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Introducdo: O cancer epitelial do ovario representa um desafio a Oncologia
Ginecoldgica devido ao seu carater insidioso e alta letalidade. Evidéncias apontam
para o conceito de que o sistema imunolégico interage com o tumor em
desenvolvimento e pode ser responsavel pelo controle do crescimento e regressao
tumoral. A resposta imune adaptativa no ambiente tumoral, inclui a imunidade humoral
composta de anticorpos produzidos pelas células B e da imunidade celular composta
de células T CD4+ e células T CD8+. Este estudo visa avaliar a resposta imune

adaptativa sérica em mulheres com neoplasia ovariana.

Métodos: Foram analisadas amostras de sangue periférico obtidas de mulheres
higidas (n=10 — grupo controle), com tumor benigno de ovario (n=9) e com céancer de
ovario (n=17). As amostras foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo, onde
utilizou-se 5 parametros: tamanho celular , complexidade interna e trés fluorescéncias:
FITC, PE e TC. O painel de anticorpos monoclonais incluiu os marcadores: CD4, CD8,
HLA-DR, CD54, CD62L, CD18, CCR2, CXCR4, CCR5, CCR3, CXCR3, CD25, CD5,
CD69, CD19, CD23, e controle isotipico. As diferengcas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Walis conforme indicados. As

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

Resultados: Houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) da
porcentagem de células T do grupo de mulheres com cancer de ovario quando
comparado ao grupo controle. A analise dos resultados mostrou que o percentual de
linfécitos T CD4+ apresentou diferengas significativas entre os grupos (p=0,0399).
Entretanto a populacéo de linfocitos T CD8+ ndo apresentou diferengas significativas
(p=0,2939). A analise de percentual de linfécitos B (CD19+) identificou diferenca
significativa na comparagao entre os trés grupos avaliados (p=0,0463). Foi observado
uma diminui¢do do percentual de células B dos grupos de mulheres com tumor
benigno e cancer de ovario em relagdo ao grupo controle. Dentre as moléculas de
adesao celular avaliadas (CD54, CD62L, CD18) verificou-se diminui¢cdo significativa
(p<0,05) do numero de linfocitos TCD4+ CD62L+ no grupo de mulheres com cancer
de ovario quando comparado com o grupo de mulheres com tumor benigno. No grupo
de mulheres com cancer de ovario foi observada diminui¢ao significativa (p<0,05) do
numero de linfécitos TCD8+ CD62L+ quando comparado ao grupo controle. Foi
possivel observar diferenga estatisticamente significativa entre os grupos CD8+CCR2+
(p=0,0294), CD8+CCR5+ (p=0,0216) e CD4+CCR3+ (p=0,0233).




Conclusdo: E possivel observar a participagdo de leucécitos circulantes no sangue
periférico em pacientes com neoplasia ovariana, mostrando que os eventos fenotipicos

caracterizam a presenca de manifestacao sistémica.

Palavras-chave: Cancer epitelial de ovario, resposta imune adaptativa,

imunofenotipagem, citometria de fluxo.
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1.1 Céancer epitelial do ovario

O cancer epitelial do ovario (CEO) representa um desafio a Oncologia
Ginecoldgica devido ao seu carater insidioso e alta letalidade [1]. E a primeira
causa de morte entre os tumores ginecologicos nos Estados Unidos e a quarta
maior causa de morte entre as mulheres [2]. Para o ano de 2009, a sociedade
Americana do Céancer estimou 21.550 novos casos e 14.600 mortes [3]. .A
sintomatologia inespecifica e a falta de métodos propedéuticos de
rastreamento dificultam o diagndstico precoce dessa neoplasia [4, 5].
Aproximadamente 2/3 dos casos sado diagnosticados nos estadios Ill e IV, com

uma sobrevida em cinco anos variando de 10 a 20% [6].

Embora o CEO possa ocorrer em qualquer idade, € mais comum em mulheres
com mais de 50 anos. O tratamento convencional inclui citorredugao cirurgica
seguida de quimioterapia, quando indicada [7]. Apesar dos avang¢os no

tratamento a mortalidade por CEO nao se modificou nas ultimas duas décadas

[8]
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, atua contra o agente
agressor de maneira inespecifica e ndo aumenta com a repetida exposi¢cao a
esse agente [9]. A imunidade adaptativa acentua mecanismos efetores
similares aqueles da resposta inata, direcionando-os com maior precisdo. A

resposta adaptativa pode ser determinada pela ativagao de macréfagos ou pela
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producao de anticorpos [10]. A definicdo de qual sera a via dominante esta
associada a diferenciagao das células CD4 virgens em células Ty1 ou Ty2 no
tecido linfoide. As células Ty1 estdo associadas a ativagdo de macréfagos e as
células Ty2 a producao de anticorpos [11]. Os mecanismos que controlam esta
diferenciagcdo ainda ndo estdo bem definidos. Sabe-se que as citocinas e
quimiocinas presentes nos tecidos no inicio da fase de diferenciacido tem

grande influéncia nesse processo [12].

Macréfagos e linfécitos ativados atuam de forma interativa na liberagdo de

citocinas que amplificam a resposta imune [13].

Os linfécitos B-1 distinguem-se dos linfécitos B pela proteina de superficie
celular CD5, e apresenta propriedades inteiramente diferentes daquelas
observadas nas células B convencionais que medeiam a imunidade humoral
adaptativa. As células B-1 sdo, em muitos aspectos, andlogas as células T
epiteliais y:56. Elas originam-se precocemente na ontogenia, utilizando um
conjunto distinto e limitado de rearranjos de genes para produzir seus
receptores. Células B-1 sao linfécitos presentes nas cavidades peritoneal e
pleural, que produzem anticorpos principalmente contra antigenos
polissacaridicos. Podem induzir a produgao de anticorpos de classe IgM sem a
necessidade de células T auxiliares. A falta de uma interacdo antigeno
especifica com as células T auxiliares pode explicar porque a memoria
imunoldgica ndo se desenvolve como resultado da resposta de células B-1.
Repetidas exposi¢cdes ao mesmo antigeno induzem respostas semelhantes ou

diminuidas a cada exposi¢ao ao mesmo estimulo [14-16]
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As células T dividem-se em duas classes principais com fungdes efetoras
distintas. Essas duas classes sdo diferenciadas pela expressao de proteinas de
superficie celular, CD4 e CD8. Esses tipos de células T diferem-se na classe
de molécula do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) que eles
reconhecem. Existem duas classes de molécula MHC, o MHC de classe | e 0
MHC de classe Il, que apresentam estrutura e padrdao de expressao diferente
nos tecidos do organismo. A proteina de superficie celular CD4 liga-se a
molécula de classe I, e CD8, a molécula de classe |. Durante o
reconhecimento do antigeno, as moléculas CD4 e CD8 associam-se com o
receptor de célula T e ligam-se a sitios invariaveis na por¢ao do MHC do
complexo MHC:peptideo. Essa ligagcédo € necessaria para que a célula T realize

uma resposta eficaz [17-20].

A principal funcao das células T CD4 é ativar outras células do sistema imune.
As moléculas MHC de classe |l sdo encontradas nos linfécitos B, nas células
dendriticas e nos macréfagos. Quando as células T CD4 reconhecem
peptideos ligados a moléculas MHC de classe Il nas células B, ocorre o
estimulo para a produgao de anticorpos. Da mesma maneira, as células T CD4,
reconhecendo peptideos ligados as moléculas MHC de classe Il nos

macrofagos, ativam essas células para destruicdo do agente agressor [21].

As células T CD4 ativam células que estdo envolvidas em duas categorias
funcionais: as células Th1, que ativam macréfagos, e as células Th2 ou células

T auxiliares, que ativam a producao de anticorpos pelas células B [22-24].
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1.3 Sistema imune e cancer

Evidéncias apontam para o conceito de que o sistema imunoldgico interage
com o tumor em desenvolvimento e, em alguns casos, pode ser responsavel
pelo controle do crescimento e regressdo tumoral. A resposta imune ao
cancer pode ser dividida em inata e adaptativa. Os elementos celulares
da imunidade inata incluem os granulécitos, macrofagos, mastécitos,
células dendriticas (DC) e natural killer (NK). A resposta inata serve
como uma linha de primeira defesa contra o cancer. Em contraste, a
imunidade adaptativa, que inclui a imunidade humoral composto de
anticorpos produzidos pelas células B e da imunidade celular composta
de células T CD4+ e células T CD8+, evolui ao longo de varios dias,
refletindo a necessidade da ativacdo e expansdo dos linfocitos que
podem especificamente reconhecer antigenos associados ao tumor [25,

26].

A presenga de anticorpos (Abs) para antigenos associados ao tumor (TAA),
bem como células efetoras inespecificas e especificas presentes na circulagao
periférica e no sitio tumoral de pacientes com cancer, tem sido frequentemente
relatadas. Essas células e os Abs sdo capazes de mediar a rejeicdo do tumor
nesses pacientes. Estudos in vitro, demonstraram que células efetoras
isoladas, incluindo as células T, natural killer (NK) ou macréfagos, mostraram-
se capazes de mediar a morte de alvos tumorais em ensaios através de

mecanismos como a lise osmoética (citotoxicidade) ou apoptose e/ou
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citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). In vivo, entretanto, os
tumores parecem ter evoluido varios meios de evadir a essas células imunes.
Os tumores podem escapar do sistema imune, através de uma variedade de
mecanismos, e a capacidade de interferir com o numero de células imunes
antitumorais e/ou para subverter sua fungao é considerada uma das principais
razdes subjacentes ao fracasso do hospedeiro para controlar a progressao do

tumor [27].

A interagdo das células tumorais com o sistema imune desempenha
papel decisivo no processo da carcinogénese [25]. Estudos demonstram
que infiltrados intratumorais de linfocitos, especialmente aqueles com
células T CD8+, estdo associados com a redugdo de recorréncia da

doenca e sobrevida prolongada em diversos tipos de cancer [28-30].

A resposta adaptativa antitumoral é iniciada pelas DC, que capturam
células tumorais, e processam o antigeno para o MHC de classe | e Il 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 sinalizagado produzida por células tumorais necroticas.
Ocorre processo de maturacdo que inclui a expressdo de multiplas
moléculas de co-estimulagdo e citocinas, resultando na resposta
mediada pelas células T [31]. Alternativamente, a producdo de citocinas

imunossupressoras, como TGF-f, IL-10 e VEGF, no microambiente
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tumoral, pode inibir a funcdo dessas DC, inibindo a resposta efetora de

células T e aumentando a fungao das células T reguladoras [32].

A resposta adaptativa as células tumorais depende da apresentacdo de
epitopos de antigenos no sitio de ligacdo de moléculas do MHC classe |. O
principal mecanismo de morte das células tumorais por vias especificas
depende da acdo de células T CD8+ que reconhecem antigenos apresentados
no contexto do MHC classe |. Assim, mecanismos potenciais de evasédo imune
envolvem a queda da expressao dos genes do MHC classe | ou de qualquer
componente envolvido nas etapas de processamento de antigenos e transporte

de epitopos imunogénicos para a membrana plasmatica [33].

As células NK reconhecem as células alteradas quando os linfécitos T CD8+
estdo disfuncionais, ou seja, a existéncia das células NK ndo permite que a
queda da expressdo de MHC classe | possa ser usada como mecanismo de

escape de células tumorais [34].

A imunovigilancia € a capacidade do sistema imune de reconhecer um
antigeno tumoral ou uma modificagado no tecido envolvido e agir contra essas
células Este mecanismo depende da interagdo dos sistemas imune inato e
adaptativo. Independente do mecanismo de reconhecimento, as vias efetoras
sdo mediadas pelo IFN-y. Células dendriticas apresentadoras de antigenos
estimulam a proliferacdo de células T CD4+ e CD8+ tumor-especificas. Desse
modo, as células da imunidade adaptativa sdo atraidas para o local da
neoplasia onde reconhecem e destroem as células tumorais que expressam os

antigenos especificos [35].
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Células tumorais mutadas podem tornar-se resistentes ao sistema imune [35,
36].0Outra forma de escape a imunovigilancia tumoral € através da liberagao de
citocinas inibitérias - TGF-B ou IL-10 - ou através de modificagdes estruturais
(perda de antigenos, perda de componentes MHC ou insensibilidade ao IFN-y).

[35].

Apesar das evidéncias de escape tumoral a imunovigilancia, a real fungdo do
sistema imune no controle do desenvolvimento e progressdo tumoral ainda

constitui um grande desafio na pratica clinica .
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2.1. Objetivo geral
Avaliar as subpopulagdes de linfocitos de pacientes com cancer de ovario com

énfase na resposta imune adaptativa.

2.2. Objetivos especificos
1. Avaliar no contexto ex-vivo as populagdes de linfécitos T CD4+ e CD8+
de pacientes submetidas a tratamento cirurgico para cancer de ovario.
2. Avaliar no contexto ex-vivo as populagdes de linfécitos B no sangue

periférico de pacientes submetidas a laparotomia.




e Métadas

3.
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3.1 Casuistica

Trata-se de estudo transversal onde foram avaliadas 36 mulheres atendidas
nos ambulatérios de ginecologia e de oncologia ginecoldgica do Hospital das
Clinicas da UFMG e no Hospital Mario Penna no periodo de setembro de 2008
a setembro de 2009. Essas mulheres procuraram os ambulatérios para
realizacdo de exame ginecoldgico de rotina (colpocitologia oncética) ou foram
encaminhadas para realizacdo de propedéutica de massa pélvica. Todas as
pacientes foram submetidas a exame clinico, ginecolégico e ultrassonografia

transvaginal.

O tratamento com laparotomia foi indicado para aquelas mulheres que
apresentavam massa pélvica com indicagao de ressecgao cirurgica e as pecgas
cirurgicas foram avaliadas pelo servigo de anatomia patolégica de referéncia de
cada hospital. As pacientes selecionadas foram agrupadas em 3 grupos de
acordo com os achados ultrassonograficos e exame anatomopatolégico da
peca cirurgica: controle (sem evidéncia de massa pélvica ao ultrassom),
neoplasia ovariana benigna (cistadenoma seroso de ovario) e neoplasia

ovariana maligna (cistoadenocarcinoma de ovario).

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 I).
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3.1.1 - Critérios de Inclusao

v' Mulheres com diagnéstico de cistoadenocardinoma seroso de ovario

submetidas a tratamento cirurgico;

v' Mulheres com diagnostico de cistoadenoma de ovario submetidas a

tratamento cirurgico;

v Mulheres sem evidéncias de doencas ginecolégicas ou neoplasias

malignas;

v Auséncia de processo infeccioso agudo peritoneal evidente a

laparotomia;
v'  Pacientes sem tratamento prévio por quimioterapia e/ou radioterapia;

v" Nao utilizacdo de imunossupressores, corticosteréides e/ou

antiinflamatorios nao esterdides ha pelo menos 3 meses;

v" Termo de consentimento livre e esclarecido assinado.
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3.2 Método

A avaliagao por citometria de fluxo (CMF) foi realizada em amostras de sangue
periférico, obtidas através de pungdo venosa, utilizando anticoagulante EDTA-
K3 (acido etileno-diamino tetracético) 1,5 +/- 0,15 mg/mL preparadas por
técnica de marcacédo direta e “lyse/wash”. A analise por CMF foi realizada
através da utilizagdo de 5 parédmetros: tamanho celular (FSC), complexidade
interna (SSC) e trés fluorescéncias: FITC, PE e TC. O painel de anticorpos
monoclonais inclui os seguintes marcadores: CD4, CD8, HLA-DR, CD54,
CD62L, CD18, CCR2, CXCR4, CCR5, CCR3, CXCR3, CD25, CD5, CD69,
CD19, CD23, e controle isotipico. Todos os resultados de imunofenotipagem
encontram-se armazenados no Laboratorio de Biomarcadores de Diagndstico e

Monitoragédo do Centro de Pesquisa René Rachou.

3.2.1 Analise por Citometria de Fluxo — Protocolo de imunofenotipagem

celular

Foram coletados no pré-operatério, antes da indugdo anestésica, sangue
periférico em tubos a vacuo de 5mL, contendo anticoagulante EDTA-K3
(Vacutainer — Becton Dickinson —BD, E.U.A.), para a realizagao dos ensaios no
contexto ex vivo de imunofenotipagem dos linfécitos. Logo apds a coleta do
sangue, os tubos foram invertidos 4 a 6 vezes para a homogeneizagao perfeita,

e armazenados em temperatura ambiente (20 a 25°C).
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Em tubos de poliestireno 12x75mm, foram adicionados 2uL do anticorpo
monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de interesse
marcado com fluorocromo (Tabela 1). Combinagbes especificas de anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos (Isoticianato de fluoresceina - FITC;
Ficoeritrina - PE; Cychrome - CYCHR; Tricolor - TC) distintos foram utilizadas
para a analise simultdnea de marcadores de superficie celular necessarios
para a caracterizagcao de subpopulagdes celulares de interesse. Para cada
combinacao de anticorpos monoclonais, foram adicionadas aliquotas de 50uL
de sangue periférico. Apds homogeneizagdo em vortex, as preparagdes foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds o
periodo de incubacdo, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos,
utilizando 2mL de solucao de lise comercial (FACS® Lysing Solution — Becton
Dickinson) diluida 10 vezes em agua destilada. Apés nova homogeneizagao
em vortex, as preparacdes foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e entdo submetidas a centrifugagcéo (1300rpm, 7 minutos a 18°C). O
sobrenadante foi descartado e os leucécitos lavados com 2mL de PBS (0,015M
pH 7,4), empregando-se as mesmas condi¢gdes de centrifugagcédo anteriormente
citadas. Numa etapa final, os leucdcitos foram fixados com 200uL de solugcao
fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1 % de cacodilato de sdodio, 6,65g/L de
cloreto de sédio, pH 7,2). Apés um periodo de pelo menos 15 minutos a 4°C,
os parametros fenotipicos e morfométricos das células presentes em cada tubo
foram determinados no citdmetro de fluxo (FACScalibur® — Becton Dickinson).
Foram coletados vinte mil eventos para a analise ex vivo das amostras. O

programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisicao de dados e para a analise
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dos resultados foi empregado o programa FlowJo versao 7.5.5 para Windows

XP (©Tree Star, Inc. 2009) associando diferentes estratégias (Figura 1).

1. Distribuigéo dos anticorpos nos tubos de poliestireno
2ul de anticorpo em cada tubo

!

2. Distribuigdo do sangue periférico nos tubos de poliestireno
50wl de sangue total em cada tubo, em seguida homogeneizar

|

3. Lise eritrocitaria
Adicdo de 2mbL de solugdo de lise entrocitaria

!

4. Incubacio
10 minutos, temperatura ambiente (25°C), ao abrigo da luz

}

5. Lavar com PBS
Adicionar TmL de PBS 1x, centrifugar as amostras por 7 minutos a 18°C, 1300rpm
Adicionar ZmL de PBS 1x, centrifugar as amostras por 7 minutos a 18°C, 1300rpm

!

6. Fixacéo das células
Adicionar 200pL de solugéo fixadara

}

‘ ¥. Leitura no citdmetro

!

‘ 8. Anilise no FlowJo

Figura 1: Fluxograma do protocolo basico de Imunofenotipagem para detecgéo das células do
sangue periférico marcados com as combinagdes especificas de anticorpos monoclonais
marcados com fluorocromos.

Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

analise de populagdes, subpopulagdes celulares e moléculas de superficie.

Anticorpo  Fluocr.” [ I Fendtipo alvo no estudo
Anti-lgG1 FITC 0,5 ug Controle isotipico
Anti-lgG1 PE 0,5 ug Controle isotipico
Anti-lgG1 PerCP 0,5 ug Controle isotipico
Anti-lgG2a PE 0,5 ug Controle isotipico
Anti-CCR2 FITC 0,5 ug Migracao de linfécitos T, mondcitos, basdfilos, eosindfilos,
células dendriticas. Liga-se a CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-
3), CCL8 (MCP-2), CCL12 (MCP-5), CCL13 (MCP-4),
CCL16 (HCC-4).
Anti-CCR3 FITC 0,5 ug Migracao de eosindfilos, basoéfilos, mastécitos, linfocitos T.
Liga-se a CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-
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2), CCL11 (EOTAXINA).

Anti-CCR5 FITC 0,5 ug Migracgao de linfécitos T (TH1>TH2), célula NK,
mondcito/macréfago, basofilo, célula dendritica imatura,
célula de medula 6ssea T Liga-se a CCL3 (MIP-1a), CCL4
(MIP-1B), CCL5 (RANTES), CCL8 (MCP-2), CCL11
(EOTAXINA), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-1).

Anti-CD18 PE 0,5 ug Molécula de adesao celular expressa em leucécitos.
Anti-CD19 TC 0,5 ug Células B
Anti-CD23 PE 0,5 ug Molécula de ativagao celular, receptor de baixa afinidade
de IgE (FceRIIl). Células B maduras, macréfagos ativados,
eosinofilos
Anti-CD25 PE 0,5 ug Ativacao de leucdcitos, identificacao de células T

reguladoras.

Anti-CD3 TC 0,5 ug Associado ao receptor de células T (TCR). Exigido para
expressao na superficie celular e para transdugao de sinal
pelo TCR. Expresso em timacitos e linfécitos T.

Anti-CD4 FITC 0,5 ug Co-receptor para moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe II.

Anti-CD4 PE 0,5 ug Células T Ty1 e T2, mondcitos, macréfagos

Anti-CD5 FITC 0,5 ug Células T, subgrupo de células B.

Anti-CD54 PE 0,5 ug | Molécula de adesao de leucdcitos. Liga-se a CD11a/CD18.
Células hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas

Anti- PE 0,5 ug Molécula de adesao celular expressa em leucocitos.
CD62L Células B e T, mondcitos, células NK
Anti-CD69 PE 0,5 ug Molécula de ativagao de leucdcitos: células T e B ativadas,

macrofagos ativados, células NK.

Anti-CD8 TC 0,5 ug | Co-receptor para MHC de classe I. Expresso em subgrupos
de timdcitos e linfécitos T citotdxicos.

Anti- FITC 0,5 ug Célula de medula 6ssea CD34+, linfocito progenitor, célula
CXCR4 T, célula dendritica, célula B, célula plasmatica, célula T
CD4 ativada
Anti-HLA- PE 0,5 ug Molécula de MHC de classe Il expressa na superficie de
DR células humanas.Linfécito T ativado, mondcito pro-
inflamatério
Anti- FITC 0,5 ug | Migracéo de fibroblastos e linfécitos T ativados (TH1>TH2).
CXCR3 Liga-se a CXCL4 (PF4), CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10),

CXCL11 (I-TAC).

Fonte: CD Reference Chart. 8th HLDA International Workshop, 2004. MASON et al., 2003; D’AMBROSIO
et al., 2003; ONO et al., 2003.

FITC = isotiocianato de fluoresceina; PE = ficoeritrina; TC = tricolo
* Fluocr. = Fluocromo
**[ 1= Concentracao

A identificacdo da populacao de linfécitos e a determinagéo do valor percentual
de marcadores de superficie e receptores de quimiocinas foram realizadas
através de um sistema de computador acoplado ao citdmetro. A aquisi¢gao dos
dados foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur™ |, programa

CellQuest, equipado com um laser de argdnio de 488nm e outro de 625nm.
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Pela anadlise grafica de tamanho e complexidade interna, avaliou-se a
populagdo leucocitaria total, como demonstrado na figura 2, onde Linf
corresponde a populagdo de linfocitos, Mon corresponde a populacdo de

monocitos e Gran a de granulécitos.
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Figura 2. Distribuigdo grafica das populagbes celulares segundo os parametros de tamanho
(FSC - Forward Scatter) e de complexidade interna das células (SSC - Side Scatter) onde Linf
corresponde a populagao de linfocitos, Mon corresponde a populagdo de mondcitos e Gran
corresponde a populagéo de granulécitos.

A populagédo de interesse (linfocitos) foi selecionada sob a forma de “gate”
como mostrado na figura 3, e analisada nos graficos do tipo “dot plot” e/ou
“pseudocolor’, procurando-se correlacionar todas as fluorescéncias entre si.
Esta analise possibilitou o maior numero possivel de informacdes para cada
marcador imunofenotipico, como exemplificado na figura 4, onde foram obtidos

resultados em numeros percentuais para cada marcador imunofenotipico

correspondente a localizacdo das populagbes devidamente marcadas nos
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quadrantes dos graficos do tipo “pseudocolor’. Para a obtencéo dos valores de
linfécitos T, utilizou-se da estratégia do somatoério do percentual de linfécitos T
CD4+ e linfécitos T CD8+, como ilustra a figura 5. Estes valores percentuais
foram obtidos de tabelas de analise estatistica para os respectivos quadrantes

através do programa FlowJo.
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Figura 3. Distribuicdo grafica das populacdes celulares segundo os paradmetros de tamanho
(FSC - Forward Scatter) e de complexidade interna das células (SSC - Side Scatter) mostrando
em vermelho a populagao de linfocitos selecionada sob a forma de “gate”.




Casuistica e Métodos 38

10 3 a1 Q2
HLA-DR' CD8" = 30,43%
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Figura 4. Grafico do tipo “pseudocolor” mostrando no quadrante superior a esquerda (Q1) a
populacdo positiva para HLA-DR e negativa para CD8, no quadrante superior a direita (Q2) a
populacdo duplamente positiva para HLA-DR e CD8, no quadrante inferior a direita (Q3) a
populagéo positiva para CD8 e no quadrante inferior a esquerda (Q4) a populagéo duplamente
negativa para HLA-DR e CDS8.
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Figura 5. Grafico do tipo “pseudocolor” de subpopulagdes de linfécitos obtidos por citometria de
fluxo. (A) representa no “gate” selecionado CD4+ de fluorescéncia 1 (FL1-H: CD4) versus
granulosidade (SSC-H: SSC-Height) a populagédo de linfocitos positiva para CD4. (B)
representa no “gate” selecionado CD8+ de fluorescéncia 3 (FL3-H: CD8) versus granulosidade
(SSC-H: SSC-Height) a populagdo de linfocitos positiva para CD8. O Somatério destas
populagdes foi considerado como a populagao de linfocitos T.
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3.2.2 Aspectos éticos e legais

O protocolo da presente pesquisa, bem como o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, apresentados e aprovados pelo Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, foram aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minais Gerais (Anexo | e IlI). Os doadores foram esclarecidos sobre
o protocolo de pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

3.2.3 Anélise Estatistica

As informacdes foram codificadas e digitadas em banco de dados no programa
GraphPad Prism para Windows versao 5.00 (GraphPad Software, Inc.), que
desenvolveu os calculos posteriores. Foi avaliado o pressuposto de
normalidade e com este objetivo aplicou-se o teste de Kolmogorov-Simirnov
que indicou que a distribuicdo das dosagens séricas dos marcadores avaliados
ndao seguem a normalidade (p<0,001). Portanto, nesta analise foram
empregados testes ndo paramétricos, que s&o mais robustos a violagdo deste
pressuposto. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de
Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Walis (trés grupos) conforme
indicados. As diferencas com valor de p<0,05 foram consideradas

significativas.




4. “Resultadas
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4.1. Caracteristicas gerais da amostra

As pacientes incluidas neste estudo apresentaram idade média + de 51,67 com
erro padrao de +2,8 anos e variagao entre 19 e 86 anos. A paridade média foi
de 2,610,6 partos com variagdo entre 0 e 11 partos. O estadiamento (FIGO)
das pacientes com cancer de ovario foi de trés mulheres com estadio IA
(17,6%), uma paciente com estadio IC (5,9%), 12 casos com estadio IlIIC

(70,6%) e uma paciente com estadio IV (5,9%).

4.2 Andlise ex vivo da porcentagem de linfécitos T (CD4+ e CD8+),
linfocitos T auxiliares (CD4+) e linfocitos T citotoxicos (CD8+) do sangue

periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia benigna e maligna.

Foi realizado, nesse estudo, a analise do percentual de linfécitos T e suas
subpopulag¢des no sangue periférico de pacientes higidas, pacientes com tumor
benigno e pacientes com cancer de ovario empregando ensaios de dupla
marcagao associado a estratégia de analise convencional, como descrito na

metodologia.

Os resultados do percentual de linfécitos T (CD4" e CD8") na populagéo de
linfécitos totais do sangue periférico estdo representados na Figura 6A. A
analise dos dados nao identificou diferenga significativa na comparacéo entre
0os grupos de mulheres com tumor benigno em relagdo ao grupo controle e
entre o grupo de tumor benigno e cancer de ovario. Entretanto, a analise dos
resultados mostrou diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) da

porcentagem de células T do grupo de mulheres com céncer de ovario quando




Resultados 42

comparado ao grupo controle. Em relagcédo ao percentual de linfécitos T dos trés

grupos, foi observada diferenga estatisticamente significativa (p=0,0020).

A andlise da razdo entre linfécitos T (CD4'/CD8") circulantes no sangue
periférico revelou que nao houve diferenga significativamente significativa entre
os grupos (p=0,4489). A analise entre os grupos mostrou que o grupo TB e CA
Ovario apresentam um valor da mediana da razao de linfécitos T circulantes
maiores em relagcdo ao grupo CT. Nenhuma diferenca significativa foi

observada entre os grupos (Figura 6B).

A Figura 6C e 6D mostra os resultados do percentual de linfécitos T CD4" e T
CD8" na populacdo de linfécitos totais do sangue periférico de mulheres
higidas, mulheres com tumor benigno e cancer de ovario.. A analise dos
resultados mostrou que o percentual de linfécitos T CD4" apresentou
diferencgas significativas entre os grupos (p=0,0399). Entretanto a populagao de
linfocitos T CD8" n&do apresentou diferengas significativas (p=0,2939).
Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos, quando
comparados dois a dois, em relacdo ao marcador CD4" e CD8" para os

linfocitos.
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Figura 6: Linfécitos T (CD4+ e CD8+) (A), porcentagem de linfécitos T auxiliares (CD4+) em
relacao a linfocitos T citotdxicos (CD8+) (B), linfocitos T auxiliares (CD4+) (C) e linfécitos T
citotoxicos (CD8+) (C) do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 10), pacientes com
tumor benigno de ovaério (TB = 09) e cancer de ovario (Ca Ovario = 17). Os resultados estao
apresentados como porcentagem de linfécitos T, expressando os marcadores de superficie
avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2 grupos). A diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) entre o grupo CT e Ca Ovario esta representa pelas letras a.

(A, p=0,0020) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p <0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,0399) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(C, p=0,2939) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(D, p=0,4489) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
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4.3 Andlise ex vivo da porcentagem de linfécitos B (CD19+) do sangue

periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia benigna e maligna.

Os resultados do percentual de linfocitos B (CD19%) na populagéo de linfocitos
totais do sangue periférico estdo representados na Figura 7. A analise dos
dados identificou diferenga significativa na comparagdo entre os grupos
(p=0,0463). Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos,
quando comparados dois a dois, em relacdo ao marcador CD19" para os
linfocitos B. Foi observada uma diminuicdo do percentual de células B dos
grupos de mulheres com tumor benigno e céncer de ovario em relagdo ao

grupo controle, quando analisado a mediana dos mesmos.
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Figura 7: Linfécitos B (CD19+) do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 10),
pacientes com tumor benigno de ovario (TB = 09) e cancer de ovario (Ca Ovario = 17). Os
resultados estdo apresentados como porcentagem de linfocitos B, expressando o marcador de
superficie avaliado, em formato de grafico de boxe que destaca os valores: minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2 grupos).

(A, p=0,0463) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
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4.4 Analise ex vivo da porcentagem de moléculas de ativacao celular por
linfocitos T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico de mulheres do grupo

controle, neoplasia benigna e maligna.

Um ensaio de dupla marcacéo foi realizado para identificar as células T CD4" e
T CD8" que co-expressam o marcador HLA-DR no sangue periférico de
mulheres higidas, mulheres com tumor benigno e mulheres com cancer de

ovario.

A analise dos dados ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas no
percentual de células CD4"HLA-DR" (p=0,8008) e CD8"HLA-DR" (p=0,4596).
Entre os grupos de individuos avaliados, ndo foi observado diferencas

estatisticamente significativas (Figura 8).

A B
20 40
LT .
O T T T o T T T
CT TB CAovéaria CT TB CAovaric

Figura 8: Linfécitos T auxiliares ativados (CD4+HLA-DR+) (A) e linfocitos T citotdxicos ativados
(CD8+HLA-DR+) (B) do sangue periférico de individuos saudaveis (CT = 10), mulheres com
tumor benigno de ovaério (TB = 09) e cancer de ovario (Ca Ovario = 17). Os resultados estao
apresentados como porcentagem de linfocitos TCD4+HLA-DR+ e TCD8+HLA-DR+,
expressando o marcador de superficie avaliado, em formato de grafico de boxe que destaca os
valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferengas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis (3 grupos ) ou ou Mann-Whitney (2 grupos).

(A, p=0,8008) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,4596) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
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4.5 Andlise ex vivo da porcentagem de moléculas de adesao celular por
linfécitos T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico de mulheres do grupo

controle, neoplasia benigna e maligna.

Dentre as moléculas de adesdo celular avaliadas (CD54, CD62L, CD18)
verificou-se diminuigao significativa (p<0,05) do numero de linfocitos TCD4+
CD62L+ no grupo de mulheres com cancer de ovario quando comparado com o
grupo de mulheres com tumor benigno. No grupo de mulheres com céancer de
ovario foi observada diminui¢ao significativa (p<0,05) do numero de linfocitos

TCD8+ CD62L+ quando comparado ao grupo controle.
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Figura 9: Numero de moléculas de adesdo CD54 (A e D), CD62L (B e E) e CD18 (C e F) por
linfécitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de mulheres saudaveis (CT = 10), mulheres
com tumor benigno de ovario (TB = 09) e cancer de ovario (Ca Ovario = 17). Os resultados
estdo apresentados como porcentagem de linfécitos TCD4+ (A, B e C) e TCD8+ (D, E e F),
expressando os marcadores de superficie avaliados, em formato de graficos de boxes que
destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2 grupos).
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As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CT, TB e Ca Ovario
estao representadas pelas letras a, b e c, respectivamente.
(A, p=0,2744) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;

(B, p=0,0355) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05;
(C, p=0,3180) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(D, p=0,0108) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05;
(E, p=0,0313) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p <0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(F, p=0,9931) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.

4.6 Andlise ex vivo da porcentagem de linfocitos T CD4'CD25" e linfécitos
T CD4*'CD25™'°" do sangue periférico de mulheres do grupo controle,

neoplasia benigna e maligna.

A analise dos dados ndao mostrou diferenga estatisticamente significativa do
numero de linfocitos T CD4* CD25" e linfocitos T CD4* CD25* "'°" (Figura 10)

entre os trés grupos avaliados e quando comparados dois a dois.
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Figura 10: Linfocitos T CD4+CD25+ (A) e linfocitos T CD4+CD25+"'°" (B) do sangue periférico
de mulheres saudaveis (CT = 10), pacientes com tumor benigno de ovario (TB = 09) e cancer
de ovario (Ca Ovario = 17). Os resultados estdo apresentados como porcentagem linfocitos
TCD4+, expressando o marcador de superficie CD25 e CD25HIGH, em formato de graficos de
boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2
grupos).

(A, p=0,7622) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;

(B, p=0,9719) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
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4.7 Andlise ex vivo da porcentagem de receptores de quimiocinas em
linfécitos TCD4+ e TCD8+ do sangue do sangue periférico de mulheres do

grupo controle, neoplasia benigna e maligna.

Os receptores de quimiocinas possuem funcdes importantes que coordenam a
diferenciagao e o trafego de leucécitos. Sendo assim, neste estudo foi realizada
a analise do numero de receptores de quimiocinas em linfocitos circulantes de
mulheres do grupo controle, mulheres com tumor benigno e com cancer de

ovario.

Os receptores de quimiocinas avaliados nesse estudo foram CCR2, CXCR4,
CCR5, CCR3, e CXCR3 (Figura 11), que foram analisados pela porcentagem
de linfocitos TCD4+ e TCD8+ positivos para esses marcadores. A analise dos
resultados demonstrou aumento significativo (p<0,05) do numero de linfécitos T
CD4+CCR3+ (Figura 11E) do grupo Ca Ovario quando comparado ao grupo
controle. Em relagdo aos marcadores CCR2+ e CCR5+ para a marcacao dos
linfécitos TCD8+ foi observado um aumento estatisticamente significativo
(p<0,05) (Figura 23F e 23H) do grupo Ca de Ovario quando comparado com o
grupo de mulheres com tumor benigno e com o grupo controle,
respectivamente. N&o foram observadas diferengcas estatisticamente
significativas entre os demais grupos para os marcadores em questdo, quando
comparados dois a dois. Foi possivel observar diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos CD8+CCR2+ (p=0,0294), CD8+CCRS5+ (p=0,0216)

e CD4+CCR3+ (p=0,0233).
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Figura 11: Porcentagem de receptores de quimiocinas CCR2 (A e F), CXCR4 (B e G), CCR5 (C
e H), CXCR3 (D e I) e CCR3 (E e J) por linfocitos T CD4+ e T CD8+, respectivamente, do
sangue periférico de mulheres saudaveis (CT = 10), mulheres com tumor benigno de ovario
(TB = 09) e cancer de ovario (Ca Ovario = 17). Os resultados estao apresentados como
porcentagem de linfocitos T CD4+ e T CD8+, expressando os receptores de quimiocinas
avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2 grupos). As diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos CT, TB e Ca Ovario estdo representadas pelas letras a, b e c,
respectivamente.

(A, p=0,5002) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;

(B, p=0,1773) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(C, p=0,7884) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
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(D, p=0,0590) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovaério: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(E, p=0,0233) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p < 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(F , p=0,0294) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05;
(G, p=0,2278) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(H, p=0,0216) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p < 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(I, p=0,6692) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;

(J, p=0,3309) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.

4.8 Analise ex vivo da porcentagem de linfécitos B ativado (CD19+CD69+),
linfocitos B1 (CD19+CD5+) e linfécitos B2 (CD19+CD23+) do sangue

periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia benigna e maligna.

As subpopulagdes de linfocitos B do sangue periférico foram identificadas em
ensaios de dupla marcacao utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD69
(PE), anti-CD19 (FITC) e anti-CD23 ou anti-CD5 (PE), para identificar as
células B ativadas (CD19'CD69") (Figura 12A), as células B1 (CD19'CD5")
(Figura 12B) na populacéo de linfocitos CD19" e as células B convencionais

(CD19"CD23") (Figura 12C) dentro da populagéo de linfécitos totais.

Os resultados do percentual de linfécitos B convencionais (CD19°CD23") na
populacdo de linfocitos totais do sangue periférico estdo representados na
Figura 12C. A analise dos dados revelou uma diminuicéo significativa (p<0,05)
do percentual médio das células B convencionais no grupo de mulheres com

tumor benigno quando comparado com o grupo controle.

A Figura 12B mostra os resultados do percentual de linfécitos B1 (CD19°CD5%)

na populacado de linfécitos B do sangue periférico. A andlise dos resultados
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revelou diferenca significativa entre os grupos (p=0,0436). Ja a analise entre os
grupos referente os marcadores de linfocitos B convencionais (CD19°CD23%) e

as células B ativadas (CD19°CD69") ndo demonstraram diferencga significativa.
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Figura 12: Linfécitos B ativados (CD19+CD69+) (A), linfocitos B1 (CD19+CD5+) (B) e linfécitos
B2 (CD19+CD23+) (C) do sangue periférico de mulheres saudaveis (CT = 10), mulheres com
tumor benigno (TB = 09) e cancer de ovario (CA Ovario = 17). Os resultados estdo
apresentados como porcentagem dos linfécitos B ativados, linfocitos B1 e B2 expressando o
marcador de superficie avaliado, em formato de grafico de boxe que destaca os valores:
minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. As diferengas entre os grupos foram avaliadas
pelo teste de Kruskal-Wallis (3 grupos ) ou Mann-Whitney (2 grupos). A diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupos CT e TB esta representada pela letras a.
(A, p=0,3279) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;

(B, p=0,0436) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(C, p=0,0546) - CT vs. TB: p < 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.




5. Discussao
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O CEO constitui patologia de grande importancia dentre os tumores
ginecoldgicos devido ao seu carater insidioso e sua alta letalidade [1]. A
deteccao precoce poderia, teoricamente, melhorar a sobrevida. Entretanto, isso
continua a ser um problema devido a raridade da doenca na populagdo em
geral, a falta de biomarcadores sensiveis e especificos e a rapida progressao
desse cancer, assintomatico em estadios iniciais [28]. Isso mostra a
importancia do aprimoramento dos conhecimentos da biologia molecular,

fisiopatologia e imunologia relacionados ao CEO.

O papel do microambiente tumoral no reconhecimento e progressdo do cancer
tem sido cada vez mais estudado, e as interagdes entre as células imunes, as
células tumorais e os componentes moleculares do tumor exercem influéncia

significativa na progresséo da doencga [37].

Varios estudos [28, 38-45] tém demonstrado a presencga da resposta imune
tumoral no momento do diagndstico. Entretanto, ainda n&o ha consenso sobre

o real valor do infiltrado leucocitario no microambiente tumoral.

As células T e os anticorpos contra antigenos especificos do tumor podem ser
detectados no sangue periférico e no sitio tumoral, entretanto, as células
neoplasicas conseguem escapar a essa imunovigilancia através de diversos

mencanismos.

Alteracbes de funcdo e sobrevida dos linfécitos T e B tém sido descritas.
Experimentos demonstram supressdo dos linfocitos T e B pelas células T
regulatérias, pelas células supressoras mieloides, e pela acdo de citocinas

sintetizadas no microambiente tumoral. Observa-se também aumento da taxa
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de apoptose desses linfécitos no organismo do hospedeiro, além da alteragao

de sinalizac&o para recrutamento e ativacao celular [28, 38, 39, 46, 47].

Certos experimentos demonstram a hiporregulagcao de moléculas da superficie
celular que servem de reconhecimento para as células imunes. Desse modo,
ocorre alteracdo na expressao das moléculas de superficie HLA e alteragdes

nos componentes de processamento antigénico [28, 38, 47-49].

E importante considerar que a resposta imune representa um somatério de
interagcdes entre moléculas sinalizadoras sob a forma de fatores soluveis,
receptores de superficie celular, imunoglobulinas e citocinas. Assim o
direcionamento da resposta do hospedeiro com CEO n&o deve ser avaliado de
forma restrita aos aspectos imunofenotipicos da membrana celular, devendo
ser ampliado para uma discussdo mais funcional envolvendo outros aspectos

da resposta imune.

Este estudo avaliou os seguintes marcadores de superficie celular: CD4, CD8,
HLA-DR, CD54, CD62L, CD18, CCR2, CXCR4, CCR5, CCR3, CXCRS3, CD25,
CD5, CD69, CD19 e CD23, expressos pelos linfécitos que sdo importantes
para a resposta imune adaptativa do hospedeiro. O conhecimento da
fisiopatologia da resposta imune antitumoral € de grande importancia para
aprimoramento do diagndstico e desenvolvimento de terapias antitumorais mais

efetivas.

Para a identificacdo das moléculas de superficie celular expressas pelas

células imunes. foi realizado o método de imunofenotipagem pela citometria de
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fluxo. O uso da citometria de fluxo permite a andlise quantitativa de multiplos
parametros em uma unica amostra; utilizagdo de minimos volumes de amostra
para obter seus resultados; reprodutibilidade comparaveis com outras técnicas,
comparacgao direta com 0s ensaios ja existentes e ainda avaliagdo mais rapida

de multiplas amostra em uma mesma plataforma [50-52]

Com o desenvolvimento da técnica, automatizacdo de seus processos € a
possibilidade de livre associacido entre os parametros para estudo, a citometria
de fluxo ganha ainda mais em agilidade, ampliando sua possibilidade de
insercdo na abordagem clinica diaria. Painéis de marcadores bioquimicos
poderiam ser avaliados conjuntamente e seus achados utilizados como
biomarcadores complexos para deteccdo de tumores iniciais, ou melhor

avaliagao prognostica de cada caso.

Foi observado que as pacientes com tumor maligno de ovario possuem menor
percentual de células T circulantes quando comparados com o grupo benigno e
controle. Estudos relatam que a taxa de sobrevida livre de doenga € maior, no
grupo de mulheres com cancer de ovario que apresentam maior infiltrado
tumoral de células T quando comparado com o grupo com menor percentual
[28, 38, 39]. Este dado ¢é interessante, uma vez que observa-se,
sistemicamente, um menor percentual de células T no grupo de pacientes com
CEO, quando comparadas com o controle. Essa reducao de linfécitos pode ser
um indicador de alteracdo da resposta imune do hospedeiro ao tumor [53-55].
Esses achados dao suporte a hipétese de serem estes linfécitos de grande

importancia no controle da progressao da doenca.
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Nao se conhece o real significado da presenca linfocitos B e seus anticorpos no
microambiente tumoral de pacientes com CEO. Alguns trabalhos mostram que
ha evidéncias de produgdo de anticorpos monoclonais especificos contra o
tumor, porém a acgao efetiva desses anticorpos contra os antigenos tumorais
ainda é incerta [26, 56]. Neste estudo n&o foi observado diferencas

significativas na porcentagem de linfocitos B entre os grupos.

Alguns trabalhos verificaram o aumento da ativacdo de linfécitos T em
pacientes com CEO, porém essas células apresentaram-se disfuncionais, com
alteracao de sinalizagcao e aumento de indugao para apoptose [27, 39, 49, 57].
Entretanto, no presente estudo, ndo observou-se diferengas significativas no
percentual de moléculas de ativagao celular (HLA-DR) nos linfécitos CD4+ e

CcD8"

Em relacdo a analise das moléculas de adesdo celular avaliadas (CD54,
CD62L, CD18), verificou-se reducao significativa do numero de linfocitos
TCD4+CD62L+ e TCD8+CD62L+ nas mulheres com cancer quando
comparadas com as com tumor benigno e controle, respectivamente. A
diminuicdo das moléculas de adesdo nas células imunes de pacientes com
cancer ja foi demonstrada por diversos trabalhos. Essa alteragdo fenotipica

pode auxiliar no crescimento e desenvolvimento tumoral [27, 58].

Segundo alguns autores, a presenca de linfécitos T CD25+ ativados esta
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associada a progressao tumoral, especialmente por se ligar a IL-2, aumentando
a resposta inflamatdria crénica nessas pacientes [38, 58]. Em nossas analises
nao foi observado diferengas significativas no numero de linfécitos T CD4+

CD25+ e linfocitos T CD4+ CD25+ HCH

Os receptores de quimiocinas possuem funcdes importantes que coordenam a
diferenciagao e o trafego de leucécitos. Sendo assim, neste estudo foi realizada
a analise do numero de receptores de quimiocinas em linfocitos circulantes de
mulheres do grupo controle, mulheres com tumor benigno e com cancer de

ovario.

Véarios estudos ja demonstraram a acgado das citocinas e quimiocinas
favorecendo o crescimento neoplasico e a metastatizacdo, por aumento da
proliferacdo celular, estimulando a mobilidade e migragdo celular ou
potencializando a angiogénese no tecido tumoral [59, 60]. Entretanto, nas
neoplasias, a expressao destas quimiocinas e citocinas ainda é controversa. Os
tumores podem criar mecanismos para impedir ou modular a agcdo do sistema
imune. Estas acbes podem apresentar caracteristicas individualizadas de
neoplasia para neoplasia [61]. Em modelo animal foi demonstrado que as
guimiocinas se associam com a angiogénese e com o crescimento tumoral. Por
outro lado, algumas podem iniciar ou incrementar a resposta imunoldgica do
hospedeiro contra a implantagdo tumoral ou ainda inibir a neovascularizacao. A

analise dos resultados deste estudo demonstrou aumento significativo do
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namero de linfocitos T CD4+ CCR3+, TCD8+CCR2+ e TCD8+CCR5+ no grupo

do cancer de ovario quando comparado com 0s outros grupos.

Em relacdo a andlise dos linfécitos B1 (CD19+CD5+), verificou-se uma
diferencga significativa entre os trés grupos, observando-se uma diminuigdo do
percentual de células dos grupos TB e CA Ovario quando comparados com o
grupo CT. Além disso, foi possivel observar uma redugdo do percentual de
células B2 (CD19+ CD23+) do grupo TB quando comparado ao grupo controle.
Os linfécitos B1 e B2 sdo importantes componentes da resposta imune. Em
relagcdo as diferentes atividades funcionais, as células B2 sao mediadoras da
resposta imune adaptativa, respondendo a antigenos protéicos convencionais,
com o auxilio das células T. Ja células B1 sdo consideradas efetoras da
resposta imune inata, respondendo a antigenos independentemente das
células T [62]. Estas alteragdes, relacionadas a diminuigao das células B1 e B2

podem estar associados com o favorecimento da progressao tumoral [63].

A dindmica entre tumor e sistema imune mostra-se com grande espectro de
variaveis. O conhecimento sobre o perfil de apresentagcdo dos agentes deste
sistema imune nas neoplasias € de grande importancia para o melhor

entendimento de todo o sistema imune e a resposta do organismo aos tumores.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais e a imunofenotipagem, por meio de
citometria de fluxo, permitiu mostrar a existéncia de alteragdes imunoldgicas no
microambiente tumoral. Estudos posteriores, mediante técnicas avancadas de

biologia celular e molecular, com maior numero de pacientes, avaliando outros
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marcadores da resposta imune e outras vias desta resposta, deverao fornecer
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos que ocorrem no cancer
epitelial de ovario. A compreensao desses mecanismos permitira vislumbrar
novas perspectivas terapéuticas para esta doenca e diagndstico precoce

através de biomarcadores.
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O estudo da resposta imune humoral pelas células T e linfocitos B, associados
aos marcadores CD4, CD8, HLA-DR, CD54, CD62L, CD18, CCR2, CXCR4, CCR5,

CCR3, CXCR3, CD25, CD5, CD69, CD19, CD23; permite concluir que:

o A populacao de linfécitos T CD8+ apresentou um maior numero de
alteracdes dos marcadores de superficie celular quando comparado com
0 grupo controle, o que pode estar associado com o estabelecimento e

manutengdo de um microambiente favoravel a progresséao tumoral.

o As alteragcbes observadas com a diminuicdo do percentual das células
B1 e B2 no sangue periférico das mulheres com neoplasia quando
comparado com o grupo controle, podem estar associados com o

favorecimento da progresséo tumoral.
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Abstract

Introduction: The epithelial ovarian cancer represents a challenge to
Gynecologic Oncology due to its insidious nature and high fatality. Evidences
show that the immune system interacts with the tumor development and may be
responsible for growth control and tumor regression. The adaptive immune
response in the tumor environment, includes antibodies produced by B cells
and cellular immunity consisting of CD4 + and CD8 + T cells. This study aims to
evaluate the adaptive immune response in peripheral blood of women with

ovarian cancer.

Methods:. We analyzed peripheral blood samples obtained from healthy
women (n = 10 - control group) with benign ovarian tumor (n = 9) and ovarian
cancer (n = 17). The samples were evaluated by the technique of flow
cytometry, where we used 5 parameters: cell size, internal complexity and three
fluorescence: FITC, PE and TC. The panel of monoclonal antibodies included
markers: CD4, CD8, HLA-DR, CD54, CD62L, CD18, CCR2, CXCR4, CCR5,
CCR3, CXCR3, CD25, CD5, CD69, CD19, CD23, and isotype control.
Differences between groups were evaluated by the Mann-Whitney or Kruskal-

Wallis tests. Differences with p <0.05 were considered significant.

Results: There was a significant decrease (p <0.05) of the percentage of T
cells in the group of women with ovarian cancer when compared to the control
group. The results showed that the percentage of CD4 + T cells showed
significant differences between the groups (p = 0.0399). However the
population of CD8+ T cells did not show significant differences (p = 0.2939).
The analysis of the percentage of B lymphocytes (CD19+) identified a
significant difference between the three study groups (p = 0.0463). We
observed a decrease in the percentage of B cells of groups of women with
benign tumor and ovarian cancer in the control group. Among the adhesion
molecules tested (CD54, CD62L, CD18) showed significant decrease (p <0.05)
the number of CD4+CDG62L+ in the group of women with ovarian cancer when

compared with the group of women with benign tumor. In the group of women
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with ovarian cancer there was a significant reduction (p <0.05) the number of
CD8 + T + CD62L when compared to the control group. It was possible to
observe a statistically significant difference between groups CCR2 + CD8 + (p =
0.0294), CD8 + CCR5 + (p = 0.0216) and CD4 + CCR3 + (p = 0.0233).

Conclusion: It is possible to observe the participation of leukocytes in
peripheral blood of patients with ovarian cancer, showing that the
phenotypic events have as main feature the presence of systemic

manifestations.

Keywords: epithelial ovarian cancer, adaptive immune response,
immunophenotype, flow cytometry.
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