UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Millena Prata Jammal

Imunomarcacao epitelial e estromal de citocinas

em neoplasias de ovario

Uberaba

2015



Millena Prata Jammal

Imunomarcacao epitelial e estromal de citocinas

em neoplasias de ovario

Tese apresentada ao Curso de Pds-graduacdo em
Ciéncias da Saude, area de concentragdo “Patologia
Humana”, da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro, como requisito parcial para obtencdo de
Titulo de Doutor.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Rosekeila Simdes Nomelini
Coorientador: Prof. Dr. Eddie Fernando Candido

Murta

Uberaba

2015



MILLENA PRATA JAMMAL

Imunomarcacéo epitelial e estromal de citocinas em neoplasias de ovario

Tese apresentada ao Curso de Pos-graduacdo em Ciéncias
da Saude, area de concentra¢do ‘“Patologia Humana”, da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, como requisito

parcial para obtencédo de Titulo de Doutor.

de de

Banca Examinadora:

Prof.2 Dr.2 Rosekeila Simdes Nomelini - Orientadora

Universidade Federal do Triangulo Mineiro/UFTM

Profd. Dr2. Sophie Francoise Mauricette Derchain
Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP

Prof. Dra. Maria Angélica Oliveira Mendonca
Universidade Federal de Uberlandia/UFU

Prof. Dr. David Nascimento Teixeira

Universidade Federal do Triangulo Mineiro/UFTM

Prof.2 Dr.2 Beatriz Martins Tavares Murta
Universidade Federal do Triangulo Mineiro/UFTM



Dedicatoria




A minha mde Sonia
Por ter me ensinado a viver com dignidade e cardter. Por ter acreditado em mim e
me apoiado. Por seu empenho, dedicacdo e amor incondicional.

A senhora que abriu mdo de vdrios sonhos seus em favor dos meus, me incentivou

e me abengooil

Ao meu marido André

Em cada instante de meu sonho vocé esteve ao meu lado, e mesmo quando ele
pareceu intangivel, dividiu-o comigo. Ainda que minhas responsabilidades lhe
impusessem a teniincia d minha presen¢a, Suportou essa auséncia sem se fazer

distante. Pela linguagem do sorriso, do olhar, foi incentivo para que, como
acontecera com os sonhos, dividissemos toda a realidade desse momento, em que a

extrema alegria nos invade.

As minhas filhas Rafaela e Giovana
Filhas, por vocés tudo vale a pena.
Vocés sdo minha inspiragdo, o ar que eu respiro.

Ndo sabia que era possivel meu coragdo bater fora do meu corpo!

Ao meu Pai_Anténio Carlos Jammal
Vocé partiu antes que este momento tdo esperado chegasse. Partiu deixando uma
saudade imensa, um vazio ds vezes sufocante. Hoje especialmente, a lembranga
de sua voz amiga, do seu sorriso, do seu abrago forte, da sua dedicagdo,
realimentam o amor que jamais apagarei do meu coragdo. Este amor que me
incentivou a ser uma pessoa capaz de chegar até aqui e de concretizar um de

nossos sonhos. Este amor me dd a certeza de que vocé estard sempre ao meu lado.



A minha orientadora Dra. Rosekeila

Pelo exemplo de conduta profissional, pela disponibilidade em ensinar a todo o
momento. Pela oportunidade, confian¢a e incentivo. Pelo seu exemplo de

dedicacdo e humildade.




Ao meu coorientador Dr. Eddie

Obrigada pela oportunidade, pela confianca e aprendizado.




A Deus

'Chamei por ti e tu ouviste-me."

(Salmo de David )




Agradecimentos

“As palavras de amizade e conforto podem ser curtas e sucintas, mas o seu eco é

infinddvel.”

(Madre Teresa de Calcutd)




Ao meu colega de pés-graduacao Agrimaldo pelo companherismo, amizade,

cumplicidade e apoio.

Ao Cid pela amizade e colaboragdo.

A @rofessora Renata Margarida Etchebehere, pela atengdo, pela

colaboragdo e disposigdo.

Ao Professor Thales Parenti, pela ajuda e apoio na selegio dos cortes

histoldgicos para a imuno-histoquimica.

A Professora Beatriz Martins Tavares Murta, por disponibilizar todos os

recursos da Disciplina de Farmacologia.

Ao Douglas Cobo Micheli e ao Janudrio Barbosa dos Santos, pelo auxilio

no processamento de materiais biologicos e armazenamento dos mesmos.

Aos médicos e residentes da Ginecologia e Obstetricia pela paciéncia e

apoio nas cirurgias e coleta de material no bloco cirirgico.

A Elidngela, Luzia, Anusca e Mdrcio pelos ensinamentos em imuno-
histoquimica. Aos demais funciondrios da Patologia Cinirgica, pelo amparo e
colaboragdo; aos mestres da Pos-graduagdo pelos grandes ensinamentos; e a todos
que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo desse trabalho, muito

obrigada!



Apoio Financeiro




O presente trabalho foi realizado com os recursos financeiros da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (UFIM), da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), da Fundagdo de Ensino e Pesquisa de
Vberaba (FUNEPU), do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPg), e da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).



SUMARIO

INEFOTUGED ...ttt bbbt 23
Neoplasia Maligna de OVArIO............ccoeiiiiiiiiieee s 24

(0] 1o =T TR PP S PP UPT PR PRURPRPRRPTR 26

FatOres e RISCO....ccuveiiiiiiieiieie st e e nne s 28
DIAGNOSTICO. ...ttt ettt ettt en 29
Imuno-histoquimica e Marcadores TUMOTAIS.........c.ccueverierereresiesese e 30
EStadiamento @ CIUNGIa........ooviiiiiiiiieieiee e 31

Sistema IMUNOIOGICO € CANCEN........cceiveiiiierieeee e 33

Citocinas de Padrao THL........ccovoiiieiice e 36
INEErIEUCING 2. e 35

INtErleUCINA 8. 35

TN -Gl 35

Citocinas de Padr@0 TH2........cooiiiiieieieieie e 36
INEErIEUCINA 5. e 36

INEErTEUCINA 6. 36

INEreUCING L10......cciiiiiiieiee e 37

Importancia do eStroma N0 CANCEN............ccveveiieerieeie e 37

HIPOLESES € ODJELIVOS. ......veiieiieiieiete ettt bttt bbb 39
Material € MELOUOS .......ocuiiiieiieieie ettt ne e ne e eneas 41
PACIENTES. ...ttt et bttt nre e nnes 42

CriterioS AE INCIUSAOD. ......cooe ettt e e e e e e e e e 43



CrItErioS 08 EXCIUSED. ....ce e ettt e e e e e 43

ANALOMO-PAOIOGICO. ... ..cviiiiiiecie e 43
IMUNO-NOSTOQUIMICAL ...ttt 44
BanCO e DAUOS. .......ceiuieiieieiie ettt 46
ANALISE ESTALISTICA .evveveeviiiieiieieie e 46
RS U L7 U0 [0 SRS 47
DT 57 T SRS 59
CONCIUSDES ...ttt bbbttt bbbt b e s et e e et st enbeenes 66
Referéncias BibIIOGIafiCaS ........ccoov et 68

ANEXO A - Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do

THIANGUIO IMIINEITO. ...t bbbttt bbbt ene s 80

ANEXO B - Consentimento livre e esclarecido por escrito foi obtido de cada paciente ou de

SBUS FAMIITAIES. ...ttt ettt 87
ANEXO C - Anticorpos utilizados em imuno-histoquimiCa..........c.cerevrererniineneeseseeeee 88

ANEXO D - Soluges e tampdes ULHIIZAUOS. ........cceeruirieiieiieieieeee e 89



LISTA DEABREVIATURAS E SIMBOLOS

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

SIGNIFICADO

UFTM

HC-UFTM

IPON
FIGO

HE
®

INV

Y

CEP
FACs
CD
Th
kDa
pm
mM
EDTA
DAB
PBS

MHC

TNF-a
TNF-R1

Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Hospital das Clinicas da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro
Instituto de Pesquisa em Oncologia
Federacgéo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia
Hematoxilina-eosina
marca registrada
Menor
Maior
menor ou igual
maior ou igual
Comité de ética em pesquisa
Fibroblastos associados ao cancer
Células dendriticas
T helper
Quilodalton
Micrémetro
Milimol
Ethylene diamine tetra acetic acid
Diaminobenzidine
Tampéo fosfato-salino ou phosphate buffered
saline
Histocompatibilidade
Probabilidade
numero de casos
Porcentagem
Interleucina

Fator de Necrose Tumoral-alfa

Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral




ABREVIATURAS E SIMBOLOS

SIGNIFICADO

CA 125 Cancer Antigen 125

CA 15,3 Cancer Antigen 15,3

CA 19,9 Cancer Antigen 19,9
CEA Antigeno Carcinoembrionario
AFP Alfa-fetoproteina




LISTA DE TABELAS

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

Organization Classification of Tumours, 2003..............ooiiee e 25

Tabela 2 - Estadiamento cirdrgico FIGO do cancer ovariano. Adaptado de The new FIGO

staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal cancer, 2013................... 31

Resultados
Tabela 3: Variaveis quantitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna ou Benigna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 1999 a

Tabela 4: Variaveis qualitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna ou Benigna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a

Tabela 5: Tipo Histolégico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2013.......52

Tabela 6: Tipo Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana Benigna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2013.......52

Tabela 7: Diferencas na marcagdo tecidual estromal e epitelial por imunohistoquimica de

citocinas entre neoplasias malignas e benignas de OVAriO...........ccevveveiiere e 53

Tabela 8: Distribuigdo das citocinas com imunomarcacao estromal 2/3, de acordo com o grau
histologico, estadiamento, metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia e sobrevida

EA =00 F- W (o< g o USSR 57



Tabela 9: Distribui¢do das citocinas com imunomarcacao epitelial 2/3, de acordo com o grau
histoldgico, estadiamento, metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia e sobrevida

LA =00 F- W (o< g o USSR 58



LISTA DE FIGURAS

Introducéo

Figura 1 - Transferéncia de epitélio tubario normal do OVAriO..........ccccvviiiiiiieiciicee, 27

Resultados

Figura 2 - Frequéncia (%) dos tipos de estadiamento para cancer ovariano segundo a
Federacdo Internacional de Obstetricia e Ginecologia (FIGO) nas pacientes com Neoplasia
Ovariana Maligna, atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de
2009 @ 2013, oottt E e Rt Re bt ReeRe st e Re et e eneere s 51

Figura 3 — Marcagdo imuno-histoquimica por IL10, IL5, IL8.........cccccevevviieviieie e 54

Figura 4 — Marcacao imuno-histoquimica por IL2, TNF-R1, IL6........cc.ccoevvviiviiiiiecieciee, 55



RESUMO

Objetivos: Os objetivos do nosso estudo foram verificar as diferencas entre a marcacéao
tecidual estromal e epitelial por imuno-histoquimica das citocinas (IL2, IL8, TNF-R1, IL-5,
IL-6 e IL-10) entre neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, e avaliar a relacéo entre
marcacdo estromal e epitelial do céncer ovariano com fatores progndésticos clinicos e
patoldgicos.

Materiais e Métodos: NOs avaliamos prospectivamente 56 pacientes que se submeteram a
tratamento cirurgico por cisto ovariano, de acordo com critérios pré-estabelecidos e com
diagnostico confirmado de neoplasia ovariana. Foi feito o estudo imuno-histoquimico das
citocinas (IL2, IL8, TNF-R1, IL-5, IL-6 e IL-10). Os fatores prognosticos foram avaliados
usando o Teste Exato de Fisher. O nivel de significancia foi inferior a 0,05.

Resultados: Das 56 pacientes avaliadas, 28 tinham neoplasias maligna de ovario e 28
benignas. As marcagdes imuno-histoquimicas de TNF-R1 (estroma e epitélio), IL5 (estroma e
epitélio), e IL10 (somente estroma) foram mais fortes nas neoplasias benignas. A marcacao de
IL2 foi mais forte nas neoplasias malignas comparado as benignas. IL8 teve marcacdo imuno-
histoquimica mais fraca no estroma das neoplasias benignas comparado ao cancer ovariano. Em
relacdo a imunomarcacdo de IL6, ndo houve significancia estatistica. Na avaliacdo imuno-
histoquimica de IL2 no estroma, o grau histolégico 3 foi significativamente relacionado com
imuno-histoquimica de marcacdo 2/3 (p=0,003). As marca¢fes 2/3 de TNF-R1 foram
relacionadas a sobrevida livre de doenca < 30 meses, sugerindo um fator de mau progndstico
(p=0,017). N&o houve diferenca significativa em relagdo a outras citocinas estudadas, tanto na
avaliacao do estroma como do epitélio.

Palavras-chave: neoplasia ovariana, citocinas, estroma, epitélio, imuno-histoquimica, fatores

prognosticos.



ABSTRACT

Objectives: The aims of this study were to determine whether there are differences in tissue
stromal and epithelial staining by immunohistochemistry of cytokines (IL2, IL8, TNF-R1, IL-5,
IL-6 and IL-10) between benign tumors and malignant primary ovarian tumors, and to evaluate
the relationship of stromal and epithelial staining in ovarian cancer with clinical and
pathological prognostic factors.

Material and Methods: We evaluated prospectively 56 patients underwent surgical treatment
for ovarian cysts in accordance with pre-established criteria and with confirmed diagnosis of
ovarian neoplasm. Immunohistochemistry study for cytokines (IL2, IL5, IL6, IL8, IL10,
TNF-alpha) was performed. The prognostic factors were evaluated using the Fisher’s exact
test. The significance level was less than 0.05.

Results: We evaluated 56 patients with ovarian neoplasm (28 malignant and 28 benign
neoplasms). The immunohistochemical staining by TNF (stroma and epithelium), IL5 (stroma
and epithelium) and IL10 (only stroma) were stronger in benign neoplasms. 1L2
immunostaining was stronger in malignant tumors compared with benign tumors. IL8
immunostaining was weaker in the stroma of benign neoplasms compared with ovarian
cancer. Regarding IL-6 immunostaining, there was no statistical significance. In evaluating of
stromal IL2, the histological grade 3 was significantly correlated with immunohistochemical
of score 2/3 (p=0.003). TNF-alpha immunohistochemical staining scores 2 or 3 was related to
disease-free survival < to 30 months, suggesting that it is a factor of poor prognosis
(p=0.017). There was no statistical significance in relation at other cytokines studied, both in

the evaluation of the stroma as the epithelium.

Keywords: ovarian neoplasm, cytokines, stroma, epithelium, immunohistochemical,

prognostic factors.
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1 - Neoplasia maligna de Ovario

O céncer de ovario € uma doenca heterogénea, com diferentes tipos histoldgicos
(WATANABE et al., 2014; KOBEL et al, 2008) Apresenta diagndstico tardio e alta letalidade
devido a falta de biomarcadores sensiveis e especificos e a rapida progressdo desse cancer,
assintomatico em estadiamentos iniciais. Tentativas de se fazer o rastreamento e diagnostico
precoce desta neoplasia em mulheres assintomaticas tém se mostrado pouco eficazes (JIA et
al., 2014).

Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014) estimam 5.680 casos novos de
cancer do ovario para o Brasil, no ano de 2014, com um risco estimado de 5,58 casos a cada
100 mil mulheres. O cancer do ovario € o sétimo mais incidente na maioria das regides.

De forma geral, o cancer de ovario continua sendo a principal causa de morte entre as
malignidades ginecoldgicas e é a quarta causa mais comum de morte relacionada ao cancer
entre as mulheres. O cancer epitelial de ovario é o principal subtipo da doenca e é responséavel
por mais de 90% de todos os tumores malignos ovarianos (GAVALAS et al, 2010).

Sua classificacdo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), € simplificada
pelo agrupamento dos tumores segundo seu comportamento bioldgico e histogénese
(MURTA, NOMELINI, 2006).

Quanto ao potencial de malignidade, os tumores de ovario podem ser divididos em
benignos, malignos ou de baixo potencial de malignidade, este ultimo com termo adaptado
pela Organizagdo Mundial de Saude como borderline.

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

germinativas (Tabela 1) (TAVASSOLI, DEVILEE, 2003).
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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 corddes sexuais-  Tumores das céelulas
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 Teratoma Imaturo
Tumor de Células Tumor do seio
Transicionais endodérmico

Tumor indiferenciado

Estudos recentes tém proposto um modelo de carcinogénese ovariana que leva em
conta a natureza do cancer de ovario correlacionada aos aspectos clinicos, patoldgicos e
moleculares da doenca. Neste modelo, os tumores do ovario sdo divididos em 2 grupos, tipo |
e tipo Il, conforme suas caracteristicas patolégicas, genéticas e moleculares distintas
(KURMAN, SHIH, 2010; ALI-FEHMI et al, 2011; KURMAN, SHIH, 2011).

Os tumores ovarianos do tipo | sdo tumores de crescimento lento que podem se
desenvolver a partir de lesGes precursoras, e sdo denominados tumores limitrofes. Estes
incluem tumores borderline serosos com padrdo micropapilar, carcinomas serosos de baixo
grau, e carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras. Eles geralmente se

apresentam como grandes massas, confinados a um ovario (estadio la), sdo geneticamente
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estaveis, de bom progndstico e caracterizados por mutacdes em diversos genes (KURMAN,
SHIH, 2010; ALI-FEHMI et al, 2011; KURMAN, SHIH, 2011).

Em contraste, os tumores do tipo Il crescem rapidamente e sdo altamente agressivos.
A maioria estd em um estadiamento avancado durante ou logo ap6s o seu inicio. Exemplos
desses tumores sdo carcinomas serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos
(carcinossarcomas) e indiferenciados. Eles caracterizam-se por mutacdo de TP53 em 50% a
80% dos casos e um elevado nivel de instabilidade genética (KURMAN, SHIH, 2010; ALI-

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

1.1 - Origem

Em relacdo a origem do cancer de ovario, muitos pesquisadores tém entendido que 0s
varios tipos de tumores do ovario sdo todos derivados a partir do epitélio da superficie do
ovario (mesotélio) e que alteracbes posteriores metaplasicas levam ao desenvolvimento dos
diferentes tipos de células (DUBEAU, 2008; KURMAN, 2010; KURMAN, 2011).

Os tipos seroso, endometrioide, de células claras, mucinoso e de células de transicao
(Brenner) sdo carcinomas morfologicamente semelhantes ao epitélio da trompa de Faldpio,
endomeétrio, trato gastrointestinal, endocérvice ou bexiga. As células epiteliais do ovario, no
entanto, ndo mostram qualquer semelhanca com esses tumores. Uma teoria alternativa propde
gue os tumores com um fendtipo milleriano (seroso, célula endometrioide e células claras)
sdo derivados de tecido mulleriano (DUBEAU, 2008). Este tecido (epitélio colunar, muitas
vezes ciliado) forma cistos de localizacdo para-tubaria e para-ovariana. De acordo com esta
teoria, tumores ovarianos se desenvolvem a partir desses cistos ovarianos, e nao do epitélio
superficial. Com o crescimento do tumor, que comprime e, finalmente destr6i o tecido

ovariano, o resultado é um tumor anexial que parece ter surgido no ovario.
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As fimbrias da trompa de Faldépio normalmente estdo em contato intimo com a
superficie de ovulacio do ovario durante o periodo de ovulacdo. E concebivel que quando o
epitélio de superficie do ovario € rompido durante a ovulacdo, células epiteliais tubarias da
fimbria sdo deslocadas e implantadas no ovario formando um cisto de inclusdo, onde a partir
dai um carcinoma seroso de alto grau poderia se desenvolver. (PIEK et al, 2001; KURMAN,

SHIH, 2010; KURMAN, SHIH, 2011) (Figura 1)
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Figura 1 - Transferéncia de epitélio tubario normal do ovério. A: relagcdo anatdmica entre
trompas de Falépio com o ovario durante a ovulagdo. A fimbria envolve o ovéario. B: a
ovulagdo. A superficie do ovario rompe com a expulsdo e transferéncia do odcito a fimbria. A
fimbria esta em contacto intimo com o ovario no local de ruptura. C: as células epiteliais da
fimbria sdo desalojadas e implantadas na superficie desnuda do ovario, resultando na
formagéo de um cisto de inclusdo (KURMAN, SHIH, 2010).
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1.2 - Fatores de Risco

Existem vaérias teorias em relacdo a carcinogénese em tecido epitelial ovariano.
Algumas condi¢fes sdo implicadas com o aumento ou reducdo do risco. Os fatores de risco
mais consistentes estdo relacionados com aspectos reprodutivos. Entretanto, ha outros fatores
estudados, tais como amamentacao, infertilidade e laqueadura tubaria, que sdo associados a
diminuicdo da incidéncia do cancer de ovario (NISIDA, 2000).

Os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento do cancer de ovario ndo
relacionado a alteracdes genéticas sdo a idade, menarca precoce, menopausa tardia, obesidade
e a sindrome dos ovarios policisticos. Inibidores da ovulacdo, como os anticoncepcionais, tém
um efeito protetor (PARTRIDGE et al, 2009).

As manifestacdes clinicas do cancer de ovario sdo em sua maioria inespecificas e
variam desde desconforto abdominal com mudanc¢as do habito intestinal, com anorexia e
perda ponderal até o encontro de grande massa no abdome e distensdo por ascite nos estadios
avancados.

Embora o cancer epitelial de ovéario possa ocorrer em qualquer idade, € mais comum
em mulheres com mais de 50 anos (ROETT, EVANS, 2009).

Segundo alguns autores (FATHALLA, 1971; ZAJICEK, 1978), quanto maior for o
periodo de permanéncia em anovulacdo em uma mulher, maior sera a protecdo do epitélio
ovariano a processos carcinogénicos. Os periodos de anovulacdo correspondem a situaces
como gravidez, uso de anticoncepcionais hormonais orais, amamentagdo, pequeno periodo
menstrual na vida reprodutiva, como menarca tardia e menopausa precoce.

Em 1971, Fathalla (1971) prop6s que podem ocorrer alteracGes genéticas na superficie
epitelial do ovario em resposta a uma incessante ovulagdo, por microtraumas e injdrias de
repeticdo. Ele teorizou ainda a possibilidade de ativacdo de mitoses celulares sucessivas, que

podem desencadear mutagénese e, por conseguinte, carcinogénese.
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Em 1978, Zajicak (1978) sugeriu que a inclusdo cistica epitelial na superficie do
ovario pode ser fonte de neoplasia, uma vez que ha uma relagdo modesta entre o nimero de
cistos germinativos de inclusdo e idade ovulatoria, fornecendo evidéncias que estes podem ser
causados durante periodo ovulatério ou pelo menos associados a ele.

O carater hereditario esta presente em 10% de todos os casos de cancer de ovario. A
sindrome de cancer mama-ovario hereditaria é a mais comum, representando 85% a 90% de

todos os casos de cancer de ovario hereditarios identificados (ROETT, EVANS, 2009).

1.3 - Diagnostico

O céncer de ovario é a neoplasia ginecoldgica mais letal e a sobrevida global é inferior
a 40% em cinco anos, com 95% de sobrevida para paciente com neoplasia restrita aos ovarios
(estadiamento 1), 79% naquelas com doenca infiltrada em tecidos adjacentes aos ovarios
(estadiamento I1) e de 28% naquelas com estadio clinico avancado (estadiamento 1V). Isto
ocorre principalmente porque a maioria das pacientes apresenta estadios avangados no
momento do diagnostico (SMITH, 2001; JEMAL et al, 2010; YANG et al, 2013).

A elevada mortalidade e a pequena proporcdo de casos de cancer de ovario
diagnosticados em estadios iniciais tornam a busca por meios de identificacdo precoce desta
doenca essencial (AGARWAL, KAYE, 2005).

A prevencdo é limitada pelo pouco conhecimento de suas causas, alem da falta de
disponibilidade de técnicas para rastreamento e diagnostico precoce, como biomarcadores
sensiveis e especificos (ZHANG et al, 2003).

A sensibilidade e a especificidade do exame ginecoldgico para o rastreamento de
neoplasias ovarianas sdo questionaveis (MURTA et al, 2004; PADILLA, RADOSEVICH,
MILAD, 2005). A ultrassonografia fornece informagdes importantes sobre o tamanho e

conteldo dos tumores ovarianos, além de ser usada para diferenciar tumores malignos de



30

benignos (NARASIMHAN, CHANGQING, CHOOLANI, 2008). Associada a imagem
colorida com Doppler, avalia a condi¢do vascular do tumor e o fluxo sanguineo (RIVOIRE et
al, 2006). Embora muitos descrevam boa especificidade no método (GARNER, 2005;
MURTA, NOMELINI, 2006; NARASIMHAN, CHANGQING, CHOOLANI, 2008), alguns
relatam que, apesar de sensivel para detectar cancer de ovario em estadios avancados, ocorre

falha na deteccdo de tumores em estadio inicial (OLIVIER et al, 2006).

1.4 — Imuno-histoquimica e Marcadores Tumorais

Nos dltimos anos, temos assistido a uma forte expansdo no uso de marcadores de
imuno-histoquimica na patologia ginecologica. A maioria dos dados publicados refere-se a
utilizacdo de anticorpos para o diagnéstico de neoplasias ginecoldgicas. Em geral, quando a
imuno-histoquimica é utilizada para diagnéstico, a vizualizacdo de um conjunto de
marcadores proporciona uma melhor informacdo do que a utilizacdo de um Unico anticorpo
(MCCLUGGAGE, 2000; MARJONIEMI, 2004; MCCLUGGAGE, 2006).

Ha a hipotese de que a expressdo de biomarcadores refletiria no subtipo, diagndstico e
prognoéstico do tumor. Ou seja, ha variacdo nas taxas de expressao de biomarcadores e
subtipos de carcinoma de ovario (GILKS et al, 2008; KOBEL et al, 2008).

Estudos indicam que a inflamag&o é um fator de risco para o cancer de ovario, onde a
resposta inflamatéria esta envolvida em quase todas as fases do desenvolvimento de tumores
(WANG et al, 2005; KROCKENBERGER et al, 2008; HANAHAN, WEINBERG, 2011).
Tais estudos verificaram uma associacdo entre inflamacdo crénica e desenvolvimento do
tumor, com progressdo deste. O carcinoma epitelial de ovéario parece estar associado a
inflamacdo e seu crescimento, sinalizacdo e diferenciacdo regulados por citocinas

(RASPOLLINI, TADDEI, 2007; PLEWKA et al, 2014).
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A resposta imune mediada por células, que envolve diversos tipos de células do
sistema imunoldgico, compreende a maior parte das respostas imunes contra células tumorais
(LI1U et al, 2009).

Tem sido sugerido que o crescimento e a progressao do carcinoma de ovario possam
estar relacionados a um fendmeno local de imunossupressdo induzida por citocinas que
podem fornecer um estado de privilégio imunitario no local do tumor, permitindo o

desenvolvimento do tumor como mecanismo de escape (RABINOVICH et al, 2010).

1.5 - Estadiamento e cirurgia

O estadiamento ao diagndstico, grau histologico e volume residual do tumor apos
primeira cirurgia estdo associados a sobrevida. O sistema de estadiamento para cancer
ovariano € definido pela International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO)

[Tabela 2] e é cirtrgico (ZEPPERNICK, MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Tabela 2 - Estadiamento cirargico FIGO do cancer ovariano. *Adaptado de The new FIGO
staging system for ovarian, fallopian tube, and primary peritoneal cancer (ZEPPERNICK,
MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

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

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

Estadio IC: Tumor limitado a um ou ambos os ovarios ou Trompa(s) de Falopio, com

alguma das alteragdes:

IC1: Rompimento cirdrgico intra-operatorio do tumor
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IC2: Cépsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou da

Trompa(s) de Falopio

IC3: Células malignas na ascite ou lavado peritoneal

Estadio Il — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio com extensdo

pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cancer peritoneal primario”

Estadio 11A: Extensdo e/ou metéstase para Utero e/ou Trompa(s) de Faldpio e/ou

Trompa(s) de Faldpio e/ou ovarios

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

Estégio 111 — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falépio, ou cancer
peritoneal, confirmacdo histologica ou citoldgica de propagacao para o peritonio fora da pelve
e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais

Estadio [I1IAl: Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovado

citologicamente ou histologicamente)
I1AL(i): Metéastase de até 10 mm em sua maior dimenséo
IIAL(ii): Metastase maior que 10 mm em sua maior dimensao

Estadio [11l1A2: Envolvimento peritoneal microscépico extra-pélvico (acima da

cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos

Estadio 111B: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve até 2 cm em sua maior
dimensdo, com ou sem metastase para os linfonodos retroperitoneais
(inclui extensdo do tumor para capsula do figado e baco, sem envolvimento

do parénquima de qualquer 6rgéo)

Estadio 111C: Metéastase peritoneal macroscopica além da pelve acima de 2 cm em sua
maior dimensdo, com ou sem metastases para o0s linfonodos retro-
peritoneais (inclui extensdo do tumor para capsula do figado e baco, sem

envolvimento do parénquima de qualquer um dos 6rgéaos)

Estadio IV — Metastases a distancia excluindo metastases peritoneais

Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva
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Estadio IVB: Metastases para o parénquima e metadstases para Orgdos extra-

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

*N4o é possivel ter o cancer peritoneal no estagio |

°Aderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a
atualizacdo de tumores do Estagio 1 para Estagio Il.

‘Metastases  extra-abdominais  incluem infiltracdo  intestinal  transmural e
depdsito umbilical

*Q sistema de estadiamento do cancer ovariano é estabelecido pela International Federation
of Gynecology and Obstetrics (FIGO) e se baseia nos resultados obtidos no momento da
cirurgia.

2 - Sistema imunoldgico e cancer

A resposta imune mediada por células de diversos tipos do sistema imunolégico
compreende uma porcao principal das respostas imunitarias contra as células tumorais. Os
linfocitos T citotoxicos e as células Natural Killer sdo as principais células efetoras. Os niveis
de infiltracdo destas células nos tumores tém sido alvo de muitas pesquisas. No entanto, as
interagBes entre os varios tipos de células imunitarias no microambiente tumoral estdo ainda
em estudo (LIU et al, 2009).

A interacdo das células tumorais com o sistema imune desempenha papel decisivo no
processo da carcinogénese (DRANOFF, 2004).

A resposta adaptativa antitumoral é iniciada pelas células dendriticas (CD) que
capturam células tumorais e processam o antigeno para 0 MHC de classe | e Il. As células
dendriticas migram para 0s ganglios linfaticos, e estimulam células T e B especificas para o
antigeno. No microambiente tumoral, as CD podem ser ativadas por sinalizacdo produzida por
células tumorais necrdticas. Ocorre, entdo, processo de maturagdo que inclui a expressao de
maultiplas citocinas, resultando na resposta mediada pelas células T (MATZINGER, 2002).

O céncer de ovario apresenta alto potencial inflamatdrio, evidenciado pela presenca de

infiltrados linfocitarios no seu microambiente, os quais se relacionam diretamente a sobrevida

das pacientes. O fluxo e as atividades destes infiltrados linfocitarios sdo mediados por
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citocinas, sendo estas um reflexo do estado imunoldgico do hospedeiro, podendo servir como
meio de se entender a resposta imune (ZHANG et al., 2003).

Uma das descobertas na area de imunologia foi a identificacdo de subconjuntos de
células TCD4+ T auxiliar ou T helper (Th) que diferem nas citocinas que produzem e nas suas
funcdes efetoras.

Os subconjuntos mais bem definidos de células T efetoras da linhagem auxiliar CD4+
sdo as células Thl e Th2. As células Thl podem mediar respostas imunes contra patdgenos
intracelulares. Nos seres humanos, desempenham um papel particularmente importante na
resisténcia a infeccdes por micobactérias. As principais citocinas produzidas s&o: IFN-y, IL-
10 e IL-2 sendo o IFN-y a citocina de identificacdo do perfil de células Thl. O IFN-y ativa
macrofago e IL-2 estimula o crescimento de células T antigeno-especifico, resultando em
doenca mais branda ou cura. As células Th2 medeiam a defesa contra parasitas extracelulares.
Elas sdo importantes na inducgdo e persisténcia da asma e outras doencas alérgicas. As células
Th2 produzem, dentre elas: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, sendo que a IL-4 e IL-5 sdo as citocinas
que definem o perfil de células Th2. A IL-4 estimula a producdo de IgE e ambas, IL-4 e 1L-10
estimulam células B e inibem ativacdo de macréfago, resultando em infeccdo progressiva
(ZHU, PAUL, 2008).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando entre 8 e 30 kDa. Sdo produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo e
por células do sistema imunoldgico. Diferentemente dos horménios classicos, as citocinas nao
sdo armazenadas como moléculas pré-formadas e atuam especialmente por mecanismos
paracrinos (em células vizinhas) e autdcrinos (nas proprias células produtoras) (LIN,
CALVANO, LOWRY, 2000). Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina, e uma

Unica citocina pode agir em diversos tipos de células, fenbmeno denominado pleiotropia. As
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citocinas sdo redundantes em suas atividades, ou seja, acdes semelhantes podem ser

desencadeadas por diferentes citocinas (SOMMER, WHITE, 2010).

2.1 - Citocinas de padrdo TH1

2.1.1 - INTERLEUCINA 2 (IL2)
A IL-2 atua na promocéo do crescimento e maturacao dos linfocitos T e B. Secretada
pelas células T CD4+ ativadas, participa também da ativacdo, crescimento e estimulo da

funcdo tumoricida das células Natural Killer (GRIMM et al, 1983).

2.1.2 - INTERLEUCINA 8 (IL8) ou CXCL8

A IL-8 é uma citocina pro-inflamatéria, originalmente identificada como
quimioatrativa de neutrofilos (BENOY et al., 2004). Sua expressdo em células do melanoma
humano e do cancer ovariano esta correlacionada ao potencial metastatico do tumor (XU,
FIDLER, 2000). E produzida por macr6fagos, mondcitos e linfocitos e pode exercer varios
efeitos sobre o sistema imune e esta relacionada a angiogénese, crescimento e proliferacdo das

células cancerosas (BENQY et al., 2004).

2.1.3 - FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

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

Por meio de enzimas proteoliticas, 0 TNF-a ¢ capaz de desencadear uma cascata de
reacfes que culminam na apoptose da célula tumoral (BALKWILL, 2006; BALKWILL,

2009).
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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, MOCELLIN, 2008).
A regulacdo dos TNF-Rs é um fator critico para se verificar a capacidade de resposta das

células tumorais ao TNF-a.

2.2 - Citocinas de padrdo TH2

2.2.1 - INTERLEUCINAS (IL5)
A IL-5 é uma interleucina produzida por células T e mastdcitos. Suas funcbes sdo
estimular a producdo de células B e aumentar a secrecdo de imunoglobulinas. Também

desempenha um papel essencial na ativacao de eosinofilos. (MILBURN et al., 1993).

2.2.2 - INTERLEUCINA 6 (IL6)

A IL-6 influencia a funcdo ovariana e no processo de ovulacdo, fertilizacdo e
implantacdo (DESPHANDE et al, 2000). Pode estar associada a progressao tumoral através
da apoptose de células malignas (TABIBZADEH, 1989; TORRES et al, 2009). Elevadas
concentracdes de IL-6 podem ser encontradas em neoplasias malignas renais, colorretais,
ovario, mama, endométrio e pulmdes. Em neoplasias malignas de ovéario a IL-6 é relatada
como fator progndstico da doenga (AKAHIRO et al, 2004), assim como um fator prognostico
na identificacdo de tumores resistentes a quimioterapia (BELLONE et al, 2005).

Niveis séricos de IL-6, IL-8 e IL-18 podem se correlacionar ao pior progndstico no
cancer de ovario e com a sobrevida global (SCAMBIA et al, 1995; AKAHIRO et al, 2004;

KASSIM et al, 2004).
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2.2.3 - INTERLEUCINA 10 (IL10)

A 1L-10 é uma citocina multifuncional produzida pelos linfécitos TH2, e pode inibir a
resposta imune do tipo celular e as fungdes das células TH1 (CD4+) imunocompetentes pelo
bloqueio da funcdo de apresentacdo de antigenos por estas células. E produzida por
macrofagos, mondcitos e linfocitos. A IL-10 pode exercer varios efeitos sobre o sistema
imune e esta relacionada a angiogénese, crescimento e proliferacdo das células cancerosas
juntamente com a IL-8 (KOZLOWSKI et al., 2003).

Desde a sua descricdo original, a 1L-10 tem demonstrado ser segregada por varios
tipos de células, incluindo células T, mondcitos, células B ativadas e alguns tumores
humanos. No entanto, que populacédo de células é responsavel pelos niveis elevados de IL-10
no soro e ascite de pacientes com céancer de ovario, e como IL10 influencia no
desenvolvimento e progressdo do carcinoma do ovario permanecem obscuros

(RABINOVICH et al, 2010).)

3 - Importancia do estroma no cancer

O microambiente do tumor é o ambiente celular no qual existem células tumorais,
vasos sanguineos, células do sistema imunolégico, fibroblastos, macrofagos, matriz
extracelular e outras moléculas (HUANG et al, 2014).

Estudos mostram que o microambiente tumoral desempenha um papel importante no
comportamento do tumor. As células estromais podem controlar o crescimento de tumores e
invasdo. Este compartimento tem uma grande influéncia relacionada com a resposta imune. A
infiltracdo de celulas imunes em tumores pode até mesmo determinar a evolucdo e o
prognostico da doenca e a interacdo entre as células neoplasicas e o estroma € um fator critico

para o crescimento do tumor (OTSMAN, AUGESTEN, 2009).
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Células estromais tém diferentes perfis de expressdo génica e, portanto, contribuem

para a heterogeneidade do tumor (GHESQUIERE et al, 2014; KANG, 2013).
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Hipoteses e Objetivos
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HIPOTESES

Espera-se que haja diferenca na expressao imuno-histoquimica de citocinas, tais como
IL-2, IL-8, TNF-R1, IL-5, IL-6 e IL-10, no estroma e epitélio de neoplasias epiteliais de
ovario.

A expressdo de tais citocinas no microambiente tumoral possibilita tracar um painel

diagnostico e prognostico para processos malignos de ovario.

OBJETIVOS

1. Verificar se ha diferencas na marcagdo tecidual estromal e epitelial por imuno-
histoquimica de citocinas (padrdo TH1: IL-2, IL-8 e TNF-R1; padrdo TH2: IL-5, IL-6 e IL-
10) entre neoplasias epiteliais benignas e malignas primarias de ovario.

2. Avaliar a relacdo entre as marcacgdes estromal e epitelial das neoplasias malignas de

ovario com fatores prognosticos.
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Material e Métodos
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1- MATERIAL

1.1 - Pacientes

Foram avaliadas de forma prospectiva 321 pacientes atendidas no Ambulatério de
Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia
(IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, submetidas a tratamento
cirurgico de acordo com critérios pré-estabelecidos, no periodo de maio de 2009 a dezembro
de 2013, entrando para o estudo 56 pacientes com posterior diagndstico confirmado de
neoplasia maligna (n=28) ou neoplasia benigna (n=28) de ovario. Os critérios de indicacédo de
laparotomia exploradora foram: cistos anecoicos com didmetro maximo menor que 7,0 cm e
com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e marcadores tumorais normais;
marcadores tumorais alterados; cistos anecoicos com didmetro maximo maior ou igual a 7,0
cm; massas ovarianas com conteudo sélido, 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).

Foram registrados dados como idade, paridade, tabagismo, historia de terapia
hormonal, idades da menarca e menopausa, status hormonal, grau histol6gico, estadiamento
(FIGO), tipo histoldgico, metastases em linfonodos, resposta a quimioterapia (completa,
parcial), sobrevida livre de doenca maior ou igual a 30 meses. Para a avaliagdo da sobrevida
livre de doenca, foram excluidas as pacientes que perderam o seguimento, e o Ultimo caso de
tumor maligno selecionado para o estudo foi do ano 2011, para que se pudesse avaliar no
minimo 4 anos de seguimento para cada paciente.

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro com numero de protocolo 1408 (Anexo A). Consentimento

livre e esclarecido por escrito foi obtido de cada paciente ou de seus familiares (Anexo B).
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1.2 - Critério de incluséo
Diagnostico pos-operatério de neoplasia maligna ou benigna primaria epitelial de

ovario pelo anatomo-patologico em parafina.

1.3 - Critérios de excluséo
a) Presenca de torcdo do pediculo anexial;
b) Rotura do cisto durante o procedimento cirdrgico;
c) Neoplasia maligna secundaria de ovario (metastase);
d) Tratamento prévio a cirurgia (Quimioterapia);

e) Recidiva.

2 - METODOS

2.1 - Anatomo-patologico

Foi realizado pelo Servico de Patologia Cirdrgica do Hospital de Clinicas —
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, nos cortes embebidos em parafina, sendo que 0s
casos foram revisados por um patologista experiente da disciplina de Patologia Especial. A
avaliacdo anatomo-patoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de acordo com 0s
critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO (ZEPPERNICK,
MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Na avaliacdo do grau histolégico, os tumores borderline foram considerados como
bem diferenciados (grau 1). Para os demais tumores, foi realizada uma revisdo do grau
histolégico por um patologista, sendo divididos em grau 1 (bem diferenciados), grau 2

(moderadamente diferenciados) e grau 3 (pouco diferenciados).
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2.2 - Imuno-histoquimica

Os espécimes obtidos por resseccdo cirurgica foram processados em parafina. Os
casos que preencheram os critérios apos o estudo pela técnica de Hematoxilina-eosina foram
revisados por patologista experiente e 0s blocos dos casos escolhidos foram submetidos a
novos cortes com 4 pum de espessura, em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma®
A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase.

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

Posteriormente, as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina tamponada,
o PBS (pH 7,2), durante 5 minutos, para hidratacdo. Logo depois, 0 excesso de tampdo foi
removido e a borda do corte seca, cuidadosamente, com papel absorvente.

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

As laminas foram colocadas em uma prancha de incubacdo e lavadas com &gua
destilada e enxugadas, cuidadosamente, em torno do corte, ndo permitindo que os cortes
ficassem completamente secos. Foi adicionada dgua oxigenada a 3% sobre cada corte, durante
10 minutos, para ocorrer 0 bloqueio da peroxidase enddgena. Apds esta etapa, as laminas
foram novamente lavadas em 3 banhos de tampédo PBS e incubadas com o anticorpo primario

em torno de 18 horas, em camara Umida, com temperatura de 3 a 4°C.
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O anticorpo foi diluido em albumina do soro bovina (Sigma®) de acordo com as
indicacdes presentes em suas especificacGes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a
2%) e anticorpo primario permitem bloquear as ligacGes inespecificas, para reduzir coloracao
de fundo. Foram utilizados controles positivos. Os anticorpos primarios utilizados no
trabalho, diluicbes e controles estdo descritos no Anexo C.

Ap0s a incubacdo overnight a 4°C com o anticorpo primario especifico (anti-1L-2,
anti-1L-8, anti-TNF-R1, anti-IL-5, anti-IL-6, anti-IL-10, as ldminas foram colocadas em
temperatura ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em PBS e secas, como anteriormente.
O anticorpo secundario biotinilado (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) foi adicionado
em cada lamina por 30 minutos, em temperatura ambiente, em camara Umida. Em seguida,
ocorreram lavagens em PBS, e as laminas foram secas. O complexo estreptoavidina
peroxidase (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) foi adicionado por 30 minutos nas
mesmas condi¢Bes acima.

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

Finalmente, as laminas foram imersas em 3 banhos de alcool absoluto por cerca de 10
segundos cada, para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e 3 banhos de
xilol, por 5 minutos cada. As laminulas foram adicionadas sobre as ld&minas com entellan para
posterior analise.

As solugdes e tampdes utilizados constam no Anexo D.

Trés observadores avaliaram as laminas. A intensidade de marcagdo foi avaliada
subjetivamente utilizando-se 0 a 3: 0 (nenhuma marcacédo), 1 (marcagéo fraca), 2 (marcagéo

moderada), 3 (marcagéo forte) (OZEL et al, 2006).
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2.3 - Banco de dados
Os dados clinicos, laboratoriais e cirdrgicos das pacientes estudadas foram arquivados
em banco de dados especifico para o estudo. Foram utilizados o Microsoft Excel® e Microsoft

Word®

2.4 - Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat® software. No estudo imuno-
histoquimico, a concordancia entre os trés observadores foi realizada através do kappa: «
<0,4: concordancia fraca; 0,4< k <0,8: concordancia moderada; 0,8< k <1,0: concordancia
forte; k =1,0: concordancia perfeita (ARANGO, 2001). As diferencas foram consideradas
significativas para p<0,05. Todos os casos discordantes foram reavaliados e o resultado foi
definido por consenso. Foi utilizado o teste exato de Fisher, com nivel de significancia menor

que 0,05.
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Resultados
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Foram avaliadas 56 pacientes com neoplasia maligna (n=28) ou benigna (n=28) de
ovario. Em relacdo as neoplasias malignas, a média de idade foi de 49,9 + 14,1 anos, a média
de paridade foi de 2,2 + 1,7 partos, a idade média da menarca foi 13,1 + 1,7 anos, a idade
média da menopausa foi 49,7 = 4,2 anos. Em relacdo ao uso de metodo contraceptivo, 2
(7,1%) utilizavam contraceptivo hormonal, nenhuma utilizava condom, e 4 (14,3%) foram
submetidas a laqueadura tubarea. Uma paciente (3,6%) utilizava terapia de reposicao
hormonal e 6 pacientes (21,4%) eram tabagistas. Em relacdo ao status hormonal, 10 (35,7%)
estavam no menacme e 18 (64,3 %) estavam na menopausa (tabelas 3 e 4).

Em relacdo as neoplasias benignas, a média de idade foi de 47,6 = 10,5 anos, a média
de paridade foi de 2,8 £ 1,8 partos, e a idade média da menarca foi 13,1 + 1,6 anos. Em
relacdo ao uso de método contraceptivo, 6 (21,4%) utilizavam contraceptivo hormonal,
nenhuma utilizava condom, e 13 (46,4%) foram submetidas a laqueadura tubarea. Duas
pacientes (7,1%) utilizavam terapia de reposicdo hormonal e 6 pacientes (21,4%) eram
tabagistas. Em relacdo ao status hormonal, 17 (60,7%) estavam o menacme e 11 (39,3 %)

estavam na menopausa (tabelas 3 e 4).
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Tabela 3: Varidveis quantitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Epitelial Maligna ou Benigna, atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM,

Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2013.

(n=28) Média Desvio Padréo Mediana Minimo Maximo
Malignas Benignas Malignas Benignas Malignas Benignas Malignas Benignas Malignas Benignas

Idade (anos) 49,9 47,6 14,1 10,5 51,0 48,0 25,0 18,0 73,0 69,0
Gestacédo 2,5 3,0 1,9 1,9 2,0 3,0 0,0 0 8,0 7,0
Paridade 2,2 2,8 1,7 1,8 2,0 3,0 0,0 0 7,0 7,0
Idade Menarca (anos) 13,1 13,1 1,7 1,6 13,0 13,0 9,0 10,0 16,0 17,0
Idade Menopausa (anos) 49,7 48,0 4,2 6,2 50,0 49,0 38,0 32,0 57,0 55,0
Niveis de CA 125 (U/ml) 210,8 28,4 349,9 35,9 46,4 14,55 7,3 0,6 1529,0 161,4
Niveis de CA 15,3 (U/ml) 68,2 16,4 163,0 7,2 22,3 16,6 6,9 6,3 813,0 35,6
Niveis de CA 19,9 (U/ml) 28,8 16,1 49,0 20,9 12,3 7,9 0,8 0,8 225,0 83,5
Niveis de CEA (U/ml) 5,0 2,4 11,0 1,7 1,3 1,8 0,2 0,2 48,7 6,2
Niveis de AFP (U/ml) 43,6 34 203,7 58 1,7 18 0,5 0,6 1000,0 27,8
Volume da massa ao 899,7 450,0 886,5 895,9 645,0 239,0 73,8 6,1 4000,0 4624,0
ultrassom (ml)
Maior diametro da massa 13,4 94 4,5 6,2 12,5 8,4 6,6 2,3 21,6 34,1
ao ultrassom (cm)
Sobrevida livre da doenca 37,7 36,5 33,0 0,0 144,0

(meses)
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Tabela 4: Variaveis qualitativas das pacientes com Neoplasia Ovariana Epitelial Maligna ou

Benigna, atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a

2013.
Grupo Neoplasia Maligna Grupo Neoplasia Benigna
(n=28) (n=28)
n % n %

Estado civil

Casadas 16 57,1 15 53,6

Divorciadas 1 3,6 2 7,1

Solteiras 8 28,6 8 28,6

Vilvas 3 10,7 3 10,7
Método Contraceptivo

Hormonal 2 7,1 6 21,4

Barreira 0 0 0

Laqueadura Tubaria 4 14,3 13 46,4

Nenhum 22 78,6 9 32,1
Status Hormonal

Menacme 10 35,7 17 60,7

Menopausa 18 64,3 11 39,3
Obito

Sim 6 21,4 0 0

Né&o 22 78,6 28 100,0
Terapia Hormonal

Sim 1 3,6 2 7,1

Né&o 27 96,4 26 92,9
Tabagismo

Sim 6 21,4 6 21,4

Né&o 22 78,6 22 78,6
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Quanto ao estadiamento (FIGO), 9 (32,1%) estavam em estadio IA, 2 (7,1%) IB, 2
(7,1%) IC, 1 (3,6%) lIA, 1 (3,6%) IlIA, 1 (3,6%) I1IB, 10 (35,7%) IlIC e 2 (7,1%) IV (Figura
2).

Estadiamento FIGO
40 1 —
35 1 _—
30 +|
25 ;
% 20 -
15 7
10 '; _— — —
3 IV & &« 8 8
IA B IC A A e e WY
Estadiamento

Figura 2. Frequéncia (%) dos tipos de estadiamento para cancer ovariano segundo a
Federacdo Internacional de Obstetricia e Ginecologia (FIGO) nas pacientes com Neoplasia
Ovariana Maligna, atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de
2009 a 2013.

As tabelas 5 e 6 demonstram os tipos histologicos das neoplasias malignas (Tabela 5) e

benignas (Tabela 6) de ovario.
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Tabela 5: Tipo Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana Maligna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2013.

Grupo Neoplasia Maligna

(n=28)
N %
Cistoadenocarcinoma seroso 10 35,7
Cistoadenocarcinoma mucinoso borderline 9 32,1
Adenocarcinoma 2 7,1
Cistoadenocarcinoma mucinoso 2 7,1
Adenocarcinoma anaplésico papilifero 1 3,6
Adenocarcinoma endometrioide 1 3,6
Carcinoma de células claras 1 3,6
Cistoadenocarcinoma seroso borderline 1 3,6
Tumor endometrioide proliferativo atipico borderline 1 3,6

Tabela 6: Tipo Histoldgico dos tumores das pacientes com Neoplasia Ovariana Benigna,
atendidas no Hospital das Clinicas da UFTM, Uberaba-MG, no periodo de 2009 a 2013.

Grupo Neoplasia Benigna

(n=28)
N %
Cistoadenoma Seroso 16 57,1
Cistoadenoma Mucinoso 9 32,1
Cistoadenoma Mucinoso e Tumor de Brenner 2 7,1
Cistoadenoma Seroso e Tumor de Brenner 1 3,6

A tabela 7 demonstra as diferencas na marcagdo tecidual estromal e epitelial por
imuno-histoquimica de citocinas entre neoplasias malignas e benignas de ovario (FIGURAS
3,4).

A coloragdo imuno-histoquimica por TNF-R1 (estroma e epitélio), IL5 (estroma e
epitélio) e 1L10 (apenas estroma) foram mais fortes (coloragdo 2/3) em neoplasias benignas.
A imunomarcacgéo de IL2 foi mais forte (coloragdo 2/3) em tumores malignos em comparagéo

com tumores benignos. A imunomarcacdo de 1L8 foi mais fraca (coloracdo 0/1) no estroma de
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neoplasias benignas em comparacdo com cancer de ovario. Em relagcdo a imunomarcacéo de

IL-6, ndo houve significancia estatistica.

Tabela 7: Diferencas na marcacgdo tecidual estromal e epitelial por imuno-histoquimica de

citocinas entre neoplasias malignas e benignas de ovério.

0/1 213 p
TNF epitelial Neoplasias Benignas 3/28 (10,7%) 25/28 (89,3%) 0,01
(n=28) Neoplasias Malignas ~ 12/28 (42,9%)  16/28 (57,1%)

TNF estromal  Neoplasias Benignas 6/28 (21,4%) 22/28 (78,6%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 19/28 (67,9%)  9/28 (32,1%) 0,001
IL2 epitelial Neoplasias Benignas 26/28 (92,9%) 2/28 (7,1%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 2/28 (7,1%) 26/28 (92,9%) 0,001
IL2 estromal Neoplasias Benignas  28/28 (100,0%) 0/28 (0%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 20/28 (71,4%)  8/28 (28,6%) 0,004
IL5 epitelial Neoplasias Benignas 6/28 (21,4%) 22/28 (78,6%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 15/28 (53,6%)  13/28 (46,2%) 002
IL5 estromal Neoplasias Benignas 9/28 (32,1%) 19/28 (67,9%)

(n=28) Neoplasias Malignas 23/28 (82,1%) 5/28 (17,9%) 0,0003
IL6 epitelial Neoplasias Benignas 8/28 (28,6%) 20/28 (71,4%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 8/28 (28,6%) 20/28 (71,4%) 1.0
IL6 estromal Neoplasias Benignas 17/28 (60,7%) 11/28 (39,3%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 20/28 (71,4%)  8/28 (28,6%) 0,57
IL8 epitelial Neoplasias Benignas 10/28 (35,7%) 18/28 (64,3%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 11/28 (39,3%)  17/28 (60,7%) 1,0
IL8 estromal Neoplasias Benignas 23/28 (82,1%) 5/28 (17,9%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 15/28 (53,6%)  13/28 (46,2%) 0,04
IL10 epitelial ~ Neoplasias Benignas 4/28 (14,3%) 24/28 (87,7%)

(n=28) Neoplasias Malignas ~ 9/28 (32,1%)  19/28 (67,9%) 0.2
IL10 estromal  Neoplasias Benignas 6/28 (21,4%) 22/28 (78,6%)

(n=28) 0,001

Neoplasias Malignas

19/28 (67,9%)

9/28 (32,1%)

Teste exato de Fisher, com nivel de significancia menor que 0,05.
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Figura 3. Marcag6es imuno-histoquimicas. Cortes histologicos de neoplasia ovariana. A: forte
marcacao epitelial e estromal de IL10 em cistoadenoma mucinoso (400x); B: forte marcagéo
epitelial e estromal de IL10 em cistoadenocarcinoma papilifero seroso (400x); C: forte
marcacao epitelial e estromal de IL5 em cistoadenoma mucinoso (400x); D: fraca marcacéao
epitelial e estromal de IL5 em tumor mucinoso borderline; E: forte marcacdo epitelial e
estromal de IL8 em cistoadenoma mucinoso (400x); F: fraca marcacao epitelial e estromal de
IL8 em tumor mucinoso borderline (400x).
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Fonte: Producdo do proprio autor.

Figura 4. Marcagdes imuno-histoquimicas. Cortes histolégicos de neoplasia ovariana. G: fraca
marcacdo epitelial e estromal de IL2 em cistoadenoma seroso (400x); H: forte marcacéo
epitelial de 1L2 em tumor mucinoso borderline (400x); I: forte marcacgéo epitelial e estromal
de TNF-R1 em cistoadenoma seroso (400x); J: forte marcacdo epitelial e estromal de TNF-R1
em cistoadenocarcinoma papilifero seroso; K: forte marcacdo epitelial e fraca marcacéo
estromal de IL6 em cistoadenoma mucinoso (400x); L: forte marcacdo epitelial e fraca
estromal de IL6 cistoadenocarcinoma papilifero seroso (400x).
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As tabelas 8 e 9 mostram a relacdo entre citocinas estudadas e fatores progndésticos. Na
avaliacdo do estroma, o grau histoldgico 1/2 foi significativamente relacionado com coloragédo
0/1 para IL2 (p = 0,003). A coloragédo estromal 2/3 para TNF-R1 foi relacionada a sobrevida
livre de doenga < 30 meses, sugerindo ser um fator de mau progndstico (p = 0,017). Néo
houve diferenca significativa em relacdo a outras citocinas estudadas, tanto na avaliacdo do

estroma como no epitélio.
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Tabela 8: Distribuicdo das citocinas com imunomarcacdo estromal 2/3, de acordo com o grau histolégico, estadiamento, metéstases em

linfonodos, resposta a quimioterapia e sobrevida livre da doenca.

TNF-R1 IL2 ILS IL6 IL8 IL10
Grau histolégico (n=28) 1/2 7/22 (31,8%)  3/22 (13,6%)  4/22 (18,9%)  6/22 (27,3%)  9/22 (40,9%)  7/22 (31,8%)
3 2/6 (33,3%) 5/6 (83,3%)* 1/6 (16,7%) 216 (33,3%) 4/6 (66,7%) 2/6 (33,3%)
Estadiamento (FIGO) I/11 5/14 (35,7%)  2/14 (14,3%)  2/14 (14,3%) 6/14 (42,9%)  7/14 (50,0%)  4/14 (28,6%)
(n=28)
/v 4/14 (28,6%)  6/14 (42,9%)  3/14 (21,4%)  2/14 (14,3%)  6/14 (42,9%)  5/14 (35,7%)
Metastases em Linfonodos Negativa  4/13 (30,8%)  3/13 (23,1%)  4/13 (30,8%)  4/13(30,8%)  7/13 (53,8%)  5/13 (38,5%)
(n=17)
Positiva 1/4 (25,0%) 2/4 (50,0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%) 2/4 (50,0%) 0/4 (0%)
Resposta a quimioterapia Completa 4/11 (36,4%)  4/11(36,4%)  2/11(18,9%)  2/11(18,9%)  5/11 (45,5%)  4/11 (36,4%)
(n=13)
Parcial 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 1/2 (50,0%) 0/2 (0%)
Sobrevida livre da doenca >30 2/14 (14,3%)  4/14 (28,6%)  4/14 (28,6%)  5/14 (35,7%)  2/14 (14,3%)  7/14 (50,0%)
(n=25) meses
<30 7/11(63,6%)** 4/11 (36,4%) 1/11 (9,1%) 3/11 (27,3%) 5/11(45,5%) 2/11 (18,9%)
meses

*p = 0,003, comparando o grau histolégico 1/2; **p = 0,017, comparando a sobrevida livre da doenca > 30 meses (Teste Exato de Fisher).
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Tabela 9: Distribuicdo das citocinas com imunomarcacdo epitelial 2/3, de acordo com o grau histologico, estadiamento, metastases em

linfonodos, resposta a quimioterapia e sobrevida livre da doenca.

TNF-R1

IL2

IL5

IL6

IL8

IL10

Grau histolégico (n=28) 1/2

13/22 (59,1%)

20/22 (90,9%)

10/22 (45,5%)

17/22 (77,8%)

13/22 (59,1%)

14/22 (63,6%)

3 3/6 (50,0%) 6/6 (100,0%) 3/6 (50,0%) 3/6 (50,0%) 4/6 (66,7%) 5/6 (83,3%)
(Estaztzg)amento (FIGO) 111 11/14 (78,6%) 13/14 (92,9%)  7/14 (50,0%) 10/14 (71,4%)  9/14 (64,3%)  8/14 (57,1%)
n=
/v 5/14 (35,7%)  13/14 (92,9%) 6/14 (42,9%) 10/14 (71,4%) 9/14 (64,3%)  11/14 (78,6%)
I(\/Ie'[lza?s;ases em Linfonodos Negativa  8/13 (61,5%) 13/13 (100,0%) 8/13 (61,5%)  9/13(69,2%)  7/13 (53,8%)  8/13 (61,5%)
n=
Positiva  1/4 (25,0%)  3/4(750%)  1/4(250%)  2/4(50,0%)  3/4(750%)  3/4 (75,0%)
(Reng)sta a quimioterapia Completa 4/11 (36,4%) 10/11 (90,9%) 5/11 (45,5%)  6/11 (54,5%)  7/11(63,6%)  8/11 (72,7%)
n=
Parcial 0/2 (0%) 1/2 (50,0%)  1/2(50,0%)  1/2(50,0%)  1/2 (50,0%)  1/2 (50,0%)
Sobrevida livre da doenca >30 6/14 (42,9%)  13/14 (92,9%) 8/14 (57,1%) 10/14 (71,4%) 7/14 (50,0%) 11/14 (78,6%)
(n=25) meses
<30  9/11(81,8%) 10/11(90,9%) 2/11 (18,9%)  7/11(63,6%)  8/11(72,7%)  5/11 (45,5%)
meses

N&o houve significancia estatistica em relacdo a essas citocinas estudadas no epitélio (Teste Exato de Fisher).
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Discussdo
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Este estudo avaliou potenciais citocinas que podem ser utilizadas como marcadores no
cancer de ovario, tanto para o diagndstico quanto para o prognostico da doenca. O perfil da
resposta imune, cuja diferenciacdo e proliferacdo ocorre na producdo de certas citocinas, é
capaz de contribuir para a inducdo de apoptose, controle e regressdao do tumor (MOSER,
MURPHY:, 2000).

O desenvolvimento do cancer pode indicar uma falha na resposta imune, tal como o
mecanismo de escape do tumor. A possibilidade de intervir e intensificar a acdo do sistema
imunitario para a producdo de uma resposta anti-tumoral benéfica continua sendo uma area de
pesquisa intensa. As células tumorais exibem uma variedade de mecanismos que lhes
permitem escapar da imunodeteccdo e destruicdo, fazendo com que a resposta imune seja
ineficaz (RESTIFO, WUNDERLICH, 2005).

A maioria das imunomarcacdes teciduais por TNF-R1 no epitélio foi encontrada em
neoplasias benignas, exibindo uma forte coloracdo (p=0,01). O mesmo resultado foi
encontrado no estroma (p=0,001). Por meio de enzimas proteoliticas 0 TNF-o € capaz de
desencadear uma cascata de reagGes culminando em apoptose das células tumorais
(BALKWILL, 2006; BALKWILL, 2009).

Embora os estudos demonstrem que o TNF-a desempenha um papel importante na
promocdo do crescimento do tumor e progressdao de neoplasias malignas de ovario
(DOBRZYCKA et al, 2009; CHARLES et al, 2009), considerando o sistema imune inato,
macrofagos desempenham também um papel central no combate a células cancerosas. Apos a
maturacdo e expressdo de moléculas co-estimulatorias sobre a superficie, estas células
produzem Vérias citocinas importantes na destruicdo de todas as células tumorais. Estas
células também produzem grandes quantidades de TNF-a, que induz a apoptose das células

tumorais através da ativacdo de caspases. A inflamacédo crénica induz a um aumento na taxa
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de renovacdo celular, e pode contribuir de diferentes formas para a carcinogénese (DUDLEY
et al, 2002; SICA et al, 2008; MACCALLI, SCARAMUZZA, PARMINANI, 2009).

Na imuno-histoquimica de IL2, a maioria das imunomarcacgdes 2/3 foi nas neoplasias
malignas. Nao existem trabalhos na literatura mostrando o que € o padrdo de imunomarcacao
estromal e epitelial por IL2 no cancer de ovario. A IL2 estimula a proliferacdo e a ativacéo
das células natural Killer, tendo assim atividade antitumoral (SMYTH et al, 2002).

Em relacdo a IL5, a imunomarcacdo 2/3 foi mais frequente em neoplasias benignas,
tanto no epitélio quanto no estroma (p=0,02 e p=0,0003, respectivamente). A IL5 é um fator
especifico de crescimento e diferenciacdo dos eosinéfilos, produzida principalmente por
linfocitos T (TAKATSU et al, 1988). Assim como a IL2, ndo ha estudos na literatura
correlacionando IL5 e céncer de ovério. E uma citocina relacionada com a modulacio,
migracdo e invasdo no cancer de bexiga (LEE et al, 2012). Portanto, a nosso conhecimento,
este € o primeiro estudo que demonstra a diferenca da imunomarcacgdo entre tumores benignos
e malignos de ovario em relagdo as citocinas IL2 e IL5, o que sugere a importancia do papel
delas como alvos para futuras pesquisas de novos marcadores de diagnostico em cancer de
ovario.

A imunomarcacdo mais fraca (0/1) de IL8 no estroma do tecido foi encontrada em
neoplasias benignas (p=0,04). Os niveis de IL8 no soro pode-se correlacionar com mau
prognoéstico no cancer de ovario e sobrevida global (SCAMBIA et al, 1995; AKAHIRO,
2004; KASSIM et al, 2004). A principal acdo da IL8 € o estimulo migratorio das células do
sistema imunolégico, principalmente neutrofilos, e um aumento da expressdo de moléculas de
adesdo pelas células endoteliais (BAGGIOLINI, DEWALD, MOSER, 1994).

N&o houve significancia estatistica em relacdo & marcacdo imuno-histoquimica de IL6.
Existe apenas um estudo na literatura demonstrando que fibroblastos associados ao cancer

(FACs) de mama humano e tumores ovarianos expressam altos niveis de fatores pro-
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inflamatdrios IL6, mas esses autores compararam apenas tecidos ovarianos normais e
neoplasias malignas de ovario, mas neoplasias benignas nao foram avaliadas (EREZ et al,
2013). Estudos mostram que a expressdo de IL6 e IL8 no cancer de prostata tém papel pro-
inflamatdrio na progressdo da doenca (BARON et al, 2015).

Em relacdo a IL10, o estroma demonstrou imunomarcacdo 2/3 mais frequente em
neoplasias benignas comparado a tumores malignos (p= 0,001). IL10 pode alterar a
diferenciacdo, maturacdo e funcdo de células dendriticas, aumentando a sua apoptose
espontanea e interferindo com a inducgéo de resposta antitumoral (CORINTI et al, 2001).

Nossos resultados mostram que os tecidos de ovario benignos produzem e secretam
IL10. Rabinovich et al. (2010) demonstraram que o0s niveis de proteina IL10 foram
significativamente mais elevados em tecidos ovarianos normais em compara¢do com tecidos
cancerosos. De acordo com o autor, em células normais de ovério, a IL10 provavelmente
mantém o seu papel autdcrino original por inibir a secre¢do de varias outras citocinas, tais
como IL1, IL6, TNF-a e outros fatores de crescimento essenciais para o desenvolvimento e
progressdo do tumor (MOCELLIN, WANG, MARINCOLA, 2001; VICARI, TRINCHIERI,
2004; RABINOVICH et al, 2010).

Quando os fatores progndsticos foram avaliados, nosso estudo mostrou fraca
expressao (0/1) de IL2 no estroma em pacientes com neoplasias bem e moderadamente
diferenciadas, e uma expressao mais forte (2/3) em neoplasias pouco diferenciadas. IL2 tem
as suas atividades focadas no crescimento e diferenciacdo de linfécitos T e B, estimulando o
crescimento e maturacdo de células Natural Killer e células dendriticas (MINAMI et al, 1993,;
KRYCZEK et al, 2007). No cancer do ovario, ndo existe nenhum estudo que mostra a relacdo
entre a IL2 e fatores prognosticos. Os niveis séricos de sIL2R (receptor soltvel de 1L2) < 522
U/ml foram relacionados ao cancer colorretal invasivo em estadiamentos | ou Il, onde ndo ha

infiltracdo tumoral de linfonodos (BERGHELLA et al, 2002).
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A marcacdo estromal 2/3 para TNF-R1 foi relacionada a sobrevida livre de doenca <
30 meses. Isto sugere que a forte coloragdo de TNF-R1 na neoplasia maligna pode ser um
fator de prognostico ruim. A secrecdo de TNF-R1 é parte de um dos mecanismos de escape do
tumor com o desvio da resposta imune para um perfil Th2 (BALKWILL, CHARLES,
MANTOVANI, 2005). Estudos sugerem que 0 TNF-a conduz a inflamagdo cronica,
angiogénese e outros processos que promovam a iniciacdo, crescimento e disseminacdo do
tumor (LEBREC, et al, 2015).

TNF-R1 esta alterado em tumores malignos comparado com o epitélio de superficie
ovariana normal. Varios estudos tém associado a inflamagdo com a tumorigénese do ovario,
com TNF-o desempenhando um papel chave na modulacdo da invasdo, angiogénese e
metastase (SZLOSAREK et al, 2007; SETHI, SUNG, AGGARWAL, 2008; DOBRZYCKA
et al, 2009).

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
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 ligacdo aos receptores
celulares. Altas concentracdes de TNF-R soluvel podem inibir a atividade do TNF e podem,
assim, representar um mecanismo de escape do tumor contra os efeitos destrutivos de TNF-a.
Embora o papel patogénico real dos STNF-Rs permaneca controverso, eles tém sido propostos
como marcadores fidedignos de local de producdo de TNF-o (ANDERSON, NAKADA,
DeWITTE, 2004; SZLOSAREK et al, 2007).

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,
KONDERA-ANASZ, SIKORA, 2012). Em linfomas ndo-Hodgkin, altos niveis séricos de

STNF-R2 podem predizer um pior prognoéstico, sendo um util biomarcador para selecionar o
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tratamento mais apropriado (GOTO et al, 2006). H4 uma ligacdo potencial entre tratamentos
de artrite reumatoide e psioriase com agentes anti-TNF-a, como o adalimumab, e o potencial

para aparecimento de malignidades, como o melanoma (KOUKLAKIS et al, 2013).

Vérias estratégias representam a busca de uma terapia mais efetiva. Os anticorpos que
reconhecem antigenos associados a tumores podem ajudar no diagnéstico patologico do
cancer e ajudar a definir o progndstico e a deteccao de recidivas (AGARWAL, KAYE, 2005).

Em particular, é importante entender que muitos sitios tumorais em um mesmo
paciente tém diferentes microambientes imunologicos. O aumento da heterogeneidade nesses
locais podem refletir diferencas importantes na biologia estromal e na resposta inflamatéria
intrinseca (HAGEMANN et al, 2011).

As células estromais tém diferentes perfis de expressdo de genes que contribuem para
a heterogeneidade do tumor. A compreensao do seu papel no desenvolvimento de tumores é
necessaria na busca de novas terapias que interfiram na carcinogénese (HUANG et al, 2014;
Ko, NAORA, 2014). O estroma peritumoral pode controlar o crescimento tumoral e invasao.
Este compartimento € relacionado com a resposta imune. A interacdo entre as células
neoplésicas e do estroma é um fator muito importante para o crescimento do tumor
(AKAHANE et al, 2013). Portanto, o compartimento estromal tem sido importante alvo de
estudos relacionados com o prognostico de diversos canceres.

Existem poucos estudos que avaliam as citocinas teciduais no cancer epitelial de
ovario. O papel das citocinas especificas para o desenvolvimento do cancer de ovario, 0 seu
diagnostico e prognostico nao é bem conhecido. N&o ha estudos na literatura que mostram um
painel imuno-histoquimico de citocinas em neoplasias malignas e benignas de ovario e sua
correlagdo com fatores prognosticos.

Quando analisamos fatores progndsticos em cancer de ovario, temos a intencdo de

descobrir novos fatores prognosticos e novas terapias-alvo, e prever como sera a evolucao da
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doenca. Ou seja, se a paciente tem marcadores de pior prognéstico, um esquema de
quimioterapia mais agressiva poderia ser escolhido.

Em relacdo ao tipo de cancer mais comum em mulheres, o sitio primario que tem o
maior numero de estudos avaliando fatores prognosticos com novos tratamentos é o cancer de
mama. Atualmente, hd uma série de tratamentos sistémicos para esse tipo de cancer, como a
terapia hormonal e terapias-alvo. Isso é possivel através da elaboracdo de um painel de
imuno-histoquimica que pode prever o progndstico e auxiliar na escolha do melhor tratamento
para cada subtipo molecular. Nossa perspectiva futura é definir um painel de marcadores
imuno-histoquimicos que possam ajudar no progndstico e tratamento do cancer de ovario, ja
gue este se restringe a cirurgia, quimioterapia e poucas op¢oes de terapias-alvo.

Nosso estudo pode ser o primeiro passo para a descoberta de um painel em imuno-
histoquimica para o cancer de ovario que demonstre o progndéstico provavel da doenca e o
melhor tratamento, que poderia ser baseado em terapias especificas relacionadas com a IL2 e
0 TNF-R1. Além disso, o estroma peritumoral parece ter um papel mais importante que o
epitélio na progressdo tumoral. Assim, poderiamos, no futuro, e com a confirmacdo da
reprodutibilidade de nossos achados, propor o seguinte painel de imuno-histoquimica em

cancer de ovario:

Marcacdo estromal IH Bom progndstico Mau prognastico
IL2 Negativo (0-1) Positivo (2-3)
TNF-R1 Negativo (0-1) Positivo (2-3)

No entanto, sdo necessarios mais estudos com um nimero maior de pacientes e um
maior tempo de seguimento. A continuidade dos estudos com a andlise da relacdo entre

citocinas e cancer de ovario podera nos ajudar a projetar um novo modelo de terapia-alvo.
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Conclusées
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A maioria das imunomarcacg6es teciduais por TNF-R1 no epitélio e estroma foi
encontrada em neoplasias benignas. Na imuno-histoquimica de IL2, a maioria das
imunomarcac@es 2/3 foi nas neoplasias malignas. Para IL5, a imunomarcacdo 2/3 foi mais
frequiente em neoplasias benignas, tanto no epitélio e estroma. A imunomarcacdo mais fraca
(0/1) de IL8 no estroma do tecido foi encontrada em neoplasias benignas. Em relagdo 1L10, o
estroma demonstrou imunomarcacéo 2/3 mais frequente em neoplasias benignas comparado a
tumores malignos. N&o houve significancia estatistica em relacdo a marcacdo imuno-
histoquimica de IL6.

Quando os fatores prognosticos foram avaliados, nosso estudo mostrou fraca
expressao (0/1) de IL2 no estroma em pacientes com neoplasias bem e moderadamente
diferenciadas, e uma expressdo mais forte (2/3) em neoplasias pouco diferenciadas. A

marcacdo estromal 2/3 para TNF-R1 foi relacionada a sobrevida livre de doenga < 30 meses.
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ANEXO A
PROTOCOLO DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICAEM
PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO
MINEIRO

1/7

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

J' IDENTIFICACAO

| TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM
NEOPLASIAS OVARIANAS
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Rosekeils Simdes Nomelini

| INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM

| DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 08-07-2009

| PROTOCOLO CEP/UFTM: 1408 ) |

SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS

1. Verificar se hi diferengas na dosagem de citocinas (padrdo TH1: IL-2, TL-8, IFN-y ¢ TNF-g; padriio TH2: IL-5, IL-6 ¢

[L-IO)cmboutosderidomm (NO) no microambiente tumoral ¢ no plasma entre neoplasias benignas ¢ malignas
de ovirio.

2. Verificar se hi diferengas na marcaglio tecidual por imunohistoquimica de citocinas (padrio THI: IL-2, IL-8, IFN-¥ ¢

TNF-q; padriic TH2: IL-5, IL-6 ¢ [L-10) ¢ sintase de Oxido nitrico (NOS), bem como células imunoldgicas no tecido

(CD4, CD8, CD20, CD2S5, CD356) entre neoplasias benignas e malignas primdrias de ovdrio.

3. Avaliar sc hé diferengas na capacidade de resposta inflamatdria (atividade fagocitica) de neutrdfilos de pacientes com

neoplasias benignas e malignas primérias de ovério.

4. Avaliar a expressio dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11b na superficic de neutréfilos circulantes de pacientes com

neoplasias ovarianas benignas ¢ malignas, ¢ verificar se existem diferengas na expressiio desses receptores quanto o

estidio da doenga, no caso de neoplasias malignas.

5. Relacionar a dosagem de citocinas ¢ metabélitos de NO do microambiente tumoral ¢ plasma com parimetros clinicos ¢
patolégicos de pacientes com neoplasia maligna priméria de ovirio. Este objetivo (exceto plasma) jé estava previsto em
projeto anterior enviado ao CEP (protocolo ndmero 1366).

6. Relacionar a marcagBo tecidual por imunohistoguimica de citocinas ¢ NOS, bem como células imunolégicas no tecido
(CD4, CD8, CD20, CD25, CD36) com parimetros clinicos e patoldgicos de pacientes com neoplasia maligna primdria de
oviério. Este objetivo ja estava previsto em projeto anterior enviado ao CEP (protocolo nimero 1366),

7. Avaliar o efeito do tratamento (cirurgia e quimioterapia) sobre os parfmetros descritos acima (dosagem de citocinas ¢
NO, express3o de citocinas, NOSI ¢ células teciduais, fagocitose, expressdo dos receptores CXCR1, CXCR2 ¢ CD11b na
superficie de peutrdfilos).

2. JUSTIFICATIVA

O céincer de ovério € a nona neoplasia maligna mais frequente ¢ a quinta causa de morte por céncer em mulheres nos estados
unidos (American Cancer Society, 2009). a maioria dos tumores malignos de ovirio spresenta-se em estadiamentos avangados
a0 diagnistico, sendo o clincer ginecolégico de maior letalidade (Inca, 2008). Cerca de 5 2 10% dos tumores em cstadiamento
aparentemente inicial j& apresentam metéstases em linfonodos adrticos ou pélvicos ¢, na doenga avangada, cerca de dois terpos
apresentam essas metistases (Rubin, 1992, Murta et al, 1995). A principal estratégia teraplutica ¢ a cirurgia de
citorredugio, seguida de quimioterapia. apesar dos esquemas quimioterdpicos derivados da platina e dos taxanos, &
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%
(dorum ct al., 1996; yawn et al., 2001).

A sensibilidade ¢ a especificidade do exame ginecolégico para o rastreamento de neoplasias ovarianas so
questiondveis (Murta et al., 2004; Padilla et al, 2005). A ultrassonografia pode gjudar no diagndstico de tumores ovarianos e
nawmmmmmemwmmumau 1994, Osmers et al. 1998), sendo que o color
Doppler pode aumentar a especificidade da ultrassonografin transvaginal (Guerriero et al,, 2005; Szpurek et al,, 2005). Porém,
o disgnéstico precoce de cncer ovariano pela ultrassonografia ainda ¢ controverse devido 4 sua baixa prevaléncia na
populacio geral, dificultando o rastreamento (U.S. PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE, 2004; Fishman et al., 2005).

Os marcadores tumorais podem ser Gieis no mancjo de massas anexiais. Os marcadores CA-15.3, CA-125, CA-19.9
¢ CEA apresentam alta positividade tanto no soro quanto no fluido intracistico de pacientes com tumores epiteliais malignos
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(Cherchi et al, 2002; Tavares-Murta et al, 2004). A associsqdio de ultrassonografia ¢ marcadores tumorais pode melhorar &
sensibilidade ¢ a especificidade como fator preditivo de malignidade nas neoplasias ovarianas (Murta et al., 2004).

A identificaglio de outros fatores prognésticos poderia ser (il para direcionar o tratamento do cdncer de ovério, bem

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

A IL-6 pode estar associada 4 progressdo tumoral através du inibicdo da apoptose das células malignas ¢
estimulo da angiogénese (Siamak, 1989). Elevadas concentragbes de IL-6 podem ser encontradas em neoplasias malignas
renais, colorretais, ovirio, mama, endométrio e pulmdes. Em neoplasies malignas de ovério a IL-6 pode influenciar
também no progndstico da doenga. Em céncer de mama, pior progndstico ¢ demonstrado em pacientes com niveis
clevados de IL-6, IL-8 ¢ IL-10 (Kozlowski, 2003; Knlpfer, 2007). Elevadas concentragdes de [L-6 em carcinoma de
endométrio foram relacionadas com aumento da resisténcia & quimioterapia, spoptose ¢ inibiclo da fungfio anti-tumoral,
assim, IL-6 seria um fator progndstico na identificagio de tumores resistentes & quimioterapia (Bellone ct al., 2005).

No céncer de mama, algumas citocinas estimulam (IL-1, IL-6, IL-11, TGF-§) enquanto outras inibem (IL-12, [L-18,
IFNs) a proliferagiio c/ou invasio pelas células malignas. Os interferons, [1-2 ¢ ocasionalmente [L-6 ¢ [1-12 sdo
utilizados no tratamento para céncer avangado, parn aumentar a seasibilidade hormonal ou estimular a imunidade celular
(Nu:oluuetd 2006).

Existem diferengas no micro-ambiente tumoral entre neoplasias benignas, malignas e tumores niio neoplésicos,
sugerindo um pupel das citocinas na progressio tumora! (Tevares-Murta et al., 2004). Niveis séricos de [L-6, IL-8 ¢ IL-18
podem se correlacionar ao pior progndstico no céncer de ovéirio ¢ com a sobrevida global (Scambia et al., 1995; Kassim et
al.,, 2004; Akahiro et al., 2004). Aumento sistémico de [L-12 e IL-16 podem ser observados durante & progress3o tumoral
(Kovacs, 2001). A andlise da expressio de citocinas através de RT-PCR em RNA isolado de carcinoma de ovério
demonstrou presenga de TGF ¢ [L~10 ¢ suséncia de [FN-y; sendo que metade desses tumores expressou GM-CSF ¢ [L-8
(Merogi, 1996).

Porém, nfio hi estudos quanto & produglo local e sistémica de citocinas em relaciio aos diversos fatores
progndsticos em um mesmo grupo de pacientes.

Oxido nitrico - O 6xido nitrico (NO) ¢ sintetizado & partir do aminodcido L-arginina, pela aglo da enzima sintase de NO
(NOS), que existe em trés isoformas, sendo duss constitutivas ¢ uma induzida (Xu et al, 2002). As isoformas
constitutivas (NOSc) slio a NOS endotelial (NOSe¢) ¢ a NOS neuronal (NOSn), produzindo NO em pequenas
concentragles ¢ por curlos periodos de tempo. O NO assim produzido tem como mecanismo de transdugdo a ativagio da
guanilato ciclase solivel (GMPc) ¢ estd envolvido em respostas fisiolégicas como a vasodilatagfo. A outra isoforma
(NOSi) ¢ induzida em macréfagos, células endoteligis ¢ outros tipos celulares apds estimulagio por lipopolissacarideo ou
citocinas como [FN-y, TNF-a ¢ IL-1B. O NO tem sua liberagiio prolongada ¢ é produzido em maiores concentragdes
(Moncada et al., 1991).

O NO atua como mediador de efeitos citotdxicos ¢ citostiticos do sistema imune contra infecgbes ¢ tumores
(Chhatwal et al., 1996). Entretanto, como 0 NO possui um elétron nio pareado ele pode reagir com outras moléculss e
formar substéincias téxicas (ex: peroxinitritos) capazes de causar danos a0 DNA, podendo ser considerado potencialmente
mutagéaico e carcinogénico (Rieder et al, 2000). O NO pode ter atividade tumoricida ou estar associado ao crescimento
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tumoral, dependendo das concentragBes, niveis de expressiio ou linhagens celulares (Xie & Fidler, 1998), A de
NOSianarﬁnmmmsedehkomﬁﬂmdselwndaqucmmmmcdcdmpw( zel et al.,
2006). A produgo de NO nos sobrenadantes de cultura de células malignas bem diferenciadas e borderline foi maior
comparado & tumores pouco diferenciados (Thomsen et al., 1998). Em tumores bem diferenciados, é maior a express#io
tecidual de NOSi ¢ dos niveis locais de NO em estadiamentos iniciais (Nomelini et al., 2009).

Além disso, altos niveis de atividade de NOS ¢ produglio de NO foram detectados em células no metastéticas,
mas ndo em células metastiticas (Xie, 1996). Em outro estudo, pacientes com tumores ovarianos avangados com
expressdo de NOSi e COX-2 tiveram menor sobrevids, enquanto aqueles com expressdo negativa de NOSi apresentaram
resposta inicial completa & quimioterapia (Raspollini ¢! al, 2004). O NO &, portanto, um alvo atraente para novas
estratégias de diagndstico ¢ progndstico, ¢ para futuros métodos de terapia no cdncer.

Funclio dos neutréfilos em pacientes com céincer - O papel dos neutrdfilos como células de defesa é bem
definido em doengas infecciosas, sendo que a funglio quimiotética dessas células esté reduzida em pacientes com sepse, o
que poderia ter relagio com o prognéstico da doenga (Tavares-Murta et al,, 2002). Pacientes com céncer

aumento na incidéncia clou gravidade de infecgdes comparado a individuos sadios, 0 que pode ser delerminado pela
doenga ou pelo tratamento quimioterdpico. Em particular, os neutréfilos podem apresentar alteragdes ne funclio
quimiotftica, fagocitica e oxidativa. A redugiio da capacidade de migragio de neutréfilos jé foi demonstrada em vérios
tipos de céncer, como o gastrintestinal (Duignan et al., 1986) ¢ de colo uterino (Fernandes Jr et al., 2007). Em pacientes
com céincer de ovério, as células mononucleares apresentaram atividade citotéxica ¢ fagocitica reduzida comparado a
controles (Gordon & Freedman, 2006).

Em relagiio ao tratamento quimioterépico, j& foi demonstrado em pacientes com cdncer de mama que ocorre
reduclo da migraghio de neutréfilos e de sua fungio fagocitica (Mendonca et al., 2006; Wijayahad et al., 2007).
Receptores de quimiocinas - Receptores de quimiocinas CXC podem contribuir para a progressio de carcinomas
ovarianos (Furuya et al., 2007). Foi demonstrado aumento da expressiio dos receptores de quimiocinas CXCR1, CXCR4,
CCR2, CCRS e CCR7 em leuctcitos de efusdes peritoneais e pleurais de pacientes com neoplasia maligna de oviério,
avaliados por citometria de fluxo, mas todos os receptores forem raramente expressos em células neoplésicas (Dong et al.,
2006). Em neoplasias malignas de mama foi demonstrado aumento do receptor CXCR4 (Davidson et al., 2008).

Porém, hi poucos estudos na literatura avaliando a expressfio de receptores de quimiocinas em neoplasias
malignas de ovério ¢ pouco se sabe sobre 0 seu comportamento apds tratamento.

3. DESCRICAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Seriio avaliadas de forma prospectiva 60 pecientes atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de
Ginecologia ¢ Obstetricia‘lnstituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da UFTM, submetidas a tratamento cinirgico de
acordo com critérios pré-estabelecidos (Murta et al,, 2004; Murta & Nomelini, 2006) ¢ com posterior diagnéstico
confirmado de neoplasia benigna (n=30) ou maligna (n=30) de ovirio.

4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Inclusiio: diagndstico de neoplasia benigna ou maligna priméria de ovério ¢, critérios de exclusio: 2) torgio do pediculo
anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento ciriirgico, ¢} neoplasia maligna secundéria de ovério (metastase), d)
tratamento prévio ¢, ¢) recidiva. Exclusdo: 2) tor¢do do pediculo anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento
cinlrgico, ¢) neoplasia maligna secundéria de ovério (metéstase), d) ratamento prévio e, ¢) recidiva.

5. ADEQUACAO DA METODOLOGIA

Serfio avaliadas de forma prospectiva 60 pacientes atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de
Ginecologia e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia ([PON) da UFTM, submetidas a tratamento cirdrgico de

Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional ¢ Administrativo da UFTM) - 2° andar, Sals H ~ Abadia - Cep: 38025-180
Ubereba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cep@prodepe.ufim.edu.br

82



47

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM
NEOPLASIAS OVARIANAS
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Rosekeila Simbes Nomelini
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
| DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 08-07-2009
' PROTOCOLO CEP/UFTM: 1408

acordo com critérios pré-estabelecidos (Murta et al., 2004; Murta & Nomelini, 2006) ¢ com posterior diagndstico
confirmado de neoplasia benigna (n=30) ou maligna (n=30) de ovirio. Para os objetivos de nimeros 5 ¢ 6, serfo ainda
incluidas 20 pacientes com diagndstico prévio de neoplasia maligna de ovério, cujas Himinas j& foram submetidas a
imunohistoquimica para NOS, ¢ o liquido intracistico submetido 4 dosagem de metabolitos de dxido nitrico em protocolo
aprovado pelo CEP (nGmero 475). Serdio portanto critérios de incluslo: disgnéstico de neoplasia benigna ou maligna
priméria de ovério e, critérios de exclusio: a) tor¢io do pediculo anexial, b) rotura do cisto durante o procedimento
cirlirgico, ¢) neoplasia maligna secunddria de ovério (metdstase), d) tratamento prévio e, ¢) recidiva.

Serfio anotados dados como idade, paridade, raga, tabagismo, histéria de TH, idades da menarca ¢ menopausa,
status hormonal, amamentaglo anterior, histéria familiar, histéria anterior de cincer. Nos casos malignos serio anotados:
grau histologico, estadiamento (FIGO), tipo histolégico, metdstases em linfonodos, resposta & quimioterapia (completa,
parcial), intervalo livre de doenga menor ou igual a 12 meses (presente, ausente), doenga residual (> ou <2 cm),

As pacientes serfio avaliadas no diagnéstico (comparando-se entho ncoplasias benignas ¢ malignas) ¢ os casos

de neoplasia maligna também apés tratamento cinlrgico (cerca de 30 dias apbs, ¢ imediatamente antes do inicio da
quimioterapia) ¢ quimioterdpico (quando ocorrer, sendo nesses casos apds o final do sexto ciclo).
Coleta de sangue - Serflo coletadas amostras de sangue nos tempos: 8) antes de qualquer tratamento, b) apds tratamento
cirtirgico (cerca de 30 dias apds) ¢, ¢) apds quimioterapia, quando for o caso (a0 final do sexto ciclo). Para & dosagem de
mediadores serd coletada amostra de sangue sem anticoagulante (S ml), ¢ para o cnsaio de fagocitose de neutréfilos ¢
citometria de fluxo serd coletada amostra (5 ml) com heparina (100 Ul/ml). Como serd necessério oblengéio de plasma
fresco de outro individuo para sensibilizagio das células com particula fagocitica, este plasma poderd ser obtido de
paciente com neoplasia benigna ou de um voluntdrio sadio,

Coleta do liquido intracistico - Todos 0s wumores ovarianos com ovariana cistica, ou solida com ﬁw.cwim,
serfio submetidos & punglo logo apds a exérese do cisto, para obtengio de 20 ml do conteddo inu'acbtioo(aylhwﬂodo
microambiente tumoral). Serfio utilizadas seringas (20 ml) e agulhas (18G) estéreis. O liquido coletado por aspiragiio lenta
mwm@zﬁmmmmammmmommm.mmarmm
serfi centrifugado (1500 rpm, 10 min) e o sobrenadante coletado ¢ estocado (- 20°C) até @ dosagem de citocinas ¢
metabolitos de NO (Tavares-Murta et al,, 2004). )
mmmmm-mmmwomwammcmadom-mmmmu@wm
em parafina, sendo que 0s casos serfio revisados por um dnico observador da disciplina de Patologia Especial. A avaliacio
umnmo-pdolbgiueoemdiunmmdosmosswlomliudosdewordomosail&ios&lmmﬁamlhdsmﬁmof
Gynaecology and Obstetrics — FIGO (FIGO, 1971).

Dong-dedudm-OsnlvcisdelL-2.[IfB.n-'N-ycTNF-a(pnbml)edenfs.MelL'lO(p.dﬂomn}ls
amostras de sobrenadante do liquido cistico do ovério e no plasma serio determinados por método imunoenzimético
wm;mwmmmmmwaammmmmdum.m
resultados serfio expressos em pg/ml.

Duap-de-mwimsﬂeNO-Aqmﬁﬁauodonlmmmmdcphsmseddcwtm_iudamvadnmm
enzimdtica do nitrito com a nitrato redutase (Schmidt et al., 1989). As amostras (40 pL) serfio incubadas com 0 mesmo
volume de tampso redutase (fosfato de potdssio 0,1M, pH 7,5; contendo 1| mM de NADPH, 10 mM de FAD c 4Ul de
nitrato redutase/mL) por 20 h (37°C). Umna curva padriio de nitrato ser determinada por incubaglio de nitrato sédico (10 a
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200 pM) com tampéio. A quantidade total de metabdlitos de NO sers entlio determinada nessas amostras ¢ em amostras de
liquido cistico pelo ensaio colorimétrico bascado na reaglio de Griess (GREEN ct al., 1981). A absorbéncia serd medida &
546 nm. Os resultados serlio expressos como pM de NO, + NO," (plasma) ou uM de NO, (liquido cistico).
Fungiio fagocitica de neutréfilos - Os neutréfilos obtidos do sangue venoso serdio isolados através de meio préprio
(Ficoll-Hypaque), lavados com RPMI contendo soroalbumina bovina 0,01% (RPMI-BSA) (3 vezes, 180 g, 10 min) ¢
ressuspensos no mesmo meio (2 x 10%/ml). Zimosan sensibilizado (com plasma normal fresco a 10%) serd utilizado como
particula fagocitica (12 particulas/nevtréfilo), sendo o zimosan (5 mg/ml) diluido em PBS (1 ml). Esta suspenséio (10 ml)
seri colocada em 1 ml de plasma (10%) e incubado (37°C, 5% CO,) para sensibilizaglo das particulas, sob agitaclo, Esta
mistura serd centrifugada (1200 rpm, 10 min) e serfio adicionados | ml dos neutréfilos. As células ¢ particulas seriio
incubadas (1 h, 37°C, 5% CO,) ¢ apds as células serfio citocentrifugadas e coradas. Serfio contadas 100 células em cada
l4mina ¢ o nimero de particulas fiagocitadas. Os resultados serdo expressos através do Indice Fagocitico= % de células
com fagocitose x nfimero médio de particulas fagocitadas.
Imunohistoquimica - Os espécimes obtidos por ressecglio cirirgica serlio processados em parafina ¢ revisados por
patologista experiente. Os casos selecionados serfio submetidos & novos cortes (4 um) em laminas silanizadas (ATPS -
Silano, Sigma® A3648), empregando-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase. As ldminas permanccerfio em
estufa (56°C, 24 h) ¢ a seguir seriio desparafinizadas (3 banhos de xilol, 5 min cada) ¢ desidratadas (3 banhos de 4lcool
absoluto ¢ 1 banho de dlcool a 80%, 10 seg cada). Apds, as liminas permanecerdo em banho (PBS, pH 7.2, 5 min), para
hidrataciio. O excesso de tamplio serd removido ¢ a borda do corte seca com papel absorvente. As lminas serd adicionada
fgua oxigenada (3%, 10 min) sobre cada corte, para ocorrer o bloqueio da peroxidase endégena € apds serd realizada a
lavagem em PBS.
Para a recuperagio dos antigenos, as l&minas serfio colocadas em tubos contendo solugdo tampdo citrato 10mM (pH 6,0),
que serfio vedados com papel aluminio ¢ colocados dentro de uma panela a vapor (30 min, 100°C). Os twbos serfio
retirados ¢ colocados sobre a bancada para resfriamento. Apds, as Idminas serfio novamente lavadas (3 banhos) em tampdio
PBS e incubadas com o anticorpo primério (18 h, em cimara imida, 4°C), diluido em BSA (2%), que permitem bloquear
as ligagdes inespecificas, para reduzir coloragSo de fundo. Apds a incubaglio overnight a 4°C com o anticorpo primério
(anti-NOS, anti-IL-2, anti-IL-8, anti-IFN-y, anti-TNF-a, anti-[L-5, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-CD4, anti-CD8,
anti-CD20, anti-CD235, anti-CD36) as ldminas sero colocadas em temperatura ambiente (15 min), lavadas (PBS) e secas.
O anticorpo secundéirio biotinilado (Dako Cytomation LSAB and System-HRF) seré adicionado em cada limina (30 min,
temperatura ambiente, c4mara (mida), em seguida ocorrerfio lavagens em PBS ¢ as Jiminas serfio secas. O complexo
estreptoaviding peroxidase (Dako Cytomation LSAB and System-HRP) serd adicionado (30 min) nas mesmas condigdes
acima.

Apbs lavagem em PBS, as liminas serfio reveladas através de solugdo cromdgena (Diaminobenzidine - DAB),
por 5 min. Apds, as ldminas serfio lavadas (dgua corrente) e contra~coradas em hematoxilina de Harris. Finalmente as
liminas sero imersas em 3 banhos de dlcool absoluto (10 seg cada), para retirada do excesso de dgua, 1 banho de xilol
fenicado e 3 banhos de xilol (5 min cada). As laminulas serfio adicionadas sobre as liminas com entellan para posterior
anflise,

Dois observadores avaliarfio as Jiminas ¢ a intensidade de marcacdo serd avaliada subjetivamente utilizando-se 0
a 3: 0 (nenhuma marcagdio), | (marcagdo fraca), 2 (marca¢io moderada), 3 (marcaglio forte).
Expressio dos receptores CXCR1, CXCR2 e CD11 em neutréfilos e células mononucleares por citometria de fluxo -
Para avaliar se alteragbes na funglo de leucécitos em pacientes com neoplasias ovarianas estdo relacionadas a alleracdes
na express3o de receptores para quimiocinas (CXCR! ¢ CXCR2) ou moléculas de adesio (CD11b), envolvidos na
migraciio celuler, os niveis destas proteinas sero determinados por citometria de fluxo. Amostras de sangue total (2 mi)
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serfio colocadas em 7 tubos de FACs. Os tubos 1, 2, 3 ¢ 4 serfio considerados como controle, sendo o primeiro constituido
por células nfio marcadas e os demais por células marcadas por isotipo IgG2b (1 pl) conjugado a diferentes fluorocromos
(FITC, PE ¢ PECyS). Nos tubos 5, 6 ¢ 7 serfio colocados | ! dos anticorpos especificos (anti-CXCRI1, anti-CXCR2 ¢
anti-CD11b). As amostras contendo as célulss serfio incubadas (30 min, temperatura ambicnte) ¢ & seguir fixadas com
paraformaldeido 4% (diluido em PBS, 300 pl) ¢ adicionado tampdo de lise. Deve-se agitar, dar pausa de 3 a 5 min ¢
centrifugar as amostras (400g, 10 min). Os sobrenadantes serfic desprezados ¢ o procedimento repetido por até 2 vezes.
Em seguida as células serdo lavadas com PBS (400 g, 10 min) ¢ as amostras ressuspensas com paraformaldeido 4% (150
ul). A andlise das células deverd ser realizada até o prazo méximo de 24 h. Os resultados serfio expressos em intensidade
de fluorescéncia ¢ nimero de neutréfilos (porcentagem e absoluto).

Anilise estatistica - Os dados serfio analisados pelo GraphPad Instat software. De acordo com a distribuigfio (teste de
Kolmogorov-Smimov), os resultados serfio expressos em médias + EPM ou medianas e percentis. Os resultados entre os
grupos nilo pareados (ncoplasias benignas ¢ malignas) seriio comparados através de teste t ou Mann-Whitney, em caso de
distribuigio normal ou nlo, respectivamente. Os grupos pareados (pacientes pré e pos-tratamento) serlio comparados
através de teste t pareado ou Wilcoxon, em caso de distribuigfo normal ou n#o, respectivamente. A avaliag8o dos fatores
prognésticos serd realizada pelo teste do qui-quadrado, com nivel de significéncia menor que 0,05. No estudo
imunohistoquimico, & concordfincia entre dois observadores serd realizada através do kappa: x <0.4: concordiincia fraca;
0,4< x <0,8: concordéincia moderada; 0,8< x <1,0: concordéncia forte; x =1,0: concordéncia perfeita (Arango, 2001), As
diferengas serio consideradas significativas para p<0,03,

6. ADEQUACAO DAS CONDICOES

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

7. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS

O tinico desconforto devido & pesquisa podera ser causado pela coleta de sengue, 0 que serd minimizado por ser feito por
profissional habilitado; o restante do material serd do proprio cisto retirado durante o procedimento cinlirgico. A perda de
confidencialidade serd prevenida pela utilizagio de nimeros ¢/ou letres para identificagdo dos casos. Os beneficios siio
conseqOéncia da melhor compreensiio da fisiopatologia da doenga e identificag#io de fatores relacionados ao prognéstico.

8. RETORNO DE BENEFICIOS PARA O SUJEITO E/OU PARA A COMUNIDADE

Espera-se encontrar sumento local e sistémico das citocinas padrio TH2 ¢ NO em pacientes com neoplasias malignas e,
entre estas, em pacientes com parimetros clinico-patol6gicos que sugerem pior progndstico. Em pacientes com neoplasias
malignas deve ocorrer reduclio na funcio fagocitica de neutrofilos ¢ possivelmente reduclio na expressiio dos receplores
de quimiocinas.

9. JUSTIFICATIVA DE SUSPENSAO TERAPEUTICA (“Wash out”) ~ Niio pertinente.

10. JUSTIFICATIVA DO USO DE PLACEBO — Nio pertinente.

11. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA

1. Material de consumo: ldminas de vidro ¢ laminulas (R$300,00), cartuchos para impressio (R$370,00), papel sulfite
(R$65,00), anticorpos primérios (R$14.725,00), outros anticorpos necessdrios para imunohistoquimica e ELISA
(R$3.840,00), zimosan (1g=R$100,00), custos operacionais (R$700,00)

2. Equipamentos: micrétomo (R$8.000,00), microscopic binocular de luz comum (R$20.000,00), cimare fotogréfica
digital (R$1,500,00), centrifuga (R$5.000,00), computador ¢ softwares para processamento de dados ¢ imagens
(R$2.600,00), impressora (R$600,00), freezer (R$2.500,00), geladeira (R$1.800,00).
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Observaglio: Todos os equipamentos ja se encontram disponiveis nas Disciplinas de Patologia Especial, Farmacologia ¢
Ginecologia e Obstetricia - [PON. Os materiais de consumo serfo financiados por recursos obtidos pela aprovagdo no
Edital Umversal da FUNEPU 2009.

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR

Salério de professor adjunto.

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

O consentimento livre ¢ esclarecido serd obtido no momento da internagiio pré-cirtirgica pelo aluno da pos-graduagdo que
esta participando do estudo.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO - O protocolo fol adequado para atender s determinacdes da

Resolucdio CNS 196/96. .

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

PARECER DO CEP: APROVADO

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

Prof". ' dos Santos
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ANEXO B

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO.

TITULO DO PROJETO: “Avaliagdo de pardmetros da resposta inflamatéria em neoplasias
ovarianas”

...... , Registro Hospitalar n® ..............c..c........., i €/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicacao
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 afetara meu tratamento. Sei que meu nome ndo seré divulgado, que ndo terei despesas e
ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo e
autorizo a publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha doenca.

Uberaba, ............. [, Lo,
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato da paciente:

Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5326
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DESCRICAO DOS ANTICORPOS UTILIZADOS EM IMUNO-
HISTOQUIMICA NO ESTUDO

Anticorpos Marca Descricao Diluicdes Controles
Positivos
Santa Cruz IL-2 Antibody (H- 1:200 Tecido de
IL2 Biotechnology, Inc. 133) Rabbit pele humana
10410 Finnell Street polyclonal 19gG
Dallas, Texas 75220 Sc-7896
US.A. Lote #H0811
200 pg/ml
Santa Cruz IL 5 Antibody (H- 1:200 Tecido da
IL5 Biotechnology, Inc. 85) Rabbit mucosa oral
10410 Finnell Street policlonal IgG humana
Dallas, Texas 75220 sc — 7887
U.S.A. Lote D0708
200 pg/ml
Leica Biosystems NLC —L-IL-6 1:50 Linfonodo
IL6 Nussloch GmbH Antibody humano
Heidelberger Strale Mouse Monoclonal
17-19 69226 Nussloch  Lote L155309
(Germany)
Registration number:
HRB 333205
Tax identification
number: DE
811117388
Santa Cruz IL-8 RB (E-2) 1:50 Tecido do
IL8 Biotechnology, Inc. Antibody pancreas
10410 Finnell Street Mouse Monoclonal humano
Dallas, Texas 75220 IgG
U.S.A. sc— 7304
Lote F1510
200 pg/ml
ABBIOTEC IL 10 Antibody 1:600 Colon
IL10 7985 Dunbrook Road,  Polyclonal
Suite A Lote 11042807
San Diego, CA 92126  1mg/ml
cat n° 250713
Santa Cruz p-TNF-R1 (ser 1:50 Tecido de
TNF-R1  Biotechnology, Inc. 274) Antibody cancer
10410 Finnell Street Lote BO509 humano
Dallas, Texas 75220 sc-130220

US.A.

Rabbit policlonal
IgG 100ug/ml
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ANEXO D

TAMPOES E REAGENTES UTILIZADOS EM IMUNO-
HISTOQUIMICA

1. Tampéo Citrato pH 6.0:
2,19 de &cido citrico + 1.000ml de agua destilada
Homogeneizar a solucdo e acertar o pH até 6.0, utilizando solugéo de Hidroxido de sodio

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

2. Tampéao TRIS/EDTA pH 9.0:

0,099 de EDTA+ 0,30g de TRIZMA BASE + 250ml de agua destilada

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

3. Tampado de lavagem PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.2:
Solucéo Mée:

81,79 de Cloreto de sodio

2,699 de Fosfato de sddio dibasico

10,59 de Fosfato de sddio monobasico heptahidratado

0. 5 ml de Tween 20 (DAKO-51966)

Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.

PBS de uso:

100ml de PBS (solucdo mae) + 900ml de agua destilada.

Conservar a temperatura ambiente.

4. Solucdo diluente para anticorpo primario (BSA):
2g de Albumina Bovina + 100ml de PBS de uso
OPCAO (DAKO-53022)

Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.

5. Solucédo de agua oxigenada a 3%:

3ml de agua oxigenada 30volumes + 97ml de adgua destilada



