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‘Resumo

Resumo

O céncer epitelial de ovario representa um desafio para Oncologia
Ginecoldgica, devido a sua natureza insidiosa e alta mortalidade. Ha também
uma compreensdo limitada da etiologia da doeng¢a ao nivel molecular, o que
continua a dificultar o desenvolvimento de alvos terapéuticos. Estudos recentes
de morfologia, imuno-histoquimica e de genética molecular tém levado ao
desenvolvimento de um novo paradigma para a patogénese e a origem do
cancer epitelial de ovario, baseado em um modelo dualista de carcinogénese
que divide o cancer epitelial de ovario (CEO) em duas grandes categorias
chamadas de tipos | e Il. O objetivo deste estudo foi avaliar o padréo das
citocinas e quimiocinas encontradas no tecido ovariano de mulheres saudaveis
e mulheres com CEO tipo | e tipo Il. Além disso, descrever a associacao
desses biomarcadores com os dados clinico-patolégicos. Foram analisadas
amostras de tecido ovariano e ascite obtidas de mulheres com CEO (n=26) e
amostras de tecido ovariano e lavado peritoneal de mulheres sem evidéncias
de malignidade (n=16 - grupo de controle). Nas amostras de tecido, a
expressao génica foi avaliada utilizando a metodologia de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR) para os genes IFNG, IL-10, TGFB1, CCL2, CCL3, CCLS5,
CXCL8, CXCL9 e CXCL10. A deteccao dos niveis de citoquinas/quimioquinas
nos fluidos peritoneais foi realizada através do método Cytometric Bead Array
(CBA) os marcadores IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-1-(J, IL-8, IL-17A, IFN-[J,
IL-4, IL-2, CCL2, CCL5, CXCL-9 e CXCL-10. No grupo das pacientes com
CEO, 10 (38,5%) apresentavam estagios I/l e 16 (61,5%) estagios Ill/IV. Com
relagdo ao tipo de tumor, de acordo com a nova classificagédo, 8 (30,8%) eram
do tipo 1 e 18 (69,2 %) do tipo Il. A citorredugao 6tima foi obtida em 15 (57,7%)
das mulheres com CEO. Mulheres com CEO tipo Il apresentaram maiores
niveis séricos do marcador CA-125 quando comparado as do tipo I. Nao houve
obito no grupo das mulheres com tumor do tipo I, enquanto no grupo das
mulheres com tumor tipo Il seis (33,3%) foram a 6bito. Foi detectado o aumento
da expressdo génica no grupo das mulheres com CEO tipo Il quando
comparado com o tipo |, para os genes IL-10, CXCL8 e CXCL9. Houve uma
diminuicdo na expressdo de TGFB1, CCL2 e CXCL10 no grupo de mulheres
com CEO tipo Il qguando comparado ao tipo I. Dentre os genes estudados, ndo
houve diferenca com relacdo os parametros clinicos: citorredugao cirurgica
(6tima ou subdtima) e o marcador CA-125 (<600 U/mL ou >600 U/mL). Nossos
resultados suportam a hipotese de que existe uma interferéncia intercelular
entre as células do CEO e o infiltrado de células do sistema imunolégico,
sugerindo um microambiente imunolégico mais supressivo no CEO tipo |,
quando comparado com CEO tipo |l.

Palavras-chave: expressao genética, cancer de ovario, tumor, citocinas,
quimiocinas







Summary

Summary

The epithelial ovarian cancer represents a challenge to Gynecologic Oncology
due to its insidious nature and high mortality. There is also a limited
understanding of disease etiology at the molecular level, which continues to
hamper targeted therapeutic development. Recent morphological,
immunohistochemical, and molecular genetic studies have led to the
development of a new paradigm for the pathogenesis and origin of epithelial
ovarian cancer based on a dualistic model of carcinogenesis that divides
epithelial ovarian cancer into 2 broad categories designated types | and Il. The
aim of this study was to evaluate the cytokines and chemokines pattern in
ovarian tissue from healthy women and women with EOC type | and type II.
Also, we described the association of these biomarkers with the
clinicopathological data. Samples of ovarian tissue and ascite obtained from
women with EOC (n=26), samples of ovarian tissue and peritoneal wash from
women with no evidence of malignancy were analyzed (n=16 — control group).
In the tissue samples, gene expression were evaluated by quantitative real time
PCR (qPCR) IFNG, IL-10, TGFB1, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9 and
CXCL10. The detection of cytokine/chemokine levels in peritoneal fluids was
measured by cytometric bead array immunoassay (CBA), IL-12p70, TNF, IL-10,
IL-6, IL-1-01, IL-8, IL-17A, IFN-[J, IL-4, IL-2, CCL2, CCL5, CXCL-9 and CXCL-
10. In the group of women with EOC, 10 (38.5 %) had stage I/ll and 16 (61.5 %)
were stage Ill/IV . Concerning tumor type , according to the new classification, 8
(30.8 %) were type | and type Il were 18 ( 69.2 % ) . Optimal cytoreduction was
achieved in 15 (57.7 %) women with EOC. The CA-125 showed higher serum
levels in patients with EOC type Il compared to type |. There were no deaths in
women with type | tumor while 6 (33.3 %) of patients with type Il tumor died .
Increased expression of IL-10, CXCL8 and CXCL9 genes in the group of
women with type Il EOC was detected as compared to type |. In contrast, there
was a decrease in the gene expression of TGFB1, CCL2 and CXCL10 in the
group of women with EOC type Il when compared to type |. Among the genes
studied there was no association between them and clinical parameters:
surgical cytoreduction (optimal or suboptimal) and CA-125 serum marker (<600
U/mL or >600U/mL). Our results support the hypothesis that an intercellular
crosstalk between the cells of EOC and infiltrating immune cells suggesting a
more suppressive immune microenvironment in EOC type | when compared
with EOC type II.

Keywords: gene expression, ovarian cancer, tumor, cytokines, chemokines
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1. INTRODUGAO

1.1  Cancer Epitelial de ovario

O cancer epitelial do ovario (CEO) representa um desafio a Oncologia
Ginecoldgica devido ao seu carater insidioso e a sua alta letalidade [1]. Para o
ano de 2014, sdo estimados 21.980 novos casos e 14.270 mortes em
mulheres americanas [2]. No Brasil configura-se como o oitavo tumor
ginecolégico mais comum, porém o de maior letalidade. Estudos mais
recentes apontam a incidéncia de 5.680 novos casos para o ano de 2014 e a
ocorréncia de 3.027 mortes no ano de 2011 [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 sao diagnosticados nos estadios Il e
IV, com uma sobrevida em cinco anos variando de 10 a 20%, principalmente
pela auséncia de métodos de rastreamento e diagndstico inadequados, tendo
0s exames de imagem como a ultrassonografia, a tomografia computadorizada
€ a ressonancia nuclear magnética, associadas aos marcadores séricos como
o CA-125, baixos valores de predicdo [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].
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Citam-se como fatores de risco importantes para o desenvolvimento do
cancer de ovario, nao relacionado a alteragdes genéticas, a idade, a menarca
precoce, a menopausa tardia, a obesidade e a sindrome dos ovarios
policisticos. Inibidores da ovulagdo, como as anticoncepcionais tém um efeito
protetor [8]. As manifestacdes clinicas do cancer de ovario sdo em sua maioria
inespecificas e variam desde desconforto abdominal com mudangas do habito
intestinal, com anorexia e perda ponderal até o encontro de grande massa no

abdome e distensao por ascite nos estagios avangados [9].

O CEO é uma doencga heterogénea composta por diferentes tipos de
tumores com uma grande variedade de caracteristicas e comportamentos
clinico patoldgicos [10]. Estudos de morfologia, imunohistoquimica e genética
molecular tém levado ao desenvolvimento de um novo paradigma para a
patogénese e origem do CEO baseado em um modelo dualista de
carcinogénese que divide o CEO em duas grandes categorias designadas tipo |
e Il. Os tumores tipo | sdo de baixo grau, geralmente ndo causam dor e séo
detectados nos estadios iniciais da doencga. Os tumores tipo | possuem maior
estabilidade genética e raramente apresentam mutagées em TP53, sendo
caracterizados por mutacdes especificas, incluindo KRAS, BRAF, ERBB2,
CTNNB1, PTEN, PIK3CA, ARID1A e PPP2R1A. Os tumores do tipo Il sdo mais
agressivos e de alto grau, sendo geralmente diagnosticados em estadios
avancgados, estes tumores apresentam alta frequéncia de mutagdes em TP53,

mas raramente abrigam as mutag¢des encontradas nos tumores tipo | [11-15].
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Um dos sintomas clinicos no CEO é o aumento da circunferéncia
abdominal devido a ascite [16-18]. A ascite surge a partir da desregulagao da
funcdo endotelial, levando ao aumento da permeabilidade dos vasos
peritoneais [19]. Em condi¢des fisioldgicas, a permeabilidade vascular é
mediada estritamente pela abertura e fechamento das jungbes célula-célula
[20-22]. Por este motivo, qualquer alteragdo na organizagao destas jungoes,
podem resultar numa desregulagcao da fungdo vascular levando a condigbes
patolégicas devido as modificagdes da parede dos vasos [23]. Nas pacientes
com CEO, a ascite pode ser evidenciada devido ao aumento da permeabilidade

vascular.

O cancer de ovario apresenta alto potencial inflamatério, evidenciado
pela presenca de infiltrados linfocitarios (TILs) no seu microambiente, os quais
se relacionam diretamente a sobrevida das pacientes. O fluxo e as atividades
destes infiltrados linfocitarios sdo mediados por citocinas, sendo estas um
reflexo do estado imunolégico do hospedeiro, podendo servir como meio de se

entender a resposta imune

O CEO é um tumor imunogénico, que apresenta linfécitos infiltrantes de
tumores (TIL), que cria um microambiente supressor imunitario para escapar da

eliminagao do sistema imune.

Epithelial ovarian cancer is an immunogenic tumor, as indicated by the
presence of tumor infiltrating lymphocytes (TIL), which creates an immune
suppressive microenvironment in order to escape from the immune

elimination[24].
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The clinical outcome of EOC is strongly dependent on the immune
response, which is critically dependent on macrophages, the most prevalent
immune cell within the EOC microenvironment [25, 26]. The ability of expansion
of ovarian malignant tumors requires the collaboration between malignant and
stromal cells via cellular interactions. Therefore, malignant cells and subsidiary
stromal cells communicate and exchange information by direct cell-to-cell
contacts as well as the release of signaling molecules, such as soluble factors
[27, 28].

Cytokines are small polypeptides released from cells to regulate the
activities of other cells via interactions with specific cytokine receptors
expressed on their surface [29]. At least 16 different cytokines are expressed in
normal ovaries, along with many of the corresponding receptors [30]. In ovarian
cancer there is increased expression of particular cytokines and/or receptors
[31]. These act to enhance key phenotypes associated with tumor progression,
such as proliferation, migration and survival, including chemo-resistance [32].
This can be due to direct effects on the cancer cells themselves, or via indirect

effects on components of the immune system.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo da resposta imune sistémica e compartimentalizada em
pacientes portadoras de cancer de ovario associados aos genes IFNG, CCL2,
CCL3, CXCL8, CXCL9, CXCL10, IL10, CCL5, TGFB1 e citocinas e quimiocinas
IL-1-8, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70; IL-2, IL-4, IFN-y, IL-17A, CXCL8, CXCLS9,

CXCL10, CCL5 e CCL2 permite concluir que:

v" Foi detectado o aumento da expressao génica no grupo das mulheres
com CEO tipo Il quando comparado com o tipo |, para os genes IL-10,
CXCL8 e CXCL9. Houve uma diminuicdo na expressao de TGFB1,
CCL2 e CXCL10 no grupo de mulheres com CEO tipo Il quando
comparado ao tipo |. Os resultados suportam a hipotese de que existe
uma interferéncia intercelular entre as células do CEO e o infiltrado de
células do sistema imunoldgico, sugerindo um microambiente
imunoldgico mais supressivo no CEO tipo |, quando comparado com
CEO tipo Il.

v" Com a metodologia de analise proposta, ndo foi possivel detectar niveis
minimos necessarios de citocinas e quimiocinas no liquido ascitico ou
lavado peritoneal em um numero suficiente de casos para realizacdo da
analise estatistica.

v" Nao houve diferenga significativa com relagéo aos niveis de expressao
génica associados aos niveis séricos de CA-125, citorreducao 6tima,
estadiamento e mortalidade em mulheres com CEO tipo | quando

comparadas com tipo Il
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v' Enquanto no tumor do tipo | as correlacdes existentes entre TGFBI1,
CCL-2 e CXCL-10 sao negativas, no tumor do tipo 2 elas s&o fortes e
positivas e embora envolvam também a participagdo de CCL-2, as
interagbes com essa quimiocinas ocorrem com IL-10 e CXCL-9. Ha
ainda uma correlagao positiva entre duas quimiocinas responsaveis pelo
recrutamento de células com potencial pro-inflamatorio (CCL-5 e CCL-
3). Essa interacdo pode estar contribuindo para um desfecho clinico
mais grave da patologia. De forma geral, podemos dizer que as redes do
tumor do tipo | e tipo Il reforcam a existéncia de duas entidades clinicas

distintas.






