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RESUMO



INTRODUGCAO:A neoplasia maligna de ovario ¢ um dos cinco tipos de cancer mais comuns em
mulheres e a principal causa de mortalidade causada por doencas malignas ginecoldgicas em paises
desenvolvidos. O diagndstico ocorre com mais frequéncia em estadios avancados da doenca, onde
a resposta ao tratamento é menor. Ainda ndo ha uma forma de rastreamento eficaz para se detectar

estd neoplasia em seu estadio inicial.

OBJETIVO: Analisar a dosagem de citocinas (padrdo Thl: IL-2, IL-8, e TNF-a; padrdao Th2: IL-
5, IL-6 e IL-10) no lavado peritoneal e comparar os resultados entre lesdes ndo neoplasicas,
neoplasias benignas e malignas primarias de ovario, alem de relacionar as dosagem dessas citocinas

com parametros prognosticos clinicos e patologicos em cancer de ovario.

MATERIAL E METODOS: Foram avaliadas 117 pacientes foram avaliadas, divididas em trés
grupos: lesGes ndo neoplasicas de ovario (n=14), lesbes benignas (n= 74), e lesdes malignas de
ovario (n= 29) pacientes. Montamos um banco de dados a partir dos prontuarios com: idade,
paridade, status hormonal, tipo histoldgico, e no caso de tumores malignos, grau histoldgico,
estadiamento (FIGO), e resultados dos ensaios de cada citocina dosada no lavado peritoneal/ascite.
Os resultado entre os grupos de lesdes ndo neoplasicas, benignas e malignas foram comparados
através de teste Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn e compara¢des de citocinas com fatores
progndsticos foi utilizado o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, consideradas significativas quando

o0 valor de p <0,05.

RESULTADOS: Na avaliagéo das citocinas no lavado peritoneal foi observado que IL-6 e IL-8
foram mais relacionadas ao fatores prognaésticos. Niveis mais altos de IL-6 foram relacionados com

RNL > 4 (p=0.0311), PLR >200 (p=0.0051), CA125 > 35 U/mL (p=0.0019), anemia (p=0.0027),



estadio 111C (p=0,0203) e SLD <24 meses (p=0.0267). Niveis mais altos de IL-8 estiveram

relacionados com RNL > 4 (p=0,0241), PLR >200 (p=0,0426) CA125 > 35 U/mL (p=0,0292).

CONCLUSAO: IL-6 e IL-8 no lavado peritoneal estiveram relacionadas com fatores de mau
prognostico. A avaliacdo dessas citocinas poderia levar o oncologista a individualizar o tratamento

das pacientes e ser alvo de estudo para novas terapias em cancer de ovario.

Palavras-chave: IL-6, IL-8, fatores progndsticos, cancer de ovario citocinas



ABSTRACT



INTRODUCTION: Malignant neoplasm of ovary is one of the five most common cancers in
women and the leading cause of gynaecological malignancy in developed countries. Ascites is an
inflammatory environment rich in mediators of inflammation, and inflammatory cytokines could

be used as prognostic factors.

OBJECTIVE: The objectives of the study were to analyze the dosage of a cytokines panel (IL2,
IL5, IL6, IL8, IL10 and TNF-a) in the peritoneal fluid and relate the dosage of these cytokines to

clinical and clinical prognostic parameters pathologies in ovarian cancer.

MATERIAL AND METHODS: We evaluated 117 patients, divided into three groups: non-
neoplastic ovarian lesions (n = 14), benign lesions (n = 74), and malignant ovarian lesions (n = 29).
We created a database with age, parity, hormonal status, histological type and in the case of
malignant tumours, tumour grade, stage (FIGO) and test results of each cytokine analysed in ascites
or peritoneal lavage. The results between the groups of non-neoplastic, benign and malignant
lesions were compared through the Kruskal-Wallis test with Dunn post-test, cytokines and
prognostic factors comparisons was used the Wilcoxon-Mann-Whitney test and considered

significant when p <0.05.

RESULTS: We evaluated 29 patients with ovarian cancer. Higher levels of IL-6 were related to
RNL > 4 (p = 0.0311), RPL > 200 (p = 0.0051), CA-125 levels > 35 U / mL (p = 0.0019), stage
IIC (p = 0.0203), and SLD < 24 months (p = 0.0267). In the evaluation of IL-8, higher levels of
this cytokine were related to NLR > 4 (p = 0.0241), RPL > 200 (p = 0.0426), and CA125 > 35U /

mL (p = 0.0292).



CONCLUSION: IL 6 and IL 8 in the peritoneal lavage were related to poor prognostic factors.
The evaluation of these cytokines may lead the oncologist to individualize the adjuvant treatment
making it more or less aggressive; depending on the profile of each patient, as well as these

cytokines may be the target of new therapies in ovarian cancer.
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1. INTRODUCAO

1



1 INTRODUCAO

O céncer é um dos maiores problemas de saude publica mundial. Em 2017, foi a segunda
maior causa de mortalidade estimada nos Estados Unidos, ficando com ndmeros menores
somente para doencas cardiovasculares e a principal causa de morte em 21 estados. Estimativas
apontaram que neste ano a incidéncia de novos casos de cancer seria de mais de um milhdo e
seiscentos e oitenta mil (1.688.780novos casos de cancer) e a taxa de mortalidade foi acima de
seiscentos mil casos (600.92006bitos esperados por cancer em 2017). Em mulheres, a incidéncia
de novos casos fica em mais de oitocentos e cinquenta mil casos (852.630), e a estimativa de
mortes por cancer acima de duzentos e oitenta mil (282.500). O cancer também € a principal
causa de morte em mulheres na faixa de idade de 40 a 79 anos (SIEGEL, MILLER & JEMAL,

2017).

No Brasil, estimativa para o biénio 2016-2017 aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil
casos novos de cancer, ja a ocorréncia em mulheres fica acima de trezentos mil novos casos
(300.870) como os canceres de mama (28,1%), co6lon e reto (8,6%), colo do utero (7,9%),
traqueia, bronquio e pulmao (5,3%), estdmago (3,7%), corpo do Utero (3,4%) e ovario (3,0%)

(INCA, 2016).

A ocorréncia de cancer na populacdo mundial vem aumentando por varios fatores, como
0 aumento da populacdo e envelhecimento, bem como a prevaléncia de fatores de risco
estabelecidos, como tabagismo, excesso de peso, sedentarismo e mudancas nos padrdes
reprodutivos associados & urbanizacdo e ao desenvolvimento econdmico. Com base em
estimativas, cerca de 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de ébitos ocorreram por cancer

em 2012 em todo o mundo (TORRE et al., 2015).



O céancer de ovario € um dos cinco tipos de cancer mais comuns em mulheres e a
principal causa de mortalidade causada por doencas malignas ginecologicas em paises
desenvolvidos. O diagndstico geralmente ocorre em estadios mais avangados da doenca, o que
o faz menos responsivo aos tratamentos disponiveis, pois em sua progressdo ha sintomas
inespecificos e ndo ha ainda uma forma de rastreamento eficaz para se detectar esta neoplasia

em seu estadio inicial (LIANG et al., 2015).

Estima-se que em 2014 o numero de casos novos de cancer de ovario tenha sido de 22.440
e a estimativa de obitos ficou em 14.080 nos Estados Unidos, sendo a quinta causa de morte
por cancer em mulheres com idades entre 60 e 79 anos e 0 quarto cancer a causar mais mortes
na faixa de idade entre 40 e 59 anos. Sua maior mortalidade fica entre 40 a 79 anos, o0 que 0
leva a ser o quinto cancer a causar mais mortes em mulheres nos Estados Unidos no ano de
2014 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Comparando a uma escala global, a incidéncia de
casos novos é de 238.700 e 151.900 de dbitos no ano de 2012, o que confirma uma alta taxa de

mortalidade por esta neoplasia (TORRE et al., 2015).

Cancer de ovéario pode ser diagnosticado em qualquer faixa etaria, mas afeta
principalmente mulheres a partir dos 50 anos, o que lhe torna ainda mais preocupante, pois
neste periodo de idade ocorre os maiores indices de mortalidade causados por esta enfermidade.
Os maiores riscos de desenvolver cancer de ovario aumentam quando a paciente tem histérico
familiar associado com alguma sindrome genética. Mutacfes nos genes BRCA1 ou BRCA2
(Gene supressor de tumor breast cancer 1 e2) levam ao desenvolvimento de cancer de ovario e
de mama hereditarios, por serem genes herdados de forma autossdbmica dominante, o qual ainda
aumenta o risco de desenvolver outros canceres, como de pancreas e de prostata (ROETT &

EVANS, 2009).



1.1 BRCA1EBRCA2

A identificacdo de mutacGes nos genes BRCAL e BRCA2 podem auxiliar no diagnéstico
risco aumentado de cancer de ovario, mesmo ainda ndo apresentando nenhum foco de tumor.
Estes genes pertencem a dois cromossomos diferentes (17q21 BRCAL; 13g12.3 BRCA2) e
pertence a classe de genes supressores de tumores, pois sdo responsaveis pela manutencao da
estabilidade genémica e consequentemente pelo controle do crescimento celular. As proteinas
BRCAL1 e BRCAZ2 estdo envolvidas na reparacdo de quebras do DNA de cadeia dupla
principalmente através da recombinacdo homdloga (RH) (YOSHIDA & MIKY 2004;

STAPLES & GOODMAN 2013; GIROLIMETTI et al.,2014).

A deficiéncia da funcdo destas proteinas induz a um elevado grau de instabilidades
cromossémicas, como quebra de cromossomos, aneuploidia grave, e amplificacdo do
centrossoma, provavelmente por provocar o uso de vias alternativas a reparacdo de quebras de
cadeias duplas, como a reparacdo através de unido final ndo homdloga, pois esta ndo é
conservadora e esta associada a translocacgdes, insercdes e delecdes, o que geralmente resulta
em acumulacdo de eventos como mutagoes e quebra de cadeias duplas. ModificacBes genéticas
ocorrem espontaneamente favorecidas por agentes que danificam DNA que induzem as quebras
de cadeias duplas, principalmente DNA agente de ligacdo cruzada, mitocina ou platina
compostos. Isto mostra por que pacientes com cancer de ovario que possuem mutacdes BRCA1
e BRCA2 exibem uma melhor resposta aos tratamentos quimioterapicos a base de platina
guando comparados com pacientes com cancer de ovario esporadico (TUTT et al., 2001;

DAVID et al., 2002; TAN et al., 2008; GIROLIMETT]I, et al., 2014).

Estudos apontam que mulheres com mutacgdes no gene BRCA1 desenvolvem carcinoma
ovariano epitelial em 16 a 60%, enquanto que portadoras de mutagdes no gene BRCA2 somente

16 a 27% e estima-se que mutagdes germinativas nestes genes sejam responsaveis por 10% dos



casos de cancer epitelial de ovario néo selecionados. Também tem mostrado que genes intactos,
esses sem nenhuma mutacdo de BRCA e FANC (Fanconi anemia complementation), sdo
capazes de reparar danos induzidos por quimioterapias a base de platina ao DNA. Apesar de
serem mais agressivos que os cancer de ovario esporadicos, estes sd0 mais sensiveis ao
tratamento com componentes que atuam danificando o DNA de células com mutacbes em
BRCAL e BRCAZ2, por interferirem nas ligagdes cruzadas de DNA criar quebras de cadeia dupla
na hélice ndo podendo ser reparadas no BRCA pela deficiéncia de recombinacdo homdéloga. Ha
uma melhora observada na sobrevida a longo prazo de mulheres com cancer de ovario tratadas
com platina se comparado com cancer de ovario esporadico. Quimioterapia com cisplatina
intraperitoneal mostrou um desfecho favoravel, a longo prazo, em mulheres com mutacdes em
BRCA; também foram encontrados resultados semelhantes em pacientes tratados com
doxorrubicina lipossomal peguilhada (TAN et al.,2008; ADAMS et al.,2011; GALLAGHER et

al.,2011; SAFRA et al.,2011; GIROLIMETTI, et al.,2014; KWA et al.,2014).

A grande maioria de canceres com mutacdes nos genes BRCA 1 e 2 sdo, em sua grande
maioria, em carcinomas serosos em estadios avancados. Um grande estudo foi relatado em 2012
pelo CIMBA (Consortium of Investigators of Modifiers of BRCAL/2), o qual envolveu 34
grupos de 20 paises e confirmou que mais de 70% de cancer de ovario nos portadores de
mutacdes em BRCAL e BRCA2 sdo carcinoma seroso grau 3e que ndo ha diferenciacdo
morfoldgica, ou no grau de seu desenvolvimento, entre carcinomas serosos causados por
mutacdes em BRCAlem comparacdo com BRCA2. Também evidenciou que alguns pacientes,
antes de ter o diagndstico de cancer ovariano, ja tinham desenvolvido cancer de mama.( BOYD

et al.,2000; MAVADDAT, et al.,2012; GIROLIMETT]I, et al.,2014).



1.1.1 RADS51

As proteinas que interagem com BRCAL e BRCA2, como a RAD51, tém suas fungdes
complementadas por proteinas codificadas por estes dois genes, a qual exerce uma funcéo de
reparacao homologa de quebra de cadeias duplas de DNA. Estudos demonstraram que BRCA2
realiza um papel importante na regulacdo do transporte intracelular, na atividade enzimatica, e
na funcdo de RAD51. Outros estudos sugerem um papel de BRCAL em alterar a estrutura da
cromatina na presenca de um dano do DNA para permitir 0 acesso para reparacao. Mostrou-se
gue, na sequéncia avariada, a histona H2AX torna-se extensivamente fosforilada e forma focos
em locais de ruptura. A proteina BRCAL é recrutada para esses focos antes de todos os outros
fatores, como a RAD51, sugerindo que H2AX e BRCAL comecam a reparacdo, modificando a

estrutura da cromatina local, permitindo assim que as proteinas de reparo do DNA possam ter

acesso aos locais danificados (PAULL, et al.,, 2000; YAMANE; KATAYAMA,;
TSURUO, 2000; MAGWOOD; MUNDIA; BAKER, 2012; GIROLIMETTI, et

al.,2014).

1.1.2 PARP1

A PARP 1 (Poli [ADP-ribose] polimerase 1) é uma proteina envolvida na sinalizacéo
de danos ao DNA e na reparacdo de quebras de cadeias simples, mostrou-se ser essencial para
a viabilidade de células cancerosas as quais possuem deficiéncia na via de recombinacgéo
homdloga. Além disso, células oriundas de cancer de ovario e mana hereditarios, estes tendo
mutacdes em proteinas de BRCAL ou BRCAZ2, podem ser eliminadas usando inibidores de
PARP 1 com poucos danos as celulas normais com pelo menos uma copia funcional dos genes
BRCAL e 2. A inativagdo de PARP1 provoca erros na reparacdo do DNA de cadeias simples,

a qual durante a replicacdo do DNA cadeias simples ndo reparadas podem provocar a quebra



de cadeias duplas de DNA, que séo reparadas pela via de reparacdo homologa. (LORD &

ASHWORTH 2012; HUANG, et al., 2016).

O medicamento Olaparibe é uma pequena molécula inibidora da PARP de via oral, e foi
0 primeiro medicamento a entrar em ensaios clinicos de cancer de ovario e mostrar atividade
clinica em mulheres mutacbes BRCA1/2. Em um estudo com 19 pacientes, que incluiram
pacientes com cancer de ovario de mama e prostata, estes tendo mutacdes em BRCA1/2, 63%
tiveram beneficio clinico com respostas radioldgicas ou de marcadores tumorais, ou por
estabilizacdo da doenca durante quatro meses ou mais, em fase de expansédo do cancer de ovario,
houve uma resposta em 40% (FONG et al., 2010) .As taxas de respostas foram associadas com

o intervalo livre do tratamento a base de platina com beneficio global de 69,2% em pacientes
sensiveis a platina, 45,8% platina resistente, e 23,1% em grupos de platina-refrataria. Um

estudo multicéntrico de fase Il avaliou a eficécia e seguranca de monoterapia olaparibe por via
oral na dose maxima tolerada (400 mg duas vezes por dia). Dois grupos de pacientes pré-
tratados com uma média de trés regimes anteriores de quimioterapia (intervalo 1-16)
e mutacdes em BRCAL/2foram inscritos. Uma resposta objetiva foi observada em 33% dos
pacientes com 400 mg regime de duas vezes por dia e 13% dos 100 mg grupo duas vezes por
dia, com um PFS (progression free survival) mediana de 5,8 meses (AUDEH et al., 2010;

LEDERMANN, 2016).

1.1.3 RAD52

A RAD52 é uma proteina de recombinacdo homologa que é importante na manutencao
da integridade do genoma, no entanto muta¢es em RAD52 ndo apresenta fenotipo significativo
em mamiferos, porem quando associado com mutagdes em genes como BRCA1, BRCA2,

PALB?2 (partner and localizer of BRCA2) e RAD51C torna se letais. Também foi descoberto



que células cancerosas com mutagdes em BRCAL e 2 sdo inviaveis quando a proteina RAD52

é inativada (FENG et al., 2011).

O mecanismo de RH da RAD52 ainda ndo foi bem esclarecido em mamiferos, em
Saccharomyces cerevisiae pode ter funcdo de mediador que ajuda a carregar o RAD51
recombinase em sSDNA( single-stranded DNA- DNA de fita simples) no local de quebra de
cadeias duplas, que supera a o efeito da proteina A replicativa (RPA), uma proteina abundante
que tem alta afinidade ao ssDNA, o filamento de RAD51 formado em ssDNA procura entdo o
dsDNA homologo e invade para formar moléculas de conjuntos (D-loops), que fornecem um
molde e um iniciador dando inicio a reparacdo do DNA perdido da regido dsDNA. Porém, a
atividade de mediador da RAD52 ndo foi evidenciada em células humana in vitro (
SUGIYAMA & KOWALCZYKOWSKI  2002; JENSEN, CARREIRA &

KOWALCZYKOWSKI 2010; HUANG, et al., 2016)

1.2 ULTRASSONOGRAFIA E MARCADORES TUMORAIS

A ultrassonografia (US) é o exame de imagem principal para identificacdo e
caracterizacdo de tumores ovarianos, por ser um método de diagndstico relativamente simples
e ndo invasivo, que fornece uma informacédo Util e relevante para determinar a estratégia a ser
tomada no tratamento da paciente. Estudos relatam que nos EUA, a US pode caracterizar com
precisdo 90% das massas anexais e a sensibilidade e especificidade para deteccao de neoplasias
ovarianas é de 88% - 96% e 90% - 96%, respectivamente (TIMMERMAN et al.,1999,

VALENTIN L 1999 ; JUNG et al.,2015).

Grandes progressos foram feitos na busca de se padronizar e aperfeicoar a classificacdo

de massas anexiais através da US pelo International Ovarian Tumour Analysis (IOTA), que é



um grupo que conta com uma colaboragdo multicéntrica, com objetivo de elaborar ferramentas

para o diagnostico pré-operatorio de cancer de ovario (NUNES et al., 2014).

O IOTA mostrou que a predicdo de risco para o diagnostico de neoplasias ovarianas €
viavel. Foram desenvolvidos modelos matematicos para prever quatro categorias: tumoral
benigno, borderline, cancer primario de ovario e cancer metastatico (secundario) (VAN
CALSTER et al., 2010). Mas este estudo de certo ponto de vista era prejudicial, pois continha
754 pacientes com 40 canceres limitrofes, 121 primarios invasivos e 30 secundarios
metastaticos, e avaliaram estatisticamente mais de 30 marcadores clinicos e ultrassonograficos
porém, o marcador tumoral CA-125 ndo foi considerado. Em modelos matematicos utilizando
o marcador CA 125 possui utilidade na distingdo entre tumores benignos e malignos. Os
modelos testados também ndo fizeram distingdo entre a estadio | e estadios 1l-1V do cancer
primario, o que é clinicamente importante (VERGOTE et al.,2001; VAN CALSTER et

al.,2014).

A elaboracdo de um novo protocolo, 0 ADENEX (Assessment of Different Neoplasias in
the adnexa), no qual selecionaram 5.909 mulheres em 24 centros em 8 paises da Europa, China
e Canada, 17 com suspeita de acometimento do cancer de ovario durante o estudo.
Conseguiram, com maior exatiddo, diagnosticar cinco categorias do cancer de ovario: benigno,
borderline, fase | invasivos, estadio II-1V invasivo e cancer metastatico (secundario). Este
estudo considerou variaveis clinicas, como: idade das pacientes, nivel sérico do marcador
tumoral CA-125, historico familiar de cancer de ovaério, local de atendimento (centro de
oncologia contra outros hospitais), e variaveis no exame de ultrassonografia; diametro maximo
da leséo, a proporcéo de tecido sdlido (didmetro maximo do maior componente sélido dividido
pelo diametro maximo da lesdo), a presenca de mais de 10 léculos cisticos, 0 numero de

projecdes papilares, presenca de sombras acusticas e presenca de ascite. A implementacdo do



modelo ADNEX permite calcular o risco total de malignidade mesmo sem o nivel de CA-125,
apesar de que ha diminuicdo do desempenho (VAN CALSTER et al., 2014). O volume do
ovario, observado a partir de um exame de ultrassonografia, € um critério para uma avaliacdo
adicional, o volume de corte para mulheres pre-menarquicas e pds-menopausicas é de 8-10 cm?
e para mulheres no periodo fértil de 18-20 cm?, este critério é bem utilizado em e serve como
um alerta a qualquer lesdo que possa estar se desenvolvendo nos ovarios, podendo ser uma lesao

ndo neoplasica, benigna ou maligna(MURTA & NOMELINI, 2006).

121 CA125

O uso de marcadores tumorais para diagnosticar cancer de ovario é amplamente utilizado,
e um dos marcadores tumorais mais utilizados hoje é 0 CA-125 (Antigeno do cancer125),
codificada no gene MUC 16 (mucina 16). Porém, seu uso isolado esta longe de ser ideal para o
diagndstico consistente de céncer de ovario, pois se eleva em uma gama de doencas
ginecoldgicas benignas comuns ou condi¢des ndo ginecoldgicas (HAMED et al., 2013). No
entanto, ele se eleva em cerca de 80% das mulheres com cancer epitelial de ovario, mas apenas
50% das mulheres com este cancer na fase inicial. Além disso, sua sensibilidade e
especificidade ndo sdo suficientemente altos para rastreio de cancer de ovéario na populacéo em

estadiamentos precoces (ROSEN et al., 2005).

Utilizado como triagem, ultrassonografia transvaginal juntamente com CA 125 foi
associado a uma sobrevida melhorada na populagéo de alto risco, embora com alta sensibilidade
e valor preditivo positivo (>80 e 25% respectivamente).Sessenta e nove por cento dos canceres
so foram detectados em estadios 11l e IV, porém este rastreio esta associado com uma taxa de
sobrevivéncia de 10 anos de 36% em portadores de mutacdes em BRCAL/2 (EVANS et al.,

2009; ROSENTHAL et al., 2017).
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1.2.2 CA19-9

Os tumores primarios do trato gastrointestinal e ovarios estdo associados com a secre¢do
de CA19-9. O CA19-9 é um mono-sialoganglidsido, que estd associada com Vvarios tipos de
tumores mucinosos no trato gastrointestinal, tais como no pancreas e trato biliar, € um marcador
atil na previsdo de malignidade, em particular quando o nivel do soro CA125 néo é elevada
(Cho & Kyung 2014). A diferenciacdo dos tumores malignos de tumores benignos € complexa,
tornando o papel da CA-125 como ferramenta de triagem controversa na malignidade ovariana
(Kelly et al.,2010). O CA-125 sérico é frequentemente elevados em condi¢des benignas, como
a gravidez, a endometriose, e doenca inflamatoria pélvica, bem como em desordens malignas.
Além disso, uma série de estudos sugere que a CA-125 nao é elevada na maioria das neoplasmas

mucinosos ovarianos primario (LU et al., 2011).

CA 19-9, juntamente com CA125, tem sido proposto como marcadores com grande
potencial na distincdo de teratoma cistico maduro do cancer de ovario. Embora suas
caracteristicas na ultrassonografia sejam bem estabelecidas, o seu diagnostico ndo pode ser
dado somente por um exame de imagem, havendo um nivel de CA 19-9 alto é muito dificil
descartar a possibilidade de uma malignidade ovariana. O CA 19-9 tem se mostrado mais
elevado em teratoma cisticos maduros mais que o CA 125, porém a sua utilizacdo nédo pode ser

utilizado isoladamente para o diagnéstico desta malignidade (CHO et al., 2013).

Cho & Kyung em 2014 sugeriram um possivel papel do CA19-9 sérico no diagnostico de
tumores borderline de ovario ou malignos, apesar de varias deficiéncias, incluindo a desenho
retrospectivo e um pequeno namero de individuos. Contudo, 0s mesmo relatam que maiores
estudos sdo necessarios para esclarecer o papel diagnostico do CA19-9 sérico na discriminagao

de tumores borderline e malignos de tumores de ovario benignos mucinosos.
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123 HEA4

A identificacdo de novos biomarcadores de cancer para substituir ou complementar CA
125 e urgentemente necessaria e atualmente em curso. Um dos marcadores mais promissores é
o HE 4 (Human Epididymis Protein 4). O HE 4 € expresso principalmente nos tratos respiratério
e reprodutivo (GALGANO; HAMPTON & FRIERSON, 2006), é superexpresso em células de
cancer do ovario, especialmente em subtipos histologicos de carcinoma Seroso ou
endometrioticos (DRAPKIN et al., 2005), e tem sido sugerido para ser um marcador sorologico

de cancer de ovéario (RUGGERI et al., 2011).

O HE4 utilizado juntamente com o CA-125 melhora a utilizacdo do CA-125 como
marcador tumoral no cancer de ovario. Esta utilizacdo em conjunto pode permitir melhorar a
deteccdo de cancer do ovario, em comparacao com a utilizacdo de qualquer um dos marcadores

sO para a discriminacédo de lesGes benignas de ovarios malignos (HAMED et al., 2013).

124 CA153

CA 15.3, ou MUC1(Tethered Human Mucins -1), se expressa no revestimento epitelial
de varios tecidos, exibindo forte expressao na glandula mamaria e do trato reprodutor feminino
durante a gravidez e lactacdo. CA 15.3 é superexpresso numa ampla variedade de canceres,
incluindo o da mama e do ovério. Evidéncias sugerem que este marcador tumoral pode
desempenhar um papel na metastase do cancer, crescimento do tumor e a sobrevivéncia, a

inibicdo da resposta imunitéria, e progndéstica (WILLIAMS et al., 2014).

1.3 CITOCINAS NO CANCER DE OVARIO

A tumorigénese do cancer de ovario se divide em duas principais vias, que correspondem

ao desenvolvimento de tumores do tipo | e tipo Il, que descrevem 0s caminhos para o
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desenvolvimento do cancer de ovério e ndo sendo termos histopatoldgicos especificos. Os
tumores tipo | desenvolve de forma gradual partir de precursores conhecidos, sdo altamente
diferenciados e se desenvolvem a partir de lesGes precursoras tipicas, como cistoadenomas e
tumores limitrofes, sdo inclusos neste grupo os tumores como; carcinoma seroso de baixo grau,
carcinoma mucinoso, carcinoma endometrioide, tumor maligno de Brenner e carcinoma de
células claras (SHIH; KURMAN, 2004; MEINHOLD-HEERLEIN; HAUPTMANN, 2014).
Sdo frequentemente confinados ao ovario, possui um genoma estavel e sem mutacdes TP53,
embora mutacfes somaticas sejam frequentemente detectadas em varios genes (KURMAN;
SHIH, 2011). Os tipos Il sdo canceres pouco diferenciados e se desenvolvem rapidamente sem
lesGes precursoras conhecidas ou morfologicamente visiveis também apresentam alteracdes
moleculares que impede expressdo de BRCA através mutacdo no gene ou por metilacdo do
promotor, sdo inclusos neste grupo o0s tumores como; carcinoma seroso de alto grau (moderado
e mal diferenciado), tumores mesodérmicos malignos misturados (carcinosarcomas) e
carcinoma indiferenciado (KURMAN; SHIH, 2011; MEINHOLD-HEERLEIN;

HAUPTMANN, 2014).

Carcinoma seroso é o subtipo mais frequente encontrado nas neoplasias malignas
epiteliais de ovario e 70% sdo diagnosticados em estadios avancgados (estadios Il e 1V), onde
sdo encontradas metastases em toda a cavidade peritoneal, geralmente com ascite (BAST;
HENNESSY & MILLS, 2009). A quimioterapia a base de platina tem sido usada como terapia
de primeira linha para estadios mais avancados, mas mesmo tendo as taxas de respostas globais
iniciais responsivas, 15-20% das pacientes sera resistente a este tratamento (CANNISTRA,

2004; LANE et al., 2015).

A ascite € um biofluido fascinante para a descoberta de novos biomarcadores, sua

obtenc&o ¢ facil e minimamente invasiva, se comparado com uma cirurgia para a remocao do
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tumor, podendo ser obtida através de uma puncdo (HANASH; PITTERI & FACA, 2008; LANE
et al., 2015). Além disso, a concentragdo de citocinas € maior em ascite que no soro
(GIUNTOLI et al., 2009), sendo um meio inflamatorio rico em fatores de inflamagdo que
promove a resisténcia a quimioterapicos. Estudos tém demonstrado niveis aumentados de
fatores reguladores da inflamagcdo em ascite, como IL-6, IL-6R, IL-8, IL-10, a leptina, a
osteoprotegerina e uroquinase do ativador do plasminogénio (LANE et al., 2015; MATTE et

al., 2012).

A IL-6 é um fator independente de pior prognostico, pois contribui na progressdo do
cancer epitelial de ovario por inibi¢do da apoptose, estimulando a angiogénese, aumentando a
migracao e invasdo e estimulando a proliferacdo de células do tumor. Quando associada com o
CA-125, pode auxiliar no diagnostico dessa doenca. A associagdo do CA-125 com a leptina
pode ajudar a discriminar pacientes que sdo clinicamente resistentes ao tratamento inicial

(LANE et al., 2015).

1.3.1 VEGF

O principal fator que faz aumentar o liquido peritoneal é o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF); este fluido € um microambiente do tumor original, e ndo ha davida
de que a sua composicao afeta o curso da doencga. Os tumores com maiores indices de massa e

ascite séo encontrados nos carcinomas serosos (CHUDECKA-GLAZ et al., 2015).
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1.3.2 Perfil Thl

1.3.21 IL2

A interleucina (IL-2) ¢ uma proteina a-helicoidal de 4 feixes de 15 kDa produzida
predominantemente por células T ativadas por antigeno, porém podem ser produzidas por
células NK (natural Killer) e células dendriticas ativadas, ligando-se ao receptor através de uma
de trés subunidades, IL-2Ra. (CD25), IL-2R (CD122) e yc (CD132), que sdo encontrados em
células Treg € recentemente em linfdcitos T ativados por antigeno. Devido a sua potente
atividade como fator de crescimento de células T in vitro, a IL-2 tem sido extensivamente
estudada, porque esta atividade ofereceu um meio para impulsionar diretamente a imunidade,
ou um alvo para antagonizar respostas indesejadas, rejeicdo de transplantes e doencas
autoimunes. Embora a IL-2 tenha uma funcdo como fator de crescimento em todos o0s
subconjuntos de células T, ha uma dependéncia maior de IL-2 por parte de células Treg. Este
fato foi mostrado quando camundongos deficientes de IL-2 e seu receptor foram gerados, com
isso estes animais desenvolveram uma sindrome autoimune letal, sistémica, que foi atribuida a

perda de Tregs (DE-LEEUW et al., 2015; MALEK & CASTRO, 2010).

Em um estudo envolvendo camundongos com cancer de ovario avangado, observou-se
que a sinalizacdo de IL-2, embora dispensavel para a expansao inicial de células T CD8*, foi
essencial para respostas destas mesmas células no ambiente tumoral, sugerindo que a infuséo
de IL2 sistémico pode ter efeitos antitumorais potentes como monoterapia ou em adjuvante a
imunoterapia adotiva, pois em cancer de ovario, a administracdo intraperitoneal de IL-2
produziu uma taxa de 25% de resposta objetiva em ensaios clinicos inicial (DELEEUW et al.,

2015; ROSENBERG, 2014).
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1.3.2.2 IL8

A interleucina 8 é um membro da familia das quimiocinas, por esta razdo atrai e ativa
granuldcitos durante a reagdo imune, € expressa por diversas células normais e tumorais. Dessa
forma, a IL8 € secretada por células tumorais, mas também por células mesoteliais, endoteliais
e neutrofilos. Ultimamente tem sido relacionada como tendo um papel fundamental na
patogénese do cancer devido a modulacao da resposta tumoral ou reforgando a angiogénese. A
IL-8 desempenha um papel no cancer de préstata, colon e ovario entre outros, como também
tem sido descrita como biomarcador de cancer de ovario em potencial, e também como um
antigeno associado ao cancer de ovario identificado via SEREX (analise de serotipos de
bibliotecas de expressdo de DNA recombinante). O aumento da expressdo de I1L-8 tem sido
demonstrado em ascite, soro e tecido tumoral de pacientes com cancer de ovario. Além disso,
varios estudos demonstraram que a IL-8 se correlaciona com o prognoéstico de pacientes com

cancer de ovario (KOENSGEN et al., 2015).

Em estadios avancados de cancer do ovario, ha um aumento na expressao de IL-8, que
induz a sobrevivéncia celular do tumor, proliferacdo, angiogénese e metastase, correlacionando

com um mau prognostico (WANG et,.al 2012; SINGHAet,.al 2015).

1.3.2.3 TNF-a

O TNF-o (fator de necrose tumoral-alfa), quando encontrado em niveis elevados
juntamente com a IL-6 e proteina C-reativa (PCR) é um fator preditivo para o desenvolvimento
de cancer de ovario. Dados recentes sugerem que o efeito protetor da multiparidade limita-se a
reduzir o risco de cancer de ovario que tem altos indices de TNF-a., comparados a nuliparas,
as multiparas tiveram cerca de 69%-79% menor risco de desenvolver carcinoma de ovario TNF-

o positivo, 0 mesmo ndo se observa em tumores TNF-a negativo, j4 em mulheres fumantes
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houve um aumento do risco de quase trés vezes maior para desenvolver TNF-o negativo, mas

0 mesmo ndo foi observado em TNF-a positivo (GUPTA et al., 2016)

O TNF- a desempenha um papel em etapas posteriores a carcinogénese como a ativagao
de NF-kB (fator nuclear kappa B), na transformacéo neoplasica, proliferacdo e sobrevivéncia
do tumor. Em células do cancer de ovario, TNF- o aumenta a migrac¢do celular e metastase
através de NF-kB dependente da inducdo de IL-8, CXC tipo de receptor de quimiocina 4
(CXCR4), quimioatractiva de monocitos 1 (MCP-1) e de adesdo intercelular molécula-1

(TRABERT et al., 2014).

A expressao CD9 (é uma glicoproteina de superficie celular pertencente a familia das
tetraspaninas) é alta em carcinoma de ovario, especialmente no cancer de ovario de tipo seroso,
CD9 pode funcionar como uma proteina anti apoptotica. TNF-a aumentou a multiplicacdo de
células CD9/SKOV3 (SKOV3 celulas de adenocarcinoma de ovario de origem epitelial). O
aumento da expressdo de TNF-o € frequentemente encontrada em cancer de ovario, como
tambeém esta relacionado com a carcinogénese do mesmo. Apos a ligagdo do TNF-a no receptor
de TNF-a 1 (TNFR1), o NF-kB é transportado ao nucleo, onde ativa varios genes envolvidos
no crescimento celular, diferenciacdo e expressao de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-
6 e IL-8. Examinando o do complexo de TNF-o. /TNFR1 em células que sobre expressam CD9
notou-se super expressdo de CD9 levando a ativacdo consecutiva de NF-kB. Porém, a via de
ativacdo de NF-kB/TNF-a ainda ndo foi elucidada, e necessita de mais estudos. No entanto,
com a alta expressdo de CD9, foi observado a elevacdo de TNF-a, IL-6 e IL-8, que foram
reduzidas por um anticorpo neutralizante de CD9, mostrando que CD9 regula a secrecéo destas
citocinas, podendo ser um mecanismo para a tumorigenicidade mediada por CD9 (HWANG et

al., 2012).
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Kolomeyevskaya et al, em 2015, através de uma andlise univariada, observou que 0s
niveis de TNF-a foram associados com um periodo livre de recidiva apos a cirurgia primaria
mais reduzida, e mostrado que altos niveis de TNF-a e IL-6 em ascite sdo correlacionados com

rapida recidiva de cancer epitelial de ovario avancado.

Tumores sdo capazes de ativar macrofagos, o que leva a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a e IL-6, levando a formacgéo de um microambiente inflamatério que
promove o crescimento metastatico (KIM et al., 2009). No entanto, estas mesmas citocinas
podem ativar outras vias que aumentam a imunidade antitumoral, ilustrando as "duas faces" dos
mediadores inflamatorios na progressdo tumoral. Com isso, ndo é surpresa relatorios
conflitantes em relacdo ao potencial de protecdo contra o papel deletério de mediadores
inflamatorios durante o céncer. Ha décadas, o TNF-a ja vem sendo mencionado no
microambiente tumoral de céncer de ovario, sendo os macrdéfagos sua principal fonte
(NAYLOR et al., 1993). Em estudos ex-vivo, 0 TNF-a exdgeno estimulou células do tumor
ovariano a produzir TNF-a e a se proliferar (WU et., al1993; KOLOMEYEVSKAYA et., al

2015).

A producdo de TNF- o no microambiente do cancer de ovario aumenta o recrutamento de
células mieldides dependente de IL-17, bem como promove o crescimento do mesmo em
camundongos (CHARLES et al., 2009).0s mecanismos de a¢do do TNF-a no microambiente
tumoral ndo sé&o compreendida completamente, porem pode relacionar com um papel central
numa rede de promocdo tumoral autbnoma de células do cancer, na estimulacdo de células
epiteliais de transicdo mesenquimais nas células malignas, e mais danos no DNA de células
malignas (YAN et., al 2006; CHARLES et., al 2009). Em outras células no microambiente
tumoral as acdes do TNF-o incluem a promocdo da angiogénese (KULBE et al., 2007),

perturbacdes da vigilancia imunoldgica através da supressdo das células T, inibicdo da
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citotoxicidade de macrofagos ativados e inducéo de um fenotipo pré-angiogénico em monaocitos

recrutados (HAGEMANN et al., 2008).

TNFR2 é um receptor da superfamilia do TNF. Os efeitos observados sobre este receptor
se difere do TNFR1, pois ndo ativa as vias de morte celular, mas induz o crescimento celular,
ou promover a ativacao celular, migracéo, proliferacdo através das proteinas quinases ativadas
por mitdgeno e NF-kB, muitas vezes sendo associado com uma variedade de funcdes de
regulacdo do sistema imunolégico. Por outro lado, os efeitos de TNFR2 muitas vezes sao anti-
inflamatdrios, este receptor esta mais presente em células do sistema imune, diferentemente do

TNFRL1 que € expresso pela maioria das células (PIURA et al., 2014; SIEGMUND et al., 2016).

Alguns estudos tém relatado que Tregs possuem uma populagdo heterogénea de células
com diferentes capacidades supressoras e migratorias, a expressdo do receptor de TNFR2 em
Tregs €Sta presente principalmente ligado a uma populagdo Treg com alto poder supressivo. A
expressdo de TNFR2 em Tregs € concretizada a partir da exposi¢cdo a TNF em quadros de
inflamacdo. No cancer de ovario, existe a presenca de inflamacédo e de fatores inflamatérios
como TNF, IL-1pB e IL-6, que estdo relacionados com o risco aumentado desta neoplasia, pois
niveis elevados de TNF sdo encontrados no soro e ascite de pacientes com cancer de ovario (

SAKAGUCHI et., al 2010; KULBE et., al 2012; GOVINDARAJ et., al 2013).

No entanto, em um estudo feito por Piura et. al. (2014), observou-se que a expressao de
RNAmM de TNFR2 foi maior em células neoplésicas ovarianas quando comparadas com células
normais do ovario, e sua localizacdo foi maior em células de carcinoma ovariano do que no
estroma, sugerindo que TNF- a influencia na formagdo do carcinoma de ovario através de
TNFR2. Portanto, 0 TNF-a e seus receptores TNFRI1 e principalmente TNFR2, estao
implicados na formagdo de carcinoma ovariano atraves de trés mecanismos de agdo: afetando

a atividade ou comportamento de células de carcinoma de ovario, principalmente através de
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TNFR2; modificando a morfologia celular, podendo permitir que estas células formem
metastases; regulando uma rede constitutiva de outras citocinas (IL-6), fatores angiogénico e
MMPs (matriz metaloproteinase), que podem atuar de forma paracrina/autdcrina, promovendo

a tumorigénese do carcinoma ovariano.

1.3.3  Perfil Th2

1.3.3.1 IL-5

A interleucina 5 é uma citocina do perfil Th2, produzida principalmente por linfdcitos,
como também por mastdcitos, e eosinofilos. Esta interleucina originalmente apresentou funcéo
de estimular a producdo de anticorpos pelas células B ativadas, porém recentemente tem-se
tornado conhecida como um fator importante na diferenciacdo e proliferagdo de eosindfilos.
Além disso, a IL-5 parece estar relacionada com a biologia do cancer, mas as evidéncias séo
contraditorias, ha relato de niveis elevados de IL5 no soro e eosinofilia excessiva em pacientes
com cancer de pulmao de células ndo pequenas de estadiamento avancado (STATHOPOULOS
et al., 2010), como também um aumento da frequéncia de derrame pleural maligno induzido

por adenocarcinoma (PANDIT et al., 2007; ZAYNAGETDINQV et al., 2015).

Em um estudo realizado por Jammal et al. (2016), a IL-5 foi mais frequentemente
encontrada em tecidos, através de imunocoloracdo, em neoplasias benignas, tanto no epitélio
como no estroma. Em outro estudo realizado por Giuntoli et al.(2009) apresentou niveis de IL-
5 e de outras interleucinas (IL-2, IL -7, IL-17, PDGF-BB e a RANTES[regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted-CCL5])com valores bastante diminuidos em ascite,
guando comparados com o0 soro, no entanto a IL-5 foi a citocina com o menor nivel apresentado
em ascite (0,5 pg/mL), como também sua expressdo foi a mais baixa no plasma (2,4 pg/mL),
tornando assim a interleucina com a menor expressdo em todo seu trabalho.
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1.3.3.2 IL-6

Estudos clinicos tém correlacionado altos niveis de IL-6 sérico antes do tratamento com
mau prognadstico em pacientes com diferentes tipos de cancer, como cabeca e carcinoma de
células escamosas do pescoco, estadios Il e Ill carcinoma gastrico, o cancer de prostata,
carcinoma de células renais metastatico, o cAncer da mama metastatico, e cancer de ovario.
Niveis elevados de IL-6 em doentes com cancer pode ser devido ao aumento da expressdo em
células do sistema imunoldgico normais, como consequéncia de inflamacdo crénica, ou do
estroma ou de células dentro de tumores (MICHALAKI et al.,2004; NEGRIER et al.,2004;

DUFFY et al.,2008; LIAO et al.,2008; EICHTEN et al.,2016).

A IL-6, enquanto contribui para o desenvolvimento dos foliculos nos ovarios normais e a
regulacdo da inflamacdo cronica, também pode estar envolvida na formacdo de um
microambiente celular propicio ao crescimento de células cancerigenas, como também sua
proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia. Pode ter efeitos diretos sobre a biologia das células do
tumor, juntamente com a regulacdo dos componentes do sistema imunolégico. Sua associacdo
com a carcinogénese de cancer de ovario e progressdo, bem com o aumento da sobrevivéncia
das células de cancer de ovario, resisténcia a quimioterapia e invasividade, também tém sido

relatados (MASOUMI-MOGHADDAM et al., 2015).

Em um estudo feito por Eitchen em 2016, mostrou que o aumento nos niveis de
mediadores de inflamacao, principalmente da IL-6, foi associado a ativacdo da STAT3 (Signal
Transducers and Activators of Transcription 3) em tumores A431-V -Xenoenxertos de tumores
humanos de células epidermoides resistentes a Aflibercept-, contribuindo na resisténcia ao
Aflibercept (inibidor do fator de crescimento endotelial vascular -VEGF), como também
evidenciou que o bloqueio da via IL-6/STAT3 com o anticorpo anti IL-6R (Sarilumab), que €

especifico para IL-6R humano, tornou este mesmo tumor mais sensivel ao Aflibercept, como
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também aumentou a atividade do Aflibercept em outro modelo de tumor (tumores prostata

DU145), com forte atividade de IL-6/STAT3 enddgena.

A alta expressdo de IL-6 pode proporcionar um meio de sobrevivéncia a células tumorais
durante o tratamento com Aflibercept com a ativacdo de STAT3, que da suporte a sobrevivéncia
de células tumorais quando ha privacdo de VEGF e promove a quimiorresisténcia em células
cancerosas expostas a hipdxia, como também pacientes com niveis séricos de IL-6 apresentam
uma pior sobrevida do que aqueles com niveis baixos de IL-6 ,em um estudo onde foi usado
Aflibercept como monoterapia em pacientes com cancer de ovario avangados e resistentes a
platina em um estudo de fase Il (YIN et al.,2006; SELVENDIRAN et al.,2009; TEW et

al.,2014; EICHTEN et al.,2016).

1.3.3.3 IL-10

A interleucina 10 é uma citocina multifuncional produzida por linfécitos Th2 e pode inibir
as respostas imunes celulares de macr6fagos ativados, importantes no controle homeostatico de
respostas imunes inata e celular. Também exerce efeitos diferentes sobre o sistema imunoldgico
e esta associada com a angiogénese, crescimento e a proliferacdo de células cancerosas em
conjunto com a IL-8. A elevacdo de IL-10 e norepinefrina induzida pelo estresse cronico
mostrou ter influéncia direta no crescimento de carcinoma de ovario em camundongos TGF-f1
(Factor de crescimento transformante beta 1), fator de crescimento endotelial vascular e IL-10
foram expressos em 100,74,69 e 54,96% respectivamente em tecidos malignos de cancer
epitelial de ovario, sugerindo que desempenham papeis imunossupressores (LIU et al 2012;

GAQO, et al 2013; JAMMAL et al., 2014).

Células Tregs (linfocitos T reguladores) convencional, como T CD4,CD25 e a expressao

de FOXP3, séo potentes reguladores da ativacdo de celulas T CD8 e inflamacéo tanto através
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de supressdo direta por citocinas inibitorias, tais como IL-10 e IL-35 e TGF-B (Factor de
crescimento transformante beta), e 0s mecanismos de supressédo indiretos como subversdo de
células dendriticas em direcdo ao fendtipo mais imunorregulatério, diminuicao da IL-2 no local,
um crucial fator de crescimento e estabelecimento de um microambiente inibitorio para o tumor.
No céncer de ovario, 0 nimero de Tregs € associado com estadios mais avangados, maior risco
de morte, e supressao do perfil Thl (CURIEL, et al., 2004; BARNETT et al., 2010; BU; et al.,

2015).
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2. JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

O céancer de ovario € uma malignidade constitui importante causa de morte por neoplasia
ginecologica em mulheres, sendo a neoplasia ginecologica mais letal. Trata-se de uma das
neoplasias mais dificeis de ser detectada precocemente. Apesar do melhor prognéstico em
pacientes que apresentam doenca localizada, avaliacGes retrospectivas demonstram que 50%
dessas pacientes sofrem recorréncia e vao a 0bito, apesar da terapia apropriada. A maioria das
pacientes se encontra em estadiamentos 11 e IV (FIGO-International Federation of Gynecology
and Obstetrics) no momento do diagnostico. Nesses casos, a principal estratégia terapéutica é
a cirurgia de citorreducdo, seguida de quimioterapia. Apesar dos esquemas quimioterapicos
derivados da platina e, mais recentemente, dos taxanos, os resultados do tratamento ndo tém
obtido melhora importante nas Gltimas décadas. Nos estadiamentos | e Il, a sobrevida em 5
anos varia de 73 a 98%, enquanto que nos estadiamentos I11 e 1V, essa percentagem € de apenas
17 a 69% (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Portanto, sdo necessarias novas
estratégias de diagndstico e tratamento do cancer de ovario, e a descoberta de novos fatores
prognosticos e marcadores de diferenciagdo entre neoplasias benignas e malignas séo

importantes para guiar melhor o tratamento.
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3. OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

1. Verificar se ha diferencas na dosagem de citocinas (padrdo TH1: IL-2, IL-8, e TNF-q;
padrdo TH2: IL-5, IL-6 e IL-10) no lavado peritoneal entre lesdes ndo neoplasicos, neoplasias

benignas e malignas primarias de ovario.

2. Relacionar a dosagem dessas citocinas do lavado peritoneal ou ascite com parametros

clinicos e patologicos de pacientes com neoplasia maligna primaria de ovario.
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4. HIPOTESE
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4 HIPOTESE

H& um aumento dos niveis de citocinas em neoplasias malignas, quando comparadas
com neoplasias benignas e tumores nao neoplasicos, e um producdo maior de um perfil de

citocinas relacionado com fatores de pior progndstico em cancer de ovario.
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5. MATERIAIS E METODOS
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5 MATERIAIS E METODO

Foram avaliadas de forma prospectiva as 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, com indicacdo de tratamento
cirargico. Os critérios utilizados para a indicacdo de cirurgia foram: cistos anecoicos com
didmetro maximo menor que 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 sélido, presenca de vegetacao
intracistica, septos grossos, dois 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).

Um total de 117 pacientes foram avaliadas, constituindo trés grupos: o primeiro grupo
lesbes ndo neoplasicas de ovario, composto por 14 pacientes, o segundo grupo de lesdes
benignas, composto de 74 pacientes, e o terceiro grupo de lesdo maligna de ovario, composto
por 29 pacientes. Todas as pacientes foram acompanhadas no pré-operatorio para a coleta do
lavado peritoneal ou ascite no intraoperatorio e revisados os resultados anatomopatoldgicos em

parafina.

Foram anotados em um banco de dados especifico para o estudo os seguintes dados dos
prontuérios: idade, paridade, status hormonal, tipo histoldgico, e no caso de tumores malignos,

grau histoldgico, estadiamento (FIGO), e o resultados dos ensaios de cada citocina dosada.

Os valores de RNL e RPL foram obtidos através da divisdo do nimero absoluto de
neutrofilos e plaquetas pelo nimero absoluto de linfdcitos, respectivamente. Como valor de

corte foi usado 4 para RNL (DIRICAN et al., 2015; KOH et al., 2015), e 200 para RPL. Em
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relacdo aos tumores epiteliais, foram considerados tumores ovarianos do tipo | os tumores
borderline serosos, carcinomas serosos de baixo grau, e carcinomas mucinosos, endometridides
e de células claras. Foram considerados tumores do tipo Il os carcinomas serosos de alto grau,
tumores mesodérmicos malignos mistos (carcinossarcomas) e indiferenciados(ALI-FEHMI et
al., 2011; KURMAN; SHIH, 2011). Na classificacao 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 avaliacdo 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 prontuario foram excluidas para essa avaliagéo.

Foi realizada a captura de anticorpos através da técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay-ensaio de imunoabsorcdo enzimatica) em amostras de lavado

peritoneal (ou ascite, se presente em casos neoplasias malignas) para a dosagem das citocinas.

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

CEP, nimero CAAE 34770014.4.0000.5154.

5.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Diagndstico de tumor ndo neoplasico de ovario, neoplasia benigna de ovério, ou

neoplasia maligna epitelial priméria de ovario.

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo foram; torgédo do pediculo anexial, neoplasia maligna secundéria
de ovério (metastase), doencas que levam a imunossupressdo, medica¢des imunossupressoras,

tratamento anti neoplasico prévio e recidiva.
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5.3 COLETA DO LIQUIDO PERITONEAL

Em todas as cirurgias por tumores ovarianos foi coletado o liquido peritoneal
através da realizacéo do lavado peritoneal, exceto na presenca de ascite, em que foi realizada a
coleta direta da mesma. Para o lavado peritoneal, realizou a inje¢do de 100ml de soro fisioldgico
0,9% na cavidade peritoneal e retirou-se 20ml deste lavado. O liquido peritoneal e a ascite
foram armazenados em frascos estéreis, em caixa de isopor com gelo, para o transporte até o
laboratério do IPON. O lavado peritoneal foi centrifugado (2000 rpm, por 10 min) e o

sobrenadante coletado, e estocado (- 20°C) até a dosagem de citocinas.

5.4 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

A avaliacdo anatomopatoldgica e o estadiamento dos casos foram realizados de acordo
com os critérios da International Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO. Dosagem

de citocinas

5.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

As concentragdes IL-2, IL-8 e TNF-a (perfil TH1) e de IL-5, IL-6 e IL-10 (perfil TH2)
foram quantificadas no sobrenadante das amostras de lavado peritoneal por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). As concentragfes das citocinas foram obtidas a partir do lavado
peritoneal, com resultados expressos em pg/mL.

Para a captura de anticorpos (técnica de ELISA), foram utilizadas placas de 96 pogos
revestidas com 50 pL/poco do anticorpo especifico para cada uma das citocinas citadas,
diluidos (1 a 3 pg/puL) em solucdo tampdo de ligacdo (Na2HPO4) e incubados por 16-24 horas

em temperatura de 4°C. As placas entdo foram lavadas trés vezes com PBS/Tween 20 a 0,05%
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e a ligacdo ndo especifica foi bloqueada por PBS/BSA 1% (100 pL/poco), incubando por 2
horas a 37°C.

As amostras e a curva padréo (concentracfes conhecidas de citocinas) foram colocadas
nas placas (50 pL/po¢o) e incubadas por 16-24 horas em uma temperatura de 4°C. Para a curva
padrdo foram utilizados anticorpos recombinantes humanos previamente diluidos em
PBS/Tween 20 a 0,05% respeitando as dosagens de 2,5 a 10 mg/mL, respectivamente.

As placas foram lavadas e, em seguida, foi adicionado anticorpo anti-citocina
biotinilado (0,5 a 1 mg/mL) diluido em tampéo de bloqueio (PBS/BSA 1%). Ap6s 1 hora de
incubacdo a 37°C as placas foram lavadas com PBS/Tween 20 e 100 pL/poco do conjugado
avidina-peroxidase, previamente diluido em tampéo de bloqueio (1:5000), foi adicionado.

A placa foi novamente incubada por 30 minutos em temperatura ambiente. Apés este
periodo as placas foram lavadas e, em seguida, foi realizada a reacao de coloragéo adicionando-
se 100 pL do substrato o-fenilenediamina dihidrocloreto-OPD. As placas foram entdo
incubadas novamente em temperatura ambiente por mais 15 a 20 minutos.

A reacdo foi entdo interrompida adicionando 50 pL de H2SO4 a 1M, e a absorbancia
medida a 490 nm em leitor de placa de ELISA. Os resultados foram expressos em
picogramas/mililitro (pg/mL) de cada citocina dosada por mililitro do sobrenadante do liquido

intracistico (BENJAMIM et al, 2000).

5.6 DADOS ANALISADOS

Os dados das pacientes encontrados nos prontuarios foram anotados em um banco de
dados especifico para o estudo contendo: idade, tipo histolégico, grau histolégico, estadiamento
(FIGO), classificacdo em tipo | e tipo Il de cancer de ovéario (no caso de tumores epiteliais),

sobrevida livre de doenca, sobrevida global, marcadores tumorais pré-operatérios (CA 125, CA
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15.3, CA 19.9), niveis pré-operatérios de hemoglobina, relagdo neutrofilo-linfocito (RNL),

relacdo plaqueta-linfocito (RPL), e os niveis de cada interleucina estudada.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo GraphPad Instat software. Os resultados foram expressos
em medianas e percentis 25 e 75. A partir do resultado entre os grupos néo pareados de leses
ndo neoplasicas, benignas e malignas foram comparados através de teste Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn. As comparacdes de citocinas com fatores progndsticos foram utilizado o
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando o

valor de p <0,05.
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6. RESULTADOS
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6 RESULTADOS

A mediana de idade de todas as pacientes foi de 52 anos. No grupo de tumores nédo
neoplasicos, a mediana de faixa etaria foi de 45 anos (34-87 anos), no grupo de neoplasias
benignas foi de 50 anos (11-77), e no grupo de neoplasias malignas foi de 56 anos (14-82). A
paridade mediana geral foi de 2 partos (0-9 partos). Das 133 pacientes, n (47%) estavam no
menacme e n (62%) pacientes estavam na menopausa. Onze (36,7%) do grupo de pacientes do

grupo maligno foram a ébito (tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos trés grupos de pacientes comparados no estudo.

LesGes ndo LesGes neoplasicas  Lesdes neoplasias

neoplésicas benignas malignas

n= 14 (%) n=74 (%) n=29 (%)
Idade (mediana em anos) 45 (34-87) - 50 (11-77) - 56 (14-82)  --
Paridade (mediana) 2 (0-5) -- 2 (0-13) - 2 (0-11) --
Status hormonal: Menacme 8 57,1 45 60,8 10 34,5
Status hormonal: Menopausa 6 42,8 29 39,2 19 65,5
Obito - 0 - 0 10 34,5

Fonte: O autor

Os subtipos histologicos do grupo de Tumores Nao Neoplésicos de ovério estdo

descritos na tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo histoldgica das lesbes ndo neoplésicas de ovario

Tumores ndo neoplasicos de ovario

n=14
n %
Cisto simples 8 57,14
Cisto teca-luteinico 3 35,71
Cisto folicular 1 21,42
Cisto hemorréagico 1 7,14
Hematoma de corpo luteo 1 7,14

Fonte: O autor
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Os subtipos histologicos do grupo de Neoplasias Benignas estdo descritos na tabela 3

Tabela 3: Classificacdo histologica das Lesdes Neoplasias Benignas

Neoplasias Benignas

n="74
n %
Cistoadenoma Seroso 24 32,43
Teratoma cistico Maduro 23 31,08
Cistoadenoma Mucinoso 22 29,72
Tumor de Brenner 2 2,70
Cistoadenoma Papilifero Seroso 1 1,35
Fibroma 1 1,35
Fibrotecoma 1 1,35

Fonte: O autor

Os subtipos histologicos do grupo de Neoplasias Malignas estdo descritos na tabela 4.
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Tabela 4: Classificacéo histoldgica das Neoplasias Malignas

Neoplasias Malignas

n=29

%

Cistoadenoma Mucinoso Borderline

Cistoadenoma Papilifero Seroso
Tumor de Células Da Granulosa
Carcinoma de Células Claras
Disgeminoma

Adenocarcinoma Endometrioide
Adenocarcinoma Seroso
Neoplasia de Alto Grau

Tumor de Células De Sertoli
Tumor de Células Germinativas
Tumor de Seio Endodérmico
Teratoma Imaturo

Tumor Seroso Borderline

N T T = =T =N CRRNY'S  B'S ; Be Y

20,68
17,24
17,24
6,89
3,44
3,44
3,44
3,44
3,44
3,44
3,44
3,44
3,44

Fonte: O autor

O estadiamento das neoplasias malignas segundo a FIGO foram: IA n = 12 (41,4%), 1B

n=2(6,9%), IC n =6 (20,7%), 1A n = 1 (3,4%), 11B n=0, I11A n = 1 (3,4%), I11B n = 3 (10,3%),

I1IC n=4 (13,8%) e em nosso estudo ndo ocorreu diagnostico de nenhuma paciente em estadio

IV (Figura 1).
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Frequéncia das neoplasias Malignas em cada estadio

41,4%

45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0% 34% 3,4%

5,0%

0,0%
u A 1B u|C m[IA 1A = [lIB m[lIC

Figura 1: Frequéncia (%) em cada estadiamento para cancer ovariano segundo os critérios da Federacéo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) nas pacientes com Neoplasia Maligna

O grau de diferenciacdo histoldgica das neoplasias malignas foi dividido em graul(bem
diferenciado) grau 2 (moderadamente diferenciado) e grau 3 (indiferenciado); Grau 1 n=17

(58,62%), grau 2 n=7 (24,13%) e grau 3 n=5 (17,24%) (figura 2).
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Grau de diferenciacéo histoldgica

58,62%

60,00%

50,00%

40,00%

24,13%

30,00%

17,24%

20,00%

10,00%

0,00%
Grau | Grau ll Grau Il

Fonte: O autor
Figura 2: Grau de diferenciacdo histoldgica das neoplasias malignas

6.1 RELACAO DAS CITOCINAS ENTRE OS GRUPOS

Na avaliacdo dos niveis da citocinas entres 0s grupos de ndo neoplasicos, neoplasias
benignas e neoplasias malignas, valores mais elevados de IL-6 foram encontrados em
neoplasias malignas, quando comparados com tumores ndo neoplasicos (p =0.0241). N&o houve

significancia estatistica com as demais interleucinas estudadas (figura 3).
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Figura 3: Relacdo das citocinas (mediana, percentis 25 e 75) entre 0s grupos nao neoplésicos, benignos e malignos
(Kruskall-Wallis, com pés-teste de Dunn). *p=0.0241 comparando-se com 0 grupo ndo neoplasicos.
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6.2 RELACAO CITOCINAS COM FATORES PROGNOSTICOS LABORATORIAIS

Tabela 5: Relagdo das citocinas (mediana, percentil 25 e percentil 75) e fatores progndsticos laboratoriais em neoplasias malignas de ovario.

IL2

IL5

IL6

IL8

IL10

TNF-a

RNL

RPL

CA125
(U/ml)

CA15.3
(U/ml)

CA19.9
(U/ml)

Hemoglobina
(g/dl)

<4 (n=19)
> 4 (n=10)
<200(n=17)
>200 (n=12)
<35(n=15)
> 35 (n=14)
<31 (n=22)
>31 (n=7)
<35 (n=22)
> 35 (n=7)
<12 (n=12)

> 12 (n=17)

11.2 (8.4-25.2)
10.3 (8.3-48.3)
11.2 (8.7-28.3)
10.3 (8.0-31.0)
10,8 (8.9-45.2)
11,1 (8.0-21.6)
10,3 (8.8-26.2)
20,2 (3.5-60.5)
10,3 (8.0-26.3)
12,4 (9.2-60.5)
10,3 (8.0-68.0)

11,2 (8.7-22.1)

11.5 (7.0-13.6)
10.5 (7.6-14.2)
11.8 (7.3-13.8)
10.1 (4.7-13.6)
11.5 (7.7-13.9)
10.7 (7.0-14.0)
10.7 (6.7-13.3)
12.7 (8.9-15.3)
10.9 (8.3-11.9)
11.0 (6.5-14.2)
9.9 (9.8-14.7)

12.0 (3.2-8.3)

14.3 (7.0-114.8)

151.6 (39.3-420.5)"

9.4 (6.1-54.3)

154.2 (66.9-418.2)"

9.1 (7.0-29.8)

166.9 (60.2-432.47#

18.9 (7.9-196.2)
92.5 (66.1-243.1)
20.7 (7.9-215.2)

87.2 (66.1-230.5)

9.4 (6.1-77.8)

33.1 (16.0-87.8)

173.4 (57.6-260.5)"

33.1(14.9-77.2)

145.3 (30.8-248.8)"

32.5 (11.8-93.0)

113.7 (36.9-173.4)™

46.0 (16.7-141.8)
48.7 (29.3-151.1)
42.0 (14.0-137.9)

124.4 (37.3-151.2)

230.5 (49.3-418.2)"*  143.0 (32.3-248.8)

33.1 (14.9-98.4)

31.4 (13.4-73.2)
15.9 (10.9-54.3)
31.4 (14.4-66.3)
15.9 (8.9-69.2)
17.1 (11.7-66.3)
29.2 (13.8-69.2)
31.6 (15.3-82.7)
12.4 (8.0-18.9)
21.7 (12.9-65.6)
26.9 (10.1-58.6)
30.2 (14.6-69.2)

19.8 (11.7-66.3)

8.2 (7.1-11.7)
8.6 (6.9-10.5)
8.2 (6.9-11.7)
8.6 (7.0-10.7)
8.6 (7.1-11.1)
7.8 (6.9-10.9)
8.4 (7.2-10.9)
10.1 (6.0-11.1)
8.0 (6.9-11.0)
8.6 (7.5-10.30)
9.5 (7.3-11.3)

7.4 (6.8-10.1)

#p=0.0311 comparado com RNL<4; #p=0.0051 comparado com RPL< 200; *##p=0.0019 comparado com CA-125 <35 U/mL; *##p=0.0027 comparado com
hemoglobina > 12g/dL; “p=0.0241 comparado com RNL< 4; "p=0.0425comparado com RPL< 200; ™ p=0.0291 comparado com CA-125 <35 U/mL; * p=0,03
comparado com glicose <100 mg/dL; *p=0,0461 comparado com CA-15.3 <31 U.
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Niveis mais elevados de IL-6 e IL-8 tiveram associacdo com RNL > 4 (p=0,0311 e

p=0.0241, respectivamente. Ndo houve significancia estatisticas com outras citocinas estudadas

em relacdo a esse parametro (Figura 4 e tabela 5).
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Figura 4: Comparacéo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal

obtidos de pacientes com neoplasias malignas (n =29) em relagdo a RNL < 4 e RNL > 4. #p=0,0311 e **p=0.0241,

comparados com RNL<4
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Figura 5: comparagdo dos niveis de citocinas (mediana, percentil 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos
de pacientes com neoplasias malignas (n=29) em relacdo a RPL <200 e RPL>200. ## IL-6 p= 0,0051 e **IL-8 p=
0,0426 comparados com RPL<200
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Figura 6: comparagdo dos niveis de citocinas (mediana, percentil 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos
de pacientes com neoplasias malignas (n=29) em relacdo a CA 125 <35 U/ml e CA125 >35 U/ml. ##]L-6 p=0,0019
e ™IL-8 p=0.0291 comparados com CA 125 normal.
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Figura 7: Comparacéo dos niveis de citocinas (mediana, percentil 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos
de pacientes com neoplasias malignas (n=29) em relagéo a CA 15-3 <31 U/ml e CA15-3 >31 U/ml. *IL-10 p= 0,0481
comparado com CA 15.3 >31.
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Figura 9: Comparacdo dos niveis de citocinas (mediana, percentil 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos
de pacientes com neoplasias malignas (n=29) em relacdo a hemoglobina <12 g/dL e hemoglobina >12g/dL. ### p=
0.0027, comparado com hemoglobina <12.
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6.3 RELACAO CITOCINAS COM FATORES PROGNOSTICOS CLINICOS.

Foram avaliados as citocinas do grupo de neoplasias malignas e sua relacdo estadiamentos, grau histoldgico e tipo e os resultados

séo apresentado na tabela abaixo.

Tabela 6: Relacdo das citocinas (mediana, percentil 25 e percentil 75) e fatores prognosticos em neoplasias malignas de ovario.

IL2

IL5

IL6

IL8

IL10

TNF-a

Estadio

Grau

Tipo

SLD

(meses)

SG
(meses)

-1l (n=25) 10.8 (8.0-22.1)
HIC (n=4) 335 (8.6-74.7)
1e2(n=24) 10.1 (8.0-43.6)
3(n=6)  26.3(5.3-41.9)
1(n=13) 9.5 (4.6-43.6)
2 (n=6) 6.2 (5.5-8.3)

<24 (n=9) 9.7 (9.1-22.1)
> 24 (n=18) 11.0 (7.7-26.2)
<60(n=18) 18.3(9.1-60.9)

>60(n=10) 9.0 (7.6-11.1)

11.0 (6.5-13.5)
11.8 (8.3-17.0)
10.3 (7.6-12.7)
12.6 (7.9-14.7)
12.0 (7.9-14.5)
11.3 (6.9-18.7)
9.9 (8.1-11.8)
11.8 (6.7-14.8)
11.3 (8.7-13.3)

10.2 (5.2-15.9)

23.4 (8.0-137.0)
328.9 (185.1-894.2)###
24.3 (8.3-222.2)
92.5 (54.3-2032.9)
77.8 (8.4-215.9)
182.8 (9.2-420.5)
215.9 (77.8-442,0)######
18.9 (7.9-83.0)
66.1 (19.3-327.4)

8.9 (7.9-73.0)

48.7 (14.9-147.6)

23.5(14.3-63.5)

8.6 (7.3-11.8)

79.9 (30.8-159.9) 49.3 (10.0-218.2) 7.4 (6.2-10.4)

45.1 (20.2-125.5)
173.5 (17.1-242.9)
48.7 (17.1-129.0)
34.2 (32.6-82.6)
129.0 (35.4-242.9)
40.9 (13.4-106.2)
42.0 (15.2-170.4)

66.9 (21.1-106.2)

25.2 (13.3-69.8)
14.3 (12.4-63.5)
26.9 (14.3-33.6)
51.7 (9.6-85.6)
26.9 (6.2-66.3)
20.3 (14.3-69.4)
21.7 (12.4-56.8)

24.4 (13.6-82.7)

8.4 (7.0-10.8)
10.3 (6.3-11.1)
8.2 (6.3-10.1)
8.2 (7.3-10.1)
8.6 (6.8-10.5)
8.4 (7.0-11.3)
10.2 (7.2-11.7)

7.4 (6.8-8.5)

##### p=0,0203 comparando com estadio I-111B; ### p=0,0268 comparado com SLD > 24 meses; SLD = sobrevida livre de doenca SG = sobrevida global
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Figura 11: Relacdo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos de
pacientes com neoplasias malignas (n =29) comparando pacientes com estadio I/11 com paciente estadio 111/1V.
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Figura 12: Relagéo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos de
pacientes com neoplasias malignas (n =29) comparando pacientes com grau 1/2 com paciente grau 3.
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Figura 13: Relacdo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos de
pacientes com neoplasias malignas (n =29) comparando pacientes com tipo 1 com paciente tipo 2.
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Figura 14: Relacdo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos de
pacientes com neoplasias malignas (n =29) comparando pacientes com a sobrevida livre de doenga <24 meses com
paciente com a sobrevida livre de doenca >24 meses. (IL-6 p=0.0267).
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Figura 11: Relacdo dos niveis de citocinas (mediana, percentis 25 e 75) em amostras do lavado peritoneal obtidos de
pacientes com neoplasias malignas (n =29) comparando pacientes com a sobrevida global <60 meses com paciente

com a sobrevida global>60 meses.
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7 DISCUSSAO

A disseminacdo peritoneal de tumores ovarianos é um fator importante nas lesdes neoplasicas
de ovario, e sua presenca pode alterar o progndéstico, e mesmo uma disseminacgéo subclinica pode
modificar o estadiamento. O uso de analises citologicas na lavagem peritoneal e ascite do cancer
de ovario € um parametro prognostico muito importante que auxilia como um preditor util do
envolvimento da superficie ovarica e metastase peritoneal, mesmo na auséncia de disseminacéo
clinica omental (NAZ et al., 2015). Por este motivo, a obtencdo do lavado peritoneal e ascite faz
parte da cirurgia de neoplasia ovariana, sendo rotineiramente realizada em cirurgias com suspeita
de cancer de ovario. No entanto, a dosagem de citocinas na ascite ou lavado peritoneal ndo €
utilizada na rotina de cirurgias de cancer de ovario, e na literatura ha correlacdes de citocinas com
estadios mais avancados de cancer de ovario. Entdo, estes achados poderiam complementar ainda

mais o0 prognostico e a compreensao acerca dos canceres de ovario.

Devido a potente atividade de IL-2 como fator de crescimento de células T in vitro, essa
citocina tem sido extensivamente estudada. Esta atividade oferece um meio para impulsionar
diretamente a imunidade, ou um alvo para antagonizar respostas indesejadas, rejeicdo de
transplantes e doencas autoimunes (DELEEUW et al., 2015; MALEK; CASTRO, 2010). Em um
estudo com camundongos com cancer de ovario, a utilizacdo de IL-2 como monoterapia ou como
adjuvante em terapia adotiva através de administracdo intraperitoneal de IL-2 produziu uma taxa
de 25% de resposta objetiva em ensaios clinicos iniciais (DELEEUW et al., 2015; ROSENBERG,
2014). Ja em nosso estudo, os niveis de IL-2 ndo se relacionaram com nenhum fator prognostico

estudado, assim como no estudo feito por Martins-Filho et al., (2017) no liquido intracistico de
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lesbes malignas de ovario, e Sanguinete et al. (2017), que dosaram citocinas no soro de pacientes

com cancer de ovario.

Estudos demonstraram que a expressao de IL-5, em algumas pacientes, é a interleucina com
menor nivel dosado em ascite (YIGIT et al., 2011), além de valores diminuidos de IL-2, IL-7, IL-
17, em ascites quando comparado ao soro (GIUNTOLI et al., 2009). Altos niveis de IL-5 tém sido
associados a alto grau histoldgico e doenca mais avancada (TSAI-TURTON et al., 2009), o que
sugere seu papel como fator prognostico. No entanto, no estudo de Martins-Filho et al. (2017), que
avaliou a IL-5 no liquido intracistico, ndo houve diferenca entre os grupos estudados. O estudo de
Sanguinete et al. (2017), realizado com anélises do soro, ndo mostrou nenhuma relacédo de IL-5
com nenhum fator progndstico estudado, assim como em nosso estudo, em lavado peritoneal, ndo

ocorreu associacdo com fatores progndsticos.

Em um estudo recente, os niveis elevados de TNF-a na ascite em cirurgias primarias foram
associados com uma diminuicdo da sobrevida livre de progressdo apos a cirurgia primaria, bem
como niveis concomitantemente aumentados de TNF-a. e IL-6 foram relacionados a progressao
rapida da doenca, sugerindo uma interagdo entre essas citocinas na progressdo do cancer epitelial
do ovario avangado. Além disso, niveis elevados de ascite em combinagdo com IL-8, IL-6 e TNF-
a foram associados com menor sobrevida livre de progressao(KOLOMEYEVSKAYA etal., 2015).
Em 0 nosso estudo, observamos também uma interacdo entre IL-6 e IL-8 em alguns fatores

prognosticos como NLR, PLR e CA-125.

Os fatores derivados de tumores sdo capazes de ativar macréfagos, o que leva a producéo
de IL-6 e TNF-a, favorecendo o microambiente tumoral, juntamente com a capacidade do tumor a
gerar metastases. Por outro lado, citocinas como TNF-a e IL-6, podem ativar vias com potencial
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antitumoral, agindo de duas formas diferentes. Assim, ndo é surpresa que exista conflito entre o
papel deletério e potencial protetor. Membros da familia IL-6 sdo mencionados como altamente
expressos em varios tipos de cancer e sdo considerados como elos chaves entre a inflamacéo,

tumorigénese e metastase (KIM et al., 2010; TANIGUCHI & KARIN, 2014).

A 1L-6 também pode aumentar a eficacia da imunidade antitumoral agindo na ativacédo e
proliferacdo e sobrevivéncia dos linfécitos, como também aumenta o seu fluxo dos ganglios
linfaticos (FISHER et al., 2011). Yigit et al. (2011) observaram uma relacao entre a concentracao
de IL-6 na ascite e a doenca residual apos cirurgia de citorreducao, porém os niveis de IL-6 foram
maiores em compara¢do com a doenca primaria. Também, a IL-6 derivada de tumores pode
provocar a trombocitose paraneoplasica em pacientes com cancer epitelial de ovario avancado, o

que pode ser associado a um mal prognéstico (STONE et al., 2012).

TNF-a, agindo em TNFR2, tem acdo completamente diferente ao TNFR1, pois 0 TNFR2 nédo
esta ligado a um dominio que leva a morte celular. Seu efeito promove a ativacdo de NF-kB e o
crescimento celular. Piura et al. (2014) encontraram maior expressdao de RNAm de TNFR2 em
células neoplésicas ovarianas do que em células normais de ovario, mostrando que o TNF-a
influencia na formagdo do carcinoma de ovério através de TNFR2. Estudos recentes também
mostraram que 0 TNF-a ligado a TNFR1 faz com que o NF-kB seja levado ao ndcleo, onde ativa
genes envolvidos no crescimento celular, diferenciacdo e expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IL-6 e IL-8, sendo observado principalmente em células de cancer de ovario que sobre-

expressam CD9 (HWANG et al., 2012).

Em nosso estudo, niveis mais altos de IL-6 estiveram relacionados com fatores prognosticos
como: RNL >4, RPL >200, CA-125 >35 U/mL, hemoglobina >12 g/dL, estadiamentos I1IC e SLD
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<24 meses, como também foi a Unica interleucina em que 0s niveis aumentados estiveram
relacionados a lesdes malignas quando comparado com leses ndo neoplasicas na comparacao entre
grupos, indo de encontro com a literatura, ou seja, a IL-6 condiz com um pior progndstico
independente para o cancer de ovario. Em nosso estudo, também observou-se uma interagédo entre
as IL-6 e IL-8 em alguns fatores progndsticos como NLR, PLR e CA-125, com tendéncia a se
associar também em comparacdes de hemoglobina em niveis normais. Assim como mencionado
por Hwang et al., (2012), a producdo de interleucinas como IL-6 e IL-8 podem ser ativadas pela
ligacdo de TNF-a ao TNFR1. A relacdo destas citocinas com a evolucdo do cancer de ovario é
evidente em nosso trabalho, mas o niveis de TNF-o ndo se relacionou com nenhum fator
prognostico, o que poderia ser explicado pelo balanco entre a quantidade de TNFR1 e TNFR2. A
ligacdo de TNF-a a TNFR1 pode ter um papel antitumoral, mas sua ligacdo a TNFR2 pode
desempenhar um papel pré-tumoral. Estudos como de Martins-Filho et al., (2017) e Sanguinete et
al., (2017) encontraram resultados semelhantes e relacionaram niveis altos de IL-6 e IL-8 a um pior

prognastico no cancer de ovario.

Além disso, em todas as vezes que os niveis altos de IL-8 estava correlacionado com algum
fator prognéstico, a IL-6 também apresentava significancia estatistica, mostrando uma interagéo
entre estas duas citocinas e ambas correlacionadas a um mal prognéstico, como citado por
Kolomeyevskaya et al., (2015), Yigit et al., (2011) e HWANG et al., (2012) em células que sobre
expressavam CD9. Alem disso YIGIT et al., (2011) encontraram niveis elevados de IL-6 e IL-8
em varias amostras e relacionaram a hipdxia e necrose que sao comuns em cancer epitelial de
ovario e podem ser um gatilho para a producdo destas interleucinas. Neste trabalho, os autores néo

encontraram nenhuma correlacdo de 1L-8 com CA125 ap0s a quimioterapia de 3 a 6 meses. No
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entanto, em nosso estudo, esta relacdo esta presente, mas os casos estudados aqui foram de cirurgias

primarias e ndo foi avaliado paciente ap0s a cirurgia de citorreducéo.

Embora o papel de IL-10 no cancer seja amplamente estudado, a relacdo exata com 0s
tumores ainda necessita de ser elucidada. Em nossa avaliacdo da IL-10 no lavado peritoneal, niveis
elevados dessa citocina estiveram relacionados com niveis normais de CA15-3, mas ndo mostrou

diferenca entre os grupos de lesdes ndo neoplasicas, benignas e malignas.

A principal limitacéo do estudo é a pequena amostra de pacientes. Novos estudos com maior
namero de casos sao indispensaveis para estabelecer um perfil de citocinas que melhor prevejam o

prognostico da doenca.

61



8 CONCLUSAO

A IL-6 foi relacionada aos lavados peritoneais de lesdes malignas de ovario, quando
comparado os grupos de les6es ndo neoplasicas, benignas e malignas mostrando que altos niveis

desta citocinas se relaciona diretamente com casos mais graves de lesdes ovarianas.

IL-6 e IL-8 no lavado peritoneal estiveram relacionadas com fatores de mau progndstico e
estdo relacionados a casos mais avancados e ao desenvolvimento do cancer se ovario. A avaliacéo
do perfil dessas citocinas no lavado peritoneal em uma amostra maior de pacientes pode ser
importante na melhor defini¢cdo do progndstico de cada paciente, individualizando o tratamento
adjuvante tornando mais ou menos agressivo dependendo do perfil. Além disso, a avaliacdo do
perfil dessas citocinas no lavado peritoneal podera ser alvo do estudo de novas terapias no cancer

de ovério.
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