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RESUMO



INTRODUGCAO: O cancer de ovario tem alta letalidade entre as neoplasias ginecoldgicas.
Possui, no estroma peritumoral, varios tipos celulares além das células cancerigenas, que
coordenam a sobrevivéncia, 0 crescimento, a invasdo e a progressdo do tumor. O
microambiente tumoral possui moléculas que podem ser alvos potenciais para novas terapias
contra o cancer. Pacientes com cancer de ovario podem apresentar niveis elevados de TNF e
Tregs expressando TNFR2, que estd associado a capacidade supressora. Ha cada vez mais
evidéncias de que a expressdo de TNFR2 no microambiente do cancer tem implicacdes
significativas na progressdo do cancer, metastase e evasdo imune. Varios estudos tém
demonstrado que a associacdo do TNF-alfa e seus receptores com prognostico no cancer de

ovario podem ser alvos de novas estratégias de tratamento.

OBJETIVOS: O objetivo do estudo foi avaliar a imunomarcacao estromal de TNF-a e seus
receptores em neoplasias ovarianas malignas, comparando-a com neoplasias ovarianas
benignas e lesdes ovarianas ndo neoplasicas; relacionar a imunomarcacdo com fatores
progndsticos clinicos, laboratoriais e patoldgicos; relacionar sobrevida livre de progressdo e
sobrevida global na neoplasia maligna de ovario, de acordo com valores de TNF-a e seus

receptores.

MATERIAL E METODOS: Pacientes atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica foram
tratados cirurgicamente de acordo com critérios pré-estabelecidos. Pacientes com neoplasia
epitelial ovariana benigna (n=37) ou maligna (n=43) e lesdo ovariana ndo neoplésica (n=15)
foram incluidas no estudo. Estudo imuno-histoquimico foi realizado para avaliar TNF-alfa
estromal, TNFR1 e TNFR2. A comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste Qui-
Quadrado, com nivel de significancia inferior a 0,05. Os seguintes dados dos prontuarios

foram registrados em um banco de dados especifico para o estudo: idade, estado hormonal,



tipo histoldgico, grau histoldgico, estadiamento (FIGO), tipo de carcinogénese (tipo 1 e tipo
I1), parametros de hemograma e resultados de imunohistoquimica para TNF-alfa, TNFR1 e
TNFR2. Para o estudo imuno-histoquimico, foi utilizada a técnica de estreptoavidina-biotina-
peroxidase, e 0 TNF-alfa e seus receptores foram avaliados no estroma peritumoral. Os
valores dos marcadores tumorais e parametros do hemograma foram comparados pelo teste de
Mann-Whitney. Para os parametros que foram estatisticamente significativos, a curva receiver
operating characteristic (ROC) foi usada para obter a area sob a curva (AUC) e para
determinar os melhores valores de corte entre a imunocoloracao fraca (0/1) e forte (2/3). Para
os dados com significancia estatistica, foi realizada analise multivariada. O nivel de

significancia foi inferior a 0,05.

RESULTADOS: A imunocoloracdo do TNF-alfa estromal foi mais intensa (2/3) comparando
neoplasias ovarianas benignas (p<0,0001) e malignas (p<0,0001) com tumores n&o
neoplasicos. A imunomarcacdo para TNFR1 foi mais forte (2/3) no estroma de neoplasias
malignas em comparagdo com neoplasias benignas (p<0,0001), e mais forte (2/3) quando
comparadas neoplasias benignas com lesbes ovarianas ndo neoplasicas (p=0,0002). Para o
TNFR2, a imunocoloracdo do estroma foi mais forte (2/3) nas neoplasias malignas em
comparagdo com as neoplasias benignas (p=0,0091), e mais forte nas neoplasias malignas em
comparacdo com as lesdes ndo neoplasicas (p=0,0004). Para TNF-alfa, analisando as curvas
ROC, houve significancia estatistica para basofilos (valor de corte > 0) e neutréfilos (valor de
corte < 3900) entre imunocoloracao forte (2/3) e fraca (0/1). Em relagdo ao TNFRI1, foi
encontrado um valor de corte de mondcitos > 312/mm3. Em relagdo ao TNFR2, o valor de
corte do CA-125 foi < 95,16U/ml. Ainda em relacdo ao TNFR2, o valor de corte para o
numero absoluto de plaquetas foi < 298.000/mm3. Nao houve significancia estatistica com os

demais pardmetros do hemograma e marcadores tumorais avaliados. Apos estabelecer os



valores de corte pelas curvas ROC, foi realizada uma andlise multivariada, que mostrou que
uma contagem absoluta de mondcitos > 312/mm3 esta associada a forte imunomarcacao
estromal (2/3) de TNFR1, e um valor plaquetario < 298.000/ mm3 esta associado com forte

(2/3) imunocoloracédo estromal de TNFR2.

CONCLUSAO: Uma imunomarcacido mais forte para TNF-alfa e seus receptores foi
encontrada em cancer de ovario, sugerindo que eles podem ser alvos de mais estudos para
verificar seu papel na carcinogénese e na progressao de neoplasias ovarianas. A contagem
absoluta de mondcitos > 312/mma3 esta associada a forte (2/3) imunocoloragdo estromal de
TNFR1, e a contagem de plaquetas < 298.000/mm3 estd associada a forte (2/3)

imunocoloracdo estromal de TNFR2,

Palavras-chave: TNF-alfa, TNFR1, TNFR2, tumores ovarianos, mondcitos, plaquetas,

parametros de hemograma, marcadores tumorais, cancer de ovario.



ABSTRACT



INTRODUCTION: Ovarian epithelial cancer has a high lethality among gynecological
malignancies. Ovarian cancer has, in the peritumoral stroma, multiple cell types besides
cancer cells, which coordinate tumor survival, growth, invasion and progression. The tumor
microenvironment has molecules that can be potential targets for new cancer therapies.
Patients with ovarian cancer may have high levels of TNF and Tregs expressing TNFR2,
which is associated with suppressive capacity. There is increasingly evidence that TNFR2
expression in cancer microenvironment has significant implications in cancer progression,
metastasis and immune evasion. Several studies have shown association of TNF-alpha and its

receptors with prognosis in ovarian cancer may be targets for new treatment strategies.

OBJECTIVES: The aim of the study was to evaluate the stromal immunostaining of TNF-a
and its receptors in malignant ovarian neoplasms, comparing it with benign ovarian
neoplasms and non-neoplastic ovarian lesions; to relate immunostaining with clinical,
laboratory and pathological prognostic factors; to relate progression-free survival and overall

survival in ovarian malignancy, according to TNF-a values and its receptors.

MATERIALS AND METHODS: Patients treated at the Pelvic Mass Outpatient Clinic were
surgically treated according to pre-established criteria. Patients with benign (n=37) or
malignant (n=43) ovarian epithelial neoplasia, and non-neoplastic ovarian lesion (n=15) were
included in the study. Immunohistochemical study was performed to evaluate stromal TNF-
alpha, TNFR1 and TNFR2. The comparison between the groups was performed by the Chi-
Square test, with a significance level lower than 0.05. The following data from the medical
records were recorded in a specific database for the study: age, hormonal status, histological
type, histological grade, staging (FIGO), type of carcinogenesis (type | and type I1), blood

count parameters and immunohistochemistry results for TNF-alpha, TNFR1 and TNFR2. For



the immunohistochemical study, it was utilized streptoavidin-biotin-peroxidase technique, and
TNF-alpha and its receptors was evaluated in peritumoral stroma. The values of tumor
markers and blood count parameters were compared by Mann-Whitney test. For parameters
that were statistically significant, the receiver operating characteristic (ROC) curve was used
to obtain the area under the curve (AUC) and to determine the best cutoff values between the
weak (0/1) and strong (2/3) immunostaining groups. For data with statistical significance,

multivariate analysis was performed. The level of significance was less than 0.05.

RESULTS: TNF-alpha stromal immunostaining was more intense (2/3) comparing benign
(p<0.0001) and malignant (p<0.0001) ovarian neoplasms with non-neoplastic tumors. TNFR1
immunostaining was stronger (2/3) in the stroma of malignant neoplasms compared with
benign neoplasms (p<0.0001), and stronger (2/3) when comparing benign neoplasms with
non-neoplastic ovarian lesions (p=0.0002). For TNFR2, stromal immunostaining was stronger
(2/3) in malignant neoplasms compared to benign neoplasms (p=0.0091), and stronger in
malignant neoplasms compared to non-neoplastic lesions (p=0.0004). For TNF-alpha,
analyzing the ROC curves, there was statistical significance for basophils (cut-off value > 0)
and neutrophils (cut-off value < 3900) between strong (2/3) and weak (0/1) immunostaining.
In relation to TNFR1, a cut-off value of monocytes > 312/mm3 was found. Regarding
TNFR2, the cut-off value of CA-125 was < 95.16U/ml. Still in relation to TNFR2, the cut-off
value for the absolute number of platelets was < 298000/mm3. There was no statistical
significance with the other parameters of the blood count and tumor markers evaluated. After
establishing the cut-off values by the ROC curves, a multivariate analysis was performed,
which showed that an absolute monocyte count > 312/mma3 is associated with strong stromal
immunostaining (2/3) of TNFRI1, and a platelet value < 298,000/mm3 is associated with

strong (2/3) stromal immunostaining of TNFR2.



CONCLUSION: A stronger immunostaining for TNF-alpha e its receptors was found in
ovarian cancer, suggesting that they may be targets of further studies to verify their role in
carcinogenesis and the progression of ovarian neoplasms.
Absolute monocyte count > 312/mm? is associated with strong (2/3) stromal immunostaining
of TNFRI, and platelet count < 298,000/mm® is associated with strong (2/3) stromal

immunostaining of TNFR2.

Keywords: TNF-alpha, TNFR1, TNFR2, ovarian tumors, monocytes, platelets, blood count

parameters, tumor markers, ovarian cancer.
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1. CANCER DE OVARIO

1.1 Epidemiologia

O cancer é um grave problema de saude mundial, devido a impactante
morbimortalidade. O comportamento maligno da doenca é decorrente de defeitos na
regulacao de proliferacdo celular e resisténcia a apoptose, associado a capacidade de invasao e
metastatizacdo, e evidencia uma falha na defesa imune. A possibilidade de que os canceres
possam ser erradicados pelas respostas imunoldgicas especificas tem sido impulso para uma
grande quantidade de pesquisas e estudos na area da imunologia tumoral (CHARLES, 2009).

O cancer de ovario apresenta destaque na oncologia devido a sua alta letalidade. E a
segunda mais letal dentre as neoplasias ginecoldgicas, excetuando-se o cancer de mama
(GLOBOCAN, 2020). A maioria dos diagnésticos (>80%) é tardio, em estadio avancado,
quando o tumor se espalhou para a cavidade peritoneal e 6rgdos abdominais superiores, apos a
doenca ja ter ultrapassado a cavidade pélvica. (KURORI & GUNTUPALLLI, 2020).

No Brasil, o cancer de ovério € a segunda neoplasia ginecolégica mais comum, atras
apenas do cancer do colo do utero. A quase totalidade das neoplasias ovarianas (em torno de
95%) é derivada das células epiteliais. O restante provém de células germinativas e células
estromais (INCA, 2022). Para o ano de 2020, a estimativa de casos novos foi de 6.650, e 0
namero de oObitos de 3.921 (2020 - Atlas de Mortalidade por Céncer - SIM) (INCA, 2022).
Para 0 ano de 2022, as estimativas da American Cancer Society para este tipo de cancer nos
Estados Unidos séo de cerca de 19.880 novos diagnosticos de cancer de ovario. Cerca de

12.810 mulheres morrerdo dessa patologia.
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Em um levantamento no ano 2018, o cancer de ovario foi classificado como o sétimo
cancer feminino mais prevalente em todo o mundo, com aproximadamente 240.000 novos
individuos (VAFADAR et al., 2020).

A taxa de sobrevida em cinco anos para cancer de ovario em estadios iniciais (I, Il) é
de cerca de 90%, enquanto apenas 20 a 40% das pacientes com cancer de ovario em estadios
tardios (111, 1V) vivem além de cinco anos. Apesar dos avangos no tratamento, as pacientes
com cancer de ovario tém uma sobrevida global em cinco anos de 45%, caracteristica de sua
alta letalidade. Cerca de trés quartos dos canceres de ovario epiteliais invasivos apresentam
sintomas apenas em estadio avangado, enquanto os pacientes em estadio inicial apresentam
apenas alguns sintomas leves e inespecificos (Cancer Research UK, 2022).

Mudancas da estrutura etaria da populacdo, seu comportamento reprodutivo e habitos
de vida estdo repercutindo em um aumento da incidéncia dessa patologia, outros fatores que
corroboram com esse dado sdo as mudancas da classificacdo histoldgica da doenca, assim
como a ampliacdo do acesso aos exames diagndsticos. A respeito da mortalidade, além do
diagnostico tardio, consideram-se os mesmos fatores de risco da incidéncia, uma vez que a
letalidade por este cancer é alta e as inovagdes diagnosticas e terapéuticas ndo conseguiram
promover aumento significativo na sobrevida. Grande proporcdo desta doenca ainda €
diagnosticada em estadio avancado, devido ao seu carater insidioso e a inexisténcia de um
exame diagnostico que permita seu uso para o rastreamento em nivel populacional (MEIRA et
al.,, 2019). Ao contrario de outros exames usados para diagnostico precoce (como a
mamografia) ou até mesmo em fase pré-invasiva (como a citologia oncotica cervicovaginal),
0 custo para realizacdo de exames de rastreio para cancer de ovario ndo é justificavel por sua
pouca praticidade e baixa especificidade, alem de auséncia de evidéncias cientificas de

melhoras no diagnostico, tratamento e/ou prognastico.



21

1.2 Classificagdo Tumoral
Existem diversas formas de classificacdo da neoplasia ovariana. Dentre elas, destaca-
se: Estadiamento (Tabela 1), classificacdo histologica (Tabela 2), grau de diferenciacédo

celular (1, 2 ou 3), classificacdo molecular (tipo I e tipo 1),

Tabela 1 — Estadiamento cirargico FIGO do céancer ovariano.* Adaptado do estadiamento
estabelecido pela International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) e o
American Joint Committee on Cancer (AJCC), AJCC Cancer Staging Manual, ed. 8. New
York, Springer, 2017.

Estadio Descricao

I Tumor limitado aos ovarios ou as trompas de Faldpio

e IA Tumor limitado a um ovario (capsula intacta) ou superficie da trompa de
Fal6pio; nenhuma célula maligna no liquido ascitico ou nos lavados

peritoneais

e IB Tumor limitado a um ou ambos os ovarios (capsula intacta) ou trompas de
Fal6pio; nenhum tumor na superficie externa do ovario ou trompa de
Fal6pio; e nenhuma célula maligna no liquido ascitico ou nos lavados

peritoneais

e IC Tumor limitado a um ou ambos os ovarios ou as trompas de Falopio, mais

qualquer um dos seguintes:

e IC1 o Extravasamento cirdrgico

e IC2 o Capsula rompida antes da cirurgia ou tumor na superficie do

ovario ou trompa de Faldpio

e« IC3 o Ceélulas malignas no liquido ascitico ou em lavados peritoneais

] Tumor envolvendo um ou ambos 0s ovarios ou trompas de Falopio com
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extensdo pélvica (abaixo da borda pélvica) ou cancer peritoneal primario

e IIA Extensdo e/ou implantes no Utero, trompas de Falopio e/ou ovarios
« IIB Extensédo e/ou implantes em outros tecidos intraperitoneais pélvicos
I Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios ou trompas de Fal6pio ou
cancer peritoneal primario com metastases peritoneais confirmadas
microscopicamente fora da pelve e/ou metastase nos linfonodos
retroperitoneais
o IlIA Linfonodos retroperitoneais positivos, com ou sem metastases peritoneais
microscopicas que se estendem para além da pelve
o IlIAL Somente linfonodos retroperitoneais positivos (comprovados
histologicamente)
e 1AL (l) | Metastases < 10 mm na maior dimensao
o 1AL (Il) | Metéstase > 10 mm na maior dimensdo
o IlIA2 Envolvimento peritoneal microscopico extrapélvico (para além da borda
pélvica), com ou sem linfonodos retroperitoneais positivos
e IlIB Metastases peritoneais macroscopicas que se estendem para além da pelve
e ttm < 2 cm de didmetro na maior dimensdo, com ou sem linfonodos
retroperitoneais positivos
Ilnc Metastases peritoneais macroscépicas que se estendem para além da pelve
e IlIC e tém > 2 cm na maior dimensdo, com ou sem comprometimento dos
linfonodos retroperitoneais (como extenséo do tumor a capsula hepatica e
a esplénica sem atingir o parénquima de nenhum dos 6rgéos)
v Metastases a distancia
e IVA Derrame pleural com citologia positiva
« IVB Metastase parenquimatosa hepaticas ou esplénicas e/ou metastases em
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orgaos extra-abdominais (incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora

da cavidade abdominal) e/ou envolvimento transmural do intestino

Adaptado do estadiamento estabelecido pela International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) e o American Joint Committee on Cancer (AJCC), AJCC Cancer Staging
Manual, ed. 8. New York, Springer, 2017.

As neoplasias malignas de ovario também podem ser classificadas por seu tipo
histologico (Tabela 2). 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 celébmico 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 formacdo de metastases (PIVER, BARLOW, LELE,

1978; RUBIN, 1992; MURTA, ANDRADE, BIGHETTI, 1995).

A classificacdo da Organizacdo Mundial da Saide de tumores tubo-ovarianos inclui
tumores epiteliais comuns, tumores estromais do corddo sexual, tumores de células
germinativas, tumores de tecidos moles, tipo ndo classificado e tumores secundarios
metastaticos (5-6% das massas anexiais sdo0 metastases de mama, trato gastrointestinal, ou

trato urinario). (KURORI & GUNTUPALLLI, 2020).
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Tabela 2 — Classificagdo histoldgica dos tumores ovarianos. Adaptado de World Health
Organization Classification of Tumours, 2003 (TAVASSOLI, DEVILEE, 2003).

Tumores ovarianos

Tumores da superficie

epitelial-estromal

Tumores dos cordoes sexuais-

estromais

Tumores das células

germinativas

Tumores Serosos

Tumores Mucinosos

Tumores Endometrioides

Tumor de Células Claras

Tumor de Células

Transicionais

Tumor indiferenciado

Tumor de células da Granulosa
Tumor de células de Sertoli-
Leydig

Tumor de células Esteroidais

Disgerminoma

Coriocarcinoma

Carcinoma
embrionario
Teratoma Imaturo
Tumor do seio

endodérmico

A neoplasia maligna ovario é classificada em um grau, de acordo com a intensidade de

diferenciacdo celular existente na lesdo. Os carcinomas epiteliais de ovario de grau 1 sdo

pouco diferenciados quando comparados ao tecido normal, e tendem a ter um prognéstico

melhor. Os carcinomas epiteliais de ovario de grau 2 apresentam diferenciacdo celular

moderada e os de grau 3 sdo os mais indiferenciados, e apresentam pior prognostico, pior

resposta terapéutica. (CHARKHCHI et al., 2020).

Outra forma de classificacdo tumoral é a partir de sua apresentacdo molecular,

podendo ser classificado com tipo | ou tipo Il. Esse modelo dualista de carcinogénese

ovariana condensa os principais subtipos histopatologicos em tipo | e tipo Il com base em

componentes clinicos, genéticos e de desenvolvimento. Os canceres de ovario tipo | e Il séo
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doencas diferentes com implicacBes de desenvolvimento e progndésticos variadas. Em termos
de diagnostico, cerca de 30% dos carcinomas ovarianos diagnosticados sdo do tipo | e 70%
sdo do tipo Il (CHARKHCHI et al., 2020).

Os tumores do tipo | tendem a crescer lentamente e causar menos sintomas. Esses
tumores também parecem ndo responder bem a quimioterapia. Sdo considerados tumores
ovarianos do tipo | os tumores borderline serosos, carcinomas serosos de baixo grau e
carcinomas mucinosos, endometrioides e de células claras. Esses tumores desenvolvem-se de
maneira gradual a partir de tumores limitrofes e geralmente sdo diagnosticados em estadios
iniciais (I, I1), e costumam ter progndstico favoravel, sendo responsaveis por 10% das mortes
relacionadas ao cancer de ovario. Pacientes com tumores do tipo | sdo tipicamente
diagnosticados nos estadios iniciais e tém um prognéstico favoravel a longo prazo. O
diagnostico precoce de cancer de ovario no estadio | foi considerado o fator progndstico mais
importante para pacientes com cancer de ovario (CHARKHCHI et al., 2020).

Os tumores do tipo Il crescem rapidamente e tendem a se espalhar mais cedo. Esses
tumores tendem a responder melhor a quimioterapia. O carcinoma seroso de alto grau (grau 3)
é um exemplo de tumor do tipo Il. Sdo também considerados tumores do tipo Il os tumores
mesodérmicos malignos mistos (carcinossarcomas) e indiferenciados (KURMAN & SHIH,
2010; ALI-FEHMI et al., 2011; KURMAN & SHIH, 2011). Sabe-se que a maioria dos
tumores do tipo Il se desenvolve a partir das trompas de Falopio na forma de carcinomas
intraepiteliais tubarios serosos microscopicos (STIC). Esses tumores geralmente séo
diagnosticados em estadios avancados (11, 1V), quando a cura ndo é provavel, e apresentam
caracteristicas morfoldgicas e genéticas moleculares distintas em relacdo aos tumores do tipo
I. Os tumores do tipo Il séo responsaveis por 90% das mortes relacionadas ao cancer de
ovario. Alguns grupos de pesquisa propdem que os tumores do tipo Il deveriam ser o foco de

uma triagem extensa, a fim de que sejam identificadas melhorias no potencial de detecgédo
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desses canceres mais agressivos, em estadios nos quais o tratamento ideal seja possivel

(CHARKHCHI et al., 2020).

1.3 Fatores de Risco e Fatores Protetores

O risco de cancer de ovario € inversamente correlacionado com paridade, uso de
anticoncepcional oral, histerectomia e cirurgia de lagueadura. Uma historia familiar de cancer
de ovério é conhecida como o fator de risco mais importante. Outros fatores de risco
modestos incluem obesidade e terapia de reposicdo hormonal (Cancer Research UK, 2022).

Em geral, os principais fatores associados ao cancer do ovario podem ser classificados
como histéria familiar (alteracbes nos genes Brcal e Brca2, outras alteracBes génicas
hereditarias, sindrome de cénceres familiares), idade, fatores reprodutivos (nuliparidade,
infertilidade, menarca precoce, menopausa tardia, endometriose), fatores relacionados aos
habitos e estilo de vida (obesidade, tabagismo, aumento do consumo de carnes e gorduras,
inatividade fisica) e exposicdo ocupacional (talco, asbestos). A importancia dos fatores de
risco e protecdo no processo de carcinogénese do cancer do ovario depende do seu tipo
histoldgico. Os fatores reprodutivos apresentam um papel de destaque na histéria natural dos
carcinomas de origem epitelial (MEIRA et al., 2019; American Cancer Society, 2022).

Séo considerados fatores redutores de risco, ou protetores contra o cancer de ovario, 0s
periodos anovulatdrios devido a uso de contraceptivos orais, multiparidade, amamentacdo. A
salpingooforectomia bilateral e a laqueadura tubaria também sdo consideradas redutoras de

risco (INCA, 2022).
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1.4 Diagnostico, Rastreamento e Deteccdo Precoce

O cancer de ovario apresenta a maioria dos diagnosticos em estadios avancados, uma vez
que esta associado a sintomas inespecificos e tardios. Apesar do amplo conhecimento obtido
sobre essa patologia nos Gltimos anos, a taxa de sobrevida ndo melhorou significativamente
devido a alguns desafios em diagnostica-la e trata-la o mais precocemente possivel. Diferentes
modificacdes em niveis moleculares e genéticos no cancer de ovario sdo alguns desafios para
estabelecer uma plataforma terapéutica (VAFADAR et al., 2020).

Mulheres com sintomas e achados sugestivos de cancer de ovario devem ser avaliadas
com exame fisico e imaginoldgico da pelve. Ao identificar-se uma massa anexial, a avaliacdo
para excluir malignidade inclui historia clinica, exame fisico, estudos de imagem e exames
laboratoriais, avaliacdo dos marcadores tumorais. A abordagem cirdrgica da lesdo podera ser
realizada, e o diagnostico definitivo acontece através do exame histopatoldgico (INCA, 2022).

Apenas 20% dos casos afetados tém uma deteccdo precoce do cancer de ovario, pois a
maioria sé apresenta quadro sugestivo em fases mais avancadas da doenca. Os sinais e
sintomas mais comuns e que devem ser investigados séo: ascite, massa abdominal ou pélvica,
distensdo abdominal persistente, perda de apetite e peso, dor pélvica ou abdominal, mudanca
de habitos intestinais e/ou urinarios (INCA, 2022). O cancer de ovario muitas vezes pode ser
confundido com outras doencas uroldgicas, abdominais e ginecologicas, o que colabora para
detecces mais tardias. A auséncia de ferramentas e/ou testes especificos atrasa ainda mais o
diagnostico. Os biomarcadores sdo divididos em categorias de diagnostico, prognostico,
preditivo e de resposta. Porém a baixa sensibilidade e falta de especificidade séo os desafios
para a maioria dos biomarcadores estudados. Conforme observado anteriormente, a deteccao

precoce € crucial para aumentar as taxas de sobrevida de pacientes (CHANDRA et al., 2019).
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O rastreamento deve ser direcionado a um grupo populacional especifico em que o
balanco entre beneficios e riscos dessa pratica € mais favoravel, com maior impacto na
reducdo da mortalidade. Esforcos para o desenvolvimento de métodos de triagem eficazes
ainda ndo fornecem uma vantagem de sobrevivéncia suficiente. Portanto, a exames de rotina
em mulheres assintomaticas de risco médio nao é recomendada por sociedades meédicas. Esta
orientacdo se aplica a mulheres assintomaticas que ndo apresentem sindrome de cancer
hereditario de alto risco (CHARKHCHI et al., 2020; US Task Force, 2021; American Cancer

Society, 2022; INCA, 2022).

1.5 TNF, Inflamacéo e o Microambiente Tumoral

O carcinoma de ovario é de natureza heterogénea. A doenca progride através de varias
mudancas no nivel molecular. A complexidade dessa neoplasia decorre do microambiente
afetado por alteracBes em fatores genéticos e epigenéticos. Compreender o microambiente
tumoral é fundamental para o diagnostico, definicdo terapéutica individualizada e sobrevida,
ja que o microambiente varia para diferentes tipos de carcinomas ovarianos (CHANDRA et

al., 2019).

O cancer de ovario apresenta alta mortalidade e diagnostico tardio. A inflamacéo € um
fator de risco para o cancer de ovario, e a resposta inflamatoria esta envolvida em quase todos
os estadios de desenvolvimento do tumor (CHARLES et al., 2009). Estudos epidemiologicos
mostram que agentes anti-inflamatorios reduzem a incidéncia e a mortalidade de diversos
tipos de céncer, indicando o potencial papel de fatores pro-inflamatérios na carcinogénese. A
expressdo de fatores pro-inflamatorios em varios tipos de cancer, incluindo céancer de ovario,

foi avaliada em muitos estudos, produzindo resultados consistentes (PLEWKA et al., 2014).
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As citocinas sdo fatores polipeptidicos imunorreguladores autocrinos/paracrinos que
participam do processo de vérias condi¢des bioldgicas, incluindo inflamacéo e carcinogénese
(RABINOVICH et al, 2007; 2010). Tais fatores sdo produzidos por celulas tumorais, imunes
e estromais como fibroblastos e células endoteliais que podem ser capazes de regular a
proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo, migracdo e apoptose. As citocinas sdo encontradas
no tecido ovariano normal e associadas a malignidade podendo agir tanto como células
antitumorais, quanto como promotoras de tumores (MOH et al, 2021).

As citocinas orquestram a interacdo promotora de tumores entre as células malignas e o
sistema imunologico. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina chave liberada
por mondcitos e macréfagos. O TNF-a esta envolvido em fungdes bioldgicas essenciais, como
imunorregulacdo, modulacdo do crescimento e diferenciacdo celular (MARTINS FILHO et
al., 2014).

A resposta inflamatdria estd envolvida em quase todos os estadios do desenvolvimento
tumoral. O TNF-a ¢ um mediador chave na inflamagdo, ¢ expresso no microambiente do
cancer de ovéario e parece promover a progressao tumoral pela indugdo de citocinas
(HANAHAN et al, 2011; KROCKENBERGER et al., 2008). A sua expressao pode variar de
acordo com o subtipo de neoplasia ovariana, 0 que contribui para os fatores diagndsticos e
prognosticos (KOBEL et al, 2008; GILKS et al, 2008). A fungdo imune é comprometida por
mediadores da resposta inflamatdria sistémica, que aumenta leucocitos, neutrofilos, plaquetas,
proteina C reativa e fibrinogénio e diminui as concentracdes de linfocitos (ZHANG et al,
2015). Portanto, a carcinogénese pode resultar de uma falha da resposta imune.

A atuacdo do TNF ocorre sobre as mesmas celulas que a produzem (acao autocrina), sobre
as células da vizinhanca imediata (acdo paracrina), ou sistemicamente (acdo enddcrina). E
uma citocina mediadora de resposta inflamatoria aguda, e tem essa denominacao devido a sua

acao inflamatoria e trombotica em vasos neoplasicos, resultando em necrose tumoral. Sua
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sintese é efetivada por macréfagos, células dendriticas e outros tipos celulares, apds estimulo
por endotoxinas, imunocomplexos, toxinas, lesdes teciduais e/ou inflamacdo (ROBBINS,
COTRAN, 2012; ABBAS, LITCHMAN, PILLAI, 2015).

O TNF-a e seus receptores podem estar implicados na tumorigénese do carcinoma
ovariano através de trés mecanismos principais de acdo: 1) Ao afetar o
comportamento/atividade das células do carcinoma ovariano principalmente atraves do
TNFR2 que ndo ativa as vias apoptoticas, mas pode aumentar a morte celular induzida pelo
TNFR1 ou promover a ativacdo, migracdo ou proliferacdo celular através das proteinas
quinases ativadas por mitdgeno e NFkB (AL-LAMKI et al, 2005; MUKAI et al, 2009); 2)
afetando a morfologia celular. I1sso pode permitir que as células neoplasicas se soltem, se
mobilizem e se espalhem; 3) regulacdo de uma rede constitutiva de outras citocinas (IL6),
fatores angiogénicos e metaloproteinases que podem atuar de forma autocrina/paracrina para
promover a tumorigénese do carcinoma ovariano (PIURA et al, 2014).

A producdo ovariana autécrina de TNF-a estimula o crescimento de linhagens celulares
de céncer de ovéario (KULBE et al, 2007), por meio da sua interacdo com dois receptores,
TNFR1 e TNFR2 (SHIBATA et al, 2010). Logo, os subtipos do receptor de TNF-o podem
desempenhar um papel na modulagao da resposta imune na carcinogénese ovariana (SWANN
et al, 2008). A atividade do TNF-o ¢ mediada principalmente pelo TNFR1. O TNFR2 é
expresso nas ceélulas imunes infiltrantes/endoteliais e suas fungdes ainda nédo sdo claras, mas
provavelmente esta envolvido na promocdo da proliferacéo celular (SZLOSAREK et al, 2003;
MOCELLIN et al, 2005; AL-LAMKI et al 2005).

As ligages entre inflamag&o e cancer séo cada vez mais reconhecidos; varios mecanismos
envolvendo uma série de mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento

e radicais, foram descritos. A via do fator de necrose tumoral (TNF)/receptor de TNF (TNFR)
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é conhecida por influenciar a sobrevida de pacientes com cancer (OPALA et al, 2005). Vérios
estudos ja demonstraram isso, como descritos a seguir.

Estudos de hibridizacéo in situ correlacionaram a expressao de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) pelo epitélio tumoral e infiltracdo de macréfagos, com aumento do grau tumoral no
carcinoma ovariano. Outros mostram que mMRNA do TNF-a é expresso pelas células do
carcinoma de ovario e podem induzir células do epitélio superficial normal, promovendo
crescimento em ambos tipos celulares (SZLOSAREK, KULBE, 2006; KULBE et al., 2011;
MEIRA et al., 2019).

Inflamacdo persistente desencadeada por TNF-a pode predispor a danos ao DNA,
angiogénese, invasao, metastases e imunossupressdo local. Modelos animais investigando a
ligacdo entre inflamacdo e tumorigénese tém enfatizado um papel central para TNF-aepitelial
tumoral neste processo. Confirmou-se em estudo que 0 TNF-a é superexpresso no epitélio de
tumor ovariano e evidenciou-se uma desregulagdo na atividade do TNF-o que levou a
promoc¢do de microambiente tumoral proinflamatério (SZLOSAREK, KULBE, 2006).

A produgdo cronica de TNF-a no microambiente tumoral aumenta o recrutamento de
células mieloides de forma dependente de IL-17 que contribui para a acdo promotora de
tumor desta citocina pro-inflamatéria (HOLDBROOKS et al., 2018). As concentragdes
plasmaéticas de IL-22 e TNF-o foram significativamente elevadas em pacientes com cancer de
ovario em comparacdo com pacientes controle e neoplasias borderlines (WIESER et al.,
2019).

Varios estudos tém demonstrado que a associacdo do TNF-o e seus receptores com
prognostico no cancer de ovario podem ser alvos de novas estratégias de tratamento. A
expressdao de TNFR2 no microambiente do cancer esta associada a progressao do cancer,
metastase e evasdo imune. Assim, novas estratégias terapéuticas direcionadas a0 TNFR2

podem melhorar 0 manejo de pacientes com cancer de ovario (TORREY et al., 2017; AL-
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HATAMLEH et al., 2019). Além disso, os niveis do microambiente tumoral de STNFR2
(receptor 11 de TNF soluvel) tiveram uma associacdo com os graus de diferenciacdo tumoral 2
e 3 no cancer de ovario (NOMELINI et al., 2018)

O TNFR1 parece ser um fator chave no microambiente tumoral que é dependente da
cascata iniciada pelo TNF-a para a tumorigénese (JO E et al, 2020). Foi demonstrado também
que tecidos epiteliais de carcinoma ovariano expressam altos niveis de necrose tumoral o
(TNF-0), interleucina (IL)-6, IL-1a e IL-1pB. . Os niveis de¢ mRNA de TNF-a ¢ mRNA de
TNFR2 foram significativamente maiores em tecidos de carcinoma ovariano do que em
tecidos ovarianos normais, enquanto os niveis de mRNA de TNFR1 foram semelhantes.
TNFR1 e TNFR2 foram localizados principalmente nas células neoplasicas epiteliais do
tumor. O estudo indica um possivel papel do TNF-a na patogénese do carcinoma epitelial de
ovario através do TNFR2, que afeta alteracbes morfoldgicas, que podem estar envolvidas no
cancer de ovéario (JAMMAL et al., 2015).

O receptor do fator de necrose tumoral 2 (TNFR2) é expresso em algumas células
tumorais, como mieloma, linfoma de Hodgkin, cancer de co6lon e cancer de ovério, além de
células imunossupressoras. Niveis de microambiente tumoral de STNFR2 podem representar
um fator de mau progndstico no cancer de ovario epitelial (YANG et al., 2015).

Embora a nanomedicina tenha sido extensivamente estudada como portadora de
agentes imunoterapéuticos contra o cancer, nenhum estudo até o momento foi direcionado ao
TNFR2 no tratamento do cancer. De uma perspectiva epigeneética, estudos anteriores indicam
que a desmetilacdo do DNA pode ser responsavel por altas expressdes de TNFR2 em modelos
de cancer. Essa abordagem pode maximizar o potencial anticancerigeno da imunoterapia
baseada em nanomedicina e, consequentemente, melhorar significativamente os resultados do

manejo de pacientes com malignidade (NOMELINI et al., 2018).
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A ativacdo do receptor de morte do receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1)
pelo TNF induz a sobrevivéncia celular ou a morte celular. No entanto, 0os mecanismos que
mediam esses resultados distintos permanecem pouco compreendidos. Essas descobertas
coletivas apontam para um novo mecanismo dependente de glicosilacdo que regula a resposta
celular ao TNF e pode promover a sobrevivéncia de células cancerigenas em microambientes
tumorais ricos em TNF (NEGUS et al., 1998). Os resultados de estudo sugerem que a
expressao tecidual de TNFR2 em cancer de ovario epitelial esteja correlacionada com o maior
risco de progressdao do cancer. Assim, o valor clinico do sistema TNF ativado no cancer de
ovario epitelial precisa ser mais investigado (LI et al., 2019).

O melhor entendimento da regulagdo do TNF-o possibilitara terapéuticas mais

eficazes, tendo como alvo a expressdo do mesmo (SZLOSAREK, KULBE, 2006).
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JUSTIFICATIVA
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JUSTIFICATIVA

O cancer de ovario apresenta como caracteristica geral o diagndstico tardio, e
consequentemente, maior letalidade. Apesar de muitos estudos, pouco se evoluiu em termos
de reducdo de morbimortalidade, terapéuticas e melhora de sobrevida a essa doenca. A
avaliacdo do microambiente tumoral proporcionou descobertas a respeito das formas de agédo
do TNF e seus receptores. Ao serem dosados, servirdo para melhor entendimento da
carcinogénese e prognostico, e até mesmo melhor e mais individualizada programacéo

terapéutica.
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HIPOTESE
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HIPOTESE NULA
N&o h& diferencas na imunomarcacdo de TNF e seus receptores em lesdes ndo

neoplésicas, benignas e malignas.

HIPOTESE ALTERNATIVA

A imunomarcacdo estromal forte de TNF, TNFR1 e TNFR2 é mais encontrada em
neoplasias malignas de ovario, em comparacdo com neoplasias benignas e lesdes nao
neoplasicos de ovario, e ha associacdo de imunomarcacdo forte de TNFR2 com fatores de pior

prognostico.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Gerais
Avaliar a imunomarcacdo estromal de TNF-a e seus receptores em lesdes ndo neoplasicas,

neoplasias benignas e malignas de ovario.

Especificos

Comparar a imunomarcacdo de TNF-a e seus receptores: receptor tipo 1 (TNF-1R1) e
receptor tipo 2 (TNFR2) no estroma peritumoral de lesdes ndo neoplasicas, neoplasias

benignas e malignas de ovario.

Relacionar a imunomarcacéo estromal de TNF-a e seus receptores: receptor tipo 1 (TNFR1) e
receptor tipo 2 (TNFR2) de pacientes com neoplasia maligna de ovéario com fatores
progndsticos clinicos (idade, paridade, histéria de terapia hormonal, menacme e menopausa),
laboratoriais (relacdo neutrofilo-linfocito, relacdo plaqueta-linfécito, glicemia de jejum,
marcadores tumorais) e patoldgicos (estadiamento, tipo de carcinogénese e grau de

diferenciacéo).

Avaliar a sobrevida livre de progressdo e sobrevida global em pacientes com neoplasia

maligna de ovario, de acordo com os valores de TNF-a e seus receptores.
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MATERIAIS E METODOS
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PACIENTES

Trata-se de um Estudo de Coorte, envolvendo pacientes atendidas no Ambulatério de
Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro — UFTM entre os anos 1997 a 2020 que apresentaram indicagcdo de
tratamento cirargico de acordo com critérios pré-estabelecidos (MURTA et al., 2004,
MURTA & NOMELINI, 2006) fizeram parte desse estudo. Foram revisados os resultados
anatomo-patologicos em parafina, sendo entdo incluidas no estudo as pacientes com
diagnostico confirmado de neoplasia maligna epitelial de ovario (n=43), neoplasia benigna de
ovario (n=37), e lesGes ndo neoplasicas de ovario (n=15). Os casos borderline foram incluidos
no grupo de neoplasias malignas. Foi realizado imunohistoquimica para TNF-a e seus

receptores 1 e 2, conforme detalhado a seguir.

Consentimento foi obtido de cada paciente incluida no estudo. O estudo foi

aprovado pelo CEP, parecer: 34770014.4.0000.5154.

Critérios de Indicacéo de Laparotomia Exploradora

Os critérios de indicagdo de cirurgia foram: cistos anecoicos com didmetro méaximo
menor que 7 cm, com persisténcia da alteracdo por mais que 6 meses e marcadores tumorais
normais; pelo menos um marcador tumoral alterado; cistos anecoicos com didmetro maximo
maior ou igual a 7cm; massas ovarianas com conteddo solido, presenca de vegetacdo
intracistica, septos grossos, 2 ou mais septos finos; bilateralidade; presencga de ascite; color
Doppler com indice de resisténcia menor ou igual a 0,4 (MURTA et al., 2004; MURTA &

NOMELINI, 2006).
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Critério de Inclusao

O critério de inclusdo foi diagnostico de neoplasia maligna primaria de ovario, ou
neoplasia benigna de ovario, ou lesdo nao neoplasica de ovario, confirmados pelo anatomo-

patoldgico em parafina.

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.

Variaveis Analisadas

Os seguintes dados dos prontuarios foram anotados em banco de dados especifico para o
estudo: idade, paridade, historia de terapia hormonal, idade da menarca, idade da
menopausa, tipo histoldgico, grau histolégico, estadiamento (FIGO), metastases em
linfonodos, classificacdo em tipo | e tipo Il de céncer de ovério, sobrevida livre de
progressdo (periodo entre a data da cirurgia até a data da primeira recidiva) e sobrevida
global (periodo entre a data da cirurgia até o 6bito por qualquer causa) (foram expressas

em meses), e os resultados dos experimentos.

Calculo amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado a partir da amostragem aleatoria
simples e calculado pela férmula n=z(1-y)/2p)2p(1-p)d2. Considerou-se erro absoluto
toleravel de 5% (d) e confiabilidade e precisdo da amostra de 95%. Com estes

parametros obteve-se o numero total de 93 pacientes.
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Em relacdo aos tumores epiteliais, foram considerados tumores ovarianos do tipo | 0s
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).

METODOS

Estudo anatomo-patologico

Foi realizado pelo Servico de Patologia Cirtrgica da UFTM nos cortes embebidos
em parafina, sendo que os casos foram revisados por um observador da Servico de Patologia
Cirurgica, para a escolha dos melhores cortes para a realizagdo de estudo imunohistoquimico.
A avaliacdo anadtomo-patoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de acordo com
os critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO

(ZEPPERNICK, MEINHOLD-HEERLEIN, 2014).

Imunohistoquimica
Os espécimes obtidos por ressec¢do cirurgica foram processados em parafina e
revisados por patologista experiente. Os casos selecionados foram submetidos a novos cortes
(4pm) em laminas silanizadas (ATPS - Silano, Sigma® A3648), empregando-se o Sistema de
detec¢dao de Polimeros Novolink™. As laminas permaneceram em estufa a uma temperatura

de 56°C por um periodo de 24h, e em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol,
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permanecendo 5 minutos em cada banho e desidratadas em 3 banhos de alcool absoluto e 1
banho de é&lcool a 80%, 10 segundos cada banho. Posteriormente, apds as laminas
permaneceram em banho de solucdo salina tamponada, o PBS (pH 7.2) durante 5 minutos,
para hidratacdo. Logo depois foi realizada a recuperacdo dos antigenos. As laminas foram
colocadas em tubos de citologia contendo solucdo tampéo Tris-EDTA, 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 a temperatura ambiente de 22°C.

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

Apos esta etapa, as 1aminas foram lavadas 3 vezes em tampdo PBS durante 5 minutos
cada lavagem. Em seguida as laminas foram incubadas com Bloqueador de Proteinas por 15
minutos. Apos esta etapa, as laminas foram lavadas 3 vezes em tampdo PBS durante 5
minutos cada lavagem e incubadas com anticorpo primario diluido em BSA, (o anticorpo foi
diluido em albumina do soro bovina (Sigma®) de acordo com as indicagdes presentes em suas
especificacbes. Essas preparacdes de albumina bovina (BSA a 2%) e anticorpo primario
permitem bloquear as liga¢cdes inespecificas, para reduzir coloracdo de fundo), por cerca de 18
horas, em camara umida, a 4 °C.

Foram utilizados controles positivos para cada anticorpo, mediante pre-requisitos do
fabricante. Apos a incubacdo overnight a 4 °C com os anticorpos especificos anti-TNF, anti-
TNFRL1 e anti-TNFR2, as laminas foram colocadas a temperatura ambiente por cerca de 15

minutos e foram novamente lavadas com tampao PBS durante 5 minutos cada lavagem e
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secas. Os anticorpos primarios utilizados no trabalho, diluicdes e controles estdo descritos no
Anexo C. As laminas entdo, foram incubadas com Anticorpo pds-primario durante 30
minutos. Foram lavadas com tampédo PBS durante 5 minutos. Em seguida as laminas foram
incubadas com Polimero Novolink™ durante 30 minutos. Foram lavadas com tampao PBS
durante 5 minutos cada lavagem. Apds lavagem com PBS, as laminas foram reveladas através
da adicédo da solucdo cromodgena (Diaminobenzidine - DAB), por 5 minutos. Apos, 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 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 laminas com entellan para posterior analise.

Foram utilizados controles positivo e negativo. Dois observadores avaliaram as
laminas, e a concordancia interobservador foi calculada pelo kappa (ARANGO, 2001). A
intensidade de imunomarcacdo no estroma peritumoral foi avaliada subjetivamente utilizando-
se 0 a 3 (GEORGIANNOS et al., 2003): 0 (nenhuma marcagédo), 1 (marcacdo fraca), 2
(marcacdo moderada), 3 (marcacdo forte). No estudo imunohistoquimico, a concordancia
entre os dois observadores foi realizada através do kappa: k <0,4: concordancia fraca; 0,4< «
<0,8: concordancia moderada; 0,8< k <1,0: concordancia forte; k =1,0: concordancia perfeita.

Todos os casos discordantes foram reavaliados e o resultado foi definido por consenso.
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Segue, a seguir, imagens de coloracdes de imuno-histoquimica. Sao cortes histolégicos

de lesOes ovarianas estudadas.

Figura 1 — Imunomarcacdo estromal (2-3) de TNF-a em Adenocarcinoma Seroso Borderline

(100x).
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(100x).
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Figura 3 — Imunomarcagéo estromal (2-3) de TNF-o. R1 em Adenocarcinoma Seroso

Borderline (100x).
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Figura 4 - Imunomarcagéo estromal (0-1) de TNF-o R1 em Cistadenoma Seroso (100x).

Figura 5 — Imunomarcacdo estromal (2-3) de TNF-a R2 em Adenocarcinoma Seroso

Borderline (100x).
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Figura 6 - Imunomarcacéo estromal (2-3) de TNF-o R2 em Cistadenoma Mucinoso (100x).

Avaliagéo do hemograma e marcadores tumorais

O hemograma e marcadores tumorais foram coletados no pré-operatério. Os
pardmetros do hemograma avaliados foram hemoglobina, valor absoluto de neutrdfilos,
neutréfilos em banda, neutrofilos segmentados, eosindfilos, basofilos, linfocitos, mondcitos e
plaquetas. Os valores de RDW, razédo neutrofilo-linfocito (NLR) e razdo plaqueta-linfécito
(PLR) também foram avaliados. A NLR foi calculada dividindo-se o nimero absoluto de
neutrdfilos pelo numero absoluto de linfdcitos. O PLR foi calculado dividindo-se o numero
absoluto de plaquetas pelo numero absoluto de linfdcitos. Os marcadores tumorais avaliados

foram CA-125, CA 15.3 e CA19.9.
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Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 6, MedCalc 19.0.4 e
IBM SPSS Statistics 20. A avaliacdo dos fatores prognosticos nos casos malignos e a
comparacao entre tumores ndo neoplasicos, neoplasias benignas e malignas foi realizada
pelo teste exato de Fisher. A avaliacdo da sobrevida global e livre de doenca foi
realizada através de curvas de Kaplan-Meier e log-rank. Os valores de marcadores
tumorais e parametros de hemograma foram comparados entre 0s grupos de
imunomarcacao fraco (0/1) e forte (2/3) por Mann -Teste de Whitney. Para 0s
parametros que foram estatisticamente significativos, uma curva ROC foi usada para
obter a area sob a curva (AUC) e para determinar os melhores valores de corte entre a
imunomarcacao fraca (0/1) e forte (2/3). Para os dados com significancia estatistica
nessa analise, foi realizada analise multivariada. O nivel de significancia foi inferior a

0,05.

Redacao do texto

O texto desse trabalho foi redigido conforme as normas técnicas da Associacédo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2021).
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RESULTADOS

RESULTADOS
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Foram inseridas neste trabalho 95 pacientes distribuidas em 3 grupos (37
neoplasias benignas, 43 neoplasias malignas e 15 lesdes ndo neoplasicas).

No grupo de neoplasias malignas, a mediana de idade foi de 56 anos (17-81
anos), a paridade mediana foi de 2 partos (0-12 partos), a idade mediana de menarca foi
13 anos (10-16 anos), a idade mediana da menopausa foi 49 anos (33-57 anos). Foram a
Obito 17 pacientes (39,5%) deste grupo.

No grupo de neoplasias benignas, a mediana de idade foi de 48 anos (18-69
anos), a paridade mediana foi de 2 partos (0-7 partos), a idade mediana de menarca foi
13 anos (11-17 anos), a idade mediana da menopausa foi 49 anos (29-55 anos).

No grupo de lesdes ndo neoplasicas, a mediana de idade foi de 46 anos (35-82
anos), a paridade mediana foi de 2 partos (0-5 partos), a idade mediana de menarca foi
13 anos (11-15 anos), a idade mediana da menopausa foi 47 anos (38-50 anos).

Segundo a International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), os
estadiamentos das neoplasias malignas foram: 1A com 20 (46,5%) pacientes, IB com 1
(2,3%) paciente, 1C2 com 3 (7,0%) pacientes, IC3 com 1 (2,3%) paciente, 1B com 1
(2,3%) paciente, I1IAL(i) com 2 (4,7%) pacientes, 11IA2 com 1 (2,3%) paciente, I1IB
com 3 (7,0%) pacientes, 111IC com 9 (27,9%) pacientes e IVB com 2 (4,7%) pacientes

(Figura 7).

Figura 7: Frequéncia do estadiamento das pacientes com Neoplasias Malignas de
Ovério atendidas no Ambulatdrio de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e

Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997



53

a 2020, segundo os critérios da International Federation of Gynecology and Obstetrics -

FIGO/2016.

Estadiamento FIGO
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Fonte: O Autor.

Em relacdo ao grau de diferenciacdo histoldgica dos tumores malignos, 14
pacientes (32,6%) obtiveram grau 1, 14 pacientes (32,6%) obtiveram grau 2 e 15

(34,9%) pacientes obtiveram grau 3.

Figura 8 — Frequéncia do Grau Histologico das pacientes com Neoplasias Malignas de
Ovério atendidas no Ambulatdrio de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de
1997-2020, segundo os critérios da International Federation of Gynecology and

Obstetrics - FIGO/2016.
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Grau histologico

mGrau1 mGrau2 mGrau 3

Fonte: O Autor.

Os subtipos moleculares das neoplasias malignas foram: tipo | 19 pacientes

(44,2%) e tipo 11 24 (55,8%) pacientes.

Figura 9: Frequéncia do Subtipo Molecular das pacientes com Neoplasias Malignas de
Ovaério atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de
1997-2020, segundo os critérios da International Federation of Gynecology and

Obstetrics - FIGO/2016.
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Subtipos Moleculares

Fonte: O Autor.

A classificacdo histologica das pacientes com Neoplasias Benignas esta listada
na tabela 3, assim como a classificacdo histoldgica das pacientes com Neoplasias
Malignas de ovario descritas na tabela 4 e das pacientes com lesGes ndo neoplasicas

descritas na tabela 5.

Tabela 3: Classificacdo Histologica das pacientes com Neoplasias Benignas de Ovario
atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM, no periodo de

1997-2020.

Diagnostico Histoldgico n %




Cistoadenoma Mucinoso

Cistoadenoma Seroso

17

20

56

46

54

Fonte: O Autor.

Tabela 4: Classificacdo Histologica das pacientes com Neoplasias Malignas de Ovério

atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e

Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de

1997-2020.

Diagnostico Histoldgico das Neoplasias Malignas n %
Adenocarcinoma Endometriode 1 23
Adenocarcinoma de Células Claras 1 23
Tumor de células de Sertoli-Leydig / tumor dos cordBes sexuais 1 2,3
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Tumor Endometridide Borderline 1 23
Cistadenocarcinoma Mucinoso 3 7,0
Tumor de Células da Granulosa 3 70
Tumor Seroso Borderline 4 93
Adenocarcinoma indiferenciado 5 11,6
Tumor Mucinoso Borderline 8 18,6
Cistadenocarcinoma Seroso 16 37,2

Fonte: O Autor.

Tabela 5: Classificacdo Histoldgica das pacientes com LesGes ndo neoplésicas de
Ovério atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de
1997-2020.

Diagnostico Histoldgico das Lesbes ndo neoplasicas n %
Cisto de Incluséo 1 6,7
Corpo Luteo Hemorragico 2 13,3
Cisto Folicular 3 20,0
Cisto Teca Luteinico 4 26,7
Cisto Simples 5 33,3

Fonte: O Autor.
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A Tabela 6 demostra as diferencas na marcacdo tecidual estromal por
imunohistoquimica das citocinas entre neoplasias malignas, benignas e lesbes ndo
neoplésicas de ovério.

Houve maior imunomarcagdo de TNF R1 em neoplasias malignas comparando-
se as neoplasias benignas, maior imunomarcacdo de TNF R2 em neoplasias malignas
comparando-se as neoplasias benignas, maior imunomarcacdo de TNF em neoplasias
benignas comparando-se com os lesfes ndo neoplésicas, menor imunomarcagdo de TNF
R1 em neoplasias benignas comparando-se com os lesGes ndo neoplasicas, maior
imuno-marcacdo de TNF e TNF R2 em neoplasias malignas comparando-se com 0s

lesBes ndo neoplasicas.

Tabela 6: Diferencas na marcacdo tecidual estromal por imunohistoquimica das
citocinas entre neoplasias malignas, benignas e lesGes ndo neoplasicas de ovario das
pacientes atendidas no Ambulatério de Massa Pélvica da Disciplina de Ginecologia e
Obstetricia Universidade Federal do Triangulo Mineiro - UFTM, no periodo de 1997 a
2020.

0/1 2/3 p

TNF Estromal Neoplasias Benignas 11 (29,7%) 26 (70,3%)
0,2969

(n=37/43) Neoplasias Malignas 8 (18,6%) 35 (81,4%)

TNFR1 Estromal  Neoplasias Benignas 37 (100,0%) 0 (0%)
< 0.0001*

(n=37/43) Neoplasias Malignas 17 (39,5%) 26 (60,5%)

TNFR2 Estromal  Neoplasias Benignas 30 (81,1%) 7 (18,9%)
0,0091*

(n=37/43) Neoplasias Malignas 22 (51,2%) 21 (48,8%)

TNF Estromal Neoplasias Benignas 11 (29,7%) 26 (70,3%)
0,0016*

(n=37/15) Lesdes ndo neoplasicas 12 (80,0%) 3 (20,0%)




59

TNFR1 Estromal  Neoplasias Benignas  37(100,0%) 0 (0%)

0,0002*
(n=37/15) Lesdes ndo neoplasicas 9 (60,0%) 6 (40,0%)
TNFR2 Estromal  Neoplasias Benignas 30 (81,1%) 7 (18,9%)
0,0933
(n=37/15) Lesdes ndo neoplésicas 15 (100,0%) 0 (0%)
TNF Estromal Neoplasias Malignas 8 (18,6%) 35 (81,4%)
< 0.0001*
(n=43/15) Lesdes ndo neoplésicas 12 (80,0%) 3 (20,0%)
TNFR1 Estromal  Neoplasias Malignas 17 (39,5%) 26 (60,5%)
0,231
(n=43/15) Lesdes ndo neoplasicas 9 (60,0%) 6 (40,0%)
TNFR2 Estromal  Neoplasias Malignas 22 (51,2%) 21(48,8%)
0,0004*

(n=43/15) Lesdes ndo neoplésicas 15 (100,0%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher, com nivel de significAncia de p<0,005. 0/1: Imunomarcagdo
Fraca. 2/3: Imunomarcacao Forte. Fonte: O Autor.
A tabela 7 mostra a relagdo entre a marcacdo tecidual estromal dos imuno-

marcadores estudados e fatores progndésticos patoldgicos, clinicos e laboratoriais em

neoplasias malignas de ovario.

Foi possivel verificar associagdo entre glicemia <100 e forte marcagao
imunohistoquimica de TNF (p=0,0091). Ndo houve diferenca significativa em relacdo
aos demais imunomarcadores estudados com os fatores prognésticos patoldgicos,

clinicos e laboratoriais avaliados.
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Tabela 7: Relacdo da marcacdo tecidual estromal por imunohistoquimica das citocinas

e fatores prognosticos patoldgicos, clinicos e laboratoriais em neoplasias malignas de

ovario.
TNF TNF TNFR1  TNFR1 TNFR2 TNFR2
0,1 2,3 0,1 2,3 0,1 2,3
Grau 1 1(7,1%) 13(92,9%) 6(42,9%) 8(57,1%) 6(42,9%) 8(57,1%)
Histoldgico
(n=43) 2/3 7(24,1%) 22 (31,9%) 11(37,9%) 18(62,1%) 16(55,2%) 13(44,8%)
. il 4(15,4%) 22(84,6%) 8(30,8%) 18(69,2%) 12(46,2%) 14(53,8%)
Estadiamento
(FIGO) (n=43) N/IV  4(23,5%) 13(76,5%) 9(50%)  9(50%) 10(58,8%) 7 (41,2%)
Subtipo | 3(15,8%) 16(84,2%) 9(47,4%) 10(52,6%) 8(42,1%) 11(57,9%)
Molecular
(n=43) I 5(20,8%) 19(79,2%) 8(33,3%) 16(66,7%) 14(58,3%) 10(41,7%)
Metastases Positiva  4(40%) 6(60%) 5(50%) 5(50%) 7(70%) 3(30%)
em
Linfonodos Negativa 4(14,8%) 23(85,2%) 9(33,3%) 18(66,7%) 13(48,1%) 14(51,9%)
(n=37)
. >12  5(15,6%) 27(84,4%) 11(34,4%) 21(65,6%) 15(46,9%) 17(53,1%)
Hemoglobina
> =
212 (n=43) <12 3(27,3%) 8(72,7%) 6(54,5%) 5/(45,5%) 7(63,6%) 4(36,4%)
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Glicemia <100 27(93,1%)* 11(37,9) 18(62,1%) 14(48,3%) 15(51,7%)
(mg/dL)
(n=43) >100 8(57,1%) 6(42,9%) 8(57,1%) 8(57,1%) 6 (42,9%)
Resposta a Completa 9(90%) 6 (60%) 4(40%) 5(50%) 5(50%)
Quimioterapia
(n=19) Parcial 6(66,7%) 2(22,2%) 7(77,8%) 6(66,7%) 3(33,3%)
. > 36 6(75%) 8(61,5%) 5(38,5%) 8(61,5%) 5(38,5%)
Sobrevida
. meses
Livre da
Doenga 0, o) 0, 0, 0, 0,
(n=43) <36 8(22,9%) 27(77,1%) 9(30%) 21(70%) 14(46,7%) 16(53,3%)
meses

*p=0,0091, comparando a Glicemia <100/>100 (Teste Exato de Fisher p<0,05). Fonte: O autor.

Nas andlises de sobrevida livre de doenca e sobrevida global, ndo houve

diferencas entre imunomarcacdo fraca e forte de TNF- a, TNFR1 e TNFR2 (figuras 10-

16).

Survival Functions

10 W

0,51

Cum Survival

0,4

0,0

100 150
DFS

200

TME
g
Mimarcagio 203
= 0-censored
—marcagio 2/3-censored



62

Figura 10 - Sobrevida livre de doenga em imunomarcacéo fraca e forte de TNF-a
(p=0.835).
Survival Functions

10- THFR1
_rg
Mimarcagdes 2/3
+

= D-censored
A‘ t—marcagies 2/3-censored

0,5

0,56

Cum Survival

0,4

0,24

0,0

Figura 11 — Sobrevida livre de doengca em imunomarcacéo fraca e forte de TNFR1

(p=0,291).
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Survival Functions
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Figura 12 — Sobrevida livre de doenca em imunomarcacéo fraca e forte de TNFR2
(p=0,244).
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Survival Functions
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Figura 13 — Sobrevida global em imunomarcacéo fraca e forte de TNF-a (p=0,507).
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Figura 14 — Sobrevida global em imunomarcacao fraca e forte de TNFR1 (p=0,892).
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Survival Functions
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Figura 15 — Sobrevida global em imunomarcacéo fraca e forte de TNFR2 (p=0,834).

Em relacdo a associacdo da imunomarcagdo com parametros do hemograma e
marcadores tumorais, os resultados estdo descritos a seguir. Para TNF-a, analisando as
curvas ROC, houve significancia estatistica para basofilos (valor de corte > O0;
sensibilidade = 14,3%; especificidade = 100%; AUC = 0,571; p = 0,017) e neutrofilos
(valor de corte < 3900; sensibilidade = 54,3; especificidade = 100%; AUC = 0,663; p =
0,04) entre imunomarcacao forte (2/3) e fraca (0/1). Em relacdo ao TNFRL1, pela curva
ROC, foi encontrado um valor de corte de monaocitos > 312/mma3 entre imunomarcacao

forte (2/3) e fraca (0/1), com sensibilidade de 92,3% e especificidade de 47 . 1% e AUC
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= 0,708 (p=0,013). Em relacdo ao TNFR2, o valor de corte de CA-125 foi < 95,16U/ml
entre imunomarcacdo forte (2/3) e fraca (0/1), com sensibilidade de 89,5% e
especificidade de 52,4% e AUC = 0,704 ( p=0,017). Ainda em relacdo ao TNFR2, o
valor de corte para o numero absoluto de plaquetas foi < 298.000/mm3 entre
imunomarcagao forte e fraca, com sensibilidade de 81% e especificidade de 54,5% e
AUC = 0,672 (p=0,04) (Figura 16). Ndo houve significancia estatistica com os demais

parametros do hemograma e marcadores tumorais avaliados.

Apds estabelecer os valores de corte pelas curvas ROC, foi realizada uma analise
multivariada, que mostrou que uma contagem absoluta de mondcitos > 312/mm3 esta
associada a forte imunomarcacao estromal (2/3) de TNFR1, e um valor plaquetario <
298.000/ mma3 esta associado a forte (2/3) imunomarcacdo estromal de TNFR2 (Tabelas
8 e 9). A Figura 8 mostra as diferencas nas medianas da contagem absoluta de
monacitos nos grupos de TNFR1 de imunomarcacao fraca e forte, e as diferencas nas
medianas da contagem absoluta de plaquetas nos grupos de imunomarcacao fraca e forte

de TNFR2.

Tabela 8 — Andlise multivariada das variaveis: idade, status hormonal, grau histolégico,
tipo de cancer de ovario, estadiamento e contagem absoluta de mondcitos considerando

imunomarcagao estromal para TNFR1.
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Variavel Anélise Multivariada

OR (95% IC) p-value
Idade (> 50 anos x <50 anos) 0.318 (0.028-3.591) 0.354
Status Hormonal (menopausa X menacme) 3.904 (0.302-50.5) 0.297
Grau Histolégico (2/3 x 1) 0.376 (0.025-5.623) 0.479
Tipo (11 x 1) 4,581 (0.326-64.363) 0.259
Estadiamento (111/1V x I/11) 0.357 (0.052-2.438) 0.294
Contagem de Mondcitos (> 312/mm® x < 11.365 (1.485-86.956) 0.019
312/mm?)

Tabela 9 — Andlise multivariada das variaveis idade, status hormonal, grau histolégico,
tipo de cancer de ovario, estadiamento, Ca-125 sérico e contagem absoluta de plaquetas

considerando a imunomarcagao estromal com TNFR2.

Variavel Andlises Multivariadas
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OR (95% IC) p-value
Idade (> 50 anos x <50 anos) 5.9 (0.584-59.643) 0.133
Status Hormonal (menopausa X menacme) 0.153 (0.014-1.664) 0.123
Grau Histoldgico (2/3 x 1) 2.117 (0.184-24.324) 0.547
Tipo (11 x 1) 0.354 (0.031-4.034) 0.403
Estadiamento (11I/IV x I/11) 0.703 (0.131-3.780) 0.681
Ca-125 (<65.16U/mL x >95.16 U/mL) 2.457 (0.552-10.948) 0.238
Contagem Plaquetaria (< 298,000/mm?® x 6.739 (1.398-32.483) 0.017

>298.000/mm?®)

Figura 16: Curvas ROC relacionando imunomarcacéo estromal forte (2/3) e fraca (0/1)
de TNF-alfa com contagem absoluta de baséfilos e neutréfilos, TNFR1 com contagem
absoluta de mondcitos e valor de CA 125 e TNFR2 com contagem absoluta de

plaquetas.
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Figura 17: Diferencas nas medianas das contagens absolutas de mondcitos nos grupos

de imunomarcacéo fraca e forte de TNFRL1, e as diferencas das medianas das contagens

absolutas de plaquetas nos grupos de imunomarcacéo fraca (0/1) e forte (2/3) de TNFR2

(p=0,0266 ep=0,0321, respectivamente).
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DISCUSSAO

A importéncia dos fatores de risco e protecdo no processo de carcinogénese do
cancer do ovario depende do seu tipo histologico. Os trés tipos histolégicos mais
incidentes sdo o cancer epitelial do ovario, cancer de células germinativas e 0s tumores

de células do corddo estromal sexual. Dentre esses, destaca-se o epitelial, responsavel



73

por 90% dos casos novos, ampliando sua incidéncia a partir dos 40 anos de idade. Neste
estudo, a idade média para o acometimento pela patologia foi de 56 anos. Os fatores
reprodutivos apresentam um papel de destaque na historia natural deste tipo de cancer
(MEIRA, 2019). A incidéncia de carcinoma epitelial de ovario aumenta com o avanco
da idade (INCA, 2022). O cancer de ovario é raro em mulheres com menos de 40 anos.
A maioria dos canceres de ovario se desenvolve apds a menopausa. Metade de todos 0s
canceres de ovario é encontrada em mulheres com 63 anos de idade ou mais (American
Cancer Society, 2022).

As neoplasias malignas de ovario com origem epitelial foram a maioria dos
casos estudados. De fato, 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 embrionério presente na superficie ovariana, através da formacao
de um cisto no interior da capsula ovérica. Este cisto apresenta crescimento por periodo
indeterminado antes de ter capacidade de formacdo de metastases (PIVER, BARLOW,
LELE, 1978; RUBIN, 1992; MURTA, ANDRADE, BIGHETTI, 1995). As formas de
disseminacdo do cancer de ovario sdo por continuidade (atingindo 6rgdos 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 cavidade peritoneal
(FELDMAN & KNAPP, 1974). A disseminagdo linfatica é frequente, ao contréario da
hematogénica.

Nos casos avaliados, o diagnostico em fase inicial aconteceu em 46,5% dos
casos, dado que surpreende, j& que uma caracteristica importante do cancer de ovario é
o diagnostico tardio. Estudos mostram que apenas 20% dos casos afetados tém uma

deteccdo precoce da doenca (CHANDRA et al., 2019). A maioria dos casos (>80%) é
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diagnosticada em estadio avancado, quando o tumor se espalhou para a cavidade
peritoneal e 6rgdos abdominais superiores, apos a doenca ja ter ultrapassado a cavidade
pélvica (KUROKI, GUNTUPALLLI, 2020). Em 2018, 295.000 novos casos de cancer de
ovario foram diagnosticados, levando a morte de mais de 180.000 mulheres em todo o
mundo. A taxa de sobrevida em 5 anos para cancer de ovario em estadio inicial (I, 11) é
de cerca de 90%, enquanto apenas 20 a 40% das pacientes com céancer de ovario em
estadio tardio (I11, IV) vivem além de cinco anos. Apesar dos avangos no tratamento, as
pacientes com cancer de ovario tm uma sobrevida global em 5 anos de 45%, tornando
esta doenga a segunda neoplasia ginecol6gica mais letal. Cerca de trés quartos dos
canceres de ovario epiteliais invasivos apresentam sintomas apenas em estadio
avancado, enquanto os pacientes em estadio inicial apresentam apenas alguns sintomas
leves e inespecificos (Cancer Research UK, 2022). Apesar do amplo conhecimento
obtido sobre essa complicacdo nos Gltimos anos, a taxa de sobrevida ndo melhorou
significativamente devido a alguns desafios em diagnostica-la e tratd-la o mais
precocemente possivel. Diferentes modificacbes em niveis moleculares e genéticos no
cancer de ovario resultam em alguns desafios para estabelecer uma plataforma
terapéutica (VAFADAR et al., 2020). A medida que a doenca progride, fica ainda mais
dificil tratar e gerenciar os pacientes. Muitos profissionais de satde confundem cancer
de ovario com outras doencgas uroldgicas, abdominais e ginecoldgicas devido a
sobreposicao de sinais e sintomas, resultando em detecc¢des tardias. Os ovarios ndo tém
cobertura peritoneal; portanto, o cancer se espalha localmente para a cavidade
peritoneal, resultando em sintomas. A auséncia de ferramentas e equipamentos de teste
eficazes atrasa ainda mais o processo de deteccdo de CO. Conforme observado
anteriormente, a deteccdo precoce € crucial para aumentar as taxas de sobrevida de

pacientes com CO em estadio avancado. Os biomarcadores sdo divididos em categorias
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de diagndstico, progndstico, preditivo e de resposta. Baixa sensibilidade e falta de
especificidade sdo os desafios para a maioria dos biomarcadores estudados
(CHANDRA et al., 2019).

O modelo dualista de carcinogénese ovariana condensa 0s principais subtipos
histopatoldgicos em tipo | e tipo 1l com base em componentes clinicos, genéticos e de
desenvolvimento. Em termos de diagndstico, cerca de 30% dos carcinomas ovarianos
diagnosticados sao do tipo | e 70% s&o do tipo II. Nesta andlise, a maioria dos casos foi
do tipo 11 (55,8% das pacientes). Os tumores do tipo | sdo geralmente confinados aos
ovarios (estadio I) e tm prognostico favoravel, sendo responsaveis por 10% das mortes
relacionadas ao cancer de ovario. Ao contrério, os tumores do tipo Il mais agressivos,
com maior grau de indiferenciacdo tecidual (o0 grau 3 foi o mais encontrado entre as
pacientes desse estudo). Sdo diagnosticados em estadios avancados (I1I, 1V), onde a
cura ndo é provavel. Os tumores do tipo Il sdo responsaveis por 90% das mortes
relacionadas ao cancer de ovario. Como resultado, alguns grupos propuseram que 0S
tumores do tipo Il deveriam se tornar o foco de uma triagem extensa para observar
melhorias significativas no resultado. O desenvolvimento de estratégias de rastreamento
novas e mais eficazes que visam tumores do tipo Il tem o potencial de detectar canceres
agressivos em um estadio em que o tratamento ideal é possivel (CHARKHCHI et al.,
2020). O diagnostico precoce de cancer de ovario no estadio | foi considerado o fator
progndstico mais importante para pacientes com cancer de ovario. Em nosso estudo, a
percentagem de estadiamentos iniciais mais alto em relacdo a literatura pode estar
relacionada a critérios um pouco mais rigidos para a indicacdo de cirurgia em massas
anexiais, como o maior diametro de 7cm.

Neste estudo, também foi possivel verificar associacao entre glicemia <100 e

forte marcacao imunohistoquimica de TNF (p=0,0091). Este dado ndo corresponde aos
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estudos descritos na literatura cientifica, os quais correlacionam a hiperglicemia com as
doencas oncoldgicas. Alguns estudos mostram uma taxa reduzida de cancer de ovario
em mulheres que ingerem dieta rica em vegetais ou pobre em gorduras, mas outros
estudos discordam. A American Cancer Society recomenda seguir padrdo alimentar
saudavel que inclua muitas frutas, vegetais e grdos inteiros e que limite carnes
vermelhas e processadas, bebidas acucaradas e alimentos altamente processados
(American Cancer Society, 2022).

O risco de cancer dos 6rgdos reprodutores femininos é aumentado em pacientes
com Diabetes Mellitus. Tanto o risco de cancer de mama quanto de endométrio estdo
aumentados em mulheres diabéticas, e esse risco é independente da obesidade (fator
promotor do cancer de mama, bem estabelecido), pois persiste mesmo ap6s a correcao
de dados epidemioldgicos para esta doenca. Varios mecanismos biolgicos podem estar
envolvidos, principalmente em relacdo as anormalidades dos horménios sexuais. A
hiperinsulinemia pode aumentar os niveis de estrogénios bioativos ao diminuir a
concentracdo circulante de globulina ligadora de horménios sexuais e também pode
estimular a sintese de androgenos no estroma ovariano (KAAKS et al., 1996). Outros
mecanismos possiveis incluem menarca tardia, especialmente em mulheres diabéticas
tipo 1, que também apresentam maior incidéncia de nuliparidade, menstruacéo irregular
e disturbios de fertilidade (VIGNERI et al., 2009).

Em estudo, Jammal et al. identificou sobrevida global significamente maior em
pacientes com cancer de ovario tipo I, do que em pacientes com tipo Il, e também
naquelas com glicemia de jejum pré-operatoria menor que 100 mg / dL, o que corrobora
com o achado deste estudo: correlacdo da hiperglicemia com forte marcagéo

imunohistoquimica de TNF.
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Estudos sugerem o papel do TNF-a e seus receptores (TNFR1 e TNFR2) na
biologia do cancer de ovério e na patogénese do tumor (HASSAN et al., 1999; PIURA
et al.,, 2014), e relagdo com fatores prognosticos (MARTINS-FILHO et al., 2014;
SILVA et al., 2021; DOBRZYCKA et al., 2009).

Os niveis de TNF-o foram medidos em fragdes séricas e citosélicas de pacientes
com céncer de ovario e pacientes controle, demonstrando niveis elevados de TNF-a no
grupo de pacientes com cancer. A imunomarcacdo de TNF-a foi positiva em lesdes
malignas e negativa para tecido ovariano normal (HASSAN et al., 1999). Um estudo
avaliou por imuno-histoquimica a expressdao de IL-1, IL-6, TGF-, TNF-a, COX-2,
INOS e NF-kB em canceres de ovario seroso e mucinoso, e demonstrou que a expressao
de IL-1, TNF-a e COX-2 aumentaram com o estadio da doenca em tumores serosos e
mucinosos (PLEWKA et al. 2014). Os niveis séricos de IL-6, IL-8 e TNF-o foram
avaliados por ELISA. Os niveis séericos de IL-8 e TNF-o foram maiores em pacientes
com cancer de ovario em comparacdo com lesGes cisticas ovarianas benignas. O nivel
de corte de IL-8 e TNF-o foi de 4,09 ng/mL e 2,63 ng/mL, respectivamente
(sensibilidade e especificidade de 70% e 96% para IL-8 e 85,7% e 79,3% para TNF-a)
(PAWLIK et al. 2021). Outro estudo avaliou o envolvimento de células T auxiliares e
células T reguladoras no cancer de ovario epitelial, e examinou as porcentagens de
células Th22, Thl7, Thl e T reguladoras no sangue periférico de cancer de ovario
epitelial, neoplasia epitelial ovariana benigna e células saudaveis. controle por
citometria de fluxo. As concentracbes plasmaticas de IL-22 e TNF-o foram
significativamente elevadas em pacientes com cancer de ovario epitelial em comparagéo
com os outros 2 grupos. Alem disso, em pacientes com cancer de ovario, houve uma
tendéncia aumentada de Th22, IL-22 e TNF-a em pacientes em estadio III-IV em

comparagdo com pacientes em estadio I-11, e uma correlagéo positiva entre Th22, Th17



78

e Thl células (WANG et al., 2017). Em nosso estudo, a imunomarcagdo do TNF-a,
estromal foi mais intensa comparando neoplasias ovarianas benignas e malignas com
lesbes ndo neoplasicas. Por outro lado, ndo houve diferencga significativa comparando
neoplasias benignas e malignas.

PIURA et al. (2014) extraiu o RNA total de tecidos ovarianos normais e
malignos e 0 mRNA foi analisado com reacdo em cadeia de transcriptase reversa-
polimerase semiquantitativa (RT-PCR). O estudo imuno-histoquimico foi realizado para
TNFR1 e TNFR2. Os niveis de mRNA de TNF-o. e mRNA de TNFR2 foram maiores
em carcinomas em comparacdao com tecidos ovarianos normais, e os niveis de mRNA
de TNFR1 foram semelhantes. TNFR1 e TNFR2 foram localizados principalmente nas
células neoplasicas epiteliais do tumor (PIURA et al., 2014). Outro estudo mostrou que
0 TNFR1 foi superexpresso no cancer de ovario, desempenhando um papel importante
no cancer de ovario, com potencial de ser uma molécula progndstica no cancer de
ovario (PENG et al., 2015). No presente estudo, a imunomarca¢do do TNFR1 foi mais
forte no estroma de neoplasias malignas em comparagdo com neoplasias benignas, e
mais forte quando comparadas neoplasias benignas com lesGes ovarianas nao
neoplésicas. Ndo houve diferenga comparando TNF R1 estromal entre cancer de ovéario
e lesbes ndo neoplasicas.

Os niveis séricos de TNFR2 podem ter uma associagdo com fatores prognésticos
no cancer de ovario (NOMELINI et al., 2018). Na avaliacdo da ascite em pacientes com
cancer de ovario, foram encontrados niveis elevados de citocinas imunossupressoras
(STNFR2, IL-10 e TGF-pB) e pro-inflamatdrias (IL-6 e TNF) nesse fluido. A expressao
de TNFR2 em todos os subconjuntos de células T foi maior em Tregs
CD4+CD25hiFoxP3+ (KAMPAN et al., 2017). Por outro lado, uma meta-analise foi

realizada avaliando as associagdes entre os niveis circulantes de proteina C-reativa, IL-



79

6, TNF-a e receptor soluvel de TNFa 2 (TNFR2) e o risco de cancer de ovério, e
demonstrou que que niveis elevados de proteina C reativa, mas ndo IL6 circulante,
TNF-0 ou TNFR2 soluavel, estdo associados a um risco aumentado de cancer de ovario
(ZENG et al., 2016). Nossos dados demonstraram que a imunomarcacgdo estromal do
TNFR2 foi mais forte em neoplasias malignas em comparagdo com neoplasias benignas
e mais forte em neoplasias malignas em comparagdo com lesées ndo neoplésicas. Mas
n&o houve diferenga comparando a imunomarcagéo do estroma de neoplasias benignas e
lesbes ndo neoplasicas.

A imunomarcagdo mais forte do TNF-a foi associado ao grau histologico 1 e
estadios iniciais do cancer de ovario em um estudo que realizou imuno-histoquimica
para IL2, IL5, IL6, IL8, IL10, TNF-o ¢ iNOS (MARTINS-FILHO et al., 2014). Um
estudo avaliou o nivel de expressao proteica de TNFR2 e transdutor de sinal e ativador
de transcricdo 3 (STAT3) em tecidos serosos de cancer de ovario de alto grau em
relacdo a resposta a quimioterapia a base de platina e ao resultado progndstico.
Pacientes com forte expressdo de TNFR2 e STAT3 tiveram intervalo de sobrevida livre
de progressao significativamente maior no grupo sensivel a platina (SILVA et al.,
2021). A expressdao geénica e proteica de HMGBI1, TLR4, NF kB e TNF - a foi
significativamente aumentada no estadio avancado do tumor e no grupo pouco
diferenciado em céncer de ovario epitelial maligno (JIANG et al., 2018). Em outro
estudo, em pacientes com cancer de ovario, houve tendéncia de aumento de Th22, IL-22
e TNF-a em pacientes em estadio III-IV em comparacdo com pacientes em estadio I-11,
avaliadas por citometria de fluxo. (WANG et al., 2017). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas comparando TNF-a nas fragdes sérica e citosdlica em pacientes
com cancer de ovario em relacéo aos tipos histolégicos (carcinomas seroso, mucinoso e

endometrioide) e ao estaddio da doenca (HASSAN et al., 1999). Os niveis de TNF-a ¢
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seus receptores soltveis tipo | (STNFR1) e tipo Il (STNFR2) foram estudados em
liquido intracistico e soro de neoplasias ovarianas benignas e malignas. A concentracéo
de STNFR2 nas amostras intracisticas de cancer de ovério foi maior do que a das
neoplasias benignas, e niveis intracisticos mais elevados de STNFR2 associados a
tumores graus 2 e 3 (NOMELINI et al., 2018). O TNFR2 é um importante alvo proteico
para novos estudos sobre o tratamento do cancer de ovario, pois esta presente em Tregs
imunossupressoras e em tumores humanos (CHEN et al., 2013; GOVINDARAJ et al.,
2013). Um estudo sugere que anticorpos TNFR2 antagonistas podem ser um novo
tratamento para cancer de ovario TNFR-positivo, visando células tumorais e Tregs
associadas a tumores imunossupressores (TORREY et al., 2017).

O TNF tem acdes pleiotropicas e pode induzir tanto a morte celular quanto a
resisténcia a apoptose (KARIN e LIN, 2002). O TNF e seus receptores sdo regulados
positivamente durante a monopoiese e expressos por mondcitos circulantes, bem como
monacitos efetores que infiltram certos locais de inflamagdo. O TNF de mondcitos
autdbnomos pode ser critico para a funcdo dessas células (WOLF et al., 2017).

Outro estudo demonstrou que a produgdo de TGFa em carcinoma seroso de
ovario de alto grau leva os mondcitos a se diferenciarem em macr6fagos. Isso sugere
um papel importante no mecanismo pelo qual os macrdfagos ativados alternativamente
sdo gerados no microambiente do tumor (FOGG et al., 2020). Trés subpopulacbes de
mondcitos podem ser distinguidas no sangue humano: classica (CD14++CD16-),
intermediaria (CD14++CD16+) e ndo cléssica (CD14+CD16++). 0s monocitos podem
ter o nivel de expressdo mais alto de TNFR2 (HIJDRA et al., 2012). Nosso estudo
demonstrou que uma contagem absoluta de mondcitos > 312/mm3 esta associada a forte

imunomarcacao estromal (2/3) de TNFR1.
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As plaquetas tém sido reconhecidas como células inflamatorias, mas os efeitos
do TNF-a e seus receptores sobre a atividade plaquetaria ainda ndo sdo bem
compreendidos. O fator de necrose tumoral a desempenha um papel importante na
resposta inflamatoria e atua através de dois receptores, TNFR1 e TNFR2. Um estudo
demonstrou que 0 TNF-o. modula negativamente a agregacao plaquetaria induzida por
ADP via receptores TNFR1/TNFR2, reduzindo os niveis citosolicos de Ca++ e inibindo
a ativacdo do receptor de c-Src e fibrinogénio, que ocorre por meio de CAMP e cGMP
independentes (BONFITTO et al. , 2018). TACCHINI-COTTIER et al. (1998)
demonstraram que o0 TNF pode induzir o consumo de plaquetas agindo ndo diretamente
nas plaquetas, mas no TNFR1 de outras células, provavelmente aumentando a liberacéo
de fatores com atividade agonista para as plaquetas (TACCHINI-COTTIER et al.,
1998). O TNF pode induzir trombocitopenia devido a reducdo da vida atil das
plaquetas. O TNF ativa as caspases plaquetarias via TNFR1, o que resulta em
fragmentacdo plaquetéria e trombocitopenia (PIGUET et al., 2002). Nosso estudo
demonstrou associacdo de niveis mais baixos de plaquetas com TNFR2, o que foi
confirmado ap6s analise multivariada.

A principal limitacdo do estudo é a heterogeneidade dos tipos histologicos de
lesBes e neoplasias ovarianas. Mas este trabalho tem muitos pontos fortes. Até onde
sabemos, é o primeiro estudo na literatura que avaliou 0 TNF-a estromal e seus
receptores em 3 grupos de tumores ovarianos: lesbes ndo neoplasicas, neoplasias
benignas e neoplasias malignas. E os resultados demonstram uma imunomarcagao mais
forte no cancer de ovario, sugerindo que o0 TNF-a e seus receptores podem ser alvos de
novos estudos para verificar seu papel na carcinogénese e na progressdo das neoplasias

ovarianas.
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CONCLUSAO

A imunomarcacdo do TNF-a estromal foi mais intensa comparando neoplasias
ovarianas benignas e malignas com lesdes ndo neoplasicas. A imunomarcagdo para
TNFR1 foi mais forte no estroma de neoplasias malignas em compara¢do com
neoplasias benignas, e mais forte quando comparadas neoplasias benignas com lesGes
ovarianas ndo neoplésicas. A imunomarcacdo estromal de TNFR2 foi mais forte em
neoplasias malignas em comparagdo com neoplasias benignas e mais forte em
neoplasias malignas em comparacdo com lesfes ndo neopléasicas.

A contagem absoluta de mondcitos > 312/mm3 estd associada a forte (2/3)
imunomarcagao estromal de TNFR1, e a contagem de plaquetas < 298.000/mm3 esta
associada a forte (2/3) imunomarcacao estromal de TNFR2.

Em relacdo a sobrevida livre de doenca e sobrevida global, ndo houve diferencas

entre imunomarcacao fraca e forte de TNF- o, TNFR1 e TNFR2
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Nosso estudo é importante para que novas pesquisas sobre o assunto possam
estabelecer com mais clareza sobre 0os mecanismos imunoldgicos e inflamatdrios que
regem a resposta sistémica a partir da resposta tecidual. O estudo dessas interagdes entre
a resposta tumoral local e sistémica também sera importante na descoberta de novos
fatores prognosticos e novos alvos para o tratamento do cancer de ovario, que hoje é

realizado basicamente com cirurgia e quimioterapia.



