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RESUMO



INTRODUGCAO: O céncer de ovario é uma doenca de origem multifatorial, com dificil
diagnostico precoce. Tem evolucéo insidiosa, com sintomatologia tardia, o que leva ao atraso
de diagndstico e tratamento, diminuindo as possibilidades terapéuticas. Existem diferencas no
microambiente tumoral entre neoplasias benignas, malignas e tumores ndo neoplasicos,
sugerindo um papel das citocinas na progressdo tumoral. Nao ha estudos quanto a producgéo
local e sistémica de citocinas em relacdo aos diversos fatores progndsticos em um mesmo
grupo de pacientes. Ha necessidade de pesquisa de novos métodos para deteccdo precoce de

lesGes neoplasicas malignas, novos fatores prognosticos e estratégias terapéuticas.

OBJETIVOS: Relacionar a dosagem de citocinas do perfil TH1 (IL-2, IL-8, e TNF-a) e do
perfil TH2 (IL-5, IL-6 e IL-10) no plasma com fatores prognosticos clinicos, laboratoriais e

patoldgicos de pacientes com neoplasia maligna primaria do ovario.

MATERIAL E METODOS: Foram avaliadas 30 pacientes com diagnostico de neoplasia
maligna do ovario, atendidas no Ambulatdrio de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia
e Obstetricia/Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro — UFTM com indicacdo cirurgica de acordo com critérios pré-
estabelecidos. Realizou-se a coleta de soro pré-operatdrio para a dosagem de marcadores
tumorais. Foram incluidas no estudo as pacientes com diagnostico confirmado de neoplasia
maligna de ovario (n=30). Os critérios de exclusdo foram tor¢cdo do pediculo anexial,
neoplasia maligna secundaria de ovario (metastase), tratamento antineoplasico prévio;
doengas imunossupressoras; e recidiva. Foi realizado ELISA para avaliacdo de citocinas do
perfil TH1 (IL-2, IL-8, e TNF-a) e do perfil TH2 (IL-5, IL-6 e IL-10). Avaliou-se a idade das
pacientes, o tipo e o grau histoldgico, estadiamento, classificacdo do cancer de ovario em tipo

I ou II, sobrevida livre de doenca, sobrevida global, marcadores tumorais (CA 125, CA 19.9,



CA 15.3, CEA, a-feto-proteina, B-hCG, estradiol e testosterona), relacdo neutrofilo-linfocito

(RNL), relacdo plaqueta-linfocito (RPL), niveis de hemoglobina e niveis séricos das citocinas.

RESULTADOS: Avaliando-se a IL-6, observou-se que niveis séricos mais elevados
associaram-se a sobrevida global menor que 60 meses (p=0.0382). Na avaliacdo da IL-8,
niveis sericos mais elevados associaram-se a relacao neutrofilo-linfécito>4 e relacéo plaqueta-
linfécito>200 (p=0.0198 e p=0.0072, respectivamente), a valores alterados de CA125 sérico

(p=0.0457) e a estadio I11C (p=0.0486).

CONCLUSAO: Ha relacdo entre o aumento de citocinas e fatores de pior progndstico em
cancer de ovario, em especial IL-6 e IL-8. Novos estudos com maior amostra de pacientes sdo
necessarios para se confirmar o papel das citocinas como fatores progndsticos, na definicao de

tratamento e na perspectiva de futuras terapias-alvo.

Palavras-chave: Céancer de ovario, citocinas, fatores prognosticos.



ABSTRACT



INTRODUCTION: Ovarian cancer is a disease of multifactorial origin with difficult early
diagnosis. It has an insidious evolution, with late symptomatology, which leads to delayed
diagnosis and treatment, reducing therapeutic possibilities. There are differences in the
tumor micro-environment between benign, malignant and non-neoplastic tumors,
suggesting a role of cytokines in tumor progression. There are no studies on the local and
systemic production of cytokines in relation to the various prognostic factors in the same

group of patients.

OBJECTIVES: The aims were to relate cytokines serum levels (TH1 standard: IL-2, IL-8,
and TNF-a, TH2 standard: IL-5, IL-6 and IL-10) with clinical, laboratory and pathological

prognostic factors in patients with primary malignant ovarian neoplasia.

MATERIALS AND METHODS: Patients (n=30) of the Pelvic Mass Ambulatory of the
Discipline of Gynecology and Obstetrics / Oncology Research Institute (IPON) of the Federal
University of the Triangulo Mineiro - UFTM with surgical indication according to pre-
established criteria were evaluated. There will be collection of preoperative serum for the
dosage of tumor markers. Patients with a confirmed diagnosis of malignant epithelial ovarian
neoplasia (n = 30) were included. Exclusion criteria were torsion of the adnexal pedicle,
secondary malignant ovarian neoplasia (metastasis), previous antineoplastic treatment;
malignant germ cell malignancies or sexual ovarian cords neoplasms; immunosuppressive
diseases; and relapse. ELISA for TH1 standard cytokines: IL-2, IL-8, and TNF-a, and TH2
standard: IL-5, IL-6 and IL-10 was performed. The age, type and histological grade, staging,
lymph node metastasis, classification in type | and Il of ovarian cancer, disease-free survival,

overall survival, tumor markers, neutrophil-lymphocyte ratio (RNL), platelet-lymphocyte



ratio (PLR), hemoglobin levels, tumor markers (CA 125, CA 15.3 and CA 19.9) leels, and

serum cytokine levels were evaluated.

RESULTS: When evaluating IL-6, it was observed that higher serum levels were
associated with overall survival less than 60 months (p = 0.0382). In the evaluation of IL-8,
higher serum levels were associated with RNL>4 and RPL>200 (p = 0.0198 and = 0.0072,

respectively), altered values of serum CA125 (p = 0.0457), and stage I1IC (p = 0.0486).

CONCLUSION: There is a relation of the increase of cytokines with factors of worse
prognosis in ovarian cancer, especially IL-6 and IL-8. Further studies with a larger sample
of patients are needed to confirm the role of cytokines as prognostic factors and in the

definition of treatment and in the perspective of future target therapies.

Keywords: Ovarian cancer, cytokines, prognostic factors.
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1.1 O OVARIO

Os ovarios sao estruturas intraperitoneais, sélidas, de cor branca-rosea, que apresentam
superficie lisa até a puberdade, tornando-se rugosa a medida que as ovulacbes ocorrem. Na
menopausa, apresenta-se enrugados. Na mulher nulipara, ocupam a fossa ovarica (fossa de
Waldeyer), que corresponde a uma fossa peritoneal de formato triangular, limitada pela artéria
iliaca interna, pelo ureter e pela insercdo do ligamento largo na parede lateral da cavidade
pélvica. Ai se situa gracas a suspensdo pelos ligamentos suspensores dos ovarios
(infundibulo-pélvico), ligamento proprio do ovario (Gtero-ovarico) e ligamento de
coadaptacdo (entre a extremidade tubaria do ovario e infundibulo da tuba uterina). Apos o
parto, ha um estiramento ligamentar, o que justifica a posi¢cdo mais baixa na cavidade pélvica

apos esse evento (MOORE, 2001).

Anatomicamente, o ovario ¢ dividido em trés regides: cortex, medula e hilo. O cortex
é a camada mais externa, onde ha o epitélio germinal que origina os foliculos. A medula é a
camada central de estroma de tecido conjuntivo frouxo, com fibras elasticas, fibras
musculares lisas e vasos espiralados. O hilo (rete ovarii) é a zona de unido do ovario ao
mesovario, onde se inserem as fibras nervosas e 0s vasos sanguineos. A vascularizacao
arterial é feita pelas artérias ovarianas, ramos da aorta abdominal, que transitam pelos
ligamentos infundibulos-pélvicos. A circulacdo venosa se faz pelo plexo pampiniforme que
drena para veias ovarianas e dai para veia cava inferior a direita e veia renal a esquerda

(MOORE, 2001).
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1.2 CANCER DE OVARIO

O céancer é um grave problema de saide em todo 0 mundo e uma das causas mais
importantes de morbidade e mortalidade em criancas e adultos. A letalidade dos tumores
malignos deve-se ao seu crescimento descontrolado dentro dos tecidos normais, causando
danos e prejuizos funcionais. O fenotipo maligno dos canceres reflete defeitos na regulacéo da
proliferacdo celular, resisténcia das células tumorais a morte apoptética, capacidade das
células tumorais de invadir os tecidos do hospedeiro e formar metastases para locais distantes
e evasdo tumoral dos mecanismos de defesa imune. A possibilidade de que os canceres
possam ser erradicados pelas respostas imunologicas especificas tem sido impulso para uma
grande quantidade de trabalhos na area da imunologia tumoral (ABBAS, LITCHMAN,
PILLAI, 2015).

O cancer de ovario pode ser considerado uma doenca de origem multifatorial, com
dificil diagnostico precoce. Por ter evolugdo insidiosa, a sintomatologia € tardia, pois acontece
quando a doenga encontra-se em estadiamento avancado. Esta caracteristica leva ao atraso de
diagndstico e tratamento, o que diminui as possibilidades e respostas terapéuticas. Este fato
explica a baixa sobrevida nos estadiamentos avancados Il e 1V (Federagéo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia - FIGO), sendo 34% e 18% respectivamente (Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos, 2016). Nos casos de diagnostico na fase inicial (estadiamento |
pela FIGO), a sobrevida é proxima a 90% (Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos,
2016).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estimam-se, para o ano de 2016,
6.150 casos novos de cancer do ovario para o Brasil, com um risco estimado de 5,95 casos a
cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do ovario

é 0 quinto mais incidente na Regido Centro-Oeste, com um risco estimado de 6,96/100 mil.
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Nas Regides Sudeste (6,76/100 mil), Sul (6,71/100 mil) e Nordeste (4,93/100 mil), ocupa a

sétima posi¢cdo. Na Regido Norte (2,92/100 mil), ocupa a oitava posi¢do (INCA, 2016).

De acordo com American Cancer Society (ACS), nos Estados Unidos, em 2017, estéo
previstos 22.440 casos novos de neoplasia maligna de ovario, e 14.080 mortes por esta
doenca. Neste pais, o cancer de ovario é considerado a quinta causa de morte por cancer nas
mulheres, sendo o maior indice se comparado a outras neoplasias ginecoldgicas. O risco de
uma mulher desenvolver cancer de ovario é de 1/75 durante sua vida, e a chance de morrer
devido a essa doenca € de 1/100. Este cancer € mais comum em mulheres mais velhas, sendo
63 anos a idade média do diagndstico. E mais comum nas mulheres brancas. A incidéncia

desse tipo de neoplasia estd apresentando declinio nos ultimos 20 anos (SIEGEL et al., 2017).

1.3 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CANCER DE OVARIO

As neoplasias malignas de ovario podem ser classificadas por seu tipo histologico
(Tabela 1). Os tumores de origem epitelial sdo os mais frequentes, sendo responsaveis por
mais de 90% dos casos. As neoplasias malignas epiteliais tém origem no mesotélio celémico
embrionario presente na superficie ovariana, através da formacdo de um cisto no interior da
capsula ovarica. Este cisto apresenta crescimento por periodo indeterminado antes de ter
capacidade de formagdo de metastases (PIVER, BARLOW, LELE, 1978; RUBIN, 1992;
MURTA, ANDRADE, BIGHETTI, 1995). As formas de disseminacdo do cancer de ovario
sdo por continuidade (atingindo Orgdos adjacentes), e envio de células tumorais por via
linfatica, hematogénica e por esfoliacdo. Por via de esfoliacdo, células neoplasicas oriundas da

superficie ovariana sdo levadas por movimentos de peristaltismo e diafragmaticos por toda
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cavidade peritoneal (FELDMAN & KNAPP, 1974). A disseminacdo linfatica € frequente, ao

contrario da hematogénica.

1.4 FATORES DE RISCO E PROTETORES DO CANCER DE OVARIO

Em 1971, foi proposto por Fathalla a ocorréncia de alteragdes genéticas na superficie
epitelial ovariana em resposta a incessantes ovulacdes que levam a microtraumas e lesdes de
repeticdo. As mitoses sucessivas podem causar mutagénese seguida de carcinogénese.
Casagrande et al. (1979) relacionaram o risco de desenvolver cancer de ovario e o numero de
ovulacgdes. Periodos de anovulacdo sdo considerados fatores protetores. Portanto, considera-se
gravidez, multiparidade, uso de anovulatérios, amamentacdo, menarca tardia e menopausa
precoce fatores de protecdo contra as neoplasias malignas epiteliais ovarianas. Da mesma
forma, periodos de exposicdo a ovulagbes sdo considerados fatores de risco para
desenvolvimento do carcinoma epitelial ovariano. Sdo exemplos a nuliparidade, menarca

precoce e menopausa tardia (WHITTEMORE et al., 1992; TUNG et al., 2005).

Existem também fatores genéticos envolvidos na carcinogénese ovariana. Cerca de 10%
dos tumores ovarianos tem componente genético ou familiar. O fato de haver um caso na
familia é o fator de risco isolado mais importante. AlteracGes genéticas como delecdes de
genes supressores BRCAL e BRCA2 e a Sindrome de Lynch Il (mutagéo dos genes MSH2 ou
MLH1) estdo associadas ao aumento do risco do cancer de ovario hereditario (CANNISTRA

et al., 2004).

Estudos de genética molecular dividiram o cancer epitelial de ovario em dois grupos:
tipo I e tipo Il. Tumores tipo | sdo mais indolentes, tém genoma estavel e ndo tém mutacdes
de TP53. Tumores tipo Il sdo mais agressivos e geneticamente instaveis, a maioria apresenta

mutacgdes de TP53, e quase metade dos casos apresenta mutacdo, hipermetilagdo ou disfuncéo



10

11

12

13

26

de BRCA 1 e 2 sendo responsaveis por cerca de 90% das mortes por essa doenca (KURMAN,

SHIH, 2010; KURMAN, SHIH, 2011; ALI-FEHMI et al., 2011).

O diagnostico da neoplasia ovariana € feito, em sua maioria, tardiamente. Isso ocorre
porque ndo existem exames efetivos para prevengdo ou para rastreio. Indica-se investigacao
complementar quando existe alteracdo notavel ao exame fisico (massa anexial palpével) ou
quando a paciente refere sintomas sugestivos, porém inespecificos (dor pélvica, aumento do
volume abdominal, etc). Porém, a especificidade e a sensibilidade do exame ginecoldgico
para neoplasia ovariana sdo questiondveis, jd& que somente nota-se alteracdo ao toque
bimanual vaginal quando a regifo anexial apresenta volume maior que 65 cm® (MURTA, et

al., 2004; PADILLA, RADOSEVICH, MILAD, 2005).

Tabela 1 — Classificacdo histologica dos tumores ovarianos. Adaptado de World Health

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

Tumores ovarianos

Tumores da superficie Tumores dos corddes sexuais- Tumores das células

epitelial-estromal estromais germinativas

Tumores Serosos Tumor de células da Granulosa Disgerminoma

Tumores Mucinosos Tumor de células de Sertoli- Coriocarcinoma
Leydig

Tumores Endometrioides Tumor de células Esteroidais Carcinoma

embrionario

Tumor de Células Claras Teratoma Imaturo

Tumor de Células Tumor do seio

Transicionais endodérmico

Tumor indiferenciado
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1.5 MARCADORES TUMORAIS E EXAMES COMPLEMENTARES

Marcadores tumorais também sdo utilizados para investigacdo etioldgica de massas
anexiais, e também para controle e prognoéstico. Os marcadores de Antigeno do Céancer (CA)
CA 125, CA 15.3, CA 19.9 e o0 Antigeno Carcinoembrionario (CEA) apresentam positividade
alta no soro e no liquido intracistico de lesGes ovarianas epiteliais malignas (CHERCHI et al.,
2002; TAVARES-MURTA et al., 2004). A dosagem de B-hCG, a-fetoproteina, estradiol e
testosterona como marcadores tumorais também é utilizada durante a avaliacdo de lesdes
ovarianas, e podem estar em niveis elevados em tumores dos cordBes sexuais-estromais e em

tumores de células germinativas (STURGEON, 2002).

O exame de imagem mais indicado para avaliacdo morfoldgica da lesdo ovariana € a
ultrassonografia com Doppler. Os aspectos encontrados séo classificados por suas
caracteristicas, podendo ser sugestivos de malignidade quando apresentam éareas soélidas,
capsula e septos espessos ou vegetagcdes em seu interior. O estudo Doppler é importante para
avaliar o indice de resisténcia ao fluxo sanguineo. Achados como indice de resisténcia inferior
a 0,4 e indice de pulsatilidade inferior a 1,0 sdo preditores de malignidade (GUERRIERO et

al., 2004; SZPUREK et al., 2005).

Na literatura, existem varias publicagdes com o objetivo de estimar a probabilidade de
malignidade das massas anexiais. Dentre esses estudos, um de grande destaque é o do grupo
IOTA (International Ovarian Tumor Analysis). Este grupo descreve critérios de acordo com
os achados ultrassonograficos, para sugestdo de benignidade ou malignidade de uma lesdo
ovariana. Essa classificagdo € amplamente utilizada no mundo, por ser bem fundamentada e
bastante clara. De acordo com IOTA, sdo critérios de malignidade (M): tumor sélido
irregular, presenca de ascite, pelo menos quatro estruturas papilares, tumor multilocular com

componente sélido e didmetro maior que 100 mm, vascularizacdo intensa; sdo critérios de
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benignidade (B): unilocular, presenca de componente solido menor que 7mm, presenca de
sombra acustica posterior, tumor multilocular regular com diametro menor que 100mm,
auséncia de fluxo ao Doppler. Se o tumor apresentar pelo menos uma caracteristica M e
nenhuma caracteristica B, serd provavelmente maligno. Caso apresente uma ou mais
caracteristicas B e nenhuma caracteristica M, o tumor sera provavelmente benigno. Se o
tumor apresentar caracteristicas B e M, ou ndo apresentar nenhuma caracteristica B ou M, o

resultado serd inconclusivo (TIMMERMAN et al., 2008).

A associacdo entre exame fisico, ultrassonografia e dosagem de marcadores tumorais é
utilizada para a busca da etiologia de lesdes ovarianas (MURTA et al., 2004). Porém,

apresenta limitacdes na diferenciacdo entre lesdes benignas e malignas.

A neoplasia ovariana apresenta-se como um desafio, pois apesar dos avangos, a
sobrevida das pacientes ndo se alterou significativamente. 1sso ocorre principalmente devido a
demora no diagnostico. Ha necessidade de padronizacdo de novos métodos para deteccdo

precoce de lesdes neoplasicas malignas, e estudos vém sendo feitos para isto.
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1.6 ESTADIAMENTO DO CANCER DE OVARIO

A Tabela 2 mostra o estadiamento do cancer de ovario.

Tabela 2 - Estadiamento cirurgico 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 Falopio?

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

Estadio IB: Tumor limitado aos dois ovarios ou Trompas de Fal6pio, ndo ha células
malignas na ascite ou lavado peritoneal. Sem tumor na superficie dos
ovarios ou Trompas de Faldpio, com cépsula intacta.

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

IC1: Rompimento cirurgico intra-operatorio do tumor
IC2: Cépsula rota antes da cirurgia ou na superficie ovariana ou da
Trompa(s) de Falépio

IC3: Células malignas na ascite ou lavado peritoneal

Estadio Il — Tumor envolvendo um ou ambos 0s ovarios ou Trompas de Faldépio com
extensdo pélvica (abaixo cavidade pélvica) ou cancer peritoneal primario®

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

Estadio 11B: Extensdo para outros tecidos intraperitoneais pélvicos.
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Estadio 11l — Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou Trompas de Falopio, ou cancer
peritoneal, confirmacdo histoldgica ou citologica de propagacéo para o periténio fora da pelve
e/ou metastase para os linfonodos retroperitoneais
Estadio [11IAl: Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovado
citologicamente ou histologicamente)
IIAL(i): Metastase de até 10 mm em sua maior dimensao
IIAL(ii): Metastase maior que 10 mm em sua maior dimensao
Estadio 111A2: Envolvimento peritoneal microscépico extra-pélvico (acima da
cavidade pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos
Estadio 111B: Metastase peritoneal macroscépica 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: Metastase peritoneal macroscopica além da pelve acima de 2 cm em sua
maior dimensdo, com ou sem metastases para os linfonodos retro-
peritoneais (inclui extensdo do tumor para capsula do figado e bago, sem

envolvimento do parénquima de qualquer um dos 6rgaos)

Estadio IV — Metastases a distancia excluindo metastases peritoneais
Estadio IVA: O derrame pleural com citologia positiva
Estddio IVB: Metastases para 0 parénquima e metastases para Orgdos extra-

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

aNdo é possivel ter o cancer peritoneal no estagio |
bAderéncias densas com células tumorais comprovadas histologicamente justificam a

atualizagdo de tumores do Estagio 1 para Estagio I1.
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‘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.

1.7 CANCER DE OVARIO E CITOCINAS

As neoplasias consistem em uma complexa interacdo entre as células tumorais e o
sistema imune. A resposta do sistema imune podera acarretar em inibicdo do desenvolvimento
tumoral, porém também podera promover o quadro, através da angiogénese e crescimento
neoplésico associado a inflamacdo. A inflamacdo crénica é comprovadamente um fator de
risco para o desenvolvimento tumoral. Durante o estimulo inflamatdrio, células como as
imune inatas, macrdfagos, natural killers, células dendriticas, neutr6filos e mastécitos sdo

recrutados e ativados, sendo liberadas citocinas e quimiocinas (MATIAS et al., 2013).

As citocinas constituem um grande grupo de proteinas secretadas com diversas
estruturas e funcdes, que regulam e coordenam muitas atividades das células da imunidade
inata e adaptativa. Entre as fungdes das citocinas, estdo o crescimento e diferenciacdo celular
imune, ativagdo de funcGes efetores dos linfdcitos e fagocitos e migracdo de células imunes

para os tecidos (ABBAS, LITCHMAN, PILLALI, 2015).

A relagéo das citocinas e quimiocinas com o desenvolvimento tumoral foi identificada
em varios estudos e pesquisas nos ultimos anos. No cancer de ovario, algumas citocinas

regulam a proliferacdo e sobrevivéncia das células neoplasicas, a angiogénese e metastases.
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Apresentam acdo autocrina no microambiente tumoral (BARBIERI, BAJETTO, FLORIO,
2010). Sao identificados leucocitos em tecidos neoplésicos, especialmente macrofagos e
linfocitos. Essas células sdo produtoras de citocinas, que aumentam proporcionalmente ao
desenvolvimento tumoral. Com a elevacdo desses mediadores, ha um ambiente propicio ao
desenvolvimento neoplasico, além de contribuir para metastases (ABBAS, LITCHMAN,

PILLAI, 2015).

O organismo apresenta reacdo antitumoral através da resposta imune mediada por
células imunes inatas. Ha formacdo de uma resposta imune adaptativa, com participacdo de
linfocitos T e B, e liberacdo de imunomediadores pro e anti-inflamatérios (MATIAS et al.,

2013).

Ao identificar a relacdo entre as citocinas e a neoplasia de ovario, podera ser possivel
a imunoterapia com esses imunomediadores como alvos terapéuticos. Porém, ainda sdo
necessarias mais pesquisas sobre o perfil imune do tumor ovariano (REZAEIFARD et al.,

2015).

A producdo das citocinas ocorre em diversas células, entre elas os linfocitos e
macrofagos ativados, células endoteliais, epiteliais e tecido conjuntivo. S8o sintetizadas de
forma transitoria e regular, durante respostas imunes e/ou inflamatdrias, e agem na modulacédo
da funcdo celular. Dessa forma, exercem importantes acdes na inflamacdo aguda e cronica

(ROBBINS, COTRAN, 2012).

Como as citocinas atuam sobre diferentes celulas, sdo consideradas proteinas
pleotropicas. Podem ter agdes reguladoras positivas ou negativas, de acordo com a ligagcdo em
receptores especificos nas células alvo. Para algumas ceélulas responsivas, as citocinas

estimulam a proliferacdo celular, atuando como fatores de crescimento tradicionais. Suas
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diversas fungdes demonstram a importancia do microambiente na execucao de determinada

acao mediadora pelas citocinas (ROBBINS, COTRAN, 2012).

As citocinas podem ser classificadas, de acordo com suas fungdes, em cinco diferentes
grupos: 1- Citocinas que regulam a fungéo dos linfdcitos: interleucinas (IL) 2,5 e 10; a IL-2 e
IL-5 favorecem o crescimento dos linfocitos e a IL-10 é um regulador negativo das respostas
imunes; 2- Citocinas envolvidas na imunidade natural: Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a),
IL-6; 3- Citocinas que ativam células inflamatorias: TNF-a, IL-5 e IL-10; 4- Quimiocinas (IL-

8) e 5-Citocinas que estimulam a hematopoese (ROBBINS, COTRAN, 2012).

As interleucinas (IL) sdo citocinas sintetizadas por células hematopoiéticas, e atuam
primariamente sobre os leucocitos. O TNF-a ¢ um fator de crescimento que atua como
citocina, assim como muitas citocinas podem promover o crescimento celular (ROBBINS,

COTRAN, 2012).

O TNF é uma citocina mediadora de resposta inflamatoria aguda. Tem essa
denominacdo devido a sua acdo inflamatéria e trombdtica em vasos neoplasicos, resultando
em necrose tumoral. Sua sintese ¢ efetivada por macrofagos, células dendriticas e outros tipos
celulares, ap6s estimulo por endotoxinas, imunocomplexos, toxinas, lesdes teciduais e/ou

inflamagédo (ROBBINS, COTRAN, 2012; ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

A atuacdo do TNF ocorre sobre as mesmas células que o produzem (acdo autocrina),
sobre as células da vizinhanca imediata (ag@o paracrina), ou sistemicamente (acdo endocrina).
Conjuntamente a IL-6, apresenta importante funcdo na inducdo de reacdes de fase aguda
sistémicas, com repercussdes em endotélio, leucdcitos e fibroblastos (ROBBINS, COTRAN,

2012).
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A IL-2 é uma citocina que promove a proliferacdo de células T especificas para
antigeno por expanséo clonal. Para isso, realiza a ativacao de vias que podem estar envolvidas

na transcrigdo génica e estimulacao de crescimento (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

A IL-2 é um fator de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo de linfécitos T, e
desempenha um papel importante na inducdo de respostas das células T e no controle das
respostas imunes. Em virtude dessa capacidade, a IL-2 foi originalmente chamada de fator de
crescimento de células T (TCGF), e atua de forma autdcrina ou parécrina. Tem sido
demonstrada também a acdo da IL-2 na proliferacdo e diferenciacdo das células Natural

Killers e das células B in vitro (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

A administracdo de altas doses de IL-2 por via endovenosa ja é aprovada como
tratamento oncoldgico em quadros de melanoma avancado e carcinoma de células renais.
Nessas neoplasias, a resposta mensuravel de regressdo tumoral foi de cerca de 10%. Porém, o
seu uso ainda é limitado, pois a IL-2 apresenta um efeito toxico ao estimular a producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias, como TNF e Interferon-y (IFN-y). Esses
mediadores, em niveis toxicos, atuam no endotélio vascular e em outras células
desencadeando uma sindrome de permeabilidade vascular grave (ABBAS, LITCHMAN,

PILLAI, 2015).

A IL-5 é uma citocina ativadora de eosindfilos e € o maior vinculo entre a ativacao de
linfécitos T e a inflamacéo eosinofilica. Esse mediador € produzido pela resposta T-Helper 2
(TH2) e por mastdcitos ativados. A ativagdo dos eosinofilos maduros e a promogéo do
crescimento e diferenciacdo dos eosinofilos sdo suas principais fungdes. A ativacdo dos
eosinofilos promove a liberacdo do contetdo dos granulos, com destruicdo de helmintos e
também possivel danificacdo de tecidos do hospedeiro. IL-5 também estimula a producéo dos

anticorpos IgA (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).
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A IL-6 é uma citocina que apresenta importante atuacdo em respostas inflamatdrias
agudas, junto a IL-1 e ao TNF-a. Sua acdo ocorre com efeitos locais e enddcrinos, através da
inducdo de sintese e secrecdo de inUmeros mediadores inflamatérios no figado, estimulacao
da producdo de neutrofilos na medula déssea e promocdo da diferenciagdo de células T
produtoras de citocinas. A IL-6 é sintetizada por fagocitos mononucleares, células endoteliais
vasculares, fibroblastos e outras células em resposta a IL-1 e TNF (ROBBINS, COTRAN,

2012; ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

A IL-8 é uma quimiocina, pois caracteriza-se por atividade quimiotatica para
leuctcitos. E secretada por macrdfagos ativados, células endoteliais e também por outros tipos
celulares. Sua acdo ocorre principalmente nos neutrofilos, através da ativacdo e quimiotaxia
dos mesmos, com atividade limitada sobre mondcitos e eosinofilos. O TNF-o e a IL-1 séo 0s
principais estimuladores da sintese de IL-8. As quimiocinas apresentam importantes funcoes
na regulacdo do recrutamento e ativacdo de leucdcitos, e também atuam em células do
estroma (fibroblastos, células de musculo liso e células progenitoras hematopoiéticas)
(ROBBINS, COTRAN, 2012). A IL-8 é o principal mediador quimiotatico durante a

migracao dos neutrofilos para os tecidos (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

A 1L-10 é uma citocina inibidora de macrofagos ativados e células dendriticas, e esta
envolvida no controle das reacdes imunoldgicas inatas e da imunidade mediada por célula. A
IL-10 inibe a producdo de vérias citocinas inflamatoérias por macrofagos e células dendriticas
ativadas. Pelo fato de ser produzida pelos macrofagos e inibir as fungdes dos mesmos, a IL-10
é considerada uma reguladora de retroalimentacdo negativa. Essa citocina também ¢é
produzida pelas células T regulatorias e por alguns linfocitos B, que apresentam funcGes de
imunossupressao, sendo chamados de células B regulatdrias (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI,

2015).
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O conhecimento adquirido acerca das citocinas tem repercussdes terapéuticas praticas.
E possivel controlar efeitos nocivos da inflamagdo ou reagBes imunes lesivas aos tecidos,
através da regulacdo da producdo ou acdo das citocinas. Dessa forma, pode-se realizar a
administracdo de citocinas recombinantes com o objetivo de aumentar a imunidade contra o

cancer ou infec¢es microbianas (imunoterapia) (ROBBINS, COTRAN, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

As neoplasias ovarianas apresentam altos indices de morbimortalidade, principalmente
devido a diagndstico tardio e falhas terapéuticas. E uma doenca com altos indices de recidiva,
mesmo com 0 uso das terapias preconizadas, como cirurgia oncoldgica e esquemas
quimioterapicos. E necessario o estudo de novas abordagens terapéuticas. As citocinas podem
atuar como marcadores tumorais e, ao serem dosadas, servirdo como determinacdo de
malignidade de uma lesdo ovariana, e também como fator prognostico para a doengca. Com
novos fatores prognosticos, torna-se mais adequada a escolha do tratamento, e novos alvos

para futuras terapias podem ser melhor estudados.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

3

39
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3 HIPOTESE

O aumento nos niveis séricos de citocinas esta relacionado com fatores de pior prognostico

em neoplasias malignas do ovario.
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4 OBJETIVOS
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4 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi relacionar a dosagem de citocinas I1L-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-o no plasma com fatores progndsticos clinicos (sobrevida livre de doenca e sobrevida
global), laboratoriais (marcadores tumorais, relacdo neutrofilo-linfdcito, relacdo plaqueta-
linfdcito, niveis de hemoglobina) e patoldgicos (estadiamento, grau tumoral e tipos | e 1l de

cancer de ovario) de pacientes com neoplasia maligna primaria do ovario.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

5

43

MATERIAIS E METODOS
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5.1 PACIENTES

Trata-se de estudo de Coorte Prospectivo, envolvendo 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,
entre os anos de 2009 e 2016, com indicacdo de tratamento cirtrgico de acordo com critérios

pré-estabelecidos.

5.1.1 Critérios de Indicacéo de Laparotomia Exploradora

Os critérios de indicacdo de cirurgia foram: cistos anecoicos com diametro maximo menor
gue 7cm, com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e marcadores tumorais normais;
marcadores tumorais alterados; cistos anecoicos com diametro maximo maior ou igual a 7cm;
massas ovarianas com contetdo solido, presenca de vegetacdo intracistica, septos grossos, 2
ou mais septos finos; bilateralidade; presenca de ascite; color Doppler com indice de

resisténcia menor ou igual a 0,4 (MURTA et al., 2004; MURTA & NOMELINI, 2006).

5.1.2 Critérios para coleta de soro e avaliacdo das citocinas

Todas as pacientes foram acompanhadas no pré-operatdrio para a coleta de soro para a
dosagem de citocinas. Foram revisados os resultados anatomopatolégicos em parafina, sendo
entdo incluidas no estudo as pacientes com diagndstico confirmado de neoplasia maligna

primaria do ovario (n=26).

Foi realizado ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a dosagem das

citocinas séricas IL-2, IL5, IL-8, IL10 e TNF-a, conforme detalhado a seguir.
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Consentimento foi obtido de cada paciente incluida no estudo (Anexo A). O estudo foi

aprovado pelo CEP/UFTM (Anexo B).

5.1.3 Critério de Inclusao

O critério de inclusdo foi o diagndstico de neoplasia maligna e de neoplasia maligna

de baixo potencial (borderline) do ovario.

5.1.4 Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusdo foram torcdo do pediculo anexial, neoplasia maligna
secundaria de ovario (metastase), tratamento antineoplasico prévio, doencas

imunossupressoras e recidiva.

5.1.5 Dados Analisados

Os seguintes dados dos prontuarios foram anotados em banco de dados especifico para
o estudo: idade, tipo histoldgico, grau histolégico, estadiamento (FIGO), classificacdo em tipo
| e tipo Il de cancer de ovério, no caso de tumores epiteliais (KURMAN, SHIH, 2010),
sobrevida livre de doenca, sobrevida global, marcadores tumorais pre-operatérios (CA 125,
CA 15.3, CA 19.9), niveis pré-operatorios de hemoglobina, relacdo neutrofilo-linfécito

(RNL), relagéo plaqueta-linfocito (RPL) e os resultados dos experimentos.

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

plaquetas pelo nimero absoluto de linfocitos, respectivamente. Utilizou-se como valor de
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corte 4 para RNL (DIUJKGREAF et al., 2015; KOH, 2015), e 200 para RPL (AZAB, SHAH,
RADBEL, 2013; KOH, 2015). Em relacéo aos tumores epiteliais, foram considerados tumores
ovarianos do tipo | os tumores borderline serosos, carcinomas serosos de baixo grau e
carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras. Foram considerados tumores do
tipo Il os carcinomas serosos de alto grau, tumores mesodérmicos malignos mistos
(carcinossarcomas) e indiferenciados (KURMAN & SHIH, 2010; ALI-FEHMI et al., 2011;
KURMAN & SHIH, 2011). Na classificacdo por grau histoldgico, os tumores de células da

granulosa foram incluidos juntamente com os tumores epiteliais de grau histologico 1.

Para a avaliacdo da sobrevida livre de doenca (SLD), os grupos foram divididos em
SLD < 24 meses e SLD > 24 meses. Para a avaliagcdo da sobrevida global (SG), os grupos
foram divididos em SG < 60 meses ¢ SG > 60 meses. As pacientes que perderam o
seguimento, ou cujos dados estavam incompletos no prontuério foram excluidas para essa

avaliacdo.
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5.2 METODOS

521 Estudo anatomo-patologico

Foi realizado no Servico de Patologia Cirurgica do Hospital das Clinicas da UFTM
nos cortes embebidos em parafina. O estadiamento dos casos foi realizado de acordo com 0s
critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO (ZEPPERNICK

& MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

5.2.2 Coleta de Soro

A coleta do soro foi realizada no pré-operatério. Amostras de sangue venoso foram
coletadas através do sistema a vacuo em tubos com gel separador (BD Vacutainer®).
Apds 30 minutos de coagulagdo, as amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a
4°C por 10 minutos a 2000 rpm, onde o soro foi armazenado em aliquotas de 250uL a -
80°C até sua utilizacdo. Os niveis de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a no plasma foram
determinados por método imunoenzimatico (ELISA), conforme detalhado a seguir. As

concentragOes foram calculadas através de comparagdo com curvas-padrdo das mesmas.
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5.2.3 ELISA

As amostras foram descongeladas uma vez imediatamente antes da analise. Os niveis séricos
de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a foram medidos utilizando o kit ELISA (Enzyme-
Linkedimmunosorbent Assay®) imunoenzimatico tipo sanduiche (Aviscera Bioscience®
Inc.), onde todos os reagentes foram preparados conforme protocolo do fabricante. Para a
realizacdo do teste, em resumo, foram adicionados aos pogos da placa de ELISA,
revestida com anticorpo monoclonal contra IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, 100uL de
tampdo de diluicdo, padrées diluidos, amostras e controle positivo correspondendo,

respectivamente, aos pocos branco, curva, amostras e controle positivo.

A placa de ELISA foi coberta por selante adesivo e incubada 2h em temperatura
ambiente em microagitador de placas. Em seguida, foi realizada a aspiracdo e a lavagem dos
pocos 3 vezes com 300uL de tampdo de lavagem, utilizando-se pipetas multicanal
automaticas. Foi retirado totalmente o excesso de liquidos dos pocos, adicionando-se, em
seguida, 100uL do anticorpo de deteccdo biotinilado contra IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a, onde uma segunda incubacdo foi realizada por 2h em temperatura ambiente em
microagitador de placas. Foi repetida a aspiracdo e lavagem como descrito acima e ap6s foi
adicionado 100uL do conjugado de estreptavidina com peroxidase (HRP) e uma terceira
incubacdo foi realizada por 1h em temperatura ambiente em microagitador de placas
completamente protegida da luz. Foram realizadas as lavagens, e em seguida foi adicionado
100uL em cada poco da solugéo substrato de tetrametilbenzidina (TMB), incubando a placa
por 5 min em temperatura ambiente completamente protegida da luz. Apo6s a incubacéo,
foram adicionados em cada po¢ol00uL da solugéo de parada (0,5M de HCI). Finalmente, a

densidade Optica de cada poco foi determinada utilizando um leitor de microplacas fixado
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para 450nm. O teste possui um limite de deteccdo de 1pg/mL, precisdo interensaio de 8-

10% e precisao intraensaio de 4-6%.

5.2.4 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism software. Foi utilizado o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram expressos por medianas e os fatores
prognosticos foram avaliados através de teste de Mann-Whitney. As diferencas foram

consideradas significativas para p<0,05.

5.2.5 Redacéo do texto
O texto desse trabalho foi redigido conforme as normas técnicas da Associagdo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2016).
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6 RESULTADOS

A idade mediana das pacientes analisadas foi 52,04 anos. Foram avaliados 26 casos de
neoplasias malignas de ovario, com 0s seguintes tipos histolégicos: um (3,8%) caso de
adenocarcinoma endometrioide, 5 (19,2%) casos de cistoadenocarcinoma seroso papilifero,
um (3,8%) caso de adenocarcinoma seroso pouco diferenciado, um (3,8%) caso de carcinoma
de células claras, 5 (19,2%) casos de tumor mucinoso borderline, um (3,8%) caso de
neoplasia maligna pouco diferenciada, 4 (15,3%) casos de tumor de células da granulosa, 2
(7,6%) casos de disgerminoma, 2 (7,6%) casos de tumor germinativo misto maligno, 3
(11,5%) casos de tumor seroso borderline e um (3,8%) caso de tumor de seio endodérmico.

Foram identificados 9 (34,61%) pacientes em estadiamento 1A, 3 (11,53%) pacientes
em estadiamento 1B, 6 (23,07%) pacientes em estadiamento IC, uma (3,8%) paciente em
estadiamento I, uma (3,8%) paciente em estadiamento IlIA, uma (3,8%) paciente em
estadiamento 111B e cinco (19,23%) pacientes em estadiamento 111C.

Em relacdo ao grau tumoral, foram classificados em 1, 2 ou 3, de acordo com a
diferenciacdo celular. Os tumores grau 1 sdo bem diferenciados, os tumores grau 2 séo
moderadamente diferenciados, e os tumores grau 3 sdo indiferenciados. Identificaram-se 12
(46,15%) tumores grau 1, 8 (30,7%) tumores grau 2 e 6 (23,07%) tumores grau 3. Conforme
descrito em material e métodos, os tumores de células da granulosa foram inseridos em
conjunto com os tumores grau 1 para a avaliacdo desse fator prognostico.

Avaliando-se os 17 tumores epiteliais, em relacdo a classificacdo dos tumores em tipos
1 e 2, houve 10 tumores tipo 1 (58,82%) e 7 tumores tipo 2 (41,18%).

N&o houve nenhuma relagdo dos valores séricos de IL2 e IL5 com os fatores

prognosticos estudados.
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Avaliando-se a IL6, observou-se que niveis séricos mais elevados associaram-se a
sobrevida global menor que 60 meses (p=0,0382) quando comparada com sobrevida global
maior que 60 meses, e a valores alterados de CA125 sérico (> 35 U/ml) comparados com
niveis normais, mas apenas com tendéncia a significancia (p=0,0976).

Na avaliacdo da IL8, niveis séricos mais elevados estiveram associados a RNL > 4 e
RPL > 200 (p=0,0198 e p=0,0072, respectivamente), a valores alterados de CA125 sérico
(p=0,0457), e a estadio I1IC (p=0,0486). Em relacdo a IL10, niveis séricos mais elevados se
associaram a RNL > 4 ¢ RPL > 200 (p=0,0684 e p=0,642, respectivamente), mas apenas no
limiar de significancia. Em relacdo ao TNF-alfa, encontrou-se apenas uma tendéncia a
significancia, com valores mais elevados em pacientes com sobrevida global menor que 60
meses (0,0926).

Os valores das citocinas estdo representados em medianas nas Tabelas 3 e 4, e nas
Figuras 1 a 12, de acordo com sua rela¢do com fatores progndsticos clinicos (sobrevida livre
de doenca e sobrevida global), patoldgicos (estadiamento, grau tumoral e classificacdo em
tipos 1 e 2) e laboratoriais (RNL, RPL niveis de hemoglobina e marcadores tumorais — CA

125, CA 15.3e CA 19.9).
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Figura 1: Relacdo de IL2 (mediana, percentis 25 e 75) com fatores prognésticos patoldgicos e

clinicos em neoplasias malignas de ovéario (Mann-Whitney).
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Figura 2: Relacdo de IL5 (mediana, percentis 25 e 75) com fatores prognosticos patologicos e

clinicos em neoplasias malignas de ovéario (Mann-Whitney).
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3  clinicos em neoplasias malignas de ovario (Mann-Whitney; *p=0.0382 comparado com SG>
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patoldgicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario (Mann-Whitney; *p=0.0486

comparado com estadiamentos I-111B).
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Figura 5: Relacdo de IL-10 (mediana, percentis 25 e 75) com fatores progndésticos

patoldgicos e clinicos em neoplasias malignas de ovario (Mann-Whitney).
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7 DISCUSSAO

O cancer de ovario persiste com indice de sobrevida baixo, e morbimortalidade alta.
Isso se deve principalmente ao diagnostico tardio e por inefetivos métodos para rastreio.
Novas estratégias precisam ser identificadas para que sejam definidos fatores progndsticos
para a neoplasia de ovario (REZAEIFARD et al., 2015). Sabe-se que as citocinas estdo
envolvidas em uma rede de mecanismos, que podem levar ao desenvolvimento e também a
imunossupressao tumoral (ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015). Em nosso estudo, foram
avaliadas as dosagens das citocinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a em 26 pacientes
com diagndstico de neoplasia maligna de ovario.
A IL-2 é uma citocina que induz a maturacgdo de linfécitos B e maturacédo de células T.
E uma proteina que regula as atividades dos leucdcitos (frequentemente linfdcitos), que sio
responsaveis pela imunidade. E uma citocina pleiotrépica que impulsiona o crescimento das
células T, aumenta a atividade citolitica NK, induz a diferenciacdo das células T reguladoras e
medeia a morte celular induzida pela ativacdo. A IL-2 ndo especifica o tipo de diferenciacdo
TH que ocorre; em vez disso, ela modula a expressdo de receptores para outras citocinas e
fatores de transcricdo, promovendo assim, ou inibindo cascatas de citocinas que se
correlacionam com cada estado de diferenciacdo de TH (LIAO et al., 2017). Jammal et al.
(2016) demonstraram uma imunomarcacao mais forte de IL-2 em neoplasias malignas quando
comparado as com neoplasias benignas de ovario. Além disso, houve uma relacdo de
imunomarcacao forte com neoplasias de ovario grau 3. Em nosso estudo, ndo houve nenhuma
correlagéo entre dos valores séricos de IL-2 e os fatores prognosticos estudados, talvez devido
a amostra pequena de pacientes no estudo.
As funcbes da IL-5 sdo estimular a producdo de células B e aumentar a secrecdo de

imunoglobulina. Também desempenha um papel essencial na ativacdo de eosindfilos. Essa
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citocina é também expressa em eosinofilos, e foi observado em mastdcitos nas vias
pulmonares de pacientes asmaticos, por imunoquimica. A expressdo de IL-5 é regulada por
varios fatores de transcricdo, incluindo GATA-3 (KAMINUMA et al., 2005). Em nosso
estudo, ndo houve nenhuma associacdo entre valores séricos de IL-5 e os fatores prognosticos
estudados.

A 1L-6 é uma glicoproteina que tem sua producdo mediada por outras citocinas como
o fator de necrose tumoral, ou pela presenca de microrganismos, e se comporta como um
importante marcador inflamatério. Estudos demonstram que a IL-6 atua modulando a resposta
do sistema imunoldgico da paciente portadora de neoplasia ovariana. A IL-6 € capaz de
estimular a producdo de outras citocinas inflamatorias, a infiltracdo tumoral de macrofagos
em tecido ovariano e a angiogénese tumoral. Ela atua por meio de um complexo receptor de
citocinas alfa (gp80) e de um repetidor de sinal gp130, posteriormente utilizada a cascata
JaK/STAT Ras/ MAPK e PI3K-Akt (COWARD et al.,, 2011; SOUZA et al., 2012).
Experimentos verificaram producdo tumoral dessa citocina pro-inflamatdria. Essa citocina
promove inflamacéo, angiogénese e progressdo tumoral (SOUZA et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado que elevados niveis de IL-6 podem ser preditores
de pior progndstico e menor sobrevida em cancer de ovario (HEFLER et al, 2003; WANG et
al., 2012; MATSUO et al., 2015; KOLOMEYEVSKAYA et al. 2015; YANAIHARA et al.,
2016). IL-6 estd relacionada a quimiorresisténcia e a um microambiente tumoral imuno-
supressivo. Um estudo avaliou a combinacdo de tocilizumabe (inibidor da ligacéo de IL-6 a
seus receptores) com Interferon gama (Peg Intron®), associados a quimioterapia com
carboplatina e doxorrubicina e observou beneficio na sobrevida (DIJKGRAAF et al., 2015). A
IL-6 tem sido descrita como grande contribuinte na iniciacdo e progressdo do cancer de
ovario, sendo ativador do padrdo de transcricdo STAT3. JAK/STAT3 & um dos maiores

padrdes de sinalizagdo que é ativado de forma aberrante em cancer de ovario e associado com
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progressdo tumoral e pior prognostico, e a inibicdo desse padrédo poderia ser alvo terapéutico
nessa neoplasia (WEN et al. 2014; ZOU, ZHANG, XU, 2016). Estudo recente demonstrou
que 3,3-diindolylmethane (DIM) exibe atividade anti-IL-6 por inibir, in vitro, adeséo,
migracdo e invasdo em linhagens de cancer de ovario (SKOV3 e A2780) (ZOU, ZHANG,
XU, 2016). O carcinoma de células claras do ovario tem caracteristica de quimiorresisténcia,
levando a um pior prognostico e pode ter relagdo com niveis elevados de IL-6 (ANGLESIO et
al., 2011; MATSUO et al., 2015). Nesse tipo de tumor, elevados niveis de IL-6 estiveram
associados a menor sobrevida livre de progressao (MATSUO et al., 2015; YANAIHARA et
al, 2016).

A combinacdo de altos niveis de TNF-a ¢ IL-6 em ascite na cirurgia primaria para
cancer epitelial do ovério avancado foi preditor de pior sobrevida livre de progressdo
(KOLOMEYEVSKAYA et al. 2015). A IL-6 pode ter acdo na carcinogénese ovariana
(PINCIROLI et al., 2013). Essa citocina promove inflamacdo, angiogénese e progressao
tumoral (YU et al., 2015; KUMARI et al., 2016; HARA et al., 2017).

Isso estd em concordancia com nosso estudo, onde observou-se que niveis séricos
mais elevados de IL-6 estiveram associados a sobrevida global menor que 60 meses. Houve
também associacdo com valores alterados de CA125 sérico, mas apenas com tendéncia a
significancia.

A IL-8 é uma citocina proangiogénica encontrada em diversos tipos de neoplasias
humanas. Foi demonstrado que a IL-8 desempenha um importante papel no desenvolvimento
de células cancerigenas do ovario. Autores sugeriram que modulacdo da IL-8 pelas células
neoplasicas do ovario se da através da expressdo de vetores diretos e indiretos (XU &
FIDLER, 2000). E uma citocina proangiogénica, encontrada em diversos tipos de neoplasias
humanas (XIE, 2001). Inibicdo dos receptores de IL-8 poderia aumentar a resposta a

quimioterapia com platina (STRONACH et al., 2015), sua secre¢do esta relacionada a



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

71

proliferacdo, potencial angiogénico, adesdo e invasdo tumoral no cancer de ovario (WANG et
al., 2012).

Expressdo aumentada de IL-8 e CXCL8 esta associada a aumento da proliferacdo
celular, angiogénese e metastases durante a progressdo do cancer, estando associado a pior
prognostico em cancer de prostata e de ovario (GATLA et al., 2014). O papel da NF-xB em
células de cancer epitelial de ovario e macrdfagos foi avaliada através da producdo in vitro de
IL-6 e IL-8 pelas células do céancer, sendo demonstrado um aumento dessas interleucinas
imunossupressoras (NISHIO et al., 2014).

Em nosso estudo, demonstramos niveis séricos mais elevados de IL-8 associados a
RNL > 4 e RPL > 200, que sdo fatores de pior prognostico, a valores alterados de CA125
sérico, e a estadio IIC. Em nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo da literatura que
demonstra relacdo da IL-8 com RNL e RPL.

A IL-10 é uma citocina imunossupressora e antinflamatoria, que suprime a resposta
imune no ovario, por diversos mecanismos. Alguns estudos mostram que a combinacdo de
dosagem dessa citocina e do CA-125 poderia ser Util para o diagnéstico e o seguimento dos
resultados de quimioterapia em pacientes com cancer de ovario. Niveis elevados de CA-125 e
IL-10 poderiam ser Uteis para diferenciar tumores malignos de benignos (REZAEIFARD et
al., 2015). Tecidos tumorais secretam citocinas imunossupressoras, dentre elas a IL-10
(SINGH et al., 2016). Zou et al. (2016) demonstraram que existem niveis elevados dessa
citocina no tecido tumoral maligno quando comparados com tecido normal ou de lesdo
benigna. Niveis elevados de I1L-10 sdo comuns em ascite e plasma, o que sugere que o tumor
pode sintetizar essa citocina, que atua na progressdo do tumor. Baixos niveis de IL-10 séricos
foram encontrados ap0s tratamento quimioterapico comparado ao diagnostico, e ap0s a

cirurgia de citorreducdo, a reducéo de IL-10 foi significativa (COOSEMANS et al., 2015).
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IL-10 pode exercer importante papel em eventos de evasdo imune no cancer epitelial
de ovario (LIU et al., 2012), e polimorfismos no gene 1K10 parecem influenciar na sobrevida
global e livre de doenca (IOANA BRAICU et al, 2007). Mustea et al. (2009) demonstraram
relacdo de niveis mais altos de IL10 com tumores mais indiferenciados. Niveis mais altos
dessa citocina foram encontrados em ascite e soro de pacientes com cancer de ovario que em
pacientes do grupo controle, e pode exercer um importante papel imunossupressor na
patogénese dessa neoplasia. Altas concentracdes estiveram relacionadas com fatores
prognosticos, como recorréncia, volume de ascite, grau histoldgico e tipo histologico, mas néo
houve relacdo com estadiamento (FIGO), idade ou tumor residual (MUSTEA et al., 2006).

Em nosso estudo, niveis séricos mais elevados de IL10 se associaram a RNL > 4 e
RPL > 200 no limiar de significancia.

Estudos tém demonstrado que 0 TNF-a atua na promogao de crescimento e progressao
tumoral. O TNF-a encontra-se aumentada em tecidos neoplésicos malignos, e apresenta
relacdo com inflamacéo local e tumorigénese (JAMMAL et al., 2014). O TNF-a ¢ uma
citocina multifuncional, podendo ter acdo promotora ou supressora da formacdo tumoral
(RODRIGUES et al.,, 2011). A producdo do TNF-o ¢ realizada principalmente pelos
macrofagos. Entretanto, outras células podem produzi-lo, como os linfocitos T, mastdcitos,
células NK, células endoteliais, células de Langerhans, astrécitos, células do musculo liso e
células de Kupffer fetal humana. Varios estimulos, como as endotoxinas, particulas virais,
fungos e porcdo C5a do complemento, lipopolissacarideos (LPS) séo capazes de provocar a
producéo de TNF-a pelos macrofagos (WANG et al., 2016).

Um aumento significativo de TNF, sSTNF-R1 e sTNF-R2 foi encontrado em soro de
mulheres com tumor de ovério comparados ao controle (MIELCZAREK-PALACZ,

KONDERA-ANASZ, SILORA, 2012). Em linfomas n&o-Hodgkin, altos niveis séricos de
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STNF-R2 podem predizer um pior prognostico, sendo um Util biomarcador para selecionar o
tratamento mais apropriado (GOTO et al., 2006).

TNF- a ¢ um importante mediador da inflamagao e quando produzido cronicamente no
microambiente do cancer de ovario pode aumentar o crescimento tumoral e invasdo através da
secrecdo de citocinas, fatores proangiogénicos e metaloproteinases. Etanercept ¢ um receptor
p75 TNF recombinante humano soltivel que se liga ao TNF- a e o torna biologicamente
indisponivel, sendo demonstrado uma redugdo da IL-6, sendo uma potencial terapia para
pacientes com cancer de ovario recorrente (MADHUSUDAN et al. 2005). No entanto, a
maioria dos tratamentos baseados em TNF ndo levam em consideracao a possibilidade de
inibi¢do seletiva do TNFR2. Sasi et al. (2014) mostraram que a inibi¢do seletiva do eixo de
sinalizacdo TNF-TNFR2 levaria a apoptose tumoral e a inibicdo da angiogénese. Assim, esse
seria um novo alvo para o tratamento do cancer. Na biologia tumoral, TNFR2 estd associado
ao acumulo de Tregs que apresentam expressio de TNFR2", e sua inibi¢do poderia melhorar a
resposta a administracao de pequenas doses de TNF exogeno (CHEN et al., 2008).

Nosso estudo encontrou apenas uma tendéncia a significancia nas dosagens séricas de
TNF-alfa, com valores mais elevados em pacientes com sobrevida global menor que 60
meses.

Dosagens de citocinas poderdo ser Uteis como marcadores que determinam
prognostico em malignidade ovariana. Porém, novos estudos com uma maior amostra de
pacientes sdo necessarios para uma melhor definicdo do papel das citocinas na progressao do

cancer de ovario.
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8 CONCLUSAO

Niveis séricos mais elevados de IL-6 associaram-se a sobrevida global menor que 60
meses (p=0,0382). Niveis séricos mais elevados de IL-8 associaram-se a RNL > 4 ¢ RPL >
200, a valores alterados de CA125 sérico, e a estadio I1IC.

Portanto, ha relacdo entre o aumento de citocinas séricas e fatores de pior prognéstico
em cancer de ovario, em especial a IL-6 e a IL-8. Novos estudos com maior amostra de
pacientes sdo necessarios para se confirmar o papel das citocinas como fatores progndsticos e

na definicdo de tratamento e na perspectiva de futuras terapias-alvo.
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10.1 ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO

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

ovarianas”

Eu,

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

publicacdo em forma de artigo cientifico sobre minha 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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10.2 ANEXO B - APROVACAO PELO CEP

EM ANEXO NA PROXIMA PAGINA

93



