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Introducdo: O céancer de ovario apresenta diagndstico tardio e alta letalidade,
devido a falta de biomarcadores sensiveis e especificos e a rapida progressao
desse cancer, assintomatico em estadios iniciais. As células imunes tém a
capacidade de eliminar as células malignas e regular a progressao tumoral.
Contudo, as células imunes do microambiente tumoral sdo disfuncionais e
falham no controle da expansdao tumoral podendo, inclusive, promover o
crescimento da neoplasia. Apesar das inUmeras tentativas de se correlacionar
0 grau e o tipo de infiltrado celular com o progndéstico ou sobrevida do paciente
com cancer de ovario, ndo ha consenso sobre o real significado do infiltrado
leucocitario nesses casos. Desse modo, este estudo tem como objetivo a
ampliacdo dos conhecimentos relativos a imunidade inata em mulheres com
cancer de ovario, através caracterizacao dos aspectos fenotipicos celulares da

imunidade inata sérica.

Métodos: Trata-se de estudo transversal onde foram avaliadas 36 mulheres
submetidas a exame clinico, ginecoldgico, ultrassonografia transvaginal e
tratamento com laparotomia nos casos indicados de massa pélvica. De acordo
com o resultado desses exames, as mulheres selecionadas foram agrupadas
nos grupos: controle- auséncia de neoplasia, com neoplasia ovariana benigna e
neoplasia ovariana maligna. Realizou-se dosagem sérica de moléculas de
expressdo de superficie de células da resposta imune inata com analise
através da citometria de fluxo. As diferencas 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.




Resultados: Foram selecionadas 36 pacientes: 10 mulheres no grupo controle,
9 no grupo de neoplasia ovariana benigna e 17 no grupo de neoplasia maligna.
Mais de 70% das pacientes com céancer de ovario apresentavam-se com
doenca avancgada e valores de CA125 muito alterados. Em relagao as analises
avaliadas, observou-se alteragao estatistica entre os grupos para as moléculas
de expressao em neutréfilos CD80, CD69, CD62L, CCR3 e CXCR4. Nas
moléculas expressas pelos mondcitos as diferengas encontradas foram na
intensidade de fluorescéncia de HLA-DR e CD86 e na expressao de CD8O0.
Nao se observou diferenga estatistica nas analises das moléculas de superficie

de células NK entre os grupos.

Conclusao: Os resultados desses experimentos mostraram as alteragdes
fenotipicas das moléculas de superficie das células da resposta imune inata

entre os grupos, o que auxilia na progressao da carcinogénese.

Palavras chave: cancer de ovario, neoplasia benigna de ovario, resposta

imune, mondcitos, neutréfilos, células NK
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1.1 CANCER DE OVARIO

O cancer de ovario € a principal causa de morte entre os tumores malignos
ginecologicos nos Estados Unidos, sendo o oitavo em incidéncia e o quinto
maior causador de morte entre mulheres com cancer, excluindo aqueles de
pele por tumor ndo melanoma. Para 2009, a Sociedade Americana de Cancer
estimou 21.550 casos novos e 14.600 mortes por cancer de ovario. Nos ultimos
25 anos, a sobrevida em cinco anos teve modesta melhora de 37% no inicio da
década de 1970 para 44% no ano 2000. Entre os anos de 2001 a 2005, a
incidéncia do cancer de ovario reduziu a taxa de 2,4% ao ano [1]. No Brasil, de
acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer de 2009, a estimativa foi de
3837 novos casos de cancer de ovario, sendo que em 2007, o numero de

mortes por essa neoplasia foi de 2583 [2].

O cancer de ovario € o cancer ginecologico mais dificil de ser diagnosticado por
ser assintomatico nos estadios iniciais. Desse modo, cerca de 3/4 dos tumores
malignos de ovario apresentam-se em estadio avangado quando do
diagndstico inicial. A etiologia dessa neoplasia € pouco conhecida e o carater

hereditario esta presente em 10% de todos os casos [3, 4].

O tratamento padrao para o cancer de ovario € a citorredugao cirurgica seguida
por quimioterapia com agentes derivados da platina (carboplatina ou cisplatina)
associados aos taxanes (paclitaxel ou docitaxel) [5, 6]. A maioria dos
carcinomas de ovario € sensivel a esse regime terapéutico, porém 20 a 30%

das pacientes sao resistentes. Isso reflete uma sobrevida em 5 anos menor
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que 20% nas mulheres com estadio Il e IV da FIGO [7]. Além disso, 60 a 70%
das mulheres apresentam recorréncia em 2 a 5 anos, com consequente obito.
Apesar dessa alta taxa de recorréncia, 20 a 30% das pacientes nao
apresentam recidiva ou experimentam um periodo prolongado de sobrevida

livre de doenca [6].

O tratamento efetivo para a doencga recorrente ou metastatica ainda ndo € uma
realidade, demonstrando a importadncia da busca de novas estratégias

terapéuticas para o cancer de ovario.

A deteccdo precoce poderia, teoricamente, melhorar a sobrevida. Entretanto,
isso continua a ser um problema devido a raridade da doenca na populacdo em
geral, a falta de biomarcadores sensiveis e especificos e a rapida progressao

desse cancer, assintomatico em estadios iniciais [8].

1.2 RESPOSTA IMUNE

A resposta imune pode ser dividida em inata ou adaptativa. A imunidade inata
estd 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. Essa
resposta é executada pelos fagécitos (polimorfonucleares, macréfagos e
eosindfilos), basdfilos, mastécitos, células citotoxicas naturais (células NK) e

pelos sistemas proteoliticos de contato [10].
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A resposta adaptativa pode ser determinada pela ativagao de macréfagos ou
pela producdo de anticorpos. [11]. A definicdo de qual sera a via dominante
esta associada a diferenciagao das células CD4 virgens em células Ty1 ou T2
no tecido linféide. As células Ty1 estdo associadas a ativagao de macréfagos e
as células Ty2 a producdo de anticorpos [12]. Os mecanismos que controlam
esta diferenciagao ainda nao estdo bem definidos. Sabe-se que as citocinas e
quimiocinas presentes nos tecidos no inicio da fase de diferenciacdo tem
grande influéncia nesse processo [13] Macréfagos e linfocitos ativados atuam
de forma interativa na liberagdo de citocinas que amplificam essa resposta

imune

1.2.1 CARACTERISTICAS DAS CELULAS IMUNOLOGICAS DA RESPOSTA

INATA

Os mondcitos sao células sanguineas circulantes derivadas da medula éssea,
precurssores dos macréfagos teciduais. Essas células expressam a molécula
de superficie CD14 responsavel pela ligagdo ao complexo lipopolissacarideo e
pela ativacdo de macréfagos Os macréfagos exercem a fagocitose, séo
citotoxicos e atuam na producdo de citocinas para o recrutamento e ativacao

de outras células inflamatérias [14-17].

Os neutréfilos atuam na sinalizagdo e migragao de células da resposta imune,
e junto com os macrofagos compdem os principais fagécitos do organismo.

Essas células expressam uma grande variedade de moléculas de superficie e
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sao os primeiros tipos celulares a responder a maioria dos agentes agressores

[16].

As células NK sao linfocitos que ativam fagocitos através da secregao de
citocinas, além de serem citotoxicas quando estimuladas. Essas células
contém granulos citoplasmaticos em abundancia e expressam marcadores de
superficie celular caracteristicos, como CD3 / CD56, mas nado expressam
imunoglobulinas e receptores de células T, os receptores de antigenos dos

linfocitos B e T respectivamente [10].

1.3 RESPOSTA IMUNE TUMORAL

Evidéncias mostram que o sistema imune do hospedeiro interage com o
desenvolvimento tumoral e, em alguns casos, pode ser responsavel pelo
retardo do crescimento tumoral e da sua progressao. A presencga de anticorpos
contra antigenos tumorais, assim como células da resposta inata no sangue
periférico e no sitio tumoral tém sido reportadas em certos casos. Isso aponta
que as células imunes e os anticorpos sao capazes de mediar a rejeigéo
tumoral nesses pacientes. In vitro, células efetoras isoladas, incluindo linfécitos
T, células NK e macréfagos tém mostrado serem efetivos contra tumores
através de mecanismos como lise osmodtica ou apoptose e citotoxicidade
celular. In vivo, contudo, os tumores parecem desenvolver mecanismos de
escape ao sistema imune. As células neoplasicas podem evadir a

imunovigilancia por diversas vias, sendo que a capacidade de interferir na
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funcado das células imunes parece ser o principal motivo de falha no controle da

progressao tumoral [18, 19].

Duas possibilidades tém sido consideradas para explicar a falha da imunidade
na contencao tumoral. A primeira seria a de que a resposta imune ocorre tanto
no sitio tumoral primario quanto sistemicamente, mas de forma inapropriada e
distorcida. Outra explicagcdo seria a reagdo imunolégica especifica contra o
tumor que consegue evadir ao reconhecimento das células imunes. O papel do
microambiente tumoral no reconhecimento e progressao do cancer tem sido
cada vez mais estudado, e as interagdes entre as células imunes, as células
tumorais e o0s componentes moleculares do tumor exercem influéncia

significativa na progressao da doenga [20]

Varios estudos [8, 18, 21-27] tém demonstrado a presencga da resposta imune
tumoral no momento do diagnoéstico do cancer de ovario. Certos fatores
imunoldgicos da resposta inata tém sido correlacionados com a sobrevida
dessas pacientes, o0 que sugere que o sistema imune desempenha um
importante papel no controle da recorréncia e da mortalidade. Os resultados
desses experimentos tém revelado o enorme potencial do tratamento baseado
na imunoterapia para a neoplasia ovariana. Desse modo, este estudo tem
como objetivo a ampliagdo dos conhecimentos relativos a imunidade inata em
mulheres com cancer de ovario, para que possiveis estratégias terapéuticas

sejam criadas em um futuro préximo.







2.1. Objetivo geral

» Caracterizar os aspectos fenotipicos celulares da imunidade inata sérica

em mulheres com cancer de ovario

2.2. Objetivos especificos

» Comparar no contexto ex-vivo as populagdes de neutréfilos entre

mulheres sadias (controle), com neoplasia benigna e maligna de ovario

» Comparar no contexto ex-vivo as populacbes de mondcitos entre

mulheres sadias (controle), com neoplasia benigna e maligna de ovario

» Comparar no contexto ex-vivo as populagdes de células NK entre

mulheres sadias (controle), com neoplasia benigna e maligna de ovario




3. Casuistica e Métadas



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, ginecoldgico, 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 |).




3.1.1 - Critérios de Inclusao

v' Mulheres com diagnéstico de cistoadenocardinoma seroso de ovario

submetidas a tratamento ciruargico

v' Mulheres com diagnostico de cistoadenoma de ovario submetidas a

tratamento cirurgico

v Mulheres sem evidéncias de doengas ginecoldgicas 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, corticosterdides e/ou

antiinflamatorios nao esterdides ha pelo menos 3 meses.

v" Termo de consentimento livre e esclarecido assinado.




3.2 Métodos

No presente estudo, foram analisadas amostras de sangue periférico, obtidas
através de puncdo venosa, utilizando anticoagulante EDTA-K3 (acido etileno-
diamino tetracético) 1,5 +/- 0,15 mg/mL preparadas por técnica de marcagéo
direta e “lyse/wash”. A analise dessas amostras foi obtida por citometria de
fluxo (CMF) realizada através da utilizacdo de 5 paréametros: tamanho celular

(FSC), complexidade interna (SSC) e trés fluorescéncias: FITC, PE e TC.

O painel de anticorpos monoclonais incluiu os seguintes marcadores: CD3,
CD14, CD16, CD18, CD19, CD23, CD25, CD54, CD56, CD62L, CD69, CD80,
CD86, CCR2, CCR5, CCR3, CXCR3, CXCR4, HLA-DR e controle isotipico.
Todos os resultados de imunofenotipagem encontram-se armazenados no
Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracdo do Centro de

Pesquisa René Rachou.

3.2.1 Andlise por Citometria de Fluxo — Protocolo de imunofenotipagem

celular

As amostras de sangue periférico foram coletadas no per operatorio, antes da
indugao anestésica, em tubos a vacuo de 5mL, contendo anticoagulante EDTA-
K3 (Vacutainer — Becton Dickinson —BD, E.U.A.), para a realizagdo dos ensaios
no contexto ex vivo de imunofenotipagem dos linfocitos. Logo apds a coleta do
sangue, os tubos foram invertidos 4 a 6 vezes para a homogeneizagao, e

armazenados em temperatura ambiente (20 a 25°C).




Foram adicionados 2uL do anticorpo monoclonal especifico, em tubos de
poliestireno 12x75mm, para o marcador de superficie celular de interesse
marcado com fluorocromo (Tabela 1). Combinagbes especificas de anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos distintos (Isoticianato de fluoresceina
- FITC; Ficoeritrina - PE; Cychrome - CYCHR; Tricolor - TC) foram utilizadas
para a analise simultdnea de marcadores de superficie celular necessarios
para a caracterizagcao de subpopulagdes celulares de interesse. Para cada
combinacao de anticorpo monoclonal, foram adicionadas aliquotas de 50uL de
sangue periférico. Apds homogeneizacdo em vortex, as preparagbes foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds o
periodo de incubagdo, 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 preparagcdes foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e entdo submetidas a centrifugacéo (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. Ao final, os leucécitos foram fixados com 200uL de solucéo fixadora
(10g/L de paraformaldeido, 1 % de cacodilato de sodio, 6,65g/L de cloreto de
sédio, pH 7,2). Apés um periodo de 15 minutos a 4°C, os parametros
fenotipicos e morfométricos das células presentes em cada tubo foram
expressos no citbmetro de fluxo (FACScalibur® — Becton Dickinson). O

programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisicao de dados e para a analise




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-IgG1 FITC 0,5 ug Controle isotipico
Anti-IgG1 PE 0,5 ug Controle isotipico
Anti-IgG1 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, baséfilos, mastécitos, linfocitos T.
Liga-se a CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-




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 Ativagéo das 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-CD14 FITC 0,5 ug Liga-se ao complexo de lipopolissacaride, necessario para
ativagcdo do macrofago
Anti- PE 0,5ug | Células NK e macrofagos. Ativacao de células NK e ADCC
CD16a
Anti- PE 0,5 ug Neutrdfilos. Ativacdo de neutrdfilo
CD16b

Anti-CD54 PE 0,5 ug | Molécula de adeséao de leucécitos. 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 0,5ug | Molécula de ativagao de leucécitos: células T e B ativadas,
macrdéfagos ativados, células NK.
Anti- PE 0,5 ug Células dendriticas, células B ativadas e macréfagos. Co-
CD80 estimulador para ativacao de linfécitos T
Anti-CD86 PE 0,5 ug Células B, mndcitos, células dendriticas e algumas células
T. Co-estimulador para ativagao do linfocito T.
Anti-CD56 TC 0,5 ug Células NK, alguns tipos de células T e B. Adeséao
homotipica
Anti- FITC 0,5pug | Célula de medula 6ssea CD34+, linfécito 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 |l expressa na superficie de
DR células humanas.Linfécito T ativado, mondcito pro-
inflamatério
Anti- FITC 0,5 yg | 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 aquisicdo dos dados foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur™ ,

programa CellQuest, equipado com um laser de argbnio de 488nm e outro de




625nm. Pela analise 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.

As populagdes de interesse (linfécitos NK, monécitos e neutrofilos) foram
selecionadas sob a forma de “gate” como mostrado na figura 3, e analisadas
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 informagdes para cada marcador imunofenotipico, como

exemplificado nas figuras 4 e 5, onde foram obtidos resultados em numeros

percentuais para cada marcador imunofenotipico correspondente a localizacao




das populagdes devidamente marcadas nos quadrantes dos graficos do tipo
“pseudocolor’. Estes valores percentuais foram obtidos de tabelas de analise

estatistica para os respectivos quadrantes através do programa FlowdJo.
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Figura 3. Distribuicdo grafica das populacées celulares segundo os parametros de tamanho
(FSC - Forward Scatter) e de complexidade interna das células (SSC - Side Scatter) mostrando
no local circulado a populagéo de linfocitos selecionada sob a forma de “gate”.
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Figura 4: Distribuicao grafica das subpopulagdes linfécitos
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Figura 5. Grafico do tipo “pseudocolor” mostrando no quadrante superior a esquerda de ambos
os graficos (Q1) a populagao positiva para CD56 e negativa para CD16, no quadrante superior
a direita (Q2) a populagdo duplamente positiva para CD56 e CD16, no quadrante inferior a
direita (Q3) a populagdo positiva para CD16 e no quadrante inferior a esquerda (Q4) a
populagéo duplamente negativa para CD56 e CD16
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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 Il). As doadoras foram esclarecidas 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
nao segue a normalidade (p<0,001). Portanto, nesta analise foram empregados
testes ndo paramétricos, que sdo mais robustos a violagdo deste pressuposto.
As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney
(dois grupos) ou Kruskal-Walis (trés grupos) conforme indicados. As diferengas

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




4. “Resultados
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4.1. Caracteristicas gerais da amostra

As pacientes incluidas neste estudo apresentaram idade médiaterro padrao da
meédia de 51,67 + 2,8 anos, com variagao entre 19 e 86 anos. Para a paridade
a média foi de 2,6+0,6 partos com variagao entre 0 e 11 partos. No grupo de
pacientes com cancer de ovario, o estadiamento (FIGO- anexo lll) foi IA em 3
dos casos(17,6%%), IC em 1 paciente (5,9%), 12 casos com estadio IlIC
(70,6%) e uma paciente com estadio IV (5,9%). A dosagem de CA-125 obtida
nos exames pré-operatorios foi maior que 600 Ul/mL em 58,9% dos casos de
cancer de ovario e menor que 50 Ul/mL em 100% dos casos de neoplasia

ovariana benigna.

4.2 Analise ex vivo da porcentagem de moléculas co-estimuladoras (CD80
e CD86) do sangue periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia

ovariana benigna e maligna

Foi realizada, nesse estudo, a analise do percentual de neutréfilos no sangue
periférico de mulheres sem evidéncia de neoplasia, e mulheres com neoplasia
ovariana benigna e maligna, empregando ensaios de dupla marcagao e a

estratégia de analise convencional, como descrito na metodologia.

Os resultados da porcentagem de moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86)
na populagédo de neutréfilos totais do sangue periférico estdo representados na
Figura 6 A e B. A analise dos dados mostrou redugéo significativa no grupo de
pacientes com cancer de ovario em relagdo ao grupo controle para a expressao

da molécula de superficie CD80 (p=0,0154), o que nao foi observado para a
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molécula de CD86 (p=0,1606).
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Figura 6: Porcentagem de moléculas co-estimuladoras CD80 (A) e CD86 (B) por neutréfilos do
sangue periférico do grupo controle (CT=10), grupo com tumor benigno (TB=09) e grupo com
cancer de ovario (CA Ovario=17). Os resultados estdo apresentados como porcentagem de
neutrofilos, 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=0,0154) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p <0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,1606) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.

4.3 Andlise ex vivo da porcentagem de moléculas de ativacdo por
neutrofilos do sangue periférico de mulheres do grupo controle,

neoplasia ovariana benigna e maligna

A Figura 7A e 7B mostra os resultados do percentual de moléculas de ativagao
por neutréfilos do sangue periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia
ovariana benigna e maligna linfécitos A analise dos resultados mostrou que o
percentual de neutréfilos CD69 apresentou diferenca significativa entre os

grupos (p=0,0178). Entretanto as populagdes de neutrofilos CD23, CD25 e
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HLA-DR nao apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos (p=0,2474,

p=0,1428, p=0,8069 respectivamente).
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Figura 7: Porcentagem de moléculas de ativagdo HLA-DR (A), CD23 (B), CD25 (C) e CD69
(D) por neutrdfilos do sangue periférico do grupo controle (CT=10), grupo com tumor benigno
(TB=09) e grupo com cancer de ovario (CA Ovario=17). Os resultados estdo apresentados
como porcentagem de neutrofilos, 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
vs Ca Ovario e CT vs Ca Ovario estéo representados pelas letras a.

(A, p=0,8069) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,2474) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(C, p=0,1428) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(D, p=0,0178) - 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 adeséao celular por
neutrofilos do sangue periférico de mulheres do grupo controle,

neoplasia ovariana benigna e maligna

.Em relagdo a analise das moléculas de adesao celular (CD54, CD62L e
CD18), figura 8, ndo se observou diferenga estatistica entre os grupos, exceto
para a molécula CD62L que reduziu sua expressao entre o grupo de mulheres
com neoplasia ovariana benigna quando comparado com o controle

(p=0,0396).
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Figura 8: Porcentagem de moléculas de adesao celular CD54 (A), CD62L (B) e CD18 (C) por
neutrofilos do sangue periférico do grupo controle (CT=10), grupo com tumor benigno (TB=09)
e grupo com cancer de ovario (CA Ovario=17). Os resultados estdao apresentados como
porcentagem de neutrdéfilos, 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
vs TB esta representada pela letras a.

(A, p=0,1012) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,0396) - CT vs. TB: p < 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(C, p=0,9767) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovaério: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.

4.5 Andlise ex vivo da porcentagem de receptores de quimiocinas (CCR2,
CCR3, CCR5, CXCR3 e CXCR4) por neutréfilos do sangue periférico de

mulheres do grupo controle, neoplasia ovariana benigna e maligna

A analise da porcentagem de receptores de quimiocinas (CCR2, CCR3, CCRS5,
CXCR3 e CXCR4) por neutréfilos do sangue periférico entre os grupos néao
mostrou diferengca estatistica para as moléculas CCR2, CCR5 e CXCR3
(p=0,238, p=0,365, p=0893 respectivamente), figura 9. Entretanto, verificou-se
diferenca estatistica entre os grupos de neoplasia ovariana benigna e maligna

para os receptores CCR3 e CXCR4 (p=0,0315, p=0,0092 respectivamente).
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Figura 9: Porcentagem de receptores de quimiocinas CCR2 (A), CCR3 (B), CCR5 (C), CXCR3
(D) e CXCR4 (E) por neutrofilos do sangue periférico do grupo controle (CT=10), grupo com
tumor benigno (TB=09) e grupo com céancer de ovario (CA Ovario=17). Os resultados estado
apresentados como porcentagem de neutrofilos, expressando os marcadores de superficie
avaliados, em formato de graficos de boxes que destacam os valores: minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo.
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As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis (3 grupos ) ou
Mann-Whitney (2 grupos). A diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo TB
vs Ca Ovario esta representada pela letra c.

(A, p=0,2387) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,0315) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05.
(C, p=0,3652) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(D, p=0,8930) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(E, p=0,0092) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05.

4.6 Analise ex vivo da porcentagem da molécula de ativacdo HLA-DR e
intensidade meédia de fluorescéncia da molécula de ativacdo HLA-DR por
monacitos do sangue periférico de mulheres do grupo controle, neoplasia

ovariana benigna e maligna.

Ao se verificar a porcentagem da molécula de ativacdo HLA-DR e a intensidade
média de fluorescéncia da molécula de ativagao HLA-DR por mondcitos, figura,
10, observou-se que houve diferenca estatistica apenas entre os grupos
controle e o de neoplasia ovariana maligna com aumento da intensidade média

de fluorescéncia dessa molécula no grupo de mulheres com neoplasia maligna

(p=0,0151).
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Figura 10: Porcentagem da molécula de ativagdo HLA-DR (A) e intensidade média de
fluorescéncia da molécula de ativagdo HLA-DR (B) por mondcitos do sangue periférico do
grupo controle (CT=10), grupo com tumor benigno (TB=09) e grupo com cancer de ovario (CA
Ovario=17). Os resultados estdo apresentados como porcentagem de mondécitos, 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
vs Ca Ovario esta representada pela letra a.

(A, p=0,5201) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,0151) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p < 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.

4.7 Analise ex vivo da porcentagem das moléculas de co-estimulacdo
(CD80 e CD86) e intensidade média de fluorescéncia da molécula de co-
estimulacdo (CD86) por mondcitos do sangue periférico de mulheres do

grupo controle, neoplasia ovariana benigna e maligna.

A analise da porcentagem das moléculas de co-estimulagédo (CD80 e CD86)
por monaocitos mostrou aumento significativo para a expressdo da molécula
CD80 entre os grupos de tumor maligno comparados ao controle (p<0,05) e
entre o grupo maligno comparado ao de mulheres com neoplasia benigna

(p<0,05). Nao foi demonstrado diferenca estatistica entre os trés grupos para a
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molécula CD86. Entretanto, observou-se aumento significativo da intensidade
de fluorescéncia para a molécula CD86 do grupo de neoplasia ovariana

benigna para o de neoplasia maligna (p<0,05), figura 11.
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Figura 11: Porcentagem das moléculas de co-estimulagdo CD80 (A) e CD86 (B) e intensidade
média de fluorescéncia da molécula de co-estimulagdo CD86 (C) por mondcitos do sangue
periférico do grupo controle (CT=10), grupo com tumor benigno (TB=09) e grupo com cancer de
ovario (CA Ovario=17). Os resultados estdo apresentados como porcentagem de mondcitos,
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
vs Ca Ovario e TB vs Ca Ovario estao representadas pelas letras a e c, respectivamente.

(A, p=0,0031) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p <0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05;
(B, p=0,5224) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
(C, p=0,0073) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p < 0,05.
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4.8 Analise ex vivo da porcentagem dos linfécitos NK (CD3-CD56+) e
linfocitos NKT (CD3+CD56+) no sangue periférico de pacientes higidas,

pacientes com tumor benigno e pacientes cancer de ovario.

A anadlise da porcentagem de linfécitos NK e NKT ndo demonstrou diferenga

estatistica entre os grupos (p=0,653, p=0,527 respectivamente), figura 12.
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Figura 12: Porcentagem das moléculas CD3-CD56+ (A) e CD3+CD56+ (B) por linfocitos (NK e
NKT, respectivamente) do sangue periférico do grupo controle (CT=10), grupo com tumor
benigno (TB=09) e grupo com céancer de ovario (CA Ovario=17). Os resultados estédo
apresentados como porcentagem de linfécitos, 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, p=0,6536) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p >0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05;
(B, p=0,5278) - CT vs. TB: p > 0,05; CT vs. Ca Ovario: p > 0,05; TB vs. Ca Ovario: p > 0,05.
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O cancer de ovario apresenta diagnostico tardio e alta letalidade, o que justifica
a busca de marcadores diagnosticos e prognésticos [28]. O estudo da resposta
imune representa uma linha de pesquisa com grande potencial em oncologia,

devido a sua importancia nos processos de carcinogénese [29, 30]

A presenca de infiltrado leucocitario no sitio tumoral leva a especulagdes sobre
0 quanto essas células contribuem para o controle da progresséo tumoral.
Apesar das inumeras tentativas de se correlacionar o grau e o tipo de infiltrado
celular com o prognéstico ou sobrevida do paciente com cancer, ndao ha

consenso sobre o real significado do infiltrado leucocitario nesses casos [31].

As células imunes tém a capacidade de eliminar as células malignas e regular
a progressao tumoral. Contudo, as células imunes do microambiente tumoral
sdo disfuncionais, geralmente falham no controle da expansdo tumoral
podendo, inclusive, promover o crescimento da neoplasia. Os mecanismos
moleculares responsaveis pela indugdo tumoral e pela supressao do sistema
imune tém sido cada vez mais estudados. Admiti-se a hipotese de que o tumor
altera o recrutamento, a funcao e a sobrevida das células imunes, interferindo

em todas as etapas da resposta imune antitumoral [18, 19].

Diversos mecanismos tém sido relatados como responsaveis pela disfungao do
sistema imune nos pacientes com cancer. Alguns desses mecanismos Sao
mediados por fatores produzidos pelos tumores, enquanto outros resultam das

alteragbes da homeostasia que ocorrem devido ao cancer [31-33].
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Alguns estudos mostram alteragcdes observadas no infiltrado de células imunes
presentes no microambiente tumoral como: defeitos de sinalizacdo [34],
ativacdo de enzimas proteoliticas no infiltrado leucocitario com degradacao de
proteinas celulares, alteragdo na expressao de citocinas, inibicdo da migragao
leucocitaria, inducdo da apoptose nas células T, expansdao de macréfagos
imunossupressores com alteragdo de fungao, acumulo de células T regulatérias
CD4+ CD25+, inibicdo da proliferacao de linfocitos e de sua atividade citotdxica

5, 6, 31].

As células tumorais também s&o capazes de desenvolver resisténcia aos
mecanismos imunoldgicos que poderiam levar a sua destruicdo. Experimentos
mostram a ocorréncia de imunoselegao de ceélulas tumorais resistentes, além

da producgao de fatores supressores derivados da neoplasia [3, 35].

Neste estudo avaliou-se as moléculas de expressao da superficie celular dos
neutréfilos (CD16, CD18, CD19, CD23, CD25, CD54, CD56, CD62, CD69,
CD80, CD86, HLA-DR, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, CXCR4), mondcitos
(células CD14 que expressam: CD80, CD86 e HLA-DR) e células NK (CD3 - e
+ que expressam CD56) em pacientes com cancer de ovario, visando
caracterizar possiveis associagdes que permitissem a utilizacdo destes como
marcadores no cancer de ovario. A escolha dessas moléculas foi justificada
pela possibilidade de avaliagcdo da resposta imune inata através de suas

analises [36-40].

A citometria de fluxo foi o método de escolha para a dosagem das moléculas

de superficie celular expressas pelas células imunes. A maioria das técnicas
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para medidas de amostras soluveis utiliza tecnologia baseada no ensaio de

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) [41].

A metodologia empregada neste estudo utiliza como principio uma mescla da
tecnologia baseada no ELISA que é a citometria de fluxo, 0 que aumenta a
sensibilidade de detecgdo dos analitos avaliados e agrega vantagens a sua

utilizacao.

O uso desta técnica permite a analise quantitativa de multiplos parametros em
uma unica amostra além da utilizacdo de minimos volumes de amostra para
obter seus resultados. Os resultados obtidos apresentam reprodutibilidade

comparaveis com outras técnicas, como as baseadas na tecnologia ELISA.

A citometria permite comparacgao direta com os ensaios ja existentes, além da
avaliagdo mais rapida de multiplas amostras em uma mesma plataforma [41-

43]

Devido as suas caracteristicas, a citometria de fluxo amplia sua possibilidade
de inser¢cdo na abordagem clinica diaria. Painéis de marcadores bioquimicos
podem ser avaliados conjuntamente e seus achados utilizados como
biomarcadores complexos para deteccdo de tumores iniciais ou melhor

avaliagao prognostica de cada caso

Neste estudo tivemos uma amostra de 10 mulheres no grupo controle, 9 com
neoplasia benigna e 17 com neoplasia maligna, totalizando 36 mulheres. No
entanto, um numero maior de pacientes poderia permitir uma maior

estratificacdo dos casos e facilitaria uma melhor analise da interagao destes
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agentes do sistema imune com os diversos estadios da neoplasia. O cancer de
ovario apresenta baixa prevaléncia, assim, amostras maiores, em estudos

multicéntricos podem representar a melhor abordagem.

Ao analisarmos as moléculas co-estimuladoras CD80 nos neutréfilos de
sangue periférico, podemos observar uma redugao significativa da expressao
dessas moléculas nas mulheres com cancer em relagao ao grupo controle. Zou
et al apresentou resultados semelhantes aos nossos, com reducdo da
expressao de CD80 e CD86 em neutrofilos de pacientes com cancer [44]. Isso
poderia justificar a alteragdo de funcdo dessas células relacionadas a
fagocitose e produgdo de citocinas, ja que essas moléculas sédo co-

estimuladoras para a ativacao de linfocitos T.

Em relagcdo as moléculas de ativacdo em neutrdfilos CD23, CD25, CD69 e
HLA-DR, verificou-se aumento significativo da expressao de CD69 no grupo de
mulheres com neoplasia benigna e maligna de ovario em relagdo ao grupo
controle. Varios estudos demonstram disfungdo na sinalizacdo molecular no
microambiente tumoral devido a alteragdo da expressdo de moléculas de
ativacdo. Sinais de ativagao e coestimulagdo iniciam e orientam a resposta
imune, porém a transmissao normal desse sinal é falha na presenca do tumor
[31-33, 45-47]. Ha evidéncias de que o aumento da expressao de. CD69 esta
associado com a reducao de células dendriticas no hospedeiro, aumento da

massa tumoral e piora da ascite nas pacientes com cancer de ovario [31, 48].
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Diversos trabalhos mostram que a redugdo da expressdo de algumas
moléculas de adesdo em pacientes com cancer, auxilia no crescimento e
desenvolvimento tumoral [31, 44]. Por outro lado, um estudo demonstrou que o
aumento da expressdo de CD18 em neutréfilos de mulheres com cancer de
ovario estadios Ill e IV estava associado com o aumento do potencial
metastatico tumoral [49]. Nao verificamos diferenga estatistica entre os grupos
em relagao a analise das moléculas de adesao celular (CD54, CD62L e CD18),
exceto para a molécula CD62L que reduziu sua expressao entre o grupo de
mulheres com neoplasia ovariana benigna quando comparado com o controle

(P<0,039).

A associacao e interagcao da resposta imune tumoral, em especial a inflamagao
crénica, com a subsequente ativacdo de citocinas, fatores de crescimento, e
quimiocinas tem sido amplamente explorada [29] Existem varios trabalhos [3,
53, 56] mostrando as implicagdes das quimiocinas e citocinas proinflamatérias
como importantes potencializadores da carcinogénese. Em nossas analises, a
porcentagem de receptores de quimiocinas (CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3 e
CXCR4) por neutrdfilos, mostrou diferenca significativa apenas entre os grupos
de neoplasia ovariana benigna e maligna para os receptores CCR3 e CXCRA4.
Esses achados podem ser consequéncia do numero de pacientes em cada
grupo. O aumento de nossa amostra poderia permitir uma analise comparativa

mais fidedigna entre os grupos.

Ao se verificar a porcentagem da molécula de ativagdo HLA-DR e a intensidade

média de fluorescéncia da molécula de ativagdo HLA-DR por mondcitos
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observou-se que houve diferenca estatistica entre os grupos controle e o de
neoplasia ovariana maligna com aumento da intensidade média de
fluorescéncia dessa molécula nas mulheres com cancer de ovario. A alteragao
da expressao das moléculas de HLA-DR tem sido descrita em varios trabalhos
[19, 44, 57, 58]. Essa alteracdo mostra que existe ativacdo dos mondcitos, mas
que estes se apresentam disfuncionais. Isso propicia o escape tumoral ao
reconhecimento das células imunes do hospedeiro, além de alterar a
sinalizacao para recrutamento e ativacdo de outros componentes envolvidos na

imunidade antitumoral [57].

A andlise da porcentagem das moléculas de co-estimulagédo (CD80 e CD86)
por mondcitos mostrou aumento significativo para a expressdo da molécula
CD80 entre os grupos de tumor maligno comparados ao controle e ao de
mulheres com neoplasia benigna. Observou-se também aumento significativo
da intensidade de fluorescéncia para a molécula CD86 do grupo de neoplasia
ovariana benigna para o de neoplasia maligna Esses achados ja foram
demonstrados na literatura. Alguns trabalhos verificaram o aumento da
expressdo dessas moléculas em mondcitos, com a justificativa de que esse
aumento propiciaria 0 maior reconhecimento dessas células pelos linfocitos T
regulatérios tumorais, 0 que aumentaria as taxas de apoptose desses

mondcitos [44, 57, 58].

A alteracdo de recrutamento, ativacao, citotoxicidade e producido de citocinas

pelas células Natural Killers ja foi relatada em diversos estudos [59, 60].
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Entretanto, em nossas analises ndo se observou diferengas significativas na

expressao das moléculas de superficie dessas células.

Um numero maior de pacientes, neste estudo, poderia permitir uma maior
estratificacdo dos casos e facilitaria uma melhor analise da interagao destes
agentes do sistema imune com os diversos estadios do cancer de ovario. Do
mesmo modo, a correlagdo com os valores de CA125 seria de grande
importancia no seguimento da doenga. No entanto, o cancer de ovario
apresenta baixa prevaléncia, assim, amostras maiores, em estudos

multicéntricos podem representar a melhor abordagem.







A caracterizagado dos aspectos fenotipicos celulares da imunidade inata sérica

em mulheres com cancer de ovario no presente estudo permite concluir que:

» A expressao das moléculas co-estimuladoras CD80 em neutréfilos esta

»

reduzida nas mulheres com cancer de ovario o que leva a alteracdo de
fagocitose. Além disso, o aumento da expressao da molécula CD69 em
neutrofilos nas mulheres com cancer de ovario associa-se a alteracao de

sinalizagdo molecular da resposta imune no microambiente tumoral.

Os mondcitos de pacientes com cancer de ovario, apesar de se
mostrarem ativos com a expressao de HLA-DR, sao disfuncionais, o que
propicia 0 escape tumoral a imunovigilancia. Do mesmo modo, o
aumento da expressao das moléculas de co-estimulacdo CD80 e CD86
nos monocitos de pacientes com cancer € responsavel pelo maior
reconhecimento dessas células pelos linfécitos T regulatérios tumorais, o
que aumenta as taxas de apoptose desses mondcitos, propiciando o

crescimento e desenvolvimento tumoral.

Nao houve alteragcdo fenotipica nas células NK entre as mulheres

avaliadas.

Os resultados desse estudo revelam a importancia do aprimoramento dos

conhecimentos da biologia molecular, fisiopatologia e imunologia

relacionados ao cancer de ovario, para a criagdo de possiveis estratégias

terapéuticas baseadas na imunoterapia para a neoplasia ovariana. Contudo,

sao necessarios estudos complementares para um melhor entendimento do




papel dessas alteragdes fenotipicas nas células da resposta imune inata

nesta complexa interagao tumor hospedeiro.
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Il. Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE EM PACIENTES COM CANCER GINECOLOGICO

A senhora esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa que
visa investigar a presenca de algumas substdncias no sangue, ascite (liquido
localizado no abdome) e no Utero ou ovario que possam nos ajudar a fazer o
diagndstico precoce das doencas desse 6rgéo.

A participacdo no estudo consiste em doar uma amostra de sangue, ascite e
um fragmento da peca cirdrgica (Gtero ou ovario) para serem analisados. Essa
participacdo ndo modifica o tratamento proposto para a sua doenca.

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

1. DESCRICAO DAS COMPLICACOES DOS METODOS: nido havera aumento
do risco de complicagbes devido a retirada de uma bidpsia do Utero ou ovario. A
coleta de sangue sera realizada no momento da puncdo para administracdo do
soro. As complicacdes serdo as mesmas relacionadas ao procedimento cirdrgico
(retirada do Utero e/ou ovario).

2. DESCRICAO DA ANESTESIA: podera haver necessidade de me submeter a
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.

3. DESTINO DA PECA OPERATORIA: a peca cirdrgica sera encaminhada a
Anatomia Patoldgica para ser examinada.

4. Recebi todas as informacfes que desejava conhecer e a possibilidade de
fazer perguntas e questionar davidas.

5. Também entendi que, a qualquer momento e sem necessidade de dar
nenhuma explicacdo poderei suspender o consentimento que agora presto.

Investigador: Prof. Agnaldo L. Silva Filho

Endereco: Avenida Professor Alfredo Balena 110/4%ndar. Santa Efigénia. Belo
Horizonte. Minas Gerais. CEP: 30 130 100. Tel: (31) 32489764 / 92250909

Dra. Andréa Teixeira de Carvalho: Tel (31) 33497764

COEP/UFMG:
Endereco: Av. Pres. Antdnio Carlos, 6627 - Unid. Adm. Il - 2° andar - S| 2005 -
Pampulha - Belo Horizonte/MG - 31.270-090 Tel: (31) 34094592
Nome: Registro:
Endereco:
Telefone: Carteira de identidade:

De pleno acordo

Cidade: Data:

Assinatura do médico Assinatura da paciente

Testemunha Testemunha
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111. Estadiamento do cancer epitelial do ovario (FIGO ) (cancer of

the ovary. In: Staging classifications and clinical practice guidelines of gynaecologic cancers.

FIGO 2009)

ESTADIO I: RESTRITO A OVARIOS

la Tumor restrito a um ovario

Ib Tumor restrito a ambos ovarios

Ic Citologia peritoneal positiva (células neopléasicas), implante ou capsula rota
ESTADIO I1: EXTENSAO PARA ORGAOS PELVICOS

Ila Tumor acomete trompas e/ou Utero

I1b Extensédo a outros 6rgaos pélvicos

llc Citologia peritoneal positiva para células neoplasicas e 2a ou 2b
ESTADIO 111: EXTENSAO PARA ALEM DA PELVE OU LINFONODOS
Illa Metastase peritoneal microscopica além da pelve

I1l1b Metastase peritoneal macroscoépica de até 2cm além da pelve

Illc Metastase peritoneal maior de 2cm e/ou em linfonodos regionais

ESTADIO 1V: METASTASE A DISTANCIA ALEM DA CAVIDADE PERITONEAL
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Abstract

Introduction: Ovarian cancer presents late diagnosis and high mortality
due to lack of sensitive and specific biomarkers and the rapid progression
of this cancer, asymptomatic in early stages. Immune cells have the
ability to eliminate malignant cells and regulate tumor progression.
However, the immune cells of the tumor microenvironment are
dysfunctional and fail to control the tumor growth and may even promote
the growth of cancer. Despite numerous attempts to correlate the degree
and type of cellular infiltrate and the prognosis or survival of patients with
ovarian cancer, there is no consensus about the real meaning of the
leukocyte infiltrate in these cases. Thus, this study aims to increase
knowledge about the innate immunity in women with ovarian cancer
through characterization of phenotypic cellular aspects of innate immunity

levels.

Methods: This is a Cross-sectional study evaluated 36 women who
underwent clinical examination, gynecological examination, transvaginal
ultrasound and treatment with laparotomy as indicated pelvic mass.
According to the results of these tests, the women selected were grouped
into two groups: control, absence of malignancy, with benign ovarian
neoplasm and malignant ovarian neoplasm. The serum levels of serum
molecules surface expression of cells of the innate immune response with

analysis by flow cytometry. Differences between groups were evaluated




SMVWW 71

by the Mann-Whitney (two groups) or Kruskal-Wallis (three groups) as

indicated. Differences with p <0.05 were considered significant.

Results: We selected 36 patients: 10 women in the control group, 9 in the
group of benign ovarian neoplasm and 17 in the group of malignancy.
More than 70% of patients with ovarian cancer presented with advanced
disease and values of CA125 much changed. For the analysis found,
there was a change between the groups for molecules expression in
neutrophils CD80, CD69, CD62L, CCR3 and CXCR4. The molecules
expressed by monocytes differences were found in the fluorescence
intensity of HLA-DR and CD86 and CD80 expression. There was no
statistical difference in the analysis of surface molecules of NK cells

between the groups.

Conclusion: The results of these experiments showed alterations in the
expression of some surface molecules of cells of the innate immune
response between the groups, which helps in the progression of

carcinogenesis.

Keywords: ovarian cancer, benign ovarian tumor, immune response,

monocytes, neutrophils, NK cells.
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