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RESUMO

Introducio:

O cancer epitelial de ovario (CEO) representa um desafio a Oncologia Ginecoldgica
devido ao seu carater insidioso e alta letalidade. O sistema imunolédgico interage com o
tumor em desenvolvimento podendo determinar sua progressdo/regressdo. Este estudo

visa avaliar a resposta imune Th1, Th2 e Th17 em mulheres com CEO.

Métodos:

Avaliaram-se prospectivamente 44 mulheres com CEO e 32 mulheres sem evidéncia de
neoplasia maligna (grupo controle). Foram coletadas amostras de tumor/ovario normal,
liquido intracistico, ascite e soro. A avaliacdo da resposta imune foi realizada por meio
da dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y utilizando CBA
(Cytometric Bead Array). As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste Mann-
Whitney ou Kruskal-Walis e recorréncia e sobrevida por Cox Regression. As diferencas

com valor de p < 0,05 foram consideradas significativas.

Resultados:

Nao houve diferenga entre os grupos em relacdo a idade e paridade. No grupo de
mulheres com CEO, 12 (27,2%) apresentavam estagios I/Il e 32 (72,7%) estagios III/
IV. As pacientes com CEO apresentaram maiores concentracdes de TNF-q, IL-4, IL-6
e IL-10 (tumor) e IL-10 e TNF-a (soro) em comparagdo ao grupo controle. A ascite e
liquido intracistico representaram os sitios com maiores concentracdes de citocinas nas
pacientes com CEO comparados ao soro e tumor. Houve uma associagdo de maiores
niveis séricos do CA-125 com maior concentracdo de IL-10 (liquido intracistico) e

TNF-a (soro). Pacientes com neoplasias pouco diferenciadas apresentaram uma maior
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RESUMO 18
concentracao de IL-4 (liquido intracistico), IL-6 (liquido intracistico e tumor) e IL-10
(ascite e liquido intracistico). Mulheres com estagios III/IV apresentaram uma maior
concentracdo de IL-10 (tumor e ascite) e TNF-a (soro e ascite). Mulheres submetidas a
cirurgia de citorreducao insatisfatoria apresentaram maiores concentracdes de 1L-4, IL-6,
IL-10 e TNF-a e menores concentragdoes de [FN-y em comparacao aquelas submetidas a
citorreducdo o6tima. Mulheres com maiores concentragdes de IL-6 e IL-10 (tumor e ascite) e

menores concentragdes de IFN-y (liquido intracistico) apresentaram menor sobrevida global.

Conclusoes:

Mulheres com CEO apresentam predominantemente uma resposta imune Th2 e um
padrao de imunossupressao. Esse perfil parece exercer um papel importante na progressao
tumoral, sendo evidenciada uma associagao de IL-6, IL-10 e IFN-y com o prognostico de

pacientes com CEO.

Palavras-chave: Cancer epitelial de ovario; Resposta imune adaptativa; Citometria de

fluxo; Citocinas.
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1 INTRODUGAO 20

1.1 CANCER EPITELIAL DE OVARIO

O cancer epitelial do ovario (CEO) representa um desafio a Oncologia Ginecologica
devido ao seu carater insidioso e a sua alta letalidade (Silva-Filho, 2004). E a primeira
causa de morte entre os tumores ginecologicos nos Estados Unidos e a quarta maior causa
de morte entre as mulheres (Jemal, Siegel, et al.). Para o ano de 2011, sdo estimados
21.990 novos casos e 15.460 mortes em mulheres americanas (ACS 2011; 2011). No
Brasil configura-se como o sexto tumor ginecoldgico mais comum, porém o de maior
letalidade. Estimativas mais recentes datam do ano de 2009, com a ocorréncia de 3.837
novos casos e 2.836 mortes (INCA, 2009).

Citam-se como fatores de risco importantes para o desenvolvimento do cancer de
ovario, ndo relacionado a alteracdes genéticas, a idade, a menarca precoce, a menopausa
tardia, a obesidade e a sindrome dos ovarios policisticos. Inibidores da ovulagao,
como as anticoncepcionais tém um efeito protetor. (Partridge, Kreimer et al. 2009) As
manifestagdes clinicas do cancer de ovario sdo em sua maioria inespecificas e variam
desde desconforto abdominal com mudancas do habito intestinal, com anorexia e perda
ponderal até o encontro de grande massa no abdome e distensao por ascite nos estagios
avangados (Burges and Schmalfeldt).

Aproximadamente 2/3 dos casos sdo diagnosticados nos estagios III e IV, com
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1 INTRODUGAO 21

uma sobrevida em cinco anos variando de 10 a 20%, principalmente pela auséncia de
métodos de rastreamento e diagnostico inadequados, tendo os exames de imagem como
a ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear magnética,
associadas aos marcadores séricos como o CA-125, baixos valores de predicao (Brewer,
Johnson et al., 2003; Burges and Schmalfeldt, 2011). Embora o CEO possa ocorrer
em qualquer idade, ¢ mais comum em mulheres com mais de 50 anos. O tratamento
convencional inclui citorredugdo cirurgica seguida de quimioterapia, quando indicada
(Roett and Evans, 2009).

Apesar dos avangos no tratamento, a mortalidade por CEO nao se modificou nas

ultimas duas décadas (Ries, Wingo et al., 2000) (Fig. 1.1: A a D).

Figura 1.1 (A-D): Laparotomia para citorredugao priméria do cancer de ovério.

Nota: Fotografias evidenciando tumores epiteliais de ovério em estagios avancados na laparotomia para citorreducao
priméaria. A = Carcinomatose envolvendo alcas de intestino delgado; B = Carcinomatose em alcas intestinais e
parede abdominal; C = Tumor primario de ovario; D = Grande omento acometido por metéastases do cancer epitelial
de ovario.
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1 INTRODUGAO 22

1.2 RESPOSTA IMUNE

A resposta imune pode ser dividida em inata ou adaptativa. A imunidade inata esta
associada as fases iniciais da resposta imune e atua contra o agente agressor de maneira
inespecifica, ndo se alterando com a repetida exposi¢cdo a esse agente (Medzhitov and
Janeway, 2000).

A imunidade adaptativa acentua mecanismos efetores similares aqueles da resposta
inata, direcionando-os com maior precisdo. Essa resposta ¢ determinada pela ativagao
de macrofagos ou pela producdo de anticorpos (Moser and Murphy, 2000). A defini¢cao
de qual sera a via dominante estd associada a diferenciacdo das células T CD4 virgens
em células Th1 ou Th2 no tecido linfoide. As células Thl estdo associadas a ativacao de
macrofagos e as células Th2, a producao de anticorpos (Constant and Bottomly, 1997).
Os mecanismos que controlam esta diferenciacdo ainda ndo estdo bem definidos. Sabe-
se que as citocinas, presentes nos tecidos no inicio da fase de diferenciagdo, tém grande
influéncia nesse processo (Constant and Bottomly, 1997).

Macroéfagos e linfocitos ativados atuam de forma interativa na liberacao de citocinas
que amplificam a resposta imune (Svanborg, Godaly et al., 1999). As células T dividem-
se em duas classes principais com fungdes efetoras distintas, diferenciadas pela expressao
de proteinas de superficie celular, CD4 e CDS. Essas subpopulacdes de células T diferem-
se na classe de molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que eles
reconhecem. Existem duas classes de molécula MHC: o MHC de classe [e o MHC de classe
II, que apresentam estrutura e padrao de expressdo diferentes nos tecidos do organismo.
A proteina de superficie celular CD4 liga-se a molécula de classe II, e CD8, a molécula

de classe I. Durante o reconhecimento do antigeno, as moléculas CD4 e CD8 associam-se
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1 INTRODUGAO 23

com o receptor de cé€lula T e se ligam a sitios invaridveis na por¢ao MHC do complexo
MHC-peptideo. Essa ligagao, também dependente de outras moléculas denominadas co-
estimuladoras, como as proteinas CD40, CD28 e CD86, ¢ necessaria para que a cé¢lula T
realize uma resposta eficaz (Bouvier, 2003; Voelkl, Moore et al., 2009).

A principal fun¢do das células T CD4 ¢ ativar outras células do sistema imune. As
moléculas MHC de classe II sdo encontradas nos linfocitos B, nas células dendriticas € nos
macrofagos. Quando as células T CD4 reconhecem peptideos ligados a moléculas MHC
de classe Il nas cé€lulas B, juntamente com moléculas ocorre o estimulo para a produgao
de anticorpos. Da mesma maneira, as cé¢lulas T CD4, reconhecendo peptideos ligados
as moléculas MHC de classe II nos macrofagos, ativam essas células para destruicao do
agente agressor (Fremont, Hendrickson et al., 1996). As células T CD4+ sdo capazes de
direcionar a ativacao e proliferacao de células T CD4 virgens, de acordo com o perfil de
citocinas expressas naquele meio que estdo envolvidas em duas categorias funcionais: as
células Th1, que ativam macrofagos, e as células Th2, ou células T auxiliares, que ativam

a producdo de anticorpos pelas células B (Villadangos, 2001; Williams, Peh et al., 2002).

1.3 SISTEMA IMUNE E CANCER

Sugere-se uma interacdo entre o sistema imune e o processo de carcinogénese e
progressao tumoral, estando a resposta inata na primeira linha de defesa contra o cancer.
Os elementos celulares dessa resposta incluem granuldcitos, macrofagos, mastocitos,
células dendriticas (DC) e células natural killer (NK).

A imunidade adaptativa, que inclui a imunidade humoral e celular, evolui ao longo
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de varios dias, refletindo a necessidade da ativagao e expansao dos linfocitos que podem
reconhecer antigenos associados ao tumor (TAA). A presenca de anticorpos (Ac) e dos
TAA, bem como de células efetoras inespecificas e especificas, presentes na circulagao
periférica e no sitio tumoral de pacientes com cancer, tem sido frequentemente relatada.
Essas células e os Ac sdo capazes de mediar a rejeicao do tumor (Dranoff 2004; Dunn,
Old et al., 2004).

Os tumores podem escapar do sistema imune, por uma variedade de mecanismos, €
a capacidade de interferir com o nimero de células imunes antitumorais e/ou de subverter
sua fung¢do ¢ considerada uma das principais razdes subjacentes ao fracasso do hospedeiro
em controlar a supressao do tumor (Dunn, Old etal., 2004). A interagdo das células tumorais
com o sistema imune desempenha papel decisivo no processo da carcinogénese (Dranoff,
2004). Estudos demonstram que infiltrados intratumorais de linfécitos, especialmente
aqueles com células T CD8+, estdo associados a reducao de recorréncia da doenga e
sobrevida prolongada em diversos tipos de cancer (Zhang, Conejo-Garcia et al., 2003).

Aresposta adaptativa antitumoral ¢ iniciada pelas DC, que capturam células tumorais
e processam o antigeno para o MHC de classe I e II. As células DC migram para os ganglios
linfaticos, e estimulam células T e B especificas para o antigeno. No microambiente
tumoral, as DC podem ser ativadas por sinalizacdo produzida por células tumorais
necroéticas. Ocorre, entdo, processo de maturacao que inclui a expressao de multiplas
citocinas, resultando na resposta mediada pelas células T (Matzinger, 2002). A produgdo
de citocinas imunossupressoras como IL-10 e VEGF, no microambiente tumoral, pode
inibir a funcao dessas DC, inibindo a resposta efetora de células T e aumentando a fungao
das células T reguladoras (Gabrilovich, 2004). Citocinas como a IL-2 tem seu espectro de

atividades voltado para o crescimento e diferenciacao de linfécitos T e B, promog¢ao do
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crescimento e maturacao das células NK e DC (Minami, Kono et al., 1993; Taniguchi and
Minami, 1993; Galatiuc, Gherman et al., 1995). Estudos tém evidenciado sua importancia
na reducao de tumores so6lidos (Jackaman, Bundell et al., 2003; Jackaman and Nelson).
A resposta adaptativa as c€lulas tumorais depende da apresentagao de epitopos de
antigenos no sitio de ligacao de moléculas do MHC classe 1. O principal mecanismo de
morte das células tumorais por vias especificas, depende da agao de células T CD8+ que
reconhecem antigenos apresentados no contexto do MHC classe 1. Assim, mecanismos
potenciais de evasao imune envolvem a queda da expressao dos genes do MHC classe I ou
de qualquer componente envolvido nas etapas de processamento de antigenos e transporte
de epitopos imunogénicos para a membrana plasmatica (Zisman, Pantuck et al., 2000).
A imunovigilancia ¢ a capacidade do sistema imune de reconhecer um antigeno
tumoral ou uma modificacdo no tecido envolvido, causando eliminagao dos mesmos.
Este mecanismo depende da interacao dos sistemas imune inato e adaptativo com as células
dendriticas apresentadoras de antigenos estimulando a proliferacao de células T CD4+ e
CD8+ tumor-especificas, atraindo-as para o local da neoplasia, onde reconhecem e destroem

as c¢lulas tumorais que expressam os antigenos especificos (Dunn, Old et al., 2004).

1.4 CANCER DE OVARIO E CITOCINAS

A alta taxa de mortalidade pelo EOC ¢ um resultado de obstaculos técnicos para
a detecgdo precoce da doenga e uma alta prevaléncia de metéstase a distancia em fases
tardias da doenca (Jemal, Siegel et al., 2009). Esta tltima propriedade provavelmente

ocorre pelo contato direto entre a superficie ovariana e a cavidade peritoneal e facilita
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a disseminacao precoce de células do cancer de ovario também auxiliado pelo fluxo do
liquido peritoneal (Naora and Montell, 2005). Ao contrario da maioria de outros 6rgaos,
o epitélio da superficie do ovario ¢ uma continug¢ao natural do revestimento peritoneal e,
portanto, estd diretamente exposto a agressoes metabolicas sobre o peritonio, a maioria
das quais tém propriedades inflamatorias. O processo ovulatorio ¢ responsavel por
desencadear reacoes inflamatorias € com potencial mutagénico (Bonello, McKie et al.,
1996). Este evento culmina em uma explosao de células epiteliais seguida por extrusao
rapida do 6vulo, ferindo a superficie ovariana (Murdoch, 1996).

A ovulagdo, juntamente com as etapas de reparo imediatamente ap0s a liberagao do
ovulo, sao marcados pela geracao de um grande nimero de citocinas e enzimas modeladoras
da matriz tecidual, incluindo prostaglandinas, eicosandides bioativos, fatores ativadores
de plasminogénio, colagenases, quimiocinas, fatores de necrose tumoral e varios fatores de
crescimento, caracterizando a criacdo de um ambiente pro-inflamatdrio, caracterizado na
teoria da ovulacao incessante (Espey, 1992; Espey, 1994). Estudos tém demonstrado que
a elevagdo de estrogénios e androgénios, como proposto pelas hipoteses da gonadotrofina
e hormonal, respectivamente, amplifica a resposta imune através do recrutamento de
c€lulas pré-inflamatorias e efetores moleculares (Orvieto, Fisch et al., 2005; Shan and
Liu, 2009). Pela hidtese da tumorigénese na tuba uterina, o fluxo menstrual retrogrado
carreia uma série de substancias inflamatorias como as citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a,
que em contato com a area fimbrial de transi¢ao entre o tecido mesnquimal e o epitélio
colunar poderia desencadear processos mutagénicos que resultariam no cancer (McGee,
Jensen et al., 1999; Maisey, Nardocci et al., 2003; Strandell, Thorburn et al., 2004).

Ness e Cottreau propds que a inflamagao cronica pode levar ao desenvolvimento de

cancer de ovario epitelial cancer (Ness and Cottreau, 1999). Eles propuseram a hipdtese
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de que fatores como exposi¢do ao talco, endometriose ¢ doenga inflamatoria pélvica
poderiam aumentar o risco pelo processo de inflamacao local do epitélio do ovariano.
Estudos envolvendo um perfil populacional propenso ao processo de inflamacao gonadal
cronica mostraram maiores riscos para o desenvolvimento do cancer de ovario (Olson,
Cerhan et al., 2002; Baan, Straif et al., 2006; Wu, Pearce et al., 2009).

O cancer de ovario apresenta alto potencial inflamatério, evidenciado pela presenga
de infiltrados linfocitarios (TILs) no seu microambiente, os quais se relacionam diretamente
a sobrevida das pacientes. O fluxo e as atividades destes infiltrados linfocitarios sao
mediados por citocinas, sendo estas um reflexo do estado imunolédgico do hospedeiro,
podendo servir como meio de se entender a resposta imune (Zhang, Conejo-Garcia et al.,
2003; Raspollini, Castiglione et al., 2005).

A neoplasia ovariana ¢ conhecida por criar um microambiente de supressao da
resposta imune, a fim de escapar dos mecanismos de controle imunoldgico (Kandalaft,
Powell et al.; Yigit, Figdor et al.). Uma das formas de escape da imunovigilancia seria
entdo, desviar a resposta imune do perfil Thl (IFN-y, TNF-a) para resposta Th2 (IL-
4, 1L-6) (Giuntoli, Webb et al., 2009). A respota Thl atua pelo estimulo da imunidade
celular por ativagao de macrofagos e células dendriticas € no recrutamento de células T
CD8+ citotoxicas e células NK. A resposta Th2 inibe a imunidade mediada por células
e favorece a resposta imune humoral. A geragdo e perpetuacao de um perfil de resposta
imune dependerdo do padrdo e equilibrio das citocinas envolvidas no processo de
maturacao das células virgens (Sers, Husmann et al.).

Outros perfis mais recentes de resposta imune mediados por determinadas classes
de citocinas também tém sido relatados, tais como as células Th17 recém-identificadas

como estimuladoras de células T CD4. Células Th17 e seu produto, a citocina IL-17
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desempenham um papel ativo na inflamacao e nas doencas auto-imunes ¢ também sao
encontradas em tumores humanos (Ouyang, Kolls etal., 2008); (Kryczek, Wei etal., 2007).
Nestas condigdes, pela acao sinérgica entre IL-17 e IFN-y, as células Th17 sdo capazes de
recrutar células T efetoras no ambiente tumoral, contribuindo com uma resposta favoravel
a destruicao das células malignas pelo estimulo a produgdo de citocinas Thl. A inibi¢ao
de células Th17 representa portanto, um mecanismo de evasao tumoral a resposta imune
(Kryczek, Banerjee et al., 2009).

A citocina IL-4 € peca fundamental no desenvolvimento da resposta imune Th2 e esta
envolvida na mediagdo de inumeras atividades imunomoduladoras como a sobreposi¢ao
da resposta Th2 e inibig¢do da atividade Th1, a produgao de anticorpos IgG, IgE e alteragcao
na expressao de moléculas MHC II (Nelms, Keegan et al., 1999). Estudos in vivo e in
vitro utilizando o bloqueio de receptores de IL-4 por meio de anticorpos monoclonais,
em algumas linhagens do cancer de ovario, t€m mostrado importante regressao tumoral.
(Kawakami, Kawakami et al., 2001; Kioi, Takahashi et al., 2005)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ uma proteina transmembrana com um
potencial de sinalizagao tanto como proteina de membrana integrada quanto como citocina
soluvel liberada apos clivagem proteolitica. Seu envolvimento no controle ou proliferagao
tumoral ndo estd bem definido. Ao que parece, estas fungdes se alternam na dependéncia
da ligagdo desta citocina a determinado tipo de receptor. (Hehlgans and Pfefter, 2005)
Assim, a ativagdo de vias que utilizem certo tipo de receptor (TRAF2), contribui para o
processo de exacerbagdo da inflamacao e de imortalizacao celular. Por meio de enzimas
proteoliticas como as caspases, o TNF-a ¢ capaz de desencadear uma cascata de reagdes
que culminam na apoptose da célula tumoral (Balkwill, 2006; Balkwill, 2009)

A citocina soltvel IFN-y possui numerosos efeitos antitumorais no cancer de ovario,
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principalmente pela diminui¢cdo da expressao de oncogenes e indugdo da superexpressao
genes supressores do tumor (Marth, Muller-Holzner et al., 1990; Burke, Smith et al.,
1999; Sers, Husmann et al., 2002). Resultados recentes indicam que o IFN-y apresenta
efeitos proapoptoticos diretos pela interagdo com o TNF-a (Meng and El-Deiry, 2001).

Outra forma de evasdao da apoptose pelas células tumorais no cancer de ovario,
ocorre por modificagdes estruturais (perda de antigenos, perda de componentes MHC
ou insensibilidade ao IFN-y) ou pelo aumento na producdo de citocinas com agao
imunossupressora como a IL-10 (Dunn, Old et al., 2004). Esta citocina age inibindo
a producdao e o funcionamento das células efetoras da resposta imune por meio de
mecanismos como supressao direta da capacidade das células apresentarem antigenos
ou desvio da resposta Thl para Th2 (Monti, Leone et al., 2004). A IL-10 também altera
a diferenciacdo, a maturacao e a fun¢do das células dendriticas (DCs), aumentando sua
apoptose espontanea e interferindo na indugdo da resposta antitumoral (Corinti, Albanesi
et al., 2001). Além disso, a IL-10 protege as cé€lulas tumorais contra os linfocitos T
citotoxicos (CTLs) pela diminui¢ao na producao das moléculas MHC I e II (Yue, Dummer
etal., 1997).

A IL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatoria relacionada a proliferacao desordenada de
tumores epiteliais, sendo também produzida pelas células tumorais (Okamoto, Lee et al.,
1997; Torres, Ponnusamy et al., 2009), com evidéncias de sua atuagdo no desenvolvimento

e progressao do cancer de ovario (Nilsson, Langley et al., 2005).
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1.5 JusTiFICATIVA DO ESTUDO

O CEO representa, ainda hoje, um grande desafio pela limitagdo dos métodos de
rastreamento e opcoes terapéuticas realmente eficazes que implicam em baixa sobrevida.
Diante dessa lacuna existente no cenario atual, muito se tem pesquisado sobre os
mecanismos envolvidos no complexo processo da carcinogénese ovariana. Apesar das
evidéncias de escape tumoral & imunovigilancia, a real funcdo do sistema imune no
controle do CEO ndo esta bem estabelecida. Dessa forma, esse estudo visa avaliar o perfil
sist€émico e o microambiente tumoral por uma das principais pegas-chave envolvidas na

estruturacdo, modelagem e direcionamento da resposta imune — as citocinas.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aresposta Th1, Th2 e Th17, por meio da dosagem de citocinas, em mulheres

com CEO.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tese Eduardo B Candido.indb 32

Comparar as concentragoes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a
e IFN-y no soro e tumor/ovario normal em mulheres com CEO e com o grupo
controle.

Comparar as concentragdes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e
[FN-y no soro, tumor, liquido intracistico e ascite em mulheres com CEQO.
Avaliar a associa¢do das concentragoes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17, TNF-a e IFN-y no soro, tumor, liquido intracistico e ascite com a dosagem
serica do CA-125 e fatores prognoésticos em mulheres com CEO.

Avaliar a associa¢do das concentragoes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17, TNF-a e IFN-y no soro, tumor, liquido intracistico e ascite com a recorréncia

tumoral e sobrevida em mulheres com CEO.
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3.1 Casuistica

Foram avaliadas prospectivamente 44 mulheres com diagndstico de CEO nos
estagios I a IV (casos) e 32 mulheres submetidas a histerectomia abdominal total com
ooforectomia para tratamento de doenga ginecologica benigna (grupo controle), atendidas
no Hospital das Clinicas da UFMG, no periodo de novembro de 2008 a julho de 2010,
com diagndstico histopatologico confirmado no pos-operatdrio. Foram realizados exa-
mes clinico, ginecoldgico e ultrassonografia transvaginal em todas as pacientes. O esta-
diamento do CEO foi estabelecido apds laparotomia, segundo protocolo e classificacdo
pela Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) (Anexo I) (Benedet,
Bender et al., 2000).

Todos os tecidos removidos durante a operacdo foram examinados por um unico
patologista. O critério de citorreducdo 6tima foi definido como a permanéncia de doenga
residual menor que 1 cm de didmetro, apoés a cirurgia primdria. Os niveis séricos do
marcador tumoral CA-125 foram obtidos, previamente a operacao, em todas as mulheres
com CEO. A progressdao da doenca foi definida pela elevagcdo dos niveis séricos do CA-
125 > 35 U/mL em duas ou mais ocasides, pela documenta¢do de aumento/surgimento
de lesdes a Tomografia Computadorizada ou Ressonancia Nuclear Magnética e dbito em

decorréncia do tumor de ovario (Rustin, Timmers et al., 2006).
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais sob o parecer de n. ETIC 326/08 (Anexo II). As pacientes foram
esclarecidas sobre o protocolo de pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Anexo III).

3.1.1 Critérios de inclusao

e Mulheres com diagnostico anatomopatologico de CEO submetidas a tratamento
cirrgico (casos);

e Mulheres submetidas a histerectomia abdominal total com ooforectomia para
tratamento de doenga ginecoldgica benigna e sem evidéncias de neoplasias
malignas (grupo controle);

e Auséncia de processo infeccioso agudo peritoneal evidente a laparotomia;

e Pacientes sem evidéncia de processo inflamatdrio agudo sistémico;

e Pacientes sem tratamento prévio por quimioterapia e/ou radioterapia;

e Pacientes que ndo estavam em uso de imunossupressores, corticosterdides e/ou
antiinflamatorios nao esteroides ha pelo menos 3 meses;

e Termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

3.1.2 Técnica ciriirgica

As pacientes com CEO foram submetidas a laparotomia mediana ampla, inventario

da cavidade peritoneal, lavado peritoneal, histerectomia total, salpingo-ooforectomia

bilateral, omentectomia, linfadenectomia pélvica e para-aortica quando indicada, além dos
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procedimentos necessarios a realizagao de citorredugdo 6tima, quando possivel (resseccao

intestinal, hepatectomia parcial, apendicectomia, peritoniectomia, dentre outros).

3.2 Mérono

3.2.1 Avaliacao histologica

As pecas cirurgicas retiradas foram fixadas imediatamente com formaldeido
a 10%. O material foi identificado numericamente e encaminhado para avaliacdo
anatomopatoldgica. As amostras fixadas em formaldeido foram desidratadas em etanol
em concentracdes crescentes, variando de 70% a 99% (60 min. cada); depois imersas
em xilol (2 x 60 min.) e em parafina 60° (2 x 60 min.); e incluidas em blocos de parafina.
As laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), sendo o tipo
histolégico, o grau de diferenciagdo tumoral e a presenca de metastases classificados
de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Benedet, Bender et al., 2000).

Todos os tumores foram classificados como cistadenocarcinomas serosos do ovario.

3.2.2 Obtencao das amostras para dosagem de citocinas

Foram coletados no pré-operatorio, antes da inducao anestésica, sangue periférico

em tubos a vacuo de 5 mL, contendo anticoagulante EDTA-K3 (Vacutainer, Becton

Dickinson, BD, EUA) e amostras de tumor/ovario normal, liquido intracistico e ascite, no

intra-operatorio, para a realizacao do ensaio da dosagem de citocinas. Fragdes de tumor/
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ovario normal foram solubilizadas e o sobrenadante utilizado para dosagem das citocinas.
ApOs a coleta do material, os tubos foram invertidos de 4 a 6 vezes para a homogeneizagao
perfeita, e armazenados em temperatura ambiente (20 a 25°C).

O soro foi conservado, utilizando-se anticoagulante EDTA-K3 (4cido etileno-
diamino tetracéico) 1,5 +/- 0,15 mg/mL preparado por técnica de marcagao direta e glyse/
wash h e as amostras de liquido intracistico, ascite e tumor a fresco, congeladas no freezer

a-80°C.

3.2.3 Dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a € INF-y

A avaliacdo das citocinas, em substitui¢do a dosagem por ELISA — técnica mais
utilizada para mensurar amostras soliveis — foi realizada com o método CBA (Morgan,
Varro et al., 2004). O Kit CBA mescla as tecnologias no ELISA com a citometria de fluxo.
O uso de esferas de poliestireno, marcadas com diferentes graus de intensidade, como
suporte para a reagdo de imunofluorescéncia facilita a analise quantitativa de multiplos
parametros em uma unica amostra, utiliza minimos volumes de material para obter seus
resultados, produz dados com reprodutibilidade comparavel a outras técnicas, como
ELISA, permite comparacao direta com ensaios ja existentes e avaliacdo mais rapida de
multiplas amostras em uma mesma plataforma (Carson and Vignali, 1999; Pei, Lee et al.,
1999; Pierangeli, Silva et al., 1999; Lund-Johansen, Davis et al., 2000).

Com o desenvolvimento da técnica e automatizacdo de seus processos junto a
possibilidade de livre associagdo dos parametros para estudo, o Kit CBA ganha ainda
mais em agilidade, ampliando sua possibilidade de inser¢ao na abordagem clinica diaria.

Painéis de marcadores bioquimicos poderiam ser avaliados de forma simultanea com seus
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resultados podendo ser utilizados como biomarcadores na detec¢ao de tumores iniciais €
melhor avaliagdo do progndstico individual.

Foram dosadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a ¢ INF-y em
amostras de soro, tumor/ovario normal, liquido intracistico e liquido ascitico.

A dosagem das citocinas foi realizada por meio da técnica Cytometric Bead Array
(CBA) (BD, Pharmingen, EUA) que se baseia no uso de esferas de poliestireno marcadas
com diferentes graus de fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos, que sao
detectados nos canais FL3 ou FL4. Esse sistema permite uma analise quantitativa das
citocinas marcadas com ficoeritrina em func¢ao do deslocamento dos grupamentos em

FL2 obtidos por citometria de fluxo (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Representacao esquematica da técnica de CBA.

Nota: Adaptado do buldrio do Cytometric Bead Array Flex Set System BD - Biosciences, 2004-
2005. Com as micro-esferas marcadas, foram adicionados aos anticorpos anti-citocinas, amostras de
tumor, soro, liquido intracistico e ascite. Em seguida, a amostra foi marcada por imunofluorescéncia
(ficoeritrina) e analisada no citémetro de fluxo. Os resultados foram obtidos por software especifico
para CBA (FCAP Array TM Software, BD, Pharmingen, EUA). Os anticorpos utilizados foram: Anti-
L2, Anti-IL4, Anti-IL6, Anti-IL10, Anti-IL17, Anti-TNFa e Anti IFN-y. Ac: Anticorpos; PE: Ficoeritrina;
[-C: intracistico.
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A metodologia CBA foi adaptada do protocolo original proposto pelo fabricante,
com algumas modificagdes: aliquotas de 25 mL de amostra foram utilizadas e 25 mL
dos padroes das citocinas submetidos a dilui¢ao seriada com diluente G do kit CBA.
As amostras ¢ os padroes foram transferidos para tubos de poliestireno de 5 mL e
foram adicionados 15 mL da mistura de esferas de captura, conjugadas com anticorpos
monoclonais anti-citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e INF-y (Human Th1/
Th2/Th17 Cytokine Kit, BD, Pharmingen, EUA; Catalog. n. 560484). Em seguida, 18
puL do coquetel de anticorpos foram conjugados com ficoeritrina — PE e incubados por 3
horas, a temperatura ambiente. Apds a incubagao, as esferas de captura foram lavadas e

centrifugadas a 340 g, por 7 minutos, a 18°C e o sobrenadante foi descartado (Fig. 3.2).

25 pL Amostra tumor/ovario 25 plL Padrao citocinas
normal — Liquido intra-cistico +
Ascite e soro Diluente G

25 pl de esferas de captura
+
Anticorpos anti-citocinas
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e INF

'

Lavagem
Conjugacéo 18 plL da mistura

+
Ficoeritrina

Lavagem

+
Centrifugacao

l

Leitura
no citbmetro

Figura 3.2. Fluxograma do protocolo
basico do processo de dosagem das
quimiocinas.
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Os dados foram adquiridos em citometro de fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A.) e
analisados com auxilio do software especifico para CBA (FCAP Array TM Software, BD,
Pharmingen, EUA), por meio de curvas de calibragao obtidas dos padrdes de citocinas do
kit. Apds a construcao das curvas, a concentragao dos analitos na amostra foi determinada
em pg/mL, a partir dos valores de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) obtidos
na leitura da Fluorescéncia 2, sendo os resultados expressos em pg/mL (Fig. 3.3). As
dosagens e os resultados encontram-se armazenados no Laboratério de Biomarcadores
de Diagndstico e Monitoragdo do Centro de Pesquisa René Rachou e no Laboratério de
Biologia Celular da Fundacao Ezequiel Dias do Estado de Minas Gerais. A Figura 3.4

ilustra a obtengao dos dados no presente estudo.

3.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software SPSS 18,0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EUA). As variaveis continuas foram calculadas utilizando média, mediana, desvio
padrao (SD) e erro padrao da média (SEM). Para fins de andlise estatistica, as variaveis
CA-125, IL-6, IL-10 e IFN-y foram divididas em 2 grupos de acordo com a mediana. A
analise dos dados foi realizada utilizando-se o teste i ¢ o teste exato de Fischer. O nivel
de significancia foi estabelecido por p < 0,05. A comparagao entre os grupos nao pareados
foi realizada utilizando-se o teste Mann-Whitney (2 grupos) ou o teste de Kruskal-Wallis
(3 grupos). As curvas de recidiva e sobrevida foram analisadas e desenhadas por Cox

Regression.
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Figura 3.3: Modelo de aquisicao dos dados no citometro de fluxo pelo kit CBA/BD e leitura dos resultados em pg/mL.

Nota: Determinag@o da regido da populacao de beads através de gréficos de distribuico pontual estratificadas por diferencas de
tamanho versus granulosidade. Marcadas por fluorescéncia.
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Figura 3.4: Gréfico do tipo “pseudocolor” das concentrages das citocinas obtidas por citometria de fluxo na plataforma de beads

no sistema CBA.

Nota: Determinagao da regiao da populagéo de beads através de graficos de distribuigao pontual estratificadas por diferencas na
fluorescéncia. (A) e (D): Controles negativos. (B), (C), (E) e (F): Discriminagdo das beads conjugadas com anticorpos monoclonais
de captura de citocinas, projetadas com diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em regioes especificas ao longo do
eixo Y (FL-4) em gréficos de distribuigao pontual FL-2 versus FL-4. Deslocamento das beads, ao longo do eixo X (FL-2) em gréficos
de distribuigao pontual FL-2 versus FL-4, proporcional a concentragéo de cada citocina nos grupos avaliados.
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4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA AMOSTRA

As mulheres apresentavam idade média de 60,2 = 11,1 anos (variando de 33 a 78
anos) e paridade que variou de 0 a 6 partos (média de 2,1+ 0,6 partos) (Tab. 4.1). Nao
houve diferencas entre os grupos em relacdo a idade e paridade (p = 0,135 e p = 0,256,
respectivamente).

No grupo de mulheres com CEO, 12 (27,2%) apresentavam estagios I/Il e 32
(72,7%) estagios III/IV. Entre essas pacientes foi evidenciada ascite em 38 (86,3%) e
liquido intracistico em 20 (45,5%). Duas pacientes apresentavam grau I (4,5%) de
diferenciagdo tumoral, 26 grau II (59;5%) e 16 grau III (36%). Houve uma associa¢do
entre o grau de diferenciacdo tumoral e o estadiamento, com um maior percentual de
pacientes em estagios III/IV apresentando tumores G2 e G3 (p=0,001) (Tab. 4.1). Ocorreu
citorredugdo 6tima nas 12 pacientes com estagios I/II. Nos estagios III/IV a citorredugao
foi satisfardria em apenas 10 (31,2%) das 32 (73%) pacientes com CEO. Nao se observou
recorréncia ou 6bito nos estagios I/I1, e nos estagios III/IV houve 18 recidivas (56,3%) e

14 6bitos (43,7%), em um tempo médio de seguimento de 18 meses.
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Tabela 4.1: Caracteristicas gerais da amostra.

QOvério CEO
normal — n=4 — p
N = 39 Estagios I/l Estagios Ill/IV
n=12 n= 32
|dade 623+ 1.4 547 + 15 60,1 =13 0,135
Paridade 21+03 16 =02 2,1+03 0,236
CA-125 (U/mL) — 327,2 (82,3 —3195)  353,2(48,7—605 0,699
Grau de diferenciagéo 0,001
Gl — 2 (16,7%) 0
G2 — 10 (83,3%) 16 (50%)
G3 — 0 16 (50%)
Citorreducao 0,001
Otima (< 1 cm) — 12 (100%) 10 (31,2%)
Sub-6tima (> 1 cm) — 0 22 (68,8%)
Recorréncia 0,001
Nao — 12 (100%) 14 (43,8%)
Sim — 0 18 (56,3%)
Mortalidade 0,003
Nao — 12 (100%) 18 (56,3%)
Sim — 0 14 (43,7%)

Nota: Para idade e paridade foi calculada a média + erro padrao da média. 0 estadiamento ciriirgico foi realizado
de acordo com os critérios adotados pela FIGO (Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia — 1994).
CA-125: marcador sérico para tumores epiteliais de ovario mensurado em U/mL. Foi considerada citorredugao
satisfatdria a presenga de tumor residual < 1 cm apds a cirurgia priméria. G1 — tumor bem diferenciado; G2 — tumor
moderadamente diferenciado; G3 — tumor indiferenciado. CEO: Cancer Epitelial de Ovério. As diferengas entre as
médias foram calculadas pelo teste ¢ de Student e as comparagdes entre grupos pelo teste do Qui-quadrado. Valores

de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.2 AvALIAGRO DAS CONCENTRAGOES DAS CITOCINAS

Niveis de IL-17 foram detectados na ascite em 6 (15,7%) amostras e no liquido

intracistico em 2 (10%) amostras de mulheres com CEO. Nao foram detectadas

concentragdes de IL-17 nas amostras de tumor e soro dos casos. No grupo controle a

IL-17 foi detectada em apenas 5 (15%) amostras de soro e em nenhuma amostra de

tecido ovariano normal. Dessa forma, optou-se por exclusdo dessa citocina na analise dos

resultados. O percentual de deteccdo das citocinas TNF-a, [FN-y, IL-2, IL-4, [L-6 e IL-10

nas pacientes com CEO foi acima de >90% no tumor, liquido ascitico, liquido intracistico

€ SOro.
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4.3 Avauiacho pos PERFIS DAS ciTocINAS IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a £ IFN-y No TumoR, Liquibo

INTRACISTICO, ASCITE E SORO DAS PACIENTES coMm GEQ

Observou-se a ocorréncia de maiores concentragoes de todas as citocinas, no
ambiente tumoral, principalmente na ascite ¢ no liquido intracistico, comparadas as
concentragdes séricas. Com o TNF-a esta associacdo foi mais evidente (p < 0,001). As
concentragdes das citocinas IL-6 (p < 0,001) e IL-10 (p < 0,001) no liquido ascitico,
foram significativamente maiores, quando comparadas aos demais sitios (tumor, liquido

intracistico e soro), como ilustrado na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Perfil de distribuigao das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a no tumor, liquido intracistico, liquido
ascitico e soro de pacientes com cancer epitelial de ovario.

Nota: Foram calculadas mediana (percentil 50) e percentis 25 e 75 para cada citocina nos 4 sitios avaliados. As
concentragdes das citocinas foram mensuradas em pg/mL. As comparagdes entre grupos foram calculadas pelo teste
do Qui-quadrado. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. I-C = Intracistico; IL.- = Citocina; IFN- =
Interferon; TNF- = Fator de necrose tumoral; CEO = Cancer epitelial de ovario.
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4.4 CEOQ versus GRUPO CONTROLE

As concentragoes das citocintas TNF-a (p < 0,001), IL-4 (p < 0,001), IL-6 (p =
0,018) e IL-10 (p<0,001) no tumor, e os niveis séricos de TNF-a (p = 0,048) foram
significativamente mais elevados em pacientes com CEO que no grupo controle. Nao
se observaram diferencas nos niveis séricos de IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10 entre casos e
controles. As dosagens de IL-2 (p < 0,001) no soro e IFN-y (p = 0,024) no tumor foram

mais elevadas no grupo controle (Tab. 4.2).

Tabela 4.2. Comparagao das concentragoes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y
no tumor e soro entre pacientes com CEO e grupo controle.

Citocina Controle CEO p
Tumor

IL-2 J(41-5]1) 4,7(4,5-5,1) 0,863
IFN-g ,3(0,9-2,0) 1,1(09-15) 0,024
TNF- ,1(2,8-3,6) 275,3 (56,3 —597,9) < 0,001
IL-4 83, 7-41) 44(4,0-498) < 0,001
IL-6 53,2-37) 40(3,8-42) 0,018
IL-10 7 (2,5-3,0) 35(29-5,6) < 0,001
Soro

IL-2 7(7,6-9,8) 4(6,1-8,8) 0,001
IFN-g 3(1,1-1,6) 2(09-1,6) 0,151
TNF- 42 (4,1-44) 23 5 9,2-42,1) 0,048
IL-4 1(4,0-42) D (41-48) 0,199
IL-6 5(3,3-45) 6(3,4-51) 0,083
IL-10 3,7 (3,4—44) 4,8 (3,7-49) 0,113

Nota: Foram calculadas mediana (percentil 50) e percentis 25 e 75 para cada citocina nos
quatro sitios avaliados. Os valores para cada citocina foram mensurados em pg/mL. A com-
paragao entre os grupos nao pareados foi realizada utilizando-se o teste Mann-Whitney. Valo-
res de p < 0,05 foram considerados significativos. IL- = Citocina; IFN- = Interferon; TNF- =
Fator de necrose tumoral; CEO = Cancer epitelial de ovario.

4.5 Citocinas versus fatores prognosticos em pacientes com CEQ

As concentragdes da citocina IL-10 na ascite (p = 0,003) e no tumor (p < 0,047)

foram mais elevadas em pacientes nos estagios III/IV. As concentragdes do TNF-a na
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ascite (p = 0,028) e no soro (p = 0,027), foram maiores nos estagios III/IV. Os niveis de
IL-4, IL-6 e IL-10 na ascite e liquido intracistico ndo mostraram difereng¢as quanto ao
estadiamento (Tab. 4.3).

A analise dos niveis das citocinas mostrou maiores concentragoes séricas de IL-6
(p = 0,035) e IL-10 (p = 0,048), maiores niveis de IL-4 (p < 0,001), IL-6 (p = 0,005) e
IL-10 (p < 0,001) no tumor, maiores valores de IL-10 (p = 0,030) no liquido intracistico
e maiores concentragdes das citocinas IL-10 (p =0,017) e IL-4 (p = 0,033) na ascite, em
pacientes com CEO submetidas a laparotomia com citorreducao insatisfatoria. Observou-
se também predominio de maiores concentragdes no perfil de resposta Thl, quando a
citorreducao foi considerada 6tima. Foram mensurados niveis mais elevados de IFN-y (p
< 0,001) no tumor e de IL-2 (p < 0,001) no soro das pacientes submetidas a citorredugcao
satisfatoria (Tab. 4.3).

As concentracdes das citocinas nos 4 sitios, comparadas a citorredugdo na cirurgia
primaria, mostraram uma associagdo entre citocinas Th2 e imunossupressoras € o0s
tumores indiferenciados. Ocorreram concentragdes mais elevadas de IL-10 na ascite (p =
0,033) e liquido intracistico (p = 0,028), de IL-6 no liquido intracistico (p = 0,031) e no

tumor (p=0,010) e de IL-4 no tumor (p = 0,040) (Tab. 4.3).

4.6 ComPARAGAO ENTRE AS CONCENTRAGOES DAS ciTocINAS IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-o e IFN-y E 0s
NIiVEIS SERICOS DO MARCADOR CA-125, NoS DIFERENTES SiTIOS (TUMOR, LiQUIDO INTRACISTICO, ASCITE E
SOR0) NAS PACIENTES com CEQ

Ocorreu uma associagao entre niveis elevados do CA-125 e maiores concentragdes

de IL-10 no liquido intracistico (p = 0,004). Niveis séricos elevados de TNF-a foram

associados a maiores valores de CA-125 (Tab. 4.4).
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Tabela 4.4. Comparacao entre as concentracdes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y e os niveis séricos do marcador
tumoral CA-125 nos diferentes sitios (tumor, liquido intracistico, ascite e soro).

Citocina CA-125
< 350 > 350 p
Ascite
-2 57 4,7-9,1) 59(5,6-7,2) 0,445
INF-g 15(1,2-21) 13(1,1-14) 0,556
TNF-a 1045,0 (244,8 — 6731,7) 5572,1(2176,9 — 6319,9) 0,638
IL-4 5,2 (4,2-5,6) 56 (4,8-6,1) 0,078
IL-6 6,9 (4,6 —28,7) 54 (4,4—11,5) 0,158
IL-10 82,9 (10,3 —-49,5) 155,8 (37,9 -310,9) 0,860
Liguido I-C
IL-2 7,6 (6,4-10,1) 12,6 (5,3-18,5) 0,363
INF-g 19(1,3-22) 35(1,3-51) 0,363
TNF-a 2391,8 (151,6 —5961,1) 6377,1 (561,3 —6551,5) 0,069
IL-4 6,4 (4,5-174) 6,2 (4,6 —10,1) 0,585
IL-6 11,2 (3,5—14,4) 7,6 (5,7-11,1) 0,716
IL-10 39(3,8-189) 38,6 (32,1-73,9) 0,004
Tumor
-2 4,7 (4,3-49) 49(55-5,9) 0,121
INF-g 1,3(09-14) 1,1(09-1,7) 0,737
TNF-a 309,6 (56,3 — 557,8) 191,8 (46,9 — 654,3) 1,000
IL-4 4,4(3,9-438) 43(4,1-45) 0,867
IL-6 38(35-41) 40(3,3-49) 0,401
IL-10 35(29-523) 35(29-84) 0,742
Soro
-2 714(712-179) 7 7(5,8 10 9) 0,569
INF-g 13(1,2-13) ,1(0,8-1,6) 0,569
TNF-a 45,6 (42,7 — 48,6) 12 2(19- 27 3) 0,004
IL-4 4.5 (4,4 -45) 6 (4,1-45) 0,569
IL-6 3,5(93,4-3,6) 9@3,4-5]1) 0,254
IL-10 42(35-498) 4,8 (39-49) 0,254

Nota: Foram calculadas mediana (percentil 50) e percentis 25 e 75 para cada citocina nos quatro sitios avaliados. Os valores para

cada citocina foram mensurados em pg/mL. CA-125 = marcador sérico para tumores epiteliais de ovério mensurado em U/mL. A

comparagao entre os grupos nao pareados foi realizada utilizando-se o teste Mann-Whitney (2 grupos). Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. I-C = Liquido intracistico; IL- = Citocina; IFN- = Interferon; TNF- = Fator de necrose tumoral; CEQ

= Cancer epitelial de ovério.

4.7 AVALIAGAO ENTRE AS CONCENTRAGOES DAS CITOCINAS NOS DIFERENTES SITIOS E RECORRENCIA E SOBREVIDA DAS

PACIENTES com CEQ

Nao foi evidenciada associacao entre as concentragdes das citocinas nos diferentes

sitios estudados e as taxas de sobrevida livre de doenca (Tab. 4.5).
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Tabela 4.5. Associagao entre recorréncia e sobrevida global e as concentragdes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e [FN-y

na ascite, liquido intracistico, tumor e soro das pacientes com cancer epitelial de ovario.

Recorréncia Onito
Citocina
Nao Sim p Nao Sim p
Ascite
IL-2 596,474 6,6(52-98) 0,515 59(,1-79) 69(5,7-79) 0,131
IFN-g 13(0,1-17) 14(1,2-23) 0,213 19(,2-25) 14(01-15) 0,058
TNFeu  3717,03 (225,7 — 6670,4) 5889,7 (1531,6 —6523,9) 0,492 6132,7 (5717,1—6759,1) 64371(6207,2—6852,9) 0,273
IL-4 534,756 56(4,2-59) 0477 53@,1-57) 56(5,2-57) 0,131
IL-6 56(3,9-23,6) 6,7(49-141) 0,344 54(4,1-66) 19,3 (11,7-33,8) 0,001
IL-10 829 (5,3—329,.8) 167,1(58,7—5405 0,155 82,9(9,0—194.6) 290,7 (178,4—660,2) 0,004
I-C
IL-2 10,9 (8,3 —16,8) 6,4(51-149) 0,284 89(5,3-119) 12,6 (6,4 —21,6) 0,132
IFN-g 1,7(1,3-43) 22(11-41) 0,721 35(22-59) 14(1,3-19) 0,008
TNFa 32612 (2540 —6493,1) 31329 (1894,4—6420,7) 0,721 184715 (402,2—5961,0) 6377,0(2391,8 —6551,5) 0,132
-4 8,1(48-157) 6,2(45-73) 0,284 52(45-103) 6,4(6,2-101) 0,291
IL-6 89(41-138) 7668111 0,721 84(41-121) 76(64-112) 0,707
I-10 255(76-329) 38,6 (10,4—82.98) 0,152 32,6 (18,9 —38,6) 125(39-739) 0,452
Tumor
IL-2 47(46-53) 46(@5-51) 0,396 4.86(4,39—543) 4,66 (4,60 —4,73) 0,308
IFN-g 130816 1L1(1,0-14) 0,799 1,02(0,86 —1,43) 1,26 (1,05-1,73) 0,270
TNFeu 309,6 (86,8 —537,7) 128,5(56,3—8419) 1,000 191,82(2853—381,66) 456,28 (65,12 —841,91) 0,062
-4 4539-49 43(40-44) 0,234 4.33(4,03—4,28) 4.40 (3,87 —4,50) 0,671
IL-6 4,09 (3,46 —4,57) 3835-41) 0,149 414 (3,57 —454) 3,73 (3,45—4,05) 0,040
I-10 3.45(2,86—5,37) 36B31-57) 0,175 3,03(2,86—4,31) 4.33(3,53—5,99) 0,042
Soro
-2 75(5,5-85) 73(6,1-174) 1,000 17,4(12,6—21,4) 16,4 (11,2—-18,7) 0,122
IFN-g 1,1(09-1,6) 1,3(0,6—1,6) 1,000 1,1(09-13) 09006-11 0,141
TNFau 31,009,0-41,7 12,2(9,2—48,6) 1,000 31,009,2-427) 212(121-362) 0,459
-4 46(42-49) 4439-456) 0,142 45(44-49) 52(3,2-623) 0,093
IL-6 3734-48) 3,61(29-54) 1,000 3,6(3,37-39) 54(53-58) 0,279
10 43(3,6-4,9) 4.8 (3,7-5,0) 0,345 433,7-498) 513,1-54) 0,062

Nota: Foram calculadas mediana (percentil 50) e percentis 25 e 75 para cada citocina nos quatro sitios avaliados. Os valores para
cada citocina foram mensurados em pg/mL. As comparagdes entre grupos foram calculadas pelo teste do Qui-quadrado. Valores
de p < 0,05 foram considerados significativos. I-C = Liquido intracistico; IL- = Citocina; IFN- = Interferon; TNF = Fator de

necrose tumoral; CEQ = Cancer epitelial de ovério.

A andlise das pacientes com CEO mostrou uma menor sobrevida global para aquelas

com niveis de IL-6 no liquido ascitico > 6 pg/ml (p = 0,001) e niveis de IL-6 no tumor >

4 pg/ml (p = 0,007), (Fig. 4.2: Ae B).

Pacientes com IL-10 > 3,5 pg/ml (p=0,001) no tumor e IL-10 > 123 pg/ml (p =

0,003) no liquido ascitico apresentaram menor sobrevida global (Fig. 4.3: A e B).

A andlise do perfil Thl no liquido intracistico de pacientes com CEO, mostrou

maior sobrevida em concentragdes de IFN-y > 1,9 pg/ml (p = 0,003). (Fig. 4.4)
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Figura 4.2-A. Anélise da sobrevida global das pacientes com cancer epitelial de ovario pelas concentragdes da citocina IL-6 no
tumor.

Nota: Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevida global por tempo de seguimento (meses). O ponto de corte
para a concentracdo da citocina foi estabelecido pela mediana e mensurado em pg/mL. IL- = Citocina. Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A andlise estatistica utilizou o método de Cox Regression.
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Figura 4.2-B: Andlise da sobrevida global das pacientes com céncer epitelial de ovario pelas concentragdes da citocina IL-6 no
liquido ascitico.

Nota: Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevida global por tempo de seguimento (meses). O ponto de corte
para a concentracdo da Citocina foi estabelecido pela mediana e mensurado em pg/mL. IL- = Citocina. Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A analise estatistica utilizou 0 método de Cox Regression.
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Figura 4.3-A. Andlise da sobrevida global das pacientes com cancer epitelial de ovario pelas concentracdes da citocina IL-10 no
tumor.

Nota: Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevida global por tempo de seguimento (meses). O ponto de corte
para a concentracao da citocina foi estabelecido pela mediana e mensurado em pg/mL. IL.- = Citocina. Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A analise estatistica utilizou 0 método de Cox Regression.
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Figura 4.3-B. Andlise da sobrevida global das pacientes com cancer epitelial de ovario pelas concentracdes da citocina IL-10 no
liquido ascitico.

Nota: Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevida global por tempo de seguimento (meses). O ponto de corte
para a concentracdo da citocina foi estabelecido pela mediana e mensurado em pg/mL. IL- = Citocina. Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A anélise estatistica utilizou o método de Cox Regression.
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Figura 4.4. Andlise da sobrevida global das pacientes com cancer epitelial de ovario pelas concentragdes da citocina IFN-y no
liquido intracistico.

Nota: Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevida global por tempo de seguimento (meses). O ponto de corte
para a concentragao da citocina foi estabelecido pela mediana e mensurado em pg/mL. IFN- = Interferon. Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A andlise estatistica utilizou 0 método de Cox Regression.
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A Figura 4.5 sumariza, por representagao esquematica, o balango entre as citocinas
com perfil Th1 e Th2 e evidencia que concentracdes elevadas das citocinas TNF-a, 1L-4,
IL-6 e IL-10 estavam associadas a fatores determinantes de mau progndstico, com menor
sobrevida global. As citocinas IFN-y e IL-2 associaram a um perfil de bom comportamento

biologico, mostrando maior sobrevida.

Ascite L iqUidO, .
intra-cistico
5:%

Bom comportamento IL-2 IFN-y Mau comportamento
biologico IL-10 IL-6 IL-4 TNF-t bioldgico
N2

Tumor Soro

Figura 4.5. Representacdo esquematica da razao entre citocinas mostrando o perfil de resposta imune em pacientes com CEO, nos
quatro diferentes sitios tumorais.

Nota: Pacientes com valores elevados das citocinas IL-2 e IFN-y, associaram-se a fatores de melhor progndstico e maior sobrevida.
Pacientes com concentracdes mais elevadas das citocinas IL-10, IL-6, IL-4 e TNF-a associaram-se a fatores com pior progndstico
e menor sobrevida. IL.- = Citocina; [FN- = Interferon.
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O cancer de ovario nas condi¢Oes atuais justifica a busca por marcadores
diagndsticos e prognosticos (Jemal, Siegel et al., 2009). A resposta imune, pela sua
importancia nos processos de carcinogénese, representa uma linha de pesquisa com grande
potencial em oncologia (Schottenfeld and Beebe-Dimmer, 2006) e o presente estudo
avaliou potenciais citocinas que permitissem sua utilizagdo como marcadores no cancer
de ovario. Essa escolha deveu-se ao fato de que determinado perfil de resposta imune,
cujas diferenciagdo e multiplicagdo ocorrem pela produ¢do de determinadas citocinas, €
capaz de contribuir para inducdo da apoptose, controle e regressao do tumor, por meio
da ativagdo de macréfagos, células dendriticas e mastdcitos atraidos por células TCD4+
(Moser and Murphy, 2000).

Mecanismos de fuga poderiam ocorrer quando as células TCD4+ desviassem a
qualidade da resposta para um padrao Th2, aumentando a produgdao de citocinas que
facilitassem o aumento da angiogénese, a perda da apoptose ou mesmo a geragao de
um ambiente tumoral rico em citocinas pro-inflamatérias capazes de desviar a resposta
imune para a producao de anticorpos pela ativacao de linfocitos B que pouco atuariam na
destruicdo do tumor (Moser and Murphy, 2000; Balkwill, Charles et al., 2005).

O presente estudo procurou avaliar o perfil da resposta imune em quatro provaveis

ambientes em que se pudesse mensurar € comparar as citocinas extra-celulares e estabelecé-
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las como marcadores. A analise das repercussdes imunoldgicas locais e sistémicas poderia
contribuir para elucidacao até¢ mesmo dos resultados conflitantes, observados na literatura,
sobre a associagao das citocinas no CEO.

Apesar das citocinas com perfil Thl terem sido detectadas nos quatro sitios
avaliados (tumor, ascite, liquido intracistico e soro), em quase todas as pacientes, a
caracteristica de maior relevancia foi a observagao destes valores em baixa concentragao,
quando comparados a resposta Th2. Outros autores que avaliaram resposta imune no
cancer de ovario evidenciaram citocinas imunossupressoras e pro-inflamatérias elevadas,
que serviram como marcadores diagnosticos (Kavsak, Lee et al., 2008; Nowak, Glowacka
et al.; Yigit, Figdor et al.).

Foram encontradas maiores concentracdes das citocinas Th1l (IFN-y) e IL-2, no
grupo controle, tanto no ovario normal quanto no soro, quando comparadas as pacientes
com CEOQ. Este achado, ndo evidente em estudo realizado por Nowak et al., que analisou
o perfil de citocinas no soro € no ambiente tumoral, aponta para uma possivel supressao
da resposta Th1 nas pacientes com CEO (Nowak, Glowacka et al.).

Ainda no presente estudo, nas pacientes com CEQ, observou-se para cada citocina,
uma maior concentracdo na ascite e no liquido intracistico, comparadas ao tumor e soro.
Estes achados sugerem uma resposta imune mais intensa nos locais de crescimento e
disseminagdo tumoral, tornando as avaliagcdes nestes meios mais fidedignas e menos
vulneraveis as variagdes nas concentragdes destas citocinas (Darai, Detchev et al., 2003;
Nowak, Glowacka et al.).

No atual estudo, foram encontrados valores de TNF-a significativamente mais
elevados em pacientes com cancer epitelial de ovario avangado quando comparados ao

grupo controle ou as mulheres com CEO nos estagios I/I1, no tumor, na ascite, € no soro.
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Houve também uma associacao desta citocina com citorredugdo insatisfatoria e niveis
séricos elevados do CA-125.

Embora considerado de cardter pro-inflamatério e um agente estimulador da
resposta Thl, com desvio e ativacdo de macrofagos e células dendriticas capazes de
aumentar a apoptose, o TNF-a apresenta efeitos adversos e atua como facilitador dos
mecanismos de desenvolvimento tumoral. Muitos tumores, diferentemente dos tecidos
normais, produzem pequenas quantidades de TNF-a e estudos com modelos experimentais
demonstraram seu efeito potencializador no crescimento e propagacao de algumas
neoplasias como as de pele, ovario, pancreas, cavidade pleural e intestino (Suganuma,
Okabe et al., 1999; Kulbe, Thompson et al., 2007; Egberts, Cloosters et al., 2008).

Em um modelo utilizando cultura de células do CEO, foi evidenciada a importancia
do TNF-a expresso por uma rede de células malignas autdbnomas responsaveis pela
producao de uma série de citocinas inflamatdrias, como a IL-6, o fator inibidor de
macrofagos (MIF) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (Kulbe, Thompson
et al., 2007). Demonstrou-se que estas células atuaram no microambiente do cancer de
ovario, afetando particularmente o infiltrado leucocitario e o desenvolvimento de vasos
sanguineos no tumor peritoneal. As a¢des angiogénicas do TNF-a podem ser devidas,
pelo menos em parte, a sua capacidade de estimular a diferenciacao das células mieldides
precursoras em cé¢lulas endoteliais no microambiente tumoral (Balkwill 2009).

Em outro modelo experimental avaliando o cancer de pulmao, o TNF-a produzido
pelas células malignas também causou aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos
ja existentes, estimulando derrame pleural com disseminagdo de células malignas
(Stathopoulos, Kollintza et al. 2007).

No CEO, o TNF-a atua nas interagdes entre o tumor e o sistema imune facilitando

Tese Eduardo B Candido.indb 61 @ 15/09/2012 08:31:13



5—DISCUSSAO 62

a invasdo e progressao da neoplasia pela geragao de um fendtipo de macrofagos tumor-
associados apontados como fatores de mau prognostico (Hagemann, Wilson et al., 2005;
Hagemann, Wilson et al., 2006).

Citocinas pro-inflamatérias (IL-6), imunossupressoras (IL-10) e com perfil Th2
(IL-4 e IL-6) foram detectadas em mais de 90% das pacientes nos quatro sitios avaliados
neste estudo. Nao houve diferencas nas concentragoes séricas de I1L-4, IL-6 e IL-10, nas
pacientes com CEO, quando comparadas ao grupo controle, porém, foram detectados
niveis mais altos de IL-4, IL-6 e IL-10 no macerado tumoral. Também foi encontrada
associacao entre o perfil de resposta imune nas pacientes com cancer de ovario € o
estadiamento. Mulheres nos estagios III/IV apresentaram dosagens mais elevadas da
citocina IL-10 na ascite em relacao aquelas nos estagios I/Il. A dosagem das citocinas IL-
4,1L-6 e IL-10 e sua associacdo com achados clinicos e laboratoriais mostrou nos estagios
III/IV, concentragdes significativamente maiores nos quatro ambientes estudados. Niveis
séricos elevados do CA-125 apresentaram maiores concentragdes de IL-10 no liquido
intracistico. Pacientes com CEO e tumor indiferenciado tiveram niveis mais altos de
IL-4, IL-6 e IL-10 no microambiente tumoral. Também houve uma associa¢ao entre as
concentracdes mais elevadas das citocinas IL-6 e IL-10 e a citorredugao insatisfatoria.

Citocinas imunossupressoras como a [L-10 sdo produzidas a partir de macrofagos
tumor-associados e células malignas, que inibem a ativagao das células de controle da
apoptose (Poggi and Zocchi, 2006; Carr, Adair et al., 2008). A secre¢ao dessas citocinas €
parte de um dos mecanismos de fuga do tumor com o desvio da resposta imune para o perfil
Th2, j& que sua ativagcdo ocorre principalmente pelas citocinas IL-4 e IL-10 (Balkwill,
Charles et al., 2005). Esses macréfagos polarizados diferem na produgdo e fungdo de

citocinas, e na expressao de seus receptores. Em geral, a Thl age por células efetoras
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que destroem as células tumorais, enquanto o tipo 2 regula e promove a angiogénese na
remodelagao e reparagdo tecidual (Mantovani, Schioppa et al., 2003). Este ambiente rico
em citocinas Th2 facilita a ruptura da membrana basal e o processo de disseminacao local
e a distancia (Freedman, Deavers et al., 2004; Kim, Emi et al., 2005).

As células malignas produtoras de IL-6 e IL-10 inibem o processo inflamatério
adequado e o contato entre as respostas imunes inata ¢ adaptativa em varios canceres
humanos, favorecendo o crescimento do tumor (Freedman, Deavers et al., 2004; Zitvogel,
Tesniere et al., 2006).

No presente estudo, também foi demonstrado outro aspecto negativo em relagao
ao perfil de resposta Thl, quando identificadas concentracdes significativamente mais
baixas da citocina IFN-y no tumor. Também foram evidenciados niveis mais altos dessa
citocina na ascite e liquido intracistico das pacientes nos estagios I/Il em comparagdo
com os estagios III/V, mesmo sem haver significancia estatistica. Foi demonstrado que
pacientes com cancer de ovario com maiores niveis de IFN-y no liquido intracistico
tiveram maior sobrevida global.

Pesquisas tém procurado estabelecer o papel das citocinas na terapia do cancer.
Sabe-se que o IFN-y pode aumentar a resposta antitumoral sendo considerado um agente
promissor, com eficacia comprovada na terapia do melanoma e de alguns tumores renais
(Balkwill, Charles et al., 2005; Gavalas, Karadimou et al., 2010). Sua utilizacdo em
combinacdo com a carboplatina, em um ensaio clinico de fase II, mostrou boa resposta
contra o cancer de ovario recorrente, platina-sensivel (Schmeler, Vadhan-Raj et al.,
2009). Estudos randomizados avaliaram o papel do IFN-y como terapia de primeira linha
ou como estratégia de manutencao no controle do crescimento neoplasico pelo aumento

da resposta imune contra antigenos tumorais, especialmente com vacinas que utilizem
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células MAK (Macrofago-Ativado Killer) (Windbichler, Hausmaninger et al., 2000;
Wagner, Kohler et al., 2001; Ribas, Butterfield et al., 2003).

O IFN-y também ¢ capaz de reverter as propriedades imunossupressoras dos
macrofagos por aumentar, potencialmente, a eficacia da imunoterapia antitumoral com
o estimulo na producdo de células T efetoras (Schuurhuis, van Montfoort et al., 2006).

Também foi observada uma associagao entre niveis mais altos de IL-6 e IL-10 no

tumor e na ascite € uma menor sobrevida global.
A citocina IL-6 no soro de pacientes com CEO estd associada a menores taxas de
sobrevida livre de doenca (Scambia, Testa et al., 1995; Tempfer, Zeisler et al., 1997).
Produzida no ambiente tumoral pelas células mesoteliais peritoneais, células tumorais e
leucéceitos tumor-associados, a IL-6 avaliada na ascite e no liquido intracistico aparenta
ser mais relevante que sua dosagem sérica, pela sua meia vida curta e rapida eliminagao
na circulacao (Oftner, Obrist et al., 1995; Giuntoli, Webb et al., 2009).

O acumulo da IL-6 no ambiente tumoral parece estar relacionado a aquisicao de
mecanismos de quimiorresisténcia a drogas como o Taxol, levando a recidiva precoce ¢
menores taxas de sobrevida (Duan, Feller et al., 1999; Duan, Foster et al., 2006; Lane,
Matte et al.). Esta citocina também esta diretamente ligada a estimulagdo da angiogénese
no cancer de ovario e o bloqueio de sua cascata de sinalizac¢do, induzido por drogas
quimioterapicas, permite a apoptose de cé€lulas endoteliais e regressao tumoral em
modelos experimentais (Obata, Tamakoshi et al., 1997; Burges and Schmalfeldt, 2011).

Outros mecanismos de combate a imortalizagdo das células tumorais, como
o bloqueio do desvio da resposta Thl para Th2, também parecem melhorar a resposta
antitumoral com a supressdo da via sinalizadora da IL-6 (Schauer, Sood et al., 2011;

Yigit, Figdor et al., 2011). Porém, um estudo avaliando a tentativa de bloqueio da via
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sinalizadora da IL-6 com a utilizacdo de anticorpos monoclonais nao se mostrou eficaz
no aumento da sensibilidade do tumor as drogas paclitaxel e siltuximab no CEO, o que
demonstra a complexa rede de interacdes entre as citocinas € 0s mecanismos de escape do
tumor (Guo, Nemeth et al., 2010).

A citocina IL-10 ¢ conhecida por desempenhar um papel na queda da expressao
das citocinas Thl, aumentar a imunossupressao das cé¢lulas MHC classe I e classe II e
diminuir a produgdo de moléculas coestimulatdrias, como a proteina CD-40 das células
dendriticas no microambiente tumoral, suprimindo a maturagao e o funcionamento destas
células (Lucey, Clerici et al., 1996; Yue, Dummer et al., 1997; Cottrez and Groux, 2001;
Shurin, Yurkovetsky et al., 2002). Um estudo utilizando camundongos transgénicos com
superexpressao da IL-10 mostrou rapida progressdao tumoral (Hagenbaugh, Sharma et
al., 1997). Outro estudo envolveu o uso de vacinas para o tratamento de pacientes com
melanoma em estadio avangcado e mostrou que a melhora na sobrevida das pacientes
tratadas ocorreu apenas nos tumores com baixa produgao de IL-10, sugerindo a contribuicao
imunossupressora desta citocina para imortalizacao tumoral e queda da eficacia da vacina
(Mabhipal, Terai et al.). Estes dados sugerem que o efeito da vacina autdloga, em pacientes
com melanoma avangado, pode ser melhorado através da adicdo de um antagonista da
IL-10 (Mabhipal, Terai et al.).

Terai et al mostraram que imunoadesinas desenvolvidas como antagonistas da
IL-10 sdo capazes de bloquearem a atividade biologica desta citocina ao se ligarem ao
dominio extracelular dos receptores de IL-10 produzidos pelas células de melanoma,
facilitando a inducao da resposta imunologica antitumoral apds a vacina contra o cancer
(Terai, Tamura et al., 2009).

O presente estudo identificou o desvio da resposta imune Th1 para Th2 nos sitios
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avaliados, quando comparados casos e controles, ou mesmo quando os casos foram
estratificados em estagios iniciais € avangados, constatando-se que, quanto mais avangado
o tumor, mais evidente a resposta Th2. Houve também uma associagdo significativa
entre as citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-a)) e imunossupressoras (IL-10) e outros
fatores diretamente relacionados com mau prognostico no cancer de ovario, como grau
de diferenciacao tumoral, citorreducdo a cirurgia primaria, estadiamento e niveis sé€ricos
do CA-125 mais elevados. Finalmente, também foi evidenciado que niveis mais elevados
das citocinas IL-6 e IL-10 no macerado tumoral e na ascite ¢ mais baixos do IFN-y no
liquido intracistico, associaram-se a menor sobrevida global nas pacientes com cancer
epitelial de ovario.

Propde-se pelos achados neste estudo, um modelo inflamatorio em que se observa
uma exacerbagdo da resposta imune com o predominio e ativagdo da citocina 1L-4,
propiciando a maturagdo de células T CD4 virgens para células Th2. Com a replicacao
destas células, observa-se entdo, a produgdo e o aumento das concentracdes de citocinas
pro-inflamatorias como a IL-6 € o TNF-a, e anti-inflamatorias como a IL-10, também
secretadas por células tumorais, que provocam a supressao de citocinas como o IFN-y
e desviam a resposta a celular adequada com inibicdo do processo de fagocitose para
a produgdo de anticorpos inertes ao combate tumoral, além de estimular o processo
de tumorigénese pela ativacdo da angiogénese através da IL-6 e do TNF-a, suprimir a
maturacao de células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e células dendriticas
e alterar o processo de reconhecimento dos antigenos tumorais pelo complexo principal
de histocompatibilidade, como ocorre em ambientes ricos em IL-10. Tem-se entdo, um
perfil de resposta imune que proporciona fuga da apoptose e facilita a progressao tumoral.

Neste estudo, apontam-se como caracteristicas positivas, a abrangéncia de um
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grupo de citocinas responsaveis pela sinalizacao da resposta imune celular e humoral via
linfécitos T CD4+ dosadas em quatro diferentes sitios que envolvem o ambiente tumoral
e a resposta sistémica. Também, a avaliacdo por meio de uma metodologia confidvel
e de simples execucdo, gera um processo de facil reprodutibilidade pela dosagem das
amostras em uma mesma bateria e com custo/beneficio que possibilite o seu uso rotineiro.
Nao se encontrou na literatura, dados nacionais que identificassem o perfil populacional
de citocinas para estabelecer um paralelo entre os dados encontrados no estudo e o perfil
geral da populacao, fato parcialmente solucionado com a dosagem do grupo controle. Os
estudos encontrados na literatura mundial também evidenciaram dificuldades na obtencao
de casuistica e na comparagao entre grupos.

Esse estudo também permitiu comparagdo entre as pacientes com CEO e o
grupo controle avaliando-se a associagdo entre as concentragdes das citocinas, os fatores
prognosticos, arecorréncia e a sobrevida em periodo de seguimento suficiente para se obter
diferencas estatisticamente significativas e estabelecer algumas delas como marcadores
prognosticos. As dificuldades e limitagdes do estudo ocorreram principalmente na obtencao
dos casos e no estabelecimento do célculo amostral, por se tratar de uma patologia com
baixa prevaléncia, alta letalidade e pela auséncia de marcadores diagnosticos confiaveis.
Duvidas surgiram na criagdo dos parametros adequados para um grupo controle, por
questdes éticas e pela gama de neoplasias benignas que de fato nao corresponderiam a
uma resposta ovariana compativel com a normalidade. O grupo controle foi composto de
mulheres na pés-menopausa, submetidas a exérese anexial de acordo com a avaliacao do
cirurgido no momento da operagdo e sob consentimento expresso da paciente, tornando a
criacdo deste grupo tao ou mais dificil que a obtencao das amostras de CEO. A auséncia

de um controle com ascite e liquido intracistico dificultou a comparacdo das citocinas
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nestes sitios, fato parcialmente contornado pela estratificacao das pacientes com CEO em
estagios I/II e III/TV.

As constantes buscas por mecanismos causadores quimiorresisténcia e pelo
desenvolvimento de vacinas para o tratamento do cancer tém como principal objetivo
induzir ou estimular a resposta imune mediada por células contra antigenos tumorais
especificos. No entanto, ha grande discrepancia entre o desenvolvimento da imunidade
adaptativa contra esses antigenos e a evolucdo clinica das pacientes tratadas com
quimioterapia ou por vacinas. Este fato também encontra explicagdo nas mais variadas
formas de interacdo entre as células tumorais e o sistema imunologico do hospedeiro no
ambiente tumoral. Os dados apresentados no atual estudo sugerem que a presenca de
citocinas como a IL-6 e IL-10 contribuem para um pior progndstico entre as pacientes
com tumor epitelial de ovario nos estagios avangados e que niveis mais elevados do
IFN-y no ambiente tumoral associam-se com maiores taxas de sobrevida. Por estes
achados especula-se que novos estudos, com modelos experimentais € posteriormente
em humanos, associando supressao de IL-6 e IL-10 e superexpressao do IFN-y no
microambiente tumoral talvez contribua para melhores resultados no tratamento de
mulheres com CEQO, coibindo a imortaliza¢ao tumoral por quimiorresisténcia ou mesmo

potencializando o efeito terapéutico de futuras vacinas.
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O presente estudo permite concluir que:

* Mulheres com CEO apresentam predominantemente uma resposta imune Th2 e
um padrao de imunossupressao.

* Pacientes com CEO tém um predominio de concentragdes mais elevadas das cito-
cinas, no liquido intracistico e na ascite, comparadas ao tumor € soro.

 Fatores prognosticos relacionados com a progressao tumoral em pacientes com
CEOQ associaram-se a um perfil de citocinas Th2 e imunossupressor.

* Citocinas Th2 e imunossupressoras em elevadas concentragdes e citocinas Thl
em baixas concentragcdes associaram-se a uma menor sobrevida nas pacientes

com CEO.
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ANEXO |

Estapiamento o cANCER DE ovirio (FIGO)

Estagio |

Tumor limitado aos ovarios

la
Limitado a um ovario; auséncia de ascite; capsula intacta; auséncia
de tumor na superficie externa ovariana

b
Comprometimento ovariano bilateral; auséncia de ascite; capsula
intacta; auséncia de tumor na superficie externa ovariana.

lc*

Comprometimento ovariano uni ou bilateral acompanhado de um ou
mais dos fatores: tumor na superficie ovariana, capsula rota, ascite
ou lavado peritoneal positivo

Estagio Il

Extensao pélvica da doenca

lla
Envolvimento de (tero e ou trompas

b
Envolvimento de outros tecidos pélvicos

[lc*
[1A ou 1B associado a fator descrito em IC

Estagio I1I

Presenca de implantes peritoneais fora da pelve e ou compro-
metimento de linfonodos retro-peritoneais. Inclui o comprometi-
mento da superficie hepatica, intestino delgado e omento.

lla
Grosseiramente limitada a pelve verdadeira; linfonodos negativos;
comprometimento microscpico do peritonio.

[11b
Implantes macroscdpicos no peritonio, nenhum com didmetro supe-
rior a dois centimetros; linfonodos negativos.

lllc
Implantes peritoneais com didmetro superior a dois centimetros e/ou
comprometimento de linfonodos retro-peritoneais ou inguinais

Estagio IV

Metastases a distancia; Inclui o comprometimento parenquimatoso
do figado e derrame pleural com citologia positiva.
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ANEXO II

Parecer 0o Comité e Eica eM Pesquisa DA UNivErSIDADE FEDERAL DE MiNAs GERAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERATS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COET

Parecer n® ETIC 326/08

Interessado(a): Prof. Agnaldo Lopes Silva Filho

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAOQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 17 de setembro de 2008, apds atendidas as solicitagdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo da resposta
imune em pacientes com céancer ginecologico™ bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ano apds o inicio do projeto.

—_—

Profa. Maria esa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amanio Carias, 6627 - {nidode Admikisteative IT - 2% andar — Salp 2005 = Cop: 11270-907 - BH-MG
Telelan: {UST) 3A09-4592 = conani - cocpiprpyguling.br
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ANEXO Il

ConsenTIMENTO LivRe E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE NO CANCER DE ENDOMETRIO E OVARIO

IDENTIFICAQZ\O DA PACIENTE:

Nome: Registro:
|dade:

Endereco:

Telefone: Carteira de identidade:

A senhora estd sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa que visa investigar a pre-
senca de algumas substancias no sangue, no (tero e no ovario que possam nos ajudar a fazer o diagndstico
precoce das doengas desse 0rgao.

A participacao no estudo consiste em doar um fragmento da peca cirdrgica (itero ou ovario) e ou uma
amostra de sangue para serem analisados. Essa participagao nao modifica o tratamento proposto para a sua
doenca ou qualquer procedimento diagndstico e de acompanhamento de rotina que esteja fazendo.

A sua identidade sera preservada e o seu direito de nao participar no estudo nao a prejudicara no seu

tratamento.

1. DESCRIGAO DAS COMPLICAGOES DOS METODOS: nio havera aumento do risco de complicacdes devido &
retirada do fragmento do (tero ou ovdrio. As complicages serao as mesmas da cirurgia realizada para o
tratamento de sua doenca.

2. DESCRICAO DA ANESTESIA: poderé haver necessidade de me submeter & anestesia para a realizacdo
da cirurgia proposta. O tipo de anestesia vai depender do procedimento realizado, podendo ser bloqueio

(anestesia peridural ou raque) ou geral.
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3. DESTINO DA PEGA OPERATORIA E SANGUE COLETADO: a peca ciriirgica seré encaminhada & Anatomia
Patoldgica para ser examinada. A amostra de sangue coletada sera encaminha para analise das substan-
cias associadas a inflamagao possivelmente causada pelas doencas relacionadas neste estudo.

4. Recebi todas as informacoes que desejava conhecer e a possibilidade de fazer perguntas e questionar
dividas.

5. Também entendi que, a qualquer momento e sem necessidade de dar nenhuma explicagao poderei sus-

pender o consentimento que agora presto.

Investigador: Dr. Eduardo Batista Candido

Endereco: Av. Joaquim José Diniz, n. 20, apt. 402. Belo Horizonte — Minas Gerais — CEP: 31910-520
Tel: (31) 3422-1162/8439-2257

CEP/UFMG: ETIC 326/08

De pleno acordo

Cidade: Data:
Assinatura do médico Assinatura da paciente
Testemunha Testemunha

Declaro que é possivel a qualquer momento antes da cirurgia revogar o meu consentimento.

Revogo o consentimento prestado no dia E afirmo que nao desejo prosseguir na

pesquisa e tratamento que me foi proposto, que dou como finalizado nesta data.

Cidade: Data:
Assinatura do médico Assinatura da paciente
Testemunha Testemunha
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ANEXO IV:

ProtocoLo po ENsaio com MICROESFERAS FLUORESCENTES UTILIZANDO CiToMETRIA DE FLuxo - CBA

(CyromeTric Beap Array)

Preparo das amostras

» Descongelar as amostras em banho-maria a 37°C. Centrifuga-las na microcentrifuga
por 10 min a 14.000 rpm. Recolher o sobrenadante. Esse procedimento devera ser repe-
tido ao diluir as amostras (Reagente G), caso seja necessario. Nesse caso, usar o sobre-

nadante.

Preparo dos padroes

 Reconstituir o padrao 15 min antes com 200 pL do Reagente G. Obtém-se solugao 10x
concentrada. O tubo contendo o padrao reconstituido deve permanecer em repouso
por pelo menos 15 min. Durante esse periodo homogeneiza-lo suavemente em interva-
los de 3 min.

o Enumerar 9 tubos de FACS para realizagdo das seguintes dilui¢ées: TS, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128 e 1/256.

o Adicionar 900 puL de G no tubo TS e 300 pL de G em todos os outros tubos.

« Adicionar 100 pL da solugdo padrao estoque 10x no tubo TS. Fazer dilui¢oes sucessivas
usando o volume de 300 pL.

Obs.: 0 Reagente G sera utilizado como Controle Negativo (CN), sendo necessario um

tubo adicional para a rea¢ao, totalizando 10 tubos.

Preparo da mistura de beads

o Fazer um pool dos reagentes (A1l até A5 - quimiocinas e A1 até A6 - citocinas) imediata-
mente antes do uso. Determinar o numero de tubos a testar. Serdo necessarios cerca de
3 pL de cada suspensao de beads para cada ensaio. Encontrar o volume total de beads a

ser pipetado.
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« O volume de cada suspensao de beads devera ser adicionado em tubo tnico para pre-
parac¢ao do pool.

o Utilizar 15 pL da mistura de beads para cada amostra.

Obs.: ndo estocar a mistura de beads. Deve-se agitar bem os frascos contendo as beads

antes de pipeta-las (usar vortex), tanto durante o preparo, quanto na distribui¢ao dos 15

uL/tubo.

Execugao das reagoes

o Adicionar 15 puL das misturas de beads, 25 uL dos padrdes, nas respectivas dilui¢des, e
25 pL das amostras nos respectivos tubos.

 Adicionar em todos os tubos 18 uL do Reagente B (Reagente de detecgao marcado com
PE).

o Incubar 3h, a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da luz.

o Adicionar 500 pL do Reagente F em cada tubo.

o Centrifugar a 1300rpm, 7 min, 180C.

o Aspirar o sobrenadante com bomba de vacuo, deixando aproximadamente 100 puL do
sobrenadante em cada tubo.

« Adicionar 100 pL do Reagente F em cada tubo e proceder a leitura.

5) Calibragao do citometro

a) Preparagdo das beads para calibragao:

o Identificar tubos de poliestireno com as letras A, B e C.

o Adicionar 50 uL de “Cytometer setup beads” nos tubos A, B e C.
« Adicionar 50 uL do controle positivo FITC no tubo B.

« Adicionar 50 uL do controle positivo PE no tubo C.

o Incubar 30 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

o Adicionar 400 pL do Reagente F nos tubos B e C.

o Adicionar 450 pL do Reagente F no tubo A.

« Realizar a calibra¢ao do citdmetro, segundo protocolo sugerido pelo fabricante.
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b) Instrument Setup

Tese Eduardo B Candido.indb 91

Abrir a pagina de leitura da calibragdo com as beads, acionando set up na janela de
aquisicao.

Selecionar a escala no modo Log para FSC e SSC.

Ajustar o Threshold para 650.

Realizar a leitura do tubo A, de acordo com as seguintes instrugoes:

Em gréficos de FSC x SSC, ajustar o gate R1 na populagdo de beads.

El

Rl

S8C-H
12

1!

107

Ajustar pardmetros de FL3, de forma que a mediana da intensidade de fluorescéncia da
populagdo das beads no topo de FL3 fique em torno de 5000 (R2). A populagdo com a
menor fluorescéncia é determinada como R3.

Ajustar a mediana de fluorescéncia de FL1 para 2-2,5.

w0

10
|

FL3-H
W
I

10!
|

s

=4 T T :
0" 10! 1 w0 w0
FL1-H
Bright Beads (R2) Median: 513970

FL1 iMedian) Median: 2.53

Ajustar a mediana de fluorescéncia do FL2 para 2-2,5.

FL3-H

= |

10 plig 0* 10° 0
FLZ-H

FL2 {Median)y Median: 2.21
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« Realizar a leitura do tubo B e ajustar a compensagao de FL2- %FL1. A populagdo com
menor fluorescéncia no FL1 é determinada como R4 e a de maior intensidade no R5.
Usar o FL2- %FL1 para ajustar a mediana das duas janelas a valores semelhantes, em

relacao a FL2.

FLIH

jlig 1|IJ'- 1[F
FL1-H
(F4) Median: 2.54 (RS) Median: 3.75

o Realizar a leitura do tubo C para compensar os parametros de FL1- %FL2 e FL3- %FL2.
Ajustar o gate R6 na populagdo com menor intensidade em FL2 e R7 na populagdo com
maior intensidade. Usando FL1- %FL2, ajustar a mediana de R7 a valores semelhantes

aos de Ré6.

FL1-H

T |. -

plig 10 10¢
FL2-H

(R&) Madian: 2.81 (R7) Median: 3.08

o Ajustar R9 para a populagao com maior fluorescéncia em FL2. Usar o controle FL3-
%FL2 para ajustar a mediana de R9 a valores semelhantes aos de R8. Ajustar FL2- %FL3

a 0,1 se necessario.

FL3H

T . . .

10 10t i 10 10
FLI-H

(RZ) Median: 27.88  (RG) Median: 28.13
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Aquisi¢ao das amostras e padrdes no citdmetro

Obs.: colocar os dez primeiros tubos na pasta “Standard”, demais arquivos deverao ficar

na pasta “Samples”.

o Abrir o arquivo modelo (BD CBA application).

o Conectar o citdmetro e acionar os parametros do instrumento determinado apds ca-
libragdo do aparelho. Certificar que no item “Acquisition and Storage” a resolugao do
canal esta em 1024.

« Ajustar o numero de eventos a serem contados para 1.800 em R1 (300 beads de cada
analito).

o Assegurar que o “gate” R1 esta delimitado para conter todas as beads. Acionar a veloci-
dade “High”.

 Proceder a leitura dos tubos na seguinte ordem: CN, ordem crescente de concentragao
dos padrdes, ou seja, ler da maior dilui¢ao para a menor até o tubo TS.

Obs.: nome do arquivo (alfa-numérico) - sugestao: duas iniciais do nome de quem fez o

experimento, a data sem barras e a extensao 00X. Ex: AT090905.001.

o E importante salientar a necessidade de identificacdo dos padrdes e amostras no item

“Sample ID”.
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Modelo de aquisi¢ao
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Analise dos resultados

A analise dos dados devera ser feita utilizando-se o software especifico denominado “BD
CBA Analysis Software”, por meio da obtengdo de curvas de calibragdo obtidas dos pa-
droes de citocinas do kit. Apds a constru¢ao das curvas, a concentra¢ao dos analitos na
amostra serd determinada em pg/mlL, a partir dos valores de Intensidade Média de Fluo-

rescéncia (MFI) obtidos na leitura da Fluorescéncia 2.
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SUMMARY

Introduction:

The epithelial ovarian cancer (CEO) represents a challenge to the Gynecologic Oncology
due to the insidious growth and high lethality. The immune system interacts with the
tumor development and determines your progression or regression. This study aims to

evaluate the Th1, Th2 and Th17 immune response in women with CEO.

Methods:

We evaluated prospectively 44 women with CEO and 32 women without evidence of
malignancy (control group). Samples were collected from tumor/normal ovary, intra-
cystic fluid, ascites, and serum. The immune response evaluation was performed using
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-o and IFN-y concentrations by CBA (Cytometric
Bead Array). Differences between groups were evaluated by the Mann-Whitney or
Kruskal-Wallis and recurrence and survival by Cox Regression. Differences with p <0.05

were considered significant.

Results:

There was no difference between groups regarding age and parity. In the group of women
with CEO, 12 (27.2%) had stage I/II and 32 (72.7%), stage III/IV. The CEO patients had
higher concentrations of TNF-a, IL-4, IL-6 and IL-10 (tumor) and IL-10 and TNF-a
(serum) compared to the control group. Ascites and intra-cystic fluid represented the sites
with higher concentrations of cytokines in patients with CEO compared to serum and
tumor. There was an association of increased serum CA-125 with the highest concentration
of IL-10 (intra-cystic fluid) and TNF-a (serum). Patients with indifferentiated tumors had

a higher concentration of IL-4 (intra-cystic fluid), IL-6 (liquid and intra-cystic tumor) and
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IL-10 (ascites fluid and intra-cystic). Women with stage III/IV had higher concentration
of IL-10 (tumor and ascites) and TNF-a (serum and ascites). Women undergoing
unsatisfactory cytoreductive surgery had higher concentrations of IL-4, IL-6, IL-10 and
TNF-a and low levels of IFN-y compared to those undergoing optimal debulking. Women
with higher concentrations of IL-6 and IL-10 (tumor and ascites) and lower concentrations

of IFN-y (intra-cystic fluid) had a lower overall survival.

Conclusions:
WomenwithCEOpresentapredominantly Th2 responseandastandardimmunosuppression.
This profile seems to play an important role in tumor progression, being shown an

association of IL-6, IL-10 and IFN-y with the prognosis of patients with CEO.

Keywords: Epithelial ovarian cancer; Adaptive immune response; Flow cytometry;

Cytokines.
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ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de EDUARDO BATISTA CANDIDO
n° de registro 2007670504. No dia vinte e cinco do més de novembro de 2011, reuniu-se
na Faculdade de Medicina da UFMG a Comissio Examinadora de Tese indicada pelo
Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “AVALIACAO
DO PERFIL DE RESPOSTA IMUNE Thl, TH2 E Th17 EM MULHERES COM
CANCER EPITELIAL DOS OVARIOS”, requisito final para a obtengio do Grau de
Doutor em Satide da Mulher, pelo Programa de Pés-Graduagio em Satide da Mulher - Area
de Concentragdo em Perinatologia. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissio, Prof.
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por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 25 de novembro de
2011.
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