar-se ao TNFR1, pode ser ativada tanto a
transducdo de proteinas antiapoptéticas como de proteinas que induzem a morte
celular. JA o TNFR2 induz somente a transducdo de proteinas antiapoptéticas
(CABAL-HIERRO; LAZO et al., 2012).

Salmeri et al. (2015) avaliaram os niveis de mMRNA e de proteinas do mRNA
de células mononucleares do liquido peritoneal de 80 pacientes com endometriose e
observaram, em seus resultados, que as células dessas pacientes apresentavam
mais mMRNA e proteinas do mRNA do TNF-a que as das pacientes-controle.
Mostraram também que os niveis de mRNA e de proteinas de TNRF1 foram
significativamente maiores em pacientes com endometriose, no entanto, esses
niveis decresciam com a maior gravidade da doenca. Os niveis de mRNA e de
proteinas de TNFR2 também se mostraram elevados em relagdo ao grupo-controle
e, diferentemente dos niveis de proteinas TNFR1, esses niveis aumentaram em
relacdo a gravidade da doenca. Assim, o TNF-a e seus receptores podem exercer
papel importante na endometriose devido a sua capacidade de desencadear o
destino celular por meio da regulagcdo da apoptose celular. No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para maior elucidacdo da patogénese na endometriose
(SALMERI et al., 2015).
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As citocinas tém, dentre suas diversas funcdes, papéis considerados
importantes para a progressao da endometriose, como proliferacéo e diferenciacéao
celular, producéo de enzimas e proteinas da fase aguda da inflamacao e inducao da
angiogénese. Muitos estudos versam sobre a elevacéo dos niveis de citocinas e sua
funcdo na patogénese da doenca em pacientes com endometriose (GAZVANI,
TEMPLETON, 2002).

As alteracdes encontradas nas células do sistema imune do microambiente
peritoneal de pacientes com endometriose mostram que essas alteracoes
constatadas formam um ambiente permissivo para a sobrevivéncia e proliferacédo do

endométrio ectopico que chegou a cavidade peritoneal por meio do fluxo retrogrado.

1.3 ENDOMETRIOSE E CANCER DE OVARIO

Apesar de a endometriose ser considerada uma condi¢cdo benigna devido a
sua histologia normal, dados moleculares demonstram fortemente que a
endometriose tem caracteristicas neoplasicas. Semelhante ao cancer, o tecido
endometrial ectépico pode resultar em disseminacao do tecido, invasao e dano ao
orgdo, bem como em neoangiogénese (SIUFI NETO et al., 2014).

Shih e Kurman (2004) propuseram uma nova classificacdo das neoplasias
epiteliais de ovario em dois grupos com caracteristicas moleculares distintas. Os
tumores tipo Il sdo agressivos, geralmente se apresentam em estadios mais
avancados, sdo geneticamente instaveis e a mutacdo da Proteina Citoplasméatica 53
(p53) € mais frequente e é representada pelo carcinoma seroso de alto grau. Os
tumores do tipo | progridem mais lentamente, séo histologicamente diferenciados,
tém uma maior estabilidade gendmica e estdo associados a lesdes precursoras
clinicamente identificaveis como a endometriose. Dentre as neoplasias desse grupo,
estdo o cancer seroso de baixo grau, o cancer de ovario mucinoso e endometrioide,
carcinomas de células claras e o cancer de células de transicdo (SHIH; KURMAN,
2004).

A endometriose tem a sua relacdo como fator de risco mais estabelecida com
os carcinomas de células claras e com os carcinomas endometrioides, mas Pearce
et al. (2012) estabeleceram também um risco maior de carcinoma seroso de baixo

grau nessa morbidade.
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Acredita-se que varios canceres ginecoldgicos especificos sejam originarios
da endometriose. Sampson (1925) publicou, pela primeira vez, um relato de uma
malignidade associada a endometriose na qual descreveu critérios especificos para
canceres ovarianos associados a endometriose

O risco de pacientes com historico de endometriose terem um diagndstico de
tumor invasivo de células claras e endometrioide foi trés vezes maior que nas
mulheres saudaveis (DAWSON et al., 2018). Esse risco foi menor entre as mulheres
que foram submetidas a tratamento cirdrgico do endometrioma (ROSSING et al.,
2008).

Em um estudo retrospectivo em que foram avaliadas mais de 200 mil
pacientes internadas com diagnéstico de endometriose, entre 2000 e 2013, Chiang
et al. (2018) associaram outros fatores ligados a endometriose que aumentariam a
chance de a paciente desenvolver o cancer de ovério: a idade avancada; estar
residente em areas altamente urbanizadas; depresséo; doenca inflamatoéria pélvica e
auséncia de gestacdao apos o diagnoéstico de endometriose. Esses dados podem
contribuir para identificar pacientes com endometriose de alto risco para o
desenvolvimento de neoplasia de ovario (CHIANG et al., 2018).

Em uma analise do prognéstico de pacientes com tumores de ovario
associados a endometriose, foi demonstrada uma taxa de sobrevivéncia muito
melhor nessas pacientes em relacdo as pacientes com carcinoma de ovario sem
qualquer relacdo com a endometriose (KUMAR et al., 2011). Essa relacédo pode ser
explicada, pois o diagnéstico de pacientes com cancer decorrente da endometriose
sdo mais jovens e tinham doenca em estagio inicial e de baixo grau em comparacéo
com aguelas sem endometriose. Isso pode estar relacionado a tendéncia de
melhores resultados de sobrevida (PAIK et al., 2017).

Apesar da frequente associagdo dos tumores ovarianos com a endometriose,
sd@o necessarios mais estudos acerca da fisiopatologia em comum dessas doencas.
Foi demonstrado, recentemente, que tanto o carcinoma de células claras do ovario
como a endometriose atipica apresentavam mutacdes no gene ARID1A. Outras
alteracbes que relacionam as duas doencas foram a regulagdo positiva de Fator
Nuclear de Hepatécito (HNF-1b), a perda de expresséo de receptores de estrogénios
e 0s receptores de progesterona (XIAO; AWADALLAH; XIN, 2012).

Mutacdes de ARID1A foram encontradas em 41-57% de carcinoma de células

claras de ovario,b em 30-48% de carcinoma endometrioide de ovario,
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aproximadamente 40% na endometriose contigua e em 15-20% dos pacientes com
cisto ovariano tipo endometrioma (CHENE et al., 2015).

Uma outra hipotese que justificaria as mutagbes génicas seria 0 estresse
oxidativo pelo ferro produzido nas lesdes endometribticas quando ocorrem oS
sangramentos (KAJIHARA et al., 2012).

Alguns estudos pontuam a existéncia de alguma relacdo da endometriose
com outras neoplasias. Saavalainen et al. (2018) observaram, em um estudo de
coorte no qual foram avaliadas 49933 mulheres com o diagndstico cirargico de
endometriose, o aumento de céncer de tireoide e carcinoma basocelular nessas
pacientes

Outros trabalhos mostram a conexdo entre endometriose e cancer de mama.
Um levantamento de estudos epidemiolégicos sobre essa relacdo mostrou tanto
estudos aprovando um aumento de cancer de mama em mulheres com
endometriose como estudos que apontaram uma relacdo contraria entre essas
morbidades (PONTIKAKI; SIFAKIS; SPANDIDOS, 2016).

Ha varias evidéncias de que a endometriose tem relacdo com o cancer
de ovario epitelial, especialmente adenocarcinomas de células claras e
endometrioides. No entanto, ha a necessidade de mais estudos para elucidar se a
relacdo entre endometriose e cancer de ovario é de causalidade ou de
compartilhamento de fatores de risco e mecanismos antecedentes semelhantes
(MUNKSGAARD; BLAAKAER, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A endometriose, incluindo o endometrioma de ovario, € uma doenca cada vez
mais diagnosticada na busca da causa da dor pélvica e da infertiidade. O
diagnostico é de dificil acesso, uma vez que ainda nao se dispde de métodos ndo
invasivos eficazes, sendo o padrdo-ouro a laparoscopia diagnéstica com estudo
histopatolégico. Apos a suspeita de endometrioma ovariano pela imagem, a paciente
€ submetida a cirurgia para diagnostico definitivo e tratamento, sendo que,
frequentemente, o seguimento é precério e, muitas vezes, inexistente. Alguns
estudos tém mostrado uma relacdo da endometriose com o cancer de ovario. Na
tentativa de demonstrar parte dessa relacdo, este estudo visa a analisar a relacéao
existente entre endometriomas e neoplasias ovarianos pelo perfil imunolégico
dessas morbidades. A andlise da relacdo dessas IL entre os grupos do estudo ajuda
na compreensao da endometriose como fator de risco para o cancer de ovario e a
necessidade de seguimento mais rigoroso das pacientes com diagnéstico de

endometriomas.
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3 HIPOTESE

Os valores séricos, intracisticos e do liquido peritoneal de algumas citocinas
sdo mais elevados em endometriomas e neoplasias malignas comparados com
neoplasias benignas e lesdes nao neoplasicas de ovario;

Ha correlacao positiva dos valores das concentracdes séricas, intracisticas e
do liquido peritoneal de algumas citocinas entre endometriomas e neoplasias

malignas de ovério.
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4 OBJETIVOS

a) Avaliar as dosagens de IL-2, Interleucina 5 (IL-5), IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a

no soro, liquido intracistico e liquido peritoneal de pacientes com
diagnéstico de endometrioma ovariano, neoplasias malignas e benignas

de ovario e lesGes ndo neoplasicas de ovario;

b) Verificar se ha correlagdo entre os valores dessas citocinas entre o0s

grupos de pacientes com endometrioma de ovario e de pacientes com
diagnéstico confirmado de neoplasia maligna ovariana nos diferentes
ambientes estudados (soro, liquido intracistico e lavado peritoneal);

Determinar o melhor ponto de corte das IL séricas que podera ser
utilizado na diferenciacdo de pacientes com neoplasia maligna de ovario e

endometrioma.
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5 METODOLOGIA

5.1 MODELO DE ESTUDO

Estudo de coorte prospectivo

5.2 PACIENTES

Selecionou-se a amostra deste estudo dentre as 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 (UFTM), no periodo de 2009 a 2018, e que tiveram indicacdo de
tratamento cirdrgico. Os critérios para a indicacdo de laparotomia exploradora para
avaliagcdo da massa pélvica foram: cistos anecdicos com didmetro menor que sete
centimetros e com persisténcia por mais de seis meses; cistos anecdicos com
didmetro maior ou igual a sete centimetros; massas pélvicas com contetdo solido;
vegetacOes intracisticas; septos grossos; dois ou mais septos finos; presenca de
ascite; massas pélvicas bilaterais; marcadores tumorais alterados e massas pélvicas
com uma vascularizacao ao collor doppler mostrando um indice de resisténcia < 0,4
(MURTA et al., 2004a; MURTA et al., 2004b, MURTA; NOMELINI, 2006).

O consentimento foi obtido de cada paciente incluida no estudo. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFTM sob o CAAE
34770014.4.0000.5154 (ANEXO A).

Foram revisados os resultados anatomopatoldégicos em parafina, sendo,
entdo, incluidas no estudo as pacientes com diagnostico confirmado de tumor nao
neoplasico de ovario (n=20), endometriomas (n=21), neoplasia benigna de ovario
(n=82) e neoplasia maligna de ovario (n=30).

O critério de inclusdo foi diagnostico de lesdo ndo neoplasica de ovario,
endometrioma e neoplasia benigna ou maligna primaria de ovario. Os critérios de
exclusdo foram tor¢cdo do pediculo anexial, neoplasia maligna secundaria de ovario
(metéastase), tratamento prévio, uso de medica¢cdes imunossupressoras e recidiva.

Os seguintes dados dos prontuarios foram anotados em banco de dados
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especifico para o estudo: idade; paridade; idade de menarca e menopausa e

marcadores tumorais.

5.3 COLETA DE SANGUE

A coleta do sangue foi realizada no pré-operatorio, assim que a paciente foi
internada para a realizagédo da cirurgia. O sangue coletado foi centrifugado e o soro
foi estocado (- 20°C) até o experimento para a dosagem de citocinas. Para a
avaliacdo sérica, foram utilizados: endometriomas (n=20); lesbes ndo neoplasicas
(n=19); neoplasias benignas de ovéario (n=79) e neoplasias malignas de ovario
(n=30).

5.4 COLETA DO LIQUIDO PERITONEAL E DO LIQUIDO INTRACISTICO

Em todas as cirurgias por tumores ovarianos, foi coletado o liquido peritoneal
por meio do lavado peritoneal, exceto quando havia ascite. Nesse caso, foi realizada
a coleta direta da ascite. Para o lavado peritoneal, foram injetados 100 ml de soro
fisiologico 0,9% na cavidade peritoneal e coletados 20 ml do liquido. Todos os
tumores ovarianos das pacientes submetidas a laparotomia exploradora com massa
ovariana cistica, ou soOlida com areas cisticas, foram submetidos a puncéo,
imediatamente apds a exérese do cisto, para a obtencdo de no maximo 20 ml do
conteddo intracistico para a avaliagdo do microambiente tumoral. Foram utilizadas
seringas de 20 ml e agulhas 18G x 11,2; 1,2 x 40 estéreis, e o liquido foi coletado por
aspiracéo lenta. Os liquidos peritoneais e intracisticos foram colocados em frascos
estéreis em caixa de isopor com gelo para o transporte até o laboratério da
Disciplina de Farmacologia. O liquido peritoneal e o liquido intracistico ovariano
foram, a seguir, centrifugados (1500 rpm, 10 minutos) e o sobrenadante coletado foi
estocado (- 20°C) até o experimento para a dosagem de citocinas. Para a avaliacdo
do liguido intracistico, foram utilizados: endometriomas (n=15); lesdes néo
neoplasicas (n=16); neoplasias benignas de ovario (n=72) e neoplasias malignas de
ovario (n=23). N&o foi realizada a coleta de liquidos intracisticos nos tumores

sélidos. Para a avaliacdo do liquido peritoneal, foram utilizados: endometriomas
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(n=18), lesbes nao neoplasicas (n=14), neoplasias benignas de ovario (n=76) e

neoplasias malignas de ovario (n=29).

5.5 ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

Foi realizado pelo Servico de Patologia Cirargica da UFTM nos cortes
embebidos em parafina, sendo que os casos foram revisados por um médico

patologista da disciplina de Patologia Especial.

5.6 ELISA

As concentragdes de IL-2, IL-8, TNF-q, IL-5, IL-6 e IL-10 foram quantificadas
nas amostras de soro por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para a captura
de anticorpos, placas de 96 pocos foram revestidas com 50 pL/poc¢o do anticorpo
especifico para cada uma das citocinas acima, diluidos (1 a 3 pug/puL) em solucgéo
tampéao de ligacdo (Na2HPOa4) e incubados por 16-24 h em temperatura de 4°C. As
placas foram entdo lavadas (PBS/Tween 20 a 0,05%) trés vezes e a ligacdo nao
especifica foi bloqueada (2h, 37°C) com PBS/BSA 1% (100 uL/poco) e incubadas
por 16-24 h a 4°C. Para a curva padrao foram utilizados anticorpos recombinantes
humanos previamente diluidos em PBS/Tween 20 (2,5 a 10 mg/ml). As placas foram
lavadas e, em seguida, foi adicionado anticorpo anti-citocina biotinilado (0,5 a 1
mg/ml) diluido em tampé&o de blogueio (PBS/BSA 1%). Apés 1 h de incubacéo
(37°C), as placas foram lavadas (PBS/Tween 20) e o conjugado avidina-peroxidase,
previamente diluido em tamp&o de bloqueio (1:5000), foi adicionado (100 pL/pogo). A
placa foi novamente incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
periodo de tempo as placas foram lavadas e, em seguida, foi realizada a reacdo de
coloracdo adicionando-se o substrato o-fenilenediamina dihidrocloreto- OPD (100
pL). As placas foram entéo incubadas em temperatura ambientepor 15 a 20 minutos.
A reacdo foi interrompida com H2S0a4 (50 pL, 1M) e a absorbancia medida a 490 nm
em leitor de placa de ELISA. Os resultados foram expressos em pictogramas de

cada citocina por mililitro de soro ou sobrenadante.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 6 e MedCalc
19.0.4. De acordo com a distribuicdo (teste D'Agostino & Pearson), os resultados
com distribuicbes ndo normais foram expressos em medianas (valores minimo e
maximo). Os resultados das concentracdes das citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10
no soro, liquido peritoneal e liquido intracistico entre os grupos néo pareados (lesdes
ndo neoplasicas de ovério, neoplasias benignas, neoplasias malignas e
endometriomas) foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, com o pds-teste de
Dunn. Para citocinas que apresentaram significancia estatistica, foi utilizada uma
curva Receiver Operating Feature (ROC) para obter a Area Sob a Curva (AUC) e
determinar os melhores valores de corte que poderiam ser utilizados no diagnéstico
de neoplasia maligna de ovario. As correlacdes das concentragdes das citocinas no
soro, lavado peritoneal e liquido intracistico entre pacientes com neoplasia maligna
de ovario e pacientes com endometriose foram realizadas pelo teste Spearman. A

significancia estatistica foi estabelecida em p <0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 POPULACAO ESTUDADA

Este estudo envolveu 153 pacientes: 20 (13,1%) foram diagnosticadas com
lesbes ovarianas ndo neoplasicas; 82 (53,6%), com neoplasia benigna; 30 (19,6%),
com neoplasia maligna e 21 (13,7%), com endometrioma.

A mediana da idade das pacientes do grupo néo neoplasico foi de 46,5 anos
(20-87 anos); das pacientes com endometrioma, 42 anos (20-61 anos); as com
neoplasia benigna apresentaram idade mediana de 50,5 anos (11-77 anos),
enguanto pacientes com neoplasia maligna apresentaram idade mediana de 55 anos
(14-82 anos) (TABELA 1).

Quanto aos marcadores tumorais, o valor da mediana dos niveis séricos de
CA-125 (2,120-727,40 U/ml) das pacientes do grupo ndo neoplasico foi de 17,10
uU/ml (3,0-53,9 U/ml); das pacientes com endometrioma, de 56,8 U/ml (11,2-338,7
U/ml); com neoplasia benigna, de 16,9 U/ml (2,5-395,9 U/ml), enquanto pacientes
com neoplasia maligna foi de 28,9 U/ml (2,1-3961,0 U/ml). O valor da mediana dos
niveis séricos de Antigeno do Céancer Ovariano 19.9 (CA-19.9) das pacientes do
grupo nao neoplasico foi de 7,9 U/ml (0,5-45,1 U/ml); das pacientes com
endometrioma, de 19,4 U/ml (0,9-122,9 U/ml); com neoplasia benigna, de 10,8 U/ml
(0,6-327,1 U/ml) e das pacientes com neoplasia maligna, de 10,9 U/ml (0,8-706,1
U/ml). Por fim, o valor da mediana dos niveis séricos de Antigeno do Cancer
Ovariano 15.3 (CA-15.3) (6,25-202,10 U/ml) das pacientes do grupo ndo neoplasico
foi de 17,6 U/ml (6,5-26,1 U/ml); das pacientes com endometrioma, de 15,7 U/ml
(9,7-39,5 U/ml); com neoplasia benigna, de 14,7 U/ml (6,3-37,3 U/ml), enquanto
pacientes com neoplasia maligna, de 17,3 U/ml (9,3-202,1 U/ml) (TABELA 1).

A anadlise anatomopatolégica mostrou que os casos de lesdes ovarianas nao
neoplasicas eram: 11 cistos funcionais (55%); um cisto de inclusdo (5%); um cisto
seroso (4,8%) e oito cistos simples (38,2%). As lesdes neoplasicas benignas foram:
31 cistadenomas serosos (37,8%); 23 teratomas maduros (28%); cinco fibromas
(6,1%); um leiomioma ovariano (1,2%); um fibrotecoma (1,2%) e 22 cistadenomas
mucinosos (26,8%). Nas pacientes com neoplasia maligna, foram: seis
cistadenocarcinomas serosos (20%); cinco tumores de células da granulosa (16,7%);

seis tumores mucinosos limitrofes (20%); dois tumores serosos limitrofes (6,7%);
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dois disgerminomas (6,7%); dois carcinomas de células claras (6,7%); um carcinoma
endometrioide (3,3%); um tumor do seio endodérmico (3,3%); um teratoma imaturo
(3,3%); um tumor de Sertoli-Leydig (3,3%); uma neoplasia de alto grau (3,3%), um
adenocarcinoma de grandes células (3,3%) e um tumor de células germinativas
(3,3%).

Tabela 1. Varidveis quantitativas expressas em mediana (minimo-méximo) das
pacientes do estudo atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM. Uberaba-MG.
Periodo de 2009 a 2018.

Lesdes ndo Neoplasia Neoplasia Endometriomas
neoplasicas Benigna Maligha (n=21)
(n = 20) (n = 82) (n = 30)

Idade
(ano%) 46,5 (20-87) 50,5 (11-77) 55 (14-82) 42 (20-61)
(Gn')ESta‘?ao 3(0-7) 2 (0-16) 2 (0-11) 2 (0-11)
Zg”dade 2 (0-5) 2 (0-13) 2 (0-11) 2 (0-9)
Idade menarca
(anos) 13 (11-15) 13 (9-18) 13 (9-18) 13 (9-15)
'(‘;ﬁg‘:)me”"pa“sa 47 (36-53) 49 (32-55) 49 (32-60) 47 (37-50)
(Nd}//?rﬁ)de CAI2S  171(30-539) 16,9 (25-3959) 28,9 (2,1-3961,0) 56,8 (11,2-338,7)
(NU"I’/‘;']SI)de CAI99  79(05-451)  10,8(0,6-327,1) 10,9 (0,8-706,1) 19,4 (0,9- 122,9)
(NU"I’/iﬁ)de CAIS3 176 (6,5-26,1) 14,7 (6,3-37,3)  17,3(9,3-202,1) 15,7 (9,7-39,5)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Na Tabela 2 os resultados das concentracdes de IL-2, IL-8, TNF-q, IL-5, IL-6 e
IL-10 quantificadas nas amostras de soro, liquido intracistico e liquido peritoneal por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) nas lesbes ndo neoplasicas de ovario,

neoplasias benignas de ovario, neoplasias malignas de ovario e endometriomas.
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Tabela 2: Concentracdo de citocinas no soro, no liquido peritoneal e no liquido
intracistico nas lesées ndo neoplasicas de ovario, neoplasias benignas de ovario,

neoplasias malignas de ovario e endometriomas.

IL-2 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a

Soro
hgig?;s?c?s de | 103(40- 8,6 (1,3- 6,5(2,5 | 30,4(165 | 10,6 (2,3- 5,1 (0,3-
ovério (1219) 89,7) 30,2) 208,1) 99,0) 49,9) 101,2)
Esﬁip'sz'sas 16,3 (0,0- 8,6 (0,0- 6,6 (0,1- 476 (39- | 11,8(1,2- 8,8 (0,0-
(n:7g) 330,1) 92,0) 979,5) 745,3) 123 4) 212,7)
r’\rgiplr?;as 10,7 (0,0- 9,6 (0,0- 203(1,2- | 1004 (124- | 17,3(2,0- 6,9 (0,2-
(nzs%) 59,9) 41,1) 124100 | 1123,0) 241,3)f 126,2)
Endometriomas 7,0 (0,0- 7,1(0,0- 4,2 (1,1- 33,9(1,2- 7,1(2,7- 5,3 (0,0-
(n=20) 176,4) 20,0) 447,5) 870,2) 247.8) 21,0)
Liquido
Peritoneal
hiiﬁ?is?c?s de | WL200- 1 9624 6808 | 457(67- | 144(31- | 83(19-
ovdrio (he14) 246,6) 86,1) 54,2) 180,1) 298,4) 15,2)
Egr?ip'r?g'sas 13,1(0,0- | 11,3(0,0- 9,3 (2,4- 338(0,9- | 18.1(0,0- 8,7 (0,0-
(n:7g) 399,1) 471,0) 2319,0) 419,5) 457,9) 102,8)
r'\rgip'r‘?‘;as 10,8(0,0- | 11,0(0,0- | 343 (45 | 48,7 (41- | 235 (13- 8,6 (3,2-
(n:Z%) 251,1) 95,1) 2251,0)0 986,5) 613,9) 13,6)
Endometriomas | 16,2 (0,0- 8,0 (0,7- 12,925 | 165(12- | 27,5(3,0- 8,2 (0,0-
(n=18) 206,6 100,6) 1344,0) 261,8) 137,6) 36,6)
Liquido
Intracistico
hii"?is?c?s de | 105(72- 89(23- | 3347(59- | 1032(23,1- | 344(106- | 82(27-

Oplasic: 24,2) 145,6) 2293,0) 368,1) 262,9) 14,3)
ovario (n=16)
Eeer?iplr? :;as 12,3(0,0- 12,3 (0,0- 46,1 (0,3- 130,2 (0,4- | 22,8(0,0- 9,4 (0,0-
(n:7g) 312,6) 163,2) 2317,0) 441,5) 1285,0) 56,7)
r'}'}i?ip'r‘;";as 121(0,1- | 123(0,1- | 373,7(6,6- | 167,4 (458- | 49,0 (3,6- 8,8 (4,6-
(n:293) 90,0) 98,9) 13222,0)" 2127,0) 511,2) 17,6)
Endometriomas | 8,9 (1,2- 192 (5,3- | 131,1(23- | 131,1(23- | 157 (24- 9,0 2,7-
(n=15) 97.2) 143,2) 2455,0) 2455,0) 1445.0) 29,0)

Os valores dos niveis de citocinas no soro, liquido peritoneal e liquido intracistico foram expressos
em mediana (valores minimo e méaximo). Teste de Kruskal-Wallis + Pés teste de Dunn. 2p<0,05 para
comparar neoplasias benignas; “p<0,01 para comparar endometriomas; °p<0,05 para comparar
endometriomas; 9p<0,05 para comparar neoplasias benignas; ¢p<0,001 para comparar lesdes ndo
neoplasicas; 1p<0,01 para comparar endometriomas; 9p<0,05 para comparar lesées ndo neoplasicas;
hp<0.001 para comparar neoplasias benignas.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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6.2 CONCENTRACOES DE CITOCINAS NO SORO

Para investigar os niveis sistémicos de citocinas, foram obtidas amostras de
soro de pacientes com lesGes ovarianas ndo neoplasicas, neoplasia benigna e
maligna, assim como de pacientes com endometrioma.

As concentracdes séricas de IL-6 foram maiores em pacientes com neoplasia
maligna em comparacdo as pacientes com neoplasia benigna (p<0.05) e
endometrioma (p<0.01) (FIGURA 1A).

Observou-se, ao analisar as concentracfes séricas de IL-8, que elas foram
maiores nas neoplasias malignas que nos endometriomas (p<0.05), nas neoplasias
benignas (p < 0.05) e nas lesBes ndo neoplasicas de ovario (p<0.0001) (FIGURA
1B).

IL-10 apresentou concentracdo sérica aumentada em neoplasias malignas
em relacdo aos endometriomas (p<0.01) (FIGURA 1C).

Para as demais citocinas estudadas, ndo houve diferenca estatistica nas
comparacdes entre 0s grupos avaliados.
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Figura 1. Relagdo das concentracbes séricas de IL-6 (A), IL-8 (B) e IL-10 (C)
(mediana, percentis 25 e 75) pelo método ELISA em pacientes com diagnéstico de
neoplasias benignas, lesdes ndo neoplasicas de ovario, neoplasias malignas de
ovario e endometriomas. Teste de Kruskal-Wallis, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

6.3 CONCENTRACOES DE CITOCINAS NO LIQUIDO PERITONEAL

Para investigar os niveis de citocinas no liquido peritoneal, foram obtidas
amostras de 20 ml de liquido peritoneal de pacientes com lesbes ovarianas nao
neoplasicas, neoplasia benigna e maligna, assim como de pacientes com
endometrioma.

As concentracdes de IL-6 no liquido peritoneal foram maiores em pacientes
com neoplasia maligna em comparacgéo as pacientes com lesdes néo neoplasicas de
ovario (p < 0.05) (FIGURA 2B).
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Para as demais citocinas estudadas, ndo houve diferenca estatistica nas

comparacdes entre 0s grupos avaliados.
6.4 CONCENTRAC}()ES DE CITOCINAS NO LIQUIDO INTRACISTICO

Para investigar os niveis de citocinas no liquido intracistico, foram obtidos
aspirados de 20 ml do conteldo intracistico de lesbes ovarianas nao neoplésicas,
neoplasia benigna e maligna, assim como de pacientes com endometrioma.

As concentracfes de IL-6 no liquido intracistico foram maiores em pacientes
com diagnostico de neoplasia maligna de ovario em comparacéo as pacientes com
neoplasias benignas de ovario (p < 0.001) (FIGURA 2A).

Figura 2. Relacao das concentragcfes de IL-6 no liquido intracistico (A) e no lavado
peritoneal (B) (mediana, percentis 25 e 75) em pacientes com diagndéstico de
neoplasias benignas, lesdes ndo neoplasicas de ovario, neoplasias benignas e

neoplasias malignas de ovario. Teste de Kruskal-Wallis, * p < 0,05, *** p < 0,001.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

6.5 CURVAS ROC

As curvas ROC foram utilizadas para obter a AUC e determinar os melhores
valores de corte para IL-6, IL-8 e IL-10 que poderiam ser utilizados no diagndéstico de
neoplasia maligna de ovario. Foram realizadas curvas comparando pacientes com

neoplasia maligna e endometriomas.
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Na avaliacdo dos niveis séricos de citocinas, comparando pacientes com
neoplasia maligna e endometriomas, houve significAncia estatistica para IL-6
(p=0.001, AUC=0.753), IL-8 (p=0.003, AUC = 0.733) e IL-10 (p=0.001, AUC=0.748).
Os valores de corte para essas citocinas foram 5.3, 56,2 e 12,56, respectivamente
(FIGURA 3).

Figura 3. Curva ROC de IL-6, IL-8 e IL-10 séricas de pacientes com diagndstico de

endometrioma e neoplasia maligna de ovario.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

6.6 CORRELACOES

A avaliacdo da quantificacdo de citocinas pelo método de ELISA das pacientes com
neoplasia maligna de ovario com pacientes com endometrioma mostrou correlacao
positiva de IL-5 (r=0.47 e p=0.03) no soro e correlagdo positiva de IL-10 (r=0.68 e
p=0.0016) no liquido peritoneal. Para as demais citocinas, ndo houve significancia
estatistica nesta analise.
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7 DISCUSSAO

A relacao entre neoplasias ovarianas e os endometriomas vem sendo cada
vez mais discutida e estudada no meio cientifico. A existéncia de semelhancas no
comportamento imunolégico dessas morbidades cria hipéteses de uma relagcéao
fisiopatoldgica entre elas. Estudos apontam a endometriose como lesdo precursora
do céncer epitelial de ovéario. O carcinoma de células claras e o carcinoma
endometrioide sdo tumores ovarianos que tém, como fator de rico, a endometriose
(PEARCE et al., 2012). A avaliagdo rigorosa e o seguimento das pacientes com
lesGes pré-malignas como a endometriose, incluindo os endometrioma, sdo uma
forma de rastreamento e tratamento desses tumores epiteliais em suas fases iniciais
(NEZHAT et al., 2015).

Este estudo propbs-se a realizar a comparacao e relacionar os niveis de
interleucinas IL-2, IL-8, TNF-q, IL-5, IL-6 e IL-10 no soro, liquido peritoneal e liquido
intracistico de pacientes com endometriomas, neoplasias malignas e benignas de
ovario e lesdes nao neoplasicas de ovario. Niveis séricos elevados de varias
citocinas foram relatados no cancer de ovario.

A IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria e esta relacionada ao desenvolvimento
e a progressdo do cancer ovariano epitelial (MACCIO; MADEDDU, 2012). A sua
concentragdo esta aumentada no microambiente do cancer de ovario e esti
comprovado seu papel na angiogénese e no potencial metastatico desse tumor.
(BROWNING et al., 2018; NILSSON; LANGLEY; FIDLER, 2005).

Os niveis plasmaticos de IL-6 estdo aumentados em pacientes com
endometriose (MIHALYI et al., 2010). O tratamento cirirgico ou com agonistas de
GnRH de pacientes com endometrioma evolui com queda da concentracao de IL-6
sérico (IWABE et al., 2003). Em nosso estudo, mostrou-se um aumento dos niveis
de IL-6 plasmatico em pacientes com diagnostico de neoplasia maligna de ovario em
relacdo as pacientes com diagnoéstico de endometrioma. Foi observado tambéem
aumento dos niveis de IL-6 plasméatico em pacientes com diagndstico de neoplasia
maligna de ovéario em relagdo as pacientes com diagndstico de neoplasia benigna de
ovario. Por meio da analise da curva ROC, avaliando os niveis séricos de IL-6 nos
endometriomas e nas neoplasias malignas de ovario, observou-se, para o ponto de

corte de 5,3, que a dosagem sérica dessa IL teria uma sensibilidade de 65% e uma
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especificidade de 80% para diferenciar essas duas morbidades (p=0.003,
AUC=0,753).

A IL-10 é uma citocina pleiotropica com um papel importante na
imunorregulacdo. Tem sido cada vez mais estudado seu pleomorfismo génico, que
influencia a sua expressédo e o seu comportamento variado em diferentes doencas.
Seja na repeticdo de dinucleotideos, seja no polimorfismo de nucleotideo Unico, o
desafio da ciéncia é associar esses polimorfismos génicos da IL-10 a fisiopatologia
das doencas (TRIFUNOVIC et al., 2015).

Foi avaliada a expresséo de IL-10 por meio de imunohistoquimica em tecido
de carcinoma ovariano, comparando-a com a mesma avaliacdo de tecidos de
neoplasia benignas de ovario e tecido ovariano normal (controle). A expressao
tecidual de IL-10 no carcinoma ovariano foi significativamente maior do que no
tumor ovariano benigno e nos controles. O nivel sérico dessa IL também foi avaliado
nesse mesmo estudo e mostrou-se aumentado nas neoplasias malignas de ovario
em comparac¢ao as neoplasias ovarianas benignas e o controle (ZHOU et al., 2007).

Em um estudo avaliando pacientes com cistos ovarianos benignos,
endometriomas e neoplasias malignas de ovario, os niveis séricos de IL-10 foram
significativamente mais altos em pacientes com cancer de ovario em relacdo aos
outros grupos do estudo (SIPAK-SZMIGIEL et al., 2017). Os niveis séricos mais altos
de IL-10 em pacientes com neoplasia maligna de ovério evidenciaram-se como um
preditor independente de sobrevida, relacionando-se a um pior progndstico da
doenca (ZHU et al., 2010).

Em um estudo clinico controlado, Antsiferova et al. (2005) conseguiram
mostrar que tanto a expressdo do mRNA quanto a sintese intracelular de IL-10
aumentaram acentuadamente nos linfocitos periféricos de pacientes com
endometriose. Nesse mesmo estudo, foi verificado um aumento de IL-4 tanto no
sangue periférico quanto no tecido endometrial ectopico dessas pacientes. AIL-4 e a
IL 10 sado citocinas do tipo T-helper 2 (Th2), sendo possivel associar
o desenvolvimento da endometriose a ativacdo de uma resposta imune do tipo Th2
nos niveis sistémico e local (ANTSIFEROVA et al., 2005).

O nivel sérico de IL-10 também foi significativamente maior em mulheres com
diagnostico de endometriose em relagéo ao grupo-controle (MALUTAN et al., 2015).

No presente estudo, 0s niveis seéricos de IL-10 foram maiores no grupo de

pacientes com diagnostico de neoplasia maligna de ovario em relacdo aos
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endometriomas. Nao houve resultados com significancia estatistica em relacdo aos
grupos de pacientes com neoplasias benignas e les6es ndo neoplasicas de ovario. O
grafico ROC mostrou capacidade na concentracdo sérica de IL-10 em diferenciar
neoplasia maligna de ovario de endometrioma para um valor de corte de 12,56 pg/ml
com uma sensibilidade de 80% e especificidade de 73,3% (AUC: 0,74 p=0.001).

A IL-5 é uma citocina Th2 produzida principalmente por linfocitos e, em menor
grau, por mastocitos, células linfoides inatas e eosinodfilos. Essa citocina estimula a
producdo de anticorpos por células B ativadas e € fator importante na diferenciagéo
e proliferacdo de eosindfilos (TAKATSU, 2011).

Zhu et al. (2010) mostraram que 0s niveis séricos de IL-5 foram maiores em
pacientes com cancer de ovario seroso avancado do que em pacientes saudaveis.
Ha poucas conclusGes na literatura sobre o papel da IL-5 na fisiopatologia das
neoplasias ovarianas. Em uma avaliacdo imunohistoquimica de tecidos de
endometriose, observou-se um aumento da expressdo de eosinoéfilo peroxidase
(produto de degranulacdo dos eosinofilos) e de IL-5 em relacdo a avaliacdo de
tecido endometrial eutdpico (BLUMENTHAL et al., 2000). A nossa avaliacdo sérica
de IL-5 mostrou a correlacdo dos valores dessa citocina nas pacientes com
diagnéstico de endometriose ovariana e nas neoplasias malignas.

A IL-8 é uma quimiocina pro-inflamatéria que tem a funcdo de um
quimioatraente e ativador de neutréfilos na resposta imune. Também acentua a
angiogénese e influencia o crescimento celular e o desenvolvimento do tumor em
diferentes tipos de malignidades, incluindo carcinoma de ovario (XIE, 2001).

Os niveis de expressédo sérica de IL-8 e IL-10 no grupo de doenca ovariana
benigna e no grupo de tumor ovariano maligno foram estatisticamente maiores do
gue os do grupo-controle saudavel e tiveram proporcao direta no estadio da doenca
(ZHANG et al., 2019). O prognostico em neoplasias malignas de ovario também
mostrou relagéo direta com os niveis de IL-8 (SANGUINETE et al., 2017).

Em pacientes com endometriose, 0s niveis plasmaticos de IL-8 estdo
elevados em comparagao com os controles (MIHALYI et al., 2010). A expresséo de
IL-8 aumentou significativamente em células endometriéticas em comparagdo com
células endometriais de mulheres sem endometriose em um estudo in vitro (INVITTI
et al., 2018). Neste estudo, os niveis séricos de IL-8 mostraram-se elevados nas
neoplasias malignas de ovario em relacdo a IL-8 plasmatica das pacientes com

endometriomas. Pela analise dos niveis séricos de IL-8 nos endometriomas e nas
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neoplasias malignas de ovario pelos graficos ROC, observou-se uma sensibilidade
de 75% e uma especificidade de 73,3% para diferenciar essas duas morbidades,
para um valor de corte de IL-8 de 56,2 pg/ml (p=0.003, AUC=0.733). Perante as
hip6teses cada vez mais consistentes no meio cientifico da endometriose como fator
de risco para neoplasia maligna de ovario (PEARCE et al.,, 2012), diante dessa
analise da curva ROC, observa-se um bom desempenho diagndéstico nos valores de
IL-8 para discriminar essas duas morbidades. Os niveis séricos de IL-8 também se
mostraram elevados nas pacientes com neoplasias malignas de ovéario quando
comparados com o0s das pacientes com diagnostico de neoplasias benignas de
ovario e lesdes nédo neoplasicas de ovario.

A IL-2 é uma citocina com papel importante na imunorregulacdo nos
processos patologicos. Ao mesmo tempo que Sao responsaveis por estimular as
células T, promovendo as repostas imunes, regulam a atividade das células T
reguladoras, que tém a funcdo de controlar a atividade dos linfocitos (ABBAS et al.,
2018). Verificou-se, ao avaliar a funcdo de IL-2 por meio da mensuracdo de
Receptor Soluvel de Interleucina 2 (sIL-2R) em pacientes com neoplasias malignas e
benignas de ovéario, que as concentracdes séricas de sIL-2R foram
significativamente maiores nas pacientes com o diagnéstico de neoplasia maligna
(GEBAUER et al., 1999).

Othman et al. (2008) avaliaram 0s niveis séricos de citocinas no soro de
pacientes com endometriose e compararam com o controle a fim de encontrar
biomarcadores néo cirurgicos de predicdo de endometriose. Nesse estudo, 0s niveis
séricos de IL-2 foram indetectaveis tanto nas mulheres com endometriose como nos
controles (OTHMAN et al., 2008). Nos resultados do nosso estudo, ndo tiveram
significancia estatistica, avaliando o soro de pacientes com neoplasias ovarianas
malignas, neoplasias ovarianas benignas, leses ndo neoplasicas de ovario e
endometriomas.

O TNF é uma citocina conhecida por sua caracteristica antitumoral, induzindo
a morte das células do cancer. No entanto, as células cancerigenas resistentes a
essa citotoxidade induzida pelo TNF-a sdo estimuladas a proliferacdo, angiogénese
e progresséao tumoral por essa mesma citocina (WANG; LIN, 2007).

Em uma avaliagdo in vitro, Kulbe et al. (2007) mostraram que o TNF-a
produzida por células do tumor ovariano estimula outras citocinas e fatores

angiogénicos, colaborando para a progressao do tumor e a neovascularizacgao.
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Terapias com antagonistas do TNF-a podem bloquear a producdo de varias
citocinas essenciais para o desenvolvimento e progressdao do tumor ovariano
(KULBE et al., 2007). Estudo recente avaliou os niveis séricos de TNF-a dentre
outras citocinas em mulheres com endometriose comparados com 0s niveis Séricos
de pacientes sem a doenca e nao foi encontrada diferenca significativa dos niveis
séricos dessa citocina entre os dois grupos (CHOI et al., 2019). Outro estudo
avaliando os niveis séricos de TNF-a em pacientes com endometriose e controle
sem a doencga, os niveis de TNF-a no sangue periférico foram maiores nas pacientes
com diagndstico histologico de endometriose, sendo considerado, nesse trabalho,
um biomarcador sensivel e especifico para o diagndstico dessa morbidade (GALO et
al., 2005). J& em um estudo de avaliacdo e comparacao de citocinas em pacientes
com endometriomas e neoplasias benignas e malignas de ovério, as concentracdes
séricas de TNF-a apresentaram-se mais altas em pacientes com cancer de ovario,
seguidas por mulheres com endometrioma e aquelas com neoplasia ovariana
benigna (SIPAK-SZMIGIEL et al., 2017). Nao obtivemos resultados com significancia
estatistica, avaliando os niveis de TNF-a no soro de pacientes com neoplasias
ovarianas malignas, neoplasias ovarianas benignas, les6es ndo neoplasicas de
ovario e endometriomas.

Ja é bem evidente, no meio cientifico, a configuracao fluido peritoneal como
microambiente tumoral fundamental para o desenvolvimento e a progressao das
neoplasias de ovario (LENGYEL et al., 2010). A avaliacdo do liquido peritoneal no
contexto das neoplasias ovarianas, delineando seu perfil molecular e celular e
relacionando-o aos resultados das terapias direcionadas e aos prognoésticos, traz
uma potencial otimizacdo do tratamento e seguimento das pacientes com neoplasias
de ovario.

A avaliacdo de mudltiplas citocinas simultaneamente em ascite e plasma de
pacientes com cancer de ovario mostrou um aumento significativo de IL-8, IL-6 e IL-
10 e niveis significativamente reduzidos de IL-5 e IL-2 em ascites em comparacao ao
plasma (GIUNTOLI et al., 2009).

Na avaliacdo de Radke et al. (1996), comparando ascite e plasma e pacientes
com doencas ginecoldgicas benignas e neoplasias de ovario, em relacdo aos niveis
de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, que também foram citocinas avaliadas neste estudo,

apresentaram-se niveis significativamente mais altos nas pacientes com neoplasia.



46

Nesse estudo, a IL-2 ndo teve um aumento significativo dos seus niveis no liquido
ascitico e no plasma (RADKE et al., 1996).

Ainda h& muita pesquisa em torno da explicacdo da etiologia da
endometriose. Hoje, a teoria da menstruacédo retrégrada € a mais aceita. No entanto,
nao se explicam os casos em que ha menstruacdo retrégrada em mulheres sem
diagnéstico de endometriose. Tudo flui no sentido de essa etiologia ser multifatorial,
sendo o ambiente peritoneal fundamental para a explicagcédo do desenvolvimento e
progressdo dessa doenca. Hoje, sabe-se, no meio cientifico, que liquido peritoneal
em pacientes com diagnéstico de endometriose € “imunologicamente dindmico”
(ORAL; OLIVE; ARICI, 1996).

Em um estudo in vitro, avaliou-se a producdo de TNF-a, IL-8 e IL-10 por
macréfagos peritoneais coletados de amostras de liquido peritoneal de pacientes
com e sem endometriose submetidas a laparoscopia. Essas citocinas foram
sintetizadas em quantidades acima do normal pelos macrofagos peritoneais das
mulheres com endometriose e seus niveis no fluido peritoneal também se mostraram
elevados nessas pacientes em relacdo ao controle (RANA et al., 1996).

Os valores de IL-6, IL-10, Interleucina 13 (IL-13) e TNF-a foram maiores em
liquido peritoneal de pacientes com endometriose em relacdo ao controle e
apresentaram correlacdo com a endometriose complicada com infertilidade (WANG,;
MA; SONG, 2018). Os niveis de IL-2 no liquido peritoneal de mulheres com
endometriose  mostraram-se  inferiores ao controle (DROSDZOL-COP;
SKRZYPULEC-PLINTA; STOJKO, 2012) e nao tiveram diferencas com significancia
estatistica em relacdo a pacientes sem a doenca em outro estudo (KRASNYI et al.,
2019). Os niveis de IL-5 no liquido peritoneal tenderam a ser mais altos em
mulheres com endometriose quando comparados com mulheres sem esse
diagnéstico (KOYAMA; MATSUURA; OKAMURA, 1993).

Na avaliacdo do liquido peritoneal neste estudo, obtiveram-se resultados com
significancia estatistica somente na avaliacdo de IL-6 e IL-10, sendo que 0s niveis
de IL-6 foram significativamente maiores no liquido peritoneal de pacientes com
neoplasia maligna em relagdo as pacientes com neoplasia benignas de ovario.
Houve uma correlagcéo entre os valores de IL-10 no liquido peritoneal de pacientes
com neoplasias malignas e endometriomas. As outras citocinas avaliadas nos quatro

grupos do estudo ndo mostraram significancia estatistica em suas relagdes.
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A avaliacdo do fluido intracistico nas massas anexiais tem o potencial de
contribuir para o maior entendimento da fisiopatologia das mesmas. Os resultados
dessa elucidacdo podem contribuir para o diagnéstico diferencial e o tratamento das
patologias do ovario (YIGIT et al, 2011). Na endometriose ovariana, O
microambiente intracistico pode colaborar na explicacdo do maior risco de pacientes
com endometriose terem o diagnéstico de cancer de ovario (FUKUNAGA et al.,
1997).

A associagdo de um ambiente intracistico rico em espécies reativas do
oxigénio devido a oxidagdo da hemoglobina associada a inflamacéo crénica nos
endometriomas ovarianos pode explicar a sua evolugdo para o carcinoma ovariano
(WORLEY et al., 2013).

Percebe-se, ao avaliar o estresse oxidativo no liquido intracistico das
pacientes com carcinoma de ovario associado a endometriose, que 0s niveis mais
baixos de metehemoglobina sugerem maior producdo de espécies reativas do
oxigénio nessas pacientes em relacdo a pacientes com endometrioma (IWABUCHI
et al., 2016). Em relacdo ao perfil inflamatorio do liquido intracistico, Fasciani et al.
(2010) mostraram aumento dos niveis de IL-8 em amostras de pacientes com
endometriomas e carcinomas ovarianos em relacao aos cistos serosos e foliculares
de ovario.

A avaliacdo do perfil de citocinas nos liquidos dos cistos de neoplasias
malignas e benignas do ovario mostrou um aumento de IL-6 e IL-8 nas neoplasias
malignas em relacdo as neoplasias benignas. A IL-10 ndo teve seus niveis
detectados e os niveis de IL-5 nado tiveram diferenca significativa entre os grupos
(YIGIT et al., 2011); correspondendo a esses achados, niveis de IL-8 foram
significativamente maiores (13 vezes) nos liquidos de cistos de tumores malignos
(18,1 +/- 7,5 ng/ml; média +/- SE) em comparag¢do com cistos benignos (1,3 +/- 0,7
ng/ml) (IVARSSON et al., 1998).

Martins-Filho et al. (2007) associaram os altos niveis de IL-6, IL-8 e Oxido
Nitrico (NO) nas neoplasias malignas em relacédo a neoplasias benignas de ovario a
um pior prognostico. Em outros trabalhos, os niveis de IL-6 no liquido intracistico nas
neoplasias malignas de ovario também se mostraram elevados quando comparados
aos niveis dessa IL no liquido intracistico de neoplasias ovarianas benignas (MURTA
et al., 2004a; MURTA et al., 2004b; VAN DER ZEE et al.,1995).
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A relacao dos altos niveis de IL-6 também se relacionou a um pior prognostico
no estudo de Van der Zee et al. (1995). Em nosso estudo, também foi encontrado
um nivel maior de IL-6 no liquido intracistico das neoplasias malignas em relacdo as
neoplasias benignas de ovario. Nao houve significancia estatistica dessa IL nos
outros grupos do estudo, assim como nas outras IL avaliadas nos liquidos cisticos
coletados.

Este estudo tem algumas limitagcdes, incluindo o pequeno numero de
pacientes com neoplasias malignas e a heterogeneidade das neoplasias. Estudos
com maior niumero de pacientes sao necessarios para maior esclarecimento da

relacdo das citocinas nos endometriomas e nas neoplasias ovarianas.
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8 CONCLUSAO

Ao avaliar as interleucinas IL-2, IL-8 e TNF-a, IL-5, IL-6 e IL-10 no soro,
lavado peritoneal e liquido intracistico de endometriomas, neoplasias malignas e

benignas de ovario e tumores ovarianos nao neoplasicos:

-Os niveis séricos de IL-6, IL-10 e IL-8 foram maiores nas pacientes com

neoplasia maligna de ovario em relagdo as pacientes com endometriomas;

-Somente se encontrou uma correlacdo positiva nos niveis séricos de IL-5 e

no lavado peritoneal de IL-10 nas neoplasias malignas e nos endometriomas.

Diante das evidéncias da endometriose como um fator de risco para o cancer
de ovario, é necessaria a busca de protocolos de seguimento mais rigorosos das
pacientes com o diagnostico de endometriomas. Os resultados com significancia
estatistica mostraram utilidade nas concentracdes séricas de IL-6, IL-10 e IL-8 como
parametros que diferenciam endometriomas de neoplasias malignas de ovario,
esbocando a viabilidade da dosagem sérica dessa citocina como um biomarcador
vidvel para ser utilizado no diagndstico diferencial dessas duas morbidades no
seguimento dessas pacientes.
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Apresentagio do Projeto:

O céncer de ovéario

O eéncer de ovario & uma causa comum de morte entre as neoplasias malignas ginecologicas. Cerca de
trés guartos dos tumores malignos de ovério apresenta-se em estadiamentos avangados no momento do
diagnéstico inicial. E o clncer ginecoldgice de maior letalidade [1,2]

A maioria das pacientes se encontra em estadiamentes 1l e IV [FIGO) no memente do diagndstico [2].
Messas casos, a principal estratégia terapéutica @ 8 cirurgia de citorredugdo, seguida de guimicterapia [4].
Apesar dos esquemas quimicterépicos derivados do platinum e, mais recentemente, dos taxanos, os
resultados do tratamento ndo t&m obtido melhora importante nas Gtimas décadas [5]. nos estadiamentos | e
I, & sobrevida em 5 anos vara de 30 a B5%, enguanic que nos estadiamentos |l & IV, essa percentagem &
de ppenas 5§ a 15% [5-7].

Os marcadores tumorais sdo substdncias relacionadas & presenga ou & progressdo de um tumor, O CA —
1286 (cancer antigen 125) & um biomarcador ndo espeacifice para o cdncer de ovario, podendo estar elevado
no primeiro frimestre da gestacdo, endometriose, infecpdes pélvices e outros tipos de cdncer [8] Mas se
associade a outros come o CA - 15.3, CA-T24 e CA - 188 pode ter aplicagio no manejo de massas
anexiais [B]. O CA - 18.8 pode estar elevado no sublipe mucinoso, o bete-hCG pode estar sumentado nos
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goricrcarcinoma [10]. Murta =t al. (2004) demonstraram & validade da associacdo de ultrassonografia e
marcadores tumarais na identificagio de neoplasias ovarianas, melhorande a sensibilidade e a
especificidade como fator preditor de malignidade e conduzinds o cirurgido ao melhor tratamenta [11).
Assim, a utilizacao de marcadores tumorais tem validade na diferenciacao de massas ovarianas benignas e
malignas, além de sugerir o sublipo histolagics [12].

Rossi et al. (2004) estudararm o CA 125 come fator prognostico (estudo retrospectivo de 82 pacientes), e
demonsiraram gue esse marcador correlacionou com o estadiaments da FIGO, mas ndo com a idade, o
grau, a deenca residual apos ciruria, e intervalo livre de doenca [13). Santillan et al. (2005) avaliaram o
risco de recidiva de cancer epitelial de ovario em pacientes com niveis séricos de CA125 menar gue 35m
Wrrl, & demonsiraram que um aumento progressivo de seus valores, mesmo ainda em niveis normais,
poderia ser indicativo de recorréncia da doenca [14]. Paramasivam et al. (2005) mostraram que o
estadiamento cintrgico comngleto, o grau histopatologics e os niveis pré-cperatdrios de CA125 sao fatores
prognosticos independentes & poderiam ser incluidos coma fatores de decisdo da realizaggo de
quimicterapia [15]. Muramatsu et al. (2005) demonstraram que na avaliagao de CA 125 & CA 19,9 séricos e
do dismetro tumoral em pacientes com estadio 1A e IC, houve diferenas significativas entre o5 estadios

[18].

Uma outra alternativa em estude & 3 avaliagio do microambiente turnoral intracistico. CA - 15.3, CA - 125,

C& - 19.9 e CEA aprezentam alta positividade tante no soro quanto no fluido intracistico de pacientes com
tumores epiteliais malignos de ovario [17,18].

Estudos maostram que cufros marcadores podem ser usados nos disgndstices das neoplasias ovarianas:

HE4, GOF-15, Ca 72.4, Octamer-4, Mactin-4, progranuling. O GOF-15 atua como biomarcador de
prognostico patencisimante Wil no carcinoma do ovario. O GOF-15 & induzido por citocinas inflamatarias,
tais como interlzucing-1 e fator de necrose tumoral. Seu aumento esta associado 3 situsghes patologicas
relacionadas & inflamacs, lesdo tecidusl aguda, & malignidsde [18]. O GOF-15 & membro da familia TEF-
beta, tarmbém chamada de citocina-1 inibidora de macrdfagas (MIC-1), sendo orginaiments identficade em
linhagens celulares ativades por macrofages. O GOF-15 regula uma grands variedsde de procesos
fisinldgicos, comao inducio de apoptose & invasividade tumaral [20]. Concentragdes elevadas também tém
siio associadas a com um aumenio do risco de eventos cardiovasculares em mulheres de idade avancada

[21].

A progranuling & encontrada no cromossomo 174, que pode promover 3 angiogénese & invasao tumaral.

Pode exdsfir umna relagn entre o5 niveis séricos de progranuling 2 a sobrevida global e five de dosnca em
cancer epitefial de ovario [22). Progranuling & um fator de cresciments que pode mediar a progressao do
ciclo celular & a motilidade celulsr. Ela reguls a inflamacdo; pode ter
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a0 anti-nflamatiria, inibindo algumas agdes do fator de necrose fumaral [23).
Cilocinas

A CiM0Cings 850 proleinas exprassas pekl sistema imunolbgics dalarminanias ne reguiacho da TGS,
crascimento @ diferenciagio desie, apresantando funphes-chave na oefesa oo hospedern. InSereucnas
compdem um grande grupa das ciocinas produzidas princpalmense por célalas T, embora algumas s=@m
sinlefiradas lambém por macrdfagos & oblulas leciduas. Possuem grands vanedste de foncies. mas a
maioria delas astd anvolvida na induClio da diviebo de ouires células, As intefeucings G&0 CINCEAS
imporantes no estuda da interagio fumor-hospacain, posswndo proprsdaces pri ow antibemorais [24])
A inflamagin crinica & assoclada a wirlas alapas da umongénese, Nduindo a tansfomacia, podfencas e
imcas3o oelular, angiogénese & metdstase |25). As otoonas podem estmutar o oresoimenio oelular &
conbibuir para a maldslae Sa parmaneniemans sinlslicades ailss subsifncies podem Ser glilicsdss
como marcadaras de aliveiEo do sislema imuna. A paricipacan 0as CINOENSE NE DNCOpESNEEE fevels Guas
aluagihas (Isplada ou am conjunin com auiras citocinas) em atividades imunomoduladores 43 resposta
imunalkgica contra neoplasias e, consequentemenie, na sinaloagio entre célutas inflamasdnes & o wodo
meopldsicn. Exsa sinalizacio poderia inferir ou ndo am vantapens sslelivas &0 crescmento des ollules
malignas [38,27).

flam da atividade iradicional da IL-2 na promocad do escimenia dos Entboiins T ele tembeam paricips da
ativacin, crescimento @ astimule da funco wumaricda das células MK (28] Allos ndves de IL-2 significam
sumenia dos compananies do sistama imune no atague condra as oSlulys cancesosas. Acsim, a L2 &
ulilizada no iratamenio de alguns chnoares [29,30). A IL-G influenca a funcho ovanians @ No prOoSsso de
oullacD, Tartilizacika & implamacan [31]. Pode aslar assnciads & ograssbo umonl Araves 6 anoioes
oe células malignas [32). E relatada como fator prognastion do cancer ovariana [33]. Produzidas por
macrdfagos, manccitos & Infociios, as imereucinas B (IL-8) & 10 (IL-10) podem axercer vanos efeios sobes
O sisisma imune & estio relacionadas a angiogénese, oresomento & prolferacio das oélulas CanosMsa
[3d].

A IL-8 & uma cocing pri-inllamaliria, onginaliments idenificata com Guirsiaiitive os neuindfios. asla
cltacing & produzida por células apitelats, SHroblasios & MRS, &S QUA MBS POSSURT PECRNINmS
para esia infterieucina [35] Sua expressdo sm células do melanoma humano & do chnosr ovanamo estd
comelacionads o palencial metasidlicn do wmar [24, 37, 58).
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A IL-10 & uma citocina multifuncional, produzidas pelos linfacitos ThZ, pode inibir 3 resposta imune do tipo
celular & as fungdes das células Thi (CO4+) imunocompetentes, pelo blogueio da fungio de apresentagio
de antigencs por estas células [38), as quais 580 capazes de produzir IL-8, acamstando 3 progress3o da
malignidade [34,40). Estudo realizado por Llanss-Femandez et al. (2008) svidenciou associagio inversa
enire a IL-10 & a p83. o0 que reflete o efeito supressor da IL-10 no microambiente do tumaor, & sua
associagio inversa com um marcador de apoptose foi sugeride como indicative do sumento da
agressividade do tumor. Uma possivel explicagao para o resultado encantrade € o bloqueio da express3o de
algumas citocinas pela p53, todavia & regulagdo negativa destas molsculas pode ser perdida quanda ha
uma deficiéncia da p53 ocasionada. por exemplo, por mutagdes [38].

Enguante algumas citocinas estimulam a proliferagao & a invasdo do cancer, outras, como os interferons.

iniberm este processo. O interferon gama (IFN-) & produzido principalments pelas celulas Thi CO4+, CO28+ &
HK. Szu efeito anfiproliferative provaselments & devido ao aumento da morte celular por estimular 3
atividade de algumas enzimas caspases e exercer atividade antiangiogénica [40] & anttumaoral [33]
0 THF- além de ser um dos principais mediadores da inflamacdo, ambém £ produzido por tumares. Seu

papel na tumarigénese inclui transformagae e proliferagao celular na invasae, angiogénase & metastass

[41,42].
Estroma em carcinoma epitelial d= ovario

U grande progresso tem ocorrido no entendiments do papel do sistema imuns na progressao tumaral nos
ultimas anos. A presenga de células mononucieares tumar-infiltrantes consiste em lnfocitos T auxiliares =
citotdxicas, células natural - killer, linfdcitos B & macréfagos, demonstrando uma resposta imune ativs
possivelments direcionada contra os antigenos fumorais. A maiora das celulas T infilirantes s3o linfocitos T
CD8+ que poderiam mediar urma citotoxicicidade especifica contra células tumorais. Por outro lado, os

macrafagos [células COBS) s3o importantes no recrutamento = ativacio de linfdcitos na presenca desses

antigenas. Porém, ha uma heterogensidade de macrdfages. podendo resultar em fungdes antagonistas.

podends mibir ou estimular a proliferagao de celulas tumorais [43,44]. A presenca de linfdcitos-T infilrantes
(TIL) pode s& correlacionar com melhor prognostico em varios tumares, mas ha resultados confiitantzs da
significdncia prognostica de TIL em neoplasia maligna epitelial de owano [45,48].

Ma literatura, tem sido demonstrado que grands nimers de células T CO3+ =30 ndicativas de uma
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melhor sobrevida em neoplasia maligna de ovdrio [48,47]. e que os linfdoites T CO-8+ sdo responsdveis por
esse efeito [45,43,40). Por outro lado, a presenca de linfdcitos T CO4+ regulatérios parecem reduzic a
imunidade especifica contra tumores, resultando em pobre sobrevida [50] A localizagao de TILs nos
turmaras tem-se mastrado por ser importante fator progndstico em cancer de ovania [£5,51].

A infiltracho de células imunes peri e intratumarais podem ser fatores preditores de resposta 3 quimicterapia
[47 48). Bésmiller et al. (2011) mastraram que a densidade de células T CO3+ & CD8+ no estroma tumoral
pode sar um fator preditor da resposta a terapia baseada em platoum [52]

Linfacitos T CO4+ regulatérios (Treg) podem induzir 3 uma tolerdncia @ supnmir 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 propensao a localizagdo dessas ceélulas na regido peritumoral [53.54]

E bem estudado que o microambiente tumaral desempenha um papel importante no comportamento do
tuniar, O esiroma pade controlar o crescaments de tumaores & mvasao. Esle compartiments tem uma grande
influéncia relacionada com a resposta imune. A infiliragic de células imunes em tumares pode até mesmo
detarminar 3 evolugdo @ o prognostico da doenca, e a interagde entre s calulas neoplasicas e o estroma &
um fator crifico para o crescimanto do tumaer [55). Por isso0, o compartimeanto que sera avaliado nesse estudo
na imuna-histoquimica para TILs s2ra o estromal.

Recentamante, estudos demonstraram gue fibroblastos associados a carcinoma (CAFs) podem promower
diretamente tumongénese através de multiplos mecanismos, incluindo a angiogénese, proliferacio. invasao
& supressao imune [36, 57]. Esses efeitos 330 mediados atraves da expressao e secreg3o de vanos fatores
de crescimento, como o TGF-, VEGF & inferleucina-3 {IL8) [58] Esses efeitos s3o tambem estabelecidos
pela medulagdo e status de difeenciacio de células inflamatorias mo microambients tumoral [58). Alem
disso, CAFs poderiam afetar a sensibilidade das celulas do tumor 2 quiminterapia & 3 radioterapia [30]. FAP
& SMA =30 considerados marcadores para CAFs em vanios tipos de tumores. A eliminacio de CAFs in vivo
atravas de uma vacina de DMA cujo alvo & a proteina alfa de ativagao dos fibroblastos (FAP) resuftou em
uma mudanga de microambéente imune do padrao Th2 para Thi, melhorando os efeitos antimetastaticos da
quimicterapia com doxorrubicing em um modelo muring de cancer de mama [§1]. FAP exercem um papel
importante na predicdo da agressividade tumoral em pacientes com carcinoma epitelial de owario apds

terapia neoadjuvante. CAFs podem exercer um imporiante papsl
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também na progressio do cdncer e metdstases, podendo ser alvo para novas estratégias terapéuticas (82,

83].
Dessa forma. parece existir um esireita relagio entre CAFs e resposta imune twmoral, o que justifica o
estudo dessa relagio em neoplasias malignas epiteliais de ovdrio.

Objetivo da Pesquisa;

1.Investigar a expressio imunohistogquimica de dois marcadores de fbroblasios associados 3 carcinoma
(CAFs), a alfa actina de musculo liso (SMA) e a proteina alfa de ativagio dos fibroblastos (FAP), no
compartimento estromal de neoplasias benignas & malignas epiteliais de ovirio,

2.Investigar a expressio imunohistoquimica citocinas (IL-2, IL-8, IL-10 & TNF-alfa) & de linfdcitos tumor-
infiltrantes - TILs (CD3. CD4 & COB) no estroma de neoplasias benignas & malignas epiteliais de owirio.
3.Relacionar a expressiio de SMA & FAP com 3 expressio de citocinas & TILs no estroma de neoplasias
malignas de ovirio & com 3 dosagem dessas mesmas cilocinas no 5oro & iguido intracistioo

4 Relacionar » axprassho de SMA & FAP, & 2 expressio de citocinas & TILS no compartmanto estromal com
fatores progndsticos am carainama apitelal de ovino,

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Mo hd riscos inerentes 4 pesquisa, jé que o3 protocolos clinicos e cirdrgicos serho mantidos. o lavado
paritoneal jd faz parte da rotina do procediments cirirgico. & a punclio do ciste de cviric serd realizada apds
a exdrese do mesmo, ndo prolongando em nada o tempo cinirgico & nem interferindo no procedimento. O
unico desconforio devido 4 pesquisa poderd ser causado pela coleta de sangue. o que serd minmizado por
ser realizado por profissional habiitado @ com as explicagbes pertinentes oferecidas ds pacsentes. O risco da
perda de confidencialidade serd prevenido pela utihzaglo de numeros e/ou letras para identificagho dos
casos.

Os beneficios sho consequéncia da melhor compreensio da fisiopatologia da doenca e dentificagio de
fatores relacionados ac progndstico.Consideranda que a avaliaglo clinica e os elementos utiizados para o
estudo 580 parte do diagndstico e condutas terapéuticas de rotina,
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nae ha riscos adicionais as pacientes referentes 3 pesquisa. Os beneficios s30 consequéncia da melhor
compreens3o da fisiopatologia da doenca e identificac3o de fatores relacionados 3o progndstico.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
pendéncias atendidas

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
pendéncias atendidas

Recomendagdes:

pendéncias atendidas

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
pendéncias atendidas

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
Consideragoes Finais a critério do CEP:

UBERABA, 10 de Novembro de 2014

Assinado por:
ANA PALMIRA SOARES DOS SANTOS
(Coordenador)
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Mllulgin do estroma em neoplasia epitelial de oviric & sus relagio com fatores
prognosticos

Pesquisador: Rosekela Simées Nomelini

Area Temitica:

Versdo: 4

CARE: 34TT0014.4,0000 5154

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Triangula Minsiro

Patrocinador Principal: Financiamento Prépria
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADOD DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

MWamero do Parecer; 1,258 0085

Apresentagio do Projeto;

pesquisador solicita emenda 3o projeio comas seguintes jusiificativas:

1. Mo projeto inicial, a proposta era avaliar as citocinas no sero & no liquide intracistico de pacientes com
tumores de ovdrio. Estamos proponde estudar também as citocinas no lavado peritoneal dessas pacientes,
amplianda, dessa forma. a avaliagie da produgio local de citocinas em necplasias de ovario. Reforgames
que, no ferms de

consentimento, j& era informado o ato da coleta do liquido peritoneal, entio este ndo

precisara ser modificado.

2. No prajeto inicial, a proposta era avaliar 85 seguintes citocinas no tecida, no sore & no liguide intracistice:
IL-2, IL-B. IL-10 & TNF-alfa, Estamos propondo ampliar as citocinas avaliadas nesses locais & também no
liquido peritoneal. acrescentando IL-5, IL-8, IL-12, IL-17 & receptores | & || de THF. |ss0 se justifics pela
importincia das mesmas na resposta imune das neoplasias de ovdrio, e avaliande-se um painel maior de
cifocinas, pode-se tragar um melhor perfil de fatores associados ac prognéstice em cancer de ovaric,

3. Reforgo, ainda, que os procedimentos para a coleta do material nac serdo

significativamente alterados, & que no termo de consentimento inicial & estava previsto a coleta do lavado
peritoneal, que & um procedimento j@ padronizado para qualguer cirurgia de turmor de
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Objetivo da Pesquisa:

acrascentado:

avaliagho das citocinas no lavado peritoneal @ avakagho da enzima dxido nitrico sintase reduzida.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

05 Mmesmos apresentados no projeto original

Comentirios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

05 mesmos apresentados no projeto original

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

apresentados

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acordo com a Resolughio CNS n® 488 de 2012 & 3 Norma Operacional n* 001 de 2013 do CNS, o
colegiado do CEP em reuniio de 02/10/2015 aprova a emenda do projeto.

Conforme orientagdes da CONEP, apds a aprovagdo do projeto pelo CEP. o pesquisador deve notificar na
plataforma Brasil o inicio da pesquisa. bem como apresentar relatorios parciais (semestrais) e final

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Yipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
(Outros Justihcativa pdf 30/00/2015 |Mana Jose Ferreira | Acerto
17 ovre

emagSes Taves PE VORI OES BRSTCAS BT Bt e T

do Projeto | _E2 pdf 14:51:58

Qutros Emenda pdf 03/07/2015 Aceito
1%0

[Gutros GEP autorzagao_pro]_de_pesquisa pdl | 251012014 Acelto
17:18:23

'Frojcto Detaihado | |Frojeto CEP doe 25110/2014 Aceito

Brochura 17:18:42

| Investigador
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