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RESUMO

Alves MR. Estudo de genes diferencialmente expressos em adenocarcinomas
serosos de ovario de pacientes responsivas ou nio a quimioterapia. Sao Paulo;

2017. [Tese de Doutorado-Fundagao Antdnio Prudente]

O cancer de ovario representa 5% das mortes por cancer entre as mulheres na faixa
etaria de 40 a 60 anos, causando mais mortes do que qualquer outro cancer
ginecoldgico. O cancer de ovario do tipo epitelial ¢ mais frequente, dentre os quais se
destacam os adenocarcinomas serosos de alto grau, com taxas substanciais de
instabilidade gendmica e proliferagcdo celular. Embora as pacientes com esse subtipo
histologico sejam sensiveis ao tratamento de quimioterapia uma consideravel parcela
dessas pacientes ird recidivar apds a primeira linha de tratamento. Devido ao alto
risco de recorréncia do adenocarcinoma seroso de alto grau o estudo molecular de
marcadores progndsticos podem ser valiosos para a estratificacdo da paciente, dessa
forma o atual estudo propds identificar marcadores moleculares que possam estar
envolvidos no adenocarcinoma seroso de alto grau, através da andlise de expressdo
génica em larga escala comparando grupo de mulheres respondedoras ou ndo
respondedoras a quimioterapia e, assim, determinar melhores e mais acurados
marcadores prognosticos e preditivos de resposta a quimioterapia neste subtipo
tumoral. As amostras para esse estudo foram fielmente selecionadas para avaliagdo
de expressdo génica em larga escala referentes, no momento do diagndstico, aos
seguintes critérios: cirurgia primaria 6tima, estadiamento FIGO III, mesmo subtipo ¢
grau histologico; porém com diferentes desfechos clinicos em dois anos de
acompanhamento: pacientes sem recorréncia da doenca apds 2 anos do ultimo
tratamento com platina, considerados como '"respondedoras" e pacientes com
recorréncia dentro de 2 anos a partir da ultima infusdo de platina, considerado como
"nao respondedoras". Os genes selecionados foram submetidos a validagao por qRT-
PCR e avaliados quanto ao nivel proteico em uma coorte de 114 pacientes com
adenocarcinoma seroso de alto grau usando plataforma automatizada Ventana

Benchmark. A positividade para a imuno-histoquimica (IHQ) foi correlacionada com



dados clinico a anatomopatologicos. Identificamos 1149 genes que foram
diferencialmente expressos em dados de microarray, de acordo com o desfecho das
pacientes. Analise de qRT-PCR validou a expressio de MMPI4 e PTGDS nas
mesmas amostras (r = 0,625 e r = 0,945). A analise de IHQ mostrou que a
positividade para PGD2 foi fortemente associada ao aumento da sobrevida livre de
doenca (p = 0,009), auséncia de recidiva (p = 0,026) e sensibilidade a terapia com
platina (p = 0,040). A regressdao multipla de Cox mostrou que a avaliagdo de PGD2
por IHQ também foi um marcador prognostico relacionado a recaida (HR: 0,37; p =
0,002), enquanto MMP14 ndo apresentou valores de expressdo correlacionados ao
prognostico. A avaliagao por IHQ de PGD2 mostra um marcador independente de
bom progndstico, contribuindo para a compreensdo de um mecanismo de regulagdo

tumoral e investigacdo sobre biomarcador que prevé resposta a quimioterapia.



SUMMARY

Alves MR. [Differentially expressed genes in high grade ovarian serous
adenocarcinoma of responsive and non-responsive patients to chemotherapy].

Sao Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundag¢ao Antonio Prudente]

Ovarian cancer accounts for 5% of cancer deaths among women, causing more
deaths than any other gynecological cancer. Epithelial ovarian cancer is the more
frequent subtype, highlighting high grade serous adenocarcinoma with substantial
rates of genomic instability and cell proliferation. In order to minimize the
interference in the outcome of ovarian cancer patients, the present study proposed to
identify biomarkers that could predict response to conventional chemotherapy at the
time of diagnosis of high grade serous ovarian adenocarcinoma. The samples for this
study were faithfully selected for gene expression evaluation, following the criteria
of: optimal surgery, FIGO III staging, the same histological pathological grade.
These patients just had a different outcome, that was recurrence of the disease after 2
years of the last platinum treatment, considered as "responders", and patients with no
recurrence within 2 years of the last infusion of platinum, considered as “non-
responders". The selected genes were submitted to qRT-PCR wvalidation and
evaluated for protein level in a cohort of 114 patients with high-grade serous
adenocarcinoma using Ventana Benchmark platform. Immunohistochemistry (IHC)
positivity was correlated with clinical and anatomopathological data. We identified
1149 genes that were differentially expressed in microarray data, according to the
outcome of the patients. Analysis of qRT-PCR validated the expression of MMP14
and PTGDS (r = 0.625 and r = 0.945). IHC analysis showed that PGD2 positivity
was strongly associated with increased disease-free survival (p = 0.009), absence of
relapse (p = 0.026), and sensitivity to platinum therapy (p = 0.040). Cox multiple
regression showed that the evaluation of PGD2 by IHC was also a prognostic marker
related to relapse (HR: 0.37; p = 0.002), whereas MMP14 expression did not present
correlation with prognostic factors. Evaluation of PGD2 by IHC shows an
independent marker of good prognosis, contributing to the understanding of a
mechanism of tumour regulation and biomarker research that predicts response to

chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO DO CARCINOMA

DE OVARIO

O cancer ¢ um dos principais problemas de satide publica a nivel mundial e é
a segunda maior causa de morte nos Estados Unidos (SIEGEL et al. 2017). No
Brasil, de acordo com a Estimativa 2016, foram registrados no pais 596 mil novos
casos de cancer em 2016, sendo estes, 300.800 casos entre mulheres (Ministério da
Satde 2016). O cancer de ovario representa 5% das mortes por cancer entre as
mulheres, causando mais mortes do que qualquer outro cancer ginecologico
(American Cancer Society-ACS 2017) e estima-se que 22.440 novos casos de cancer
do ovario serdo diagnosticados nos EUA em 2017, estimando 14.080 mortes (ACS
2017). No Brasil, a estimativa do numero de novos casos em mulheres em 2016 foi
de 6.150 para cancer de ovario (ocupando a sétima posi¢do, liderado por 57,960
novos casos para o cancer de mama) (Ministério da Saude 2016). A idade mediana
ao diagnostico ¢ em torno de 60 anos e pacientes selecionados na maioria dos testes
randomizados tem a média de 58 anos (JAYSON et al. 2014). Mulheres com uma
predisposicdo genética ao cancer de ovario sao diagnosticadas aproximadamente 10
anos antes da idade mediana do diagnostico (MAVADDAT et al. 2013).

Estudos epidemiolédgicos de cancer de ovario buscam identificar fatores de
risco que possam ajudar a definir grupos de mulheres expostas ao elevado risco da

doenga ou sugerir hipoteses etiologicas pelo seu potencial agressivo. Os fatores de



risco descritos para desenvolver o cancer de ovario estao relacionados a um dos

quatro mecanismos de carcinogénese propostos no Quadro 1:

Quadro 1 - Hipoteses sobre fatores de risco para o cancer de ovario epitelial

Hipotese Mecanismo

Ovulacgdo Incessante Dano do epitélio durante a ovulag@o levando a susceptiveis mutagdes

) Efeito estimulante da FSH e da LH promove o crescimento, aumento
Estimulo por gonadotrofina o
das divisdes celulares e mutagdes

Altas concentragdes de androgenos no microambiente do tumor
Estimulo hormonal promovem a carcinogénese, enquanto que as progestinas diminuem o

risco

O epitélio danificado com ovulagdo induz inflamagdo, o que promove a
Inflamagao o
susceptibilidade a mutagao

Legenda: FSH: hormonio Foliculo Estimulante, LH: hormonio luteinizante

As ovulagdes continuas causam ao epitélio uma repetitiva ruptura e reparo,
podendo conduzir a uma maior probabilidade de mutagdes espontaneas, que podem
levar a um fendtipo neoplasico (FLEMING et al. 2006). FATHALLA em 1971
descreve essa hipotese combinando observagdes sobre o cancer de ovario espontaneo
em animais, ¢ em dados epidemioldgicos sobre fatores de risco em seres humanos. A
hipotese sugere que quanto maior o nimero total de ciclos ovulatérios, maior serd o
risco para o desarranjo do mecanismo de reparacdo do organismo, levando ao
surgimento da doenga.

Dentre outros fatores que aumentam o risco de cancer de ovario podemos
citar o histérico reprodutivo da mulher, principalmente pela idade de menarca e
menopausa, gestacdes e amamentacao e pela infertilidade (WEBB ¢ JORDAN 2016).
Estes fatores podem ser reunidos em um indice de "tempo de protecdao" que envolve

eventos reprodutivos que diminuem ciclos ovulatérios ao longo da vida, e como




complemento a "idade de ovulacao", esse referente a tempo de menarca e menopausa
(CASAGRANDE et al. 1979).

Com relagdo ao estimulo pelas gonadrotofinas circulantes, essas estimulariam
as células epiteliais ovarianas induzindo altera¢des neoplasicas, principalmente pela
presenca de FSH no qual regula muitos oncogenes (CHOI et al. 2004) e promove o
crescimento em modelos pré-clinicos (WHITTEMORE et al. 1992). Ja os
androgenos circulantes (presente na sindrome do ovario policistico, hirsutismo e
acne) estdo associados ao risco aumentado para desenvolvimento da doenca
(EDMONDSON et al. 2002).

Os estimulos inflamatorios relacionados a propria ovulagdo ou doencas
ginecoldgicas como a endometriose e a doenga inflamatoria pélvica estdo envolvidos
com o aumento do risco da doenca. Este mecanismo propde que o estresse sofrido
nas células da superficie do epitélio do ovario predispde ao dano genético e a
transformag¢@o maligna e podem apresentar um possivel risco reduzido com o uso de
anti-inflamatoério ndo esteroide (ALTINOZ e KORKMAZ 2004)

Outro fator de risco de cancer de ovdario ¢ a histéria familiar de cancer de
ovario ou cancer de mama. Embora o risco de desenvolvimento de cancer de ovario
na populacdo em geral ¢ de 1,6%, as mulheres com um parente de primeiro grau com
cancer de ovario tém um risco de aproximadamente 5%, e as mulheres com dois
parentes de primeiro grau com cancer de ovario t€ém um risco de 7% (STRATTON et
al. 1998; WERNESS e ELTABBAKH 2001).

Na ultima década, a base molecular da predisposi¢ao hereditaria ao cancer de
ovario tem sido amplamente documentada. Pacientes com historia familiar de cancer
de ovario sao classificados em 3 grupos principais: (1) Histéria familiar de cancer de

ovario somente (sitio especifico), (2) Historia familiar de cancer de mama e / ou



ovario (sindrome de cancer de mama e ovario hereditario), e (3) Historia familiar de
Cancer colorretal hereditario ndo poliposo (TRIFONOV et al 2001; WERNESS e
ELTABBAKH 2001).

Os dois primeiros grupos estdo associados a mutagdes de linha germinativa
nos genes supressores de tumores BRCAI e BRCA2 (MIKI et al. 1994)
(TAVTIGIAN et al. 1996) e mulheres portadoras dessa sindrome apresentam um
risco de 30-60% de desenvolver a doenga, enquanto que a sindrome HNPCC
(também chamada de sindrome de Lynch) estd associada a mutagdes de linha
germinativa nos genes relacionados ao reparo do DNA, principalmente AMLHI e
hMSH2 (LINDBLOM et al. 1993) o que aumenta em cerca de 8% o risco de
desenvolver o cancer de ovario. Atualmente, ¢ aceito que pelo menos 10% de todos
os canceres de ovario epitelial sdo hereditirios, com mutagdes nos genes BRCA
responsaveis por aproximadamente 90% dos casos e os 10% restantes atribuiveis a
historia familiar de cancer colorretal hereditario ndo poliposo (TRIFONOV et al

2001; WERNESS e ELTABBAKH 2001).

1.2  FATORES CLINICOS

Apesar da apresentacdo de alguns sintomas no cancer de ovario, eles podem
ser inicialmente perdidos ou atribuidos a outros processos patoldgicos por serem, na
maioria das vezes inespecificas (MATULONIS et al. 2016). Presenca de ascite na
cavidade peritoneal e disfungdo gastrointestinal, por exemplo, constipagdo, obstrugao
intestinal, diarreia, nauseas, vomitos e refluxo gastrointestinal. Outros sintomas na
apresentacdo inicial incluem inchago abdominal, dor abdominal ou pélvica, fadiga e

dificuldade de respiragdao (GOFF et al. 2000).



Diante aos vagos sintomas gerais, consequentemente, o diagndstico ocorre
quando o cancer atinge um estadiamento avangado. De acordo com o manual de
conduta da ginecologia oncologica do A.C.Camargo Cancer Center a paciente ¢é
submetida a avaliagdo clinica para descartar a origem nao-ginecoldgica, em seguida
submetida a avaliacdo dos niveis séricos de CA125 e ultrassonografia pélvica
(BAIOCCHI NETO et al. 2017). A dosagem de CA125 também pode ser usado em
combinag¢do a outros testes, como dosagem de HE4 (proteina do epididimo humano
4) que ¢ frequentemente hiper expressa no carcinoma de ovario, mas nao no tecido
normal (WU et al. 2012). HE4 em combina¢do com CA125 em uma pontuacdo de
risco de malignidade (ROMA) pode classificar com sucesso as pacientes de alto risco
de malignidade de pacientes com baixo risco, comprovando sua eficacia quando
usados juntos (MOORE et al. 2009)

Mesmo com a eficdcia de métodos diagnosticos e a avaliagdo clinica, a
maioria dos tumores do ovario ndo pode ser distinguida com seguranga embasado
somente nessas caracteristicas. Os recursos descritos fornecem importantes pistas de
diagndstico em alguns casos, no entanto, tanto o clinico quanto o patologista devem

compartilhar informagdes no estabelecimento de um diagndstico correto.

1.3 ORIGEM E CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

Sdo observados quatro tipos de tumores ovarianos: tumores superficie
epitelial (65% a 70%), tumores de corddo sexual (15% a 20%), tumores de células
germinativas (5% a 10%) e 4% de tumores metastaticos originados em outros sitios
primdrios (KAKU et al. 2003; CHEN et al. 2003). Os tumores definidos como

tumores epitelial-estromal de superficie sdo responsaveis por cerca de dois tergos de



todos os tumores ovarianos, e estes representam cerca de 90% dos canceres de ovario
no mundo ocidental (CHEN et al. 2003).

Os tumores epiteliais do ovario apresentam cinco principais subtipos
histologicos, com suas proprias caracteristicas morfologicas, moleculares e clinicas,
e, desta forma, sdo considerados doengas completamente distintas (PRAT 2012a).
Estes subtipos histologicos incluem: carcinoma seroso de alto e baixo grau,
carcinoma endometridide, carcinoma de células-claras e carcinoma mucinoso
(DAVIDSON e TROPE 2015). Ainda, os tumores epiteliais sio subdivididos em
benigno, borderline (baixo potencial de malignidade) e maligno, de acordo com o

grau de proliferagdo e atipia nuclear (PRAT 2012b) Tabela 1

Tabela 1 - Subtipos histoldgicos e frequéncias dos carcinomas epiteliais do ovario.

Tipo histolégico Frequéncia (%)
Seroso de alto grau 70
Endometrioide 10
Células-claras 10
Mucinoso 3-4
Seroso de baixo grau <5

Fonte: Adaptado de PRAT (2012a)

Os tumores serosos sdo tumores ovarianos caracterizados em sua forma
diferenciados por tipos celulares semelhantes a da trompa uterina (RESCIGNO et al.
2013). Juntamente com os recentes avangos na compreensdo da patogénese
molecular destes tumores, estudos demonstraram através da busca por uma lesdo
precursora para o subtipo seroso que essa parece desenvolver-se a partir de um
carcinoma intra-epitelial oculto na regido da tuba uterina que envolve

secundariamente o ovario. Seu desenvolvimento no ovario se da pela implantacio do



epitélio fimbrial na superficie do ovario no local de ruptura quando ocorre a ovulagao
(KURMAN 2013).

Sua forma maligna ¢ chamada de adenocarcinoma seroso e na avaliagdo
histologica, o estroma pode ser escasso ou desmoplastico e a arquitetura celular
variam de glandular para papilar e solido. As glandulas sdo geralmente em forma de
fendas ou irregulares e as papilas sdo tipicamente irregulares, ramificadas e
altamente celulares (TAVASSOLI e DEVILEE 2003; KURMAN et al. 2014).

Esse subtipo histologico também ¢ classificado como de baixo grau ou alto
grau com base na extensdo da atipia nuclear e figuras de mitose (MALPICA et al.
2004). Morfologicamente, o adenocarcinoma seroso de baixo grau tem atipia nuclear
minima e baixos indices mitoticos e também sdo diferentes quanto aos niveis
genodmico e moleculares (ROSEN et al. 2009). Tem sido proposto que tumores de
baixo grau surgem de um cistoadenoma ou adenofibroma, que progride para um
tumor seroso proliferativo atipico (VANG et al. 2009).

O adenocarcinoma seroso de alto grau corresponde ao subtipo mais comum
dos carcinomas, representando aproximadamente 90% dos carcinomas serosos
(GROSS et al. 2010). Esses tumores sdo compostos de grandes massas de células que
frequentemente exibem uma arquitetura papilar. A necrose ¢ uma caracteristica
comum e as células tumorais apresentam grandes ntcleos pleomorficos, muitos dos
quais sdo multinucleados. Alto nivel de atividade mitética e figuras mitdticas
anormais sdo frequentes (KURMAN E SHIH 2008).

Com base em observagdes morfologicas e uma série de estudos moleculares,
¢ considerado a natureza diversa do cancer de ovario devido as suas diferencas
quanto ao comportamento bioldgico. Estudos que propuseram um modelo dualista

que classifica varios tipos de cancer de ovario em dois tipos. Tumores do Tipo I sdo



clinicamente indolentes e geralmente se apresentam em um baixo estadiamento. Esse
processo geralmente envolve um caminho relativamente lento que surge de lesdes
precursoras bem caracterizadas entre neoplasias cisticas benignas e borderline,
apoiando uma progressdo morfologica continua na progressdo tumoral nessas
neoplasias. Exemplos de subtipos que seguem essa sequéncia de eventos incluem
carcinoma seroso de baixo grau, carcinoma endometrioide de baixo grau, carcinomas
de células claras e mucinosos (SHIH e KURMAN 2004; KURMAN ¢ SHIH 2010).
Os tumores de Tipo II exibem padroes papilares, glandulares e s6lidos e sao
diagnosticados em sua maioria como serosos de alto grau e carcinomas
indiferenciados, dependendo do padrio dominante. Além destas neoplasias, os
tumores mesodérmicos malignos mistos (carcinosarcomas) também estao incluidos
na categoria do tipo II, porque possuem componentes epiteliais idénticos aos
carcinomas de tipo II. Tumores do tipo II sdo agressivos, e parecem desenvolver-se
rapidamente, apresentando-se quase sempre em um estadio avangado (KURMAN e
SHIH 2008; KURMAN e SHIH 2010). Os tumores sdo compostos de grandes massas
de células que muitas vezes exibem uma arquitetura papilar e as células tumorais
mostram grandes nucleos pleomorficos, alto nivel de atividade mitdtico e frequente

figura de mitose anormal (KURMAN e SHIH 2010).

1.4  ASPECTOS BIOLOGICOS

E amplamente aceito que o caminho que leva a formagdo de um tumor é um
processo de multiplos passos que envolvem o acimulo de alteracdes genéticas. Nesse
contexto, mutagdes podem surgir devido ao aumento da proliferagdo epitelial

necessario para reparar o dano criado pela ruptura de um foliculo do ciclo ovulatorio



(FATHALLA 1971; CASAGRANDE et al. 1979). Concomitantemente o estresse
oxidativo e formag¢do de radicais livres como resultado do processo de inflamacao e
reparo do local da ovulagdo pode contribuir para acumulo de danos do DNA (NESS
e COTTREAU 1999; FLEMING et al. 2006).

As diferencas clinicas e patologicas entre os tumores do tipo I e do tipo II sdo
refletidos por diferencas marcantes em suas caracteristicas moleculares (CHO e
SHIH 2009). Como um grupo, os tumores do tipo I sdo geneticamente mais estaveis
do que os tumores do tipo II ¢ mostram mutagdes especificas nos diferentes tipos de
células histologicas (KURMAN e SHIH 2008).

As alteragdes de tumores de tipo I se caracterizam por apresentar uma alta
frequéncia de mutagdes de KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNBI (gene que codifica a beta
catenina) e PIK3CA, baixa proliferacdo e uma melhor sobrevida quando comparados
aos tumores de tipo II (SHIH ¢ KURMAN 2004). Assim, as mutacdes de KRAS,
BRAF e ERBB?2 ocorrem em aproximadamente dois ter¢cos dos carcinomas serosos de
baixa grau (VANG et al. 2009). Carcinomas endometrioide de baixo grau tém
aberracoes na via de sinalizagdo de Wnt envolvendo mutagdes somaticas de
CTNNBI, PTEN e PIK3CA (CHO e SHIH 2009). Carcinomas mucinosos tém
mutagdes KRAS em mais de 50% de espécimes (MOK et al. 1993) e carcinomas de
células claras apresentam comportamento Unico por terem alta porcentagem de
mutagdes ativadoras de PIK3CA (KUO et al. 2009).

Adenocarcinoma seroso de alto grau, o tumor prototipico do tipo II
caracteriza-se por mutacdes frequentes em 7P53 (> 80% dos casos) e amplificagdo
de CCNE]I (codificacao de ciclina E1), mas raramente mutagdes que caracterizam a
maioria dos tumores de tipo I (CHO e SHIH 2009). Localizado no cromossomo 17,

TP53 codifica uma proteina (p53) cujas fungdes envolvem a deteccdo de danos no
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DNA e regulagao do ciclo celular (GREENBLATT et al. 1994; LEVINE 1997) e a
perda da sua fun¢do culmina na perda do controle do ciclo celular, contribuindo para
a tumorigénese (GREENBLATT et al. 1994; HAVRILESKY et al. 2003).

Os genes BRCAI e BRCA2 desempenham importantes fungdes em diferentes
processos celulares, incluindo a ativacdo e a regulacdo transcricional, o reparo de
lesdes no DNA, além do controle do ciclo celular, da proliferagdao e diferenciacao
celular (Venkitaraman 2002). No cancer de ovario, em especial o subtipo histologico
seroso de alto grau, as alteragdes mais frequentes nesses genes sdo mutagdes
envolvendo ponto de troca, delegdes de sequéncia e hipermetilagdo do DNA (TCGA
2001). Esses genes estdo envolvidos na via de reparo do DNA da recombinagdo
homologa e suas alteragdes favorecem a grande instabilidade genética da célula.

Alteragdes desta via estdo presentes em até 50% dos casos de
adenocarcinoma seroso de alto grau, podendo ocorrer por mutagdes germinativas do
BRCAI e BRCA2 em aproximadamente 15% dos casos, mutagdes somaticas e
silenciamento epigenético do BRCAI e BRCA2 em 14 a 22% e, em menor
frequéncia, por outras alteragdes de proteinas ligadas a esta via: amplificacdo do
EMSY (8% dos casos), delecao do PTEN (7% dos casos), hipermetilacdo do RAD5IC
(2% dos casos) e outros mecanismos ainda mais raros (TCGA 2011)

Este modelo de divisdo da doenca em tipo I e tipo II ndo substitui a
classificagdo padrdo histopatologico de carcinoma de ovario e resume de forma
classica a divis@o do cancer de ovario em dois grandes grupos, chamando a atenc¢ao
para o fato de ser uma doenga que se desenvolve de formas diferentes e também se

comporta de formas diferentes.



1.5 ESTADIAMENTO E DOENCA AVANCADA

O sistema de estadiamento utilizado para o cancer de ovario ¢ adotado de

acordo com o proposto pela Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia

(FIGO) descrito no Quadro 2

Quadro 2 — Estadiamento proposto pela Federacdo Internacional de Ginecologia e

Obstetricia (FIGO)

FIGOI

Tumor limitado aos ovarios.

IA

Tumor limitado a um ovério, capsula intacta, sem tumor na superficie externa.

1B

Tumor envolve os dois ovarios, capsula intacta, sem tumor na superficie externa.

IC

Tumor restrito a um ou ambos 0s ovarios

FIGO II

Tumor com extensdo a pélvis ou primario do peritonio.

ITA

Extensdo ¢/ou metastases para o titero e/ou tuba uterina.

1IB

Extensdo para outros tecidos pélvicos

FIGO III

Tumor com implantes além da pélvis e/ou linfonodos intra-abdominais comprometidos.
Também considerar como tumor limitado a pélvis, mas com extensdo direta ao intestino|
delgado ou omento.

IIA

Linfonodos comprometidos e/ou disseminagdo peritoneal microscopica além da
pélvis

111B

Presenga de implante peritoneal extra-pélvico de tamanho =2¢m no maior
diametro. Inclui extensdo para superficie hepatica e/ou esplénica.

1Ic

Presenca de implante peritoneal extra-pélvico de tamanho >2cm no maior
didmetro. Inclui extensdo para superficies hepatica e/ou esplénica.

FIGO 1V

Presenca de metastases a distincia

IVA

Derrame pleural com citologia positiva

IVB

Metastases para parénquima hepatico ou esplénico. Metastase para orgdos extra-
abdominais, incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da cavidade
abdominal.

Fonte: Adaptado de: BAIOCCHI NETO et al. (2017)
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O cancer de ovario ¢ um tumor de dificil diagnostico e baixas chance de cura
porque o estadiamento precoce geralmente ¢ assintomatico e aproximadamente 75%
das mulheres apresentam doenga avangada no momento do diagnoéstico (COLOMBO
et al. 2006). Para o carcinoma de ovario, uma vez que as células cancerosas se
separaram como células Unicas ou aglomerados do tumor primario, pensa-se que eles
se propagam através de um mecanismo passivo, levado pelo movimento fisioldgico
do liquido peritoneal para o peritobnio e omento. A observagdo e estudos clinicos
retrospectivos sugerem que o carcinoma seroso de ovario cresce de forma muito

eficiente dentro da cavidade peritoneal com um menor numero de metéstases extra-

abdominais (LENGYEL 2010).

1.6 TRATAMENTO E RESPOSTA

A cirurgia geralmente ¢ o tratamento inicial para mulheres com céancer de
ovario. Um estadiamento cirurgico preciso ¢ uma citorredugdo de tumor ideal
seguida de quimioterapia a base de platina ¢ o padrao de cuidados no manejo dessa
doenga e resulta em uma melhor sobrevida do paciente. A inten¢do do procedimento
cirtirgico primario ¢ estabelecer um diagnostico, avaliar a extensdo da doenga e
remover o tumor o quanto possivel (FADER e ROSE 2007).

Quanto ao momento da citorredugao, ela pode ser classificada como primaria
quando realizada antes do tratamento de quimioterapia, citorreducdo de intervalo,
quando ¢ realizada imediatamente apds alguns ciclos de quimioterapia, e secundaria
quando ¢ realizada no momento da recidiva da doenga (FADER e ROSE 2007). A
citorrreducdo pode ser também classificada quanto ao volume de doenca residual

(macroscopica e microscopica, essa considerada citorreducdo completa).
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A citorredugdo completa confere um progndstico melhor do que a
citorreducdo com doenca residual macroscopica mesmo em relacdo aquelas pacientes
com doenga residual com volume menor que lcm. Por isso, hoje o termo
citorreducdo 6tima deve ser empregado para os casos que chegam a doenca residual
microscopica. Este ¢ um dos principais fatores progndsticos juntamente com estagio
e subtipo histologico da paciente (DU BOIS et al. 2009; CHANG et al. 2013).

O regime carbo-taxol foi estudado como terapia adjuvante no cancer de
ovario e tratamento primario da doenca recidivada (National Institute for Health and
Clinical Excellence 2005; LEDERMANN e KRISTELEIT 2010). O mecanismo de
acdo do taxol interfere na fung¢do normal de crescimento do microtibulo do
citoesqueleto celular, impedindo a divisao descontrolada da célula (WEAVER 2014)
e, similar aos agentes alquilantes, a carbopatina interfere com ligagdes ao DNA,
induzindo alteragdes estruturais. As rupturas da cadeia de fita dupla requerem reparo
pela via de recombinagdo homologa e pacientes que detém alteragdes em BRCAI e
BRCA?2 ou qualquer outro gene envolvido nessa via, sdo sensiveis ao tratamento com
platina e tém uma sobrevida prolongada do que as pacientes que ndo as possuem
(CHETRIT et al. 2008).

As diretrizes atuais recomendam carbo-taxol como principal terapia adjuvante
para todos os estadiamentos do cancer de ovario, como terapia para tumores
recorrentes sensiveis a platina e como terapia neo-adjuvante para pacientes com
doenca avancada e para candidatos ndo elegiveis a cirurgia (National Institute for
Health and Clinical Excellence 2005)

O objetivo principal da quimioterapia contra o cancer ¢ direcionar células
tumorais para apoptose. Embora a cisplatina seja uma droga muito potente para o

tratamento do cancer de ovario, a resisténcia se desenvolve quando as células
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tumorais ndo sofrem apoptose mesmo em concentracdes clinicamente relevantes da
droga. Essa resisténcia pode ser adquirida através de exposicdo cronica ao
medicamento ou pode se apresentar como um fendmeno intrinseco (KELLAND
2007; LEAMON et al. 2013)

Em casos de recorréncia, a doenga pode ser dividida em trés cenarios (Figura
1), baseado na classificagdo clinica prévia de acordo com o intervalo entre o final do
tratamento inicial (com relacdo a tltima infusdo de platina) e a recorréncia. A doenga
refrataria é considerada quando a progressdo ocorre durante o tratamento (10% dos
casos), resistente caso ocorra até 6 meses apds o término do tratamento (30% dos
casos); platina sensivel caso ocorra apds 12 meses e com sensibilidade intermediaria
a platina caso ocorra entre 6 e 12 meses (50-55% dos casos com sensibilidade

intermediaria ou completa) (COLOMBO et al. 2014).

6 ciclos de quimioterapia

lllll

Refrataria l

Sensivel

Parcialmente Sensivel

Resistente

Tempo €m meses

Probabilidade de resposta 10% 30%

Fonte: Adaptado de COOKE e BRENTON (2011).

Figura 1 - Classificacdo do comportamento clinico de resisténcia a platina de acordo

com a resposta a partir do término da quimioterapia

Em contraste com outros tipos de cancer epitelial de ovario, o cancer seroso
de alto grau ¢ inicialmente sensivel a quimioterapia baseada em platina, embora os

desfechos clinicos sejam baixos (com uma sobrevida de 5 anos inferior a 30%) ¢ as
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recidivas tipicamente caracterizadas pelo desenvolvimento progressivo da resisténcia

a droga (COOKE e BRENTON 2011; COLOMBO et al. 2014).

1.7 BIOMARCADORES E ANALISES EM LARGA ESCALA

Apesar de importantes avangos na compreensdo do cancer de ovario, a
sobrevida global de mulheres com a doenga ndo alterou com os anos, pois os estudos
de rastreio realizados ao longo das ultimas décadas falharam em fornecer beneficios
para a sobrevida das pacientes. Atualmente, o0 manejo dos tumores ¢ dirigido pelos
mecanismos dos quais o cancer se desenvolve, porém para o cancer de ovario estes
mecanismos nao sdo totalmente elucidados e fornecem perspectivas baixas na
reducgdo dos efeitos desta doenca (MU WANG et al. 2014).

Com a introducao da tecnologia de microarray, a conclusao do projeto do
genoma humano e o surgimento do campo da bioinformadtica, muitos avangos foram
feitos na analise da expressdo génica, tecnologia capaz de fornecer informacgdes
importantes para varios tipos de cancer, permitindo a avaliagdo simultanea de varios
processos celulares. A descoberta de biomarcadores proteicos cuja mudanga no nivel
ou estado de expressdo se correlaciona com a progressdao de uma doenca estd se
tornando cada vez mais importante. Uma vez validado, os biomarcadores podem
estar envolvidos no diagnostico precoce e diferenciado de varias doengas, incluindo
proteinas que estdo associadas a uma variedade de canceres (RUSSO et al. 2003;
GRANT et al. 2004).

Hoje ¢ possivel listar alguns biomarcadores que utilizam diagndstico
molecular, implantados com éxito na pratica clinica de terapia personalizada para o

tratamento de cancer, como por exemplo, os inibidores da tirosina quinase na
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leucemia mieldide cronica e tumores gastrointestinais; inibidores de ALK (anaplastic
lymphoma kinase) em cancer de pulmao com a fusdo génica EML4-ALK; bloqueio
HER2/neu no cancer de mama em células positivas para esse marcador e a inibi¢ao
dos receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em cancer de pulmdo
para células que carregam EGFR mutado (NALEJSKA et al. 2014; KALIA 2015).
Testes de perfil molecular para estratificagdo de risco também sdao opgdes para
orientar decisdes sobre terapia sistémica adjuvante, por exemplo MammaPrint e
Oncotype DX que ajudam na tomada de decisdo sobre formas de tratamento apds
cirurgia e seus beneficios para pacientes com cancer de mama.

J& no adenocarcinoma seroso de alto grau, a descoberta de biomarcadores
com base em abordagens gendmicas mostrou os inibidores de PARP como drogas
alvo direcionadas para pacientes portadoras de mutagdo germinativa ou somatica no
gene BRCA (LEDERMANN et al. 2012, MATULONIS et al. 2016). A sensibilidade
a inibi¢do de PARP foi observada em células com defeitos na via de reparo do DNA
da recombinacdo homologa, responsavel por atuar no reparo a danos que interferem
no pareamento das bases no DNA, no qual os genes BRCAI e BRCA2 estdo
envolvidos e onde formam parte de alguns complexos proteicos que atuam em
diferentes momentos da via de reparo ao DNA (MCCABE et al 2006;
LEDERMANN et al 2016). Varios inibidores de PARP estdo agora em estagios de
desenvolvimento clinico ¢ Olaparib ¢ a droga sobre a qual existem mais relatos em
literatura e que mostrou beneficio com relagdo a sobrevida livre de progressdo em
pacientes com alteragdes nos genes BRCAI ¢ BRCA2 (LEDERMANN et al. 2014).

Embora as caracteristicas morfologicas sejam importantes para a classificagao
do cancer, pouca pesquisa tem sido relatada correlacionando o perfil histolégico e

molecular com resposta a quimioterapia no cancer de ovario. Dessa forma, a
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avaliacdo em larga escala das amostras de pacientes portadoras de adenocarcinoma
seroso de alto grau, que representa o principal subtipo do cancer ovario e o principal
responsavel pela alta taxa de mortalidade, permitird identificar as alteragdes
moleculares mais prevalentes em mulheres com diferentes respostas a quimioterapia

e a identifica¢do de biomarcadores mais sensiveis ao diagnostico precoce.
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2 JUSTIFICATIVA

Um fator critico que pode introduzir viés e interpretagdes erradas sobre um
biomarcador ¢ a selecdo das amostras. Grande parte dos estudos que avaliam novos
potenciais biomarcadores ¢ composta de amostras heterogéneas. Essas coortes
representam a frequéncia de uma populagao heterogénea de individuos que t€ém um
diagnostico especifico, mas cujas caracteristicas clinico-patoldgicas e tratamentos
podem diferir (HENRY e HAYES 2012).

A fim de minimizar as diversas interferéncias na evoluc¢ao clinica das
pacientes, o presente estudo propds realizar a andlise de genes diferencialmente
expressos no subtipo histoldégico mais frequente e de alta complexidade gendmica.
As pacientes selecionadas apresentam tumor seroso de alto grau, submetidas a
cirurgia de retirada maxima do tumor, estadiadas clinicamente por oncocirurgides
ginecologicos, tratadas com agentes de platina e taxanos, acompanhadas
clinicamente com monitoramento de CA125 sérico e exames de imagem por, no
minimo, dois anos.

De acordo com a literatura, a maioria das pacientes diagnosticadas
apresentam doenga avangada e aproximadamente 10% a 15% conseguem remissao a
longo prazo, no entanto, o restante tende a sofrer progressio da doenca
(ARMSTRONG 2002). Embora a maioria das mulheres com adenocarcinoma seroso
de alto grau tenham boa resposta a quimioterapia apoOs cirurgia primaria, uma
consideravel parcela dessas pacientes ird recair apos a primeira linha de tratamento.

(COOKE e BRENTON 2011; BERNS e BOWTELL 2012).
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Apesar das pacientes apresentarem homogeneidade quanto ao tipo de tumor,
estadiamento e caracteristicas clinicas, estas possuem heterogeneidade quanto a
resposta a quimioterapia. Tal fendmeno instiga investigagdo para a elucidacdo dos
mecanismos que envolvem a recorréncia da doenca. Neste contexto, o presente
trabalho tem como objetivo identificar marcadores bioldgicos responsaveis pela
progressdo tumoral bem como associd-los a valores prognésticos de resposta

terapéutica em cancer de ovario.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores moleculares que possam estar envolvidos no
adenocarcinoma seroso de alto grau, através da andlise de expressdo génica em
larga escala comparando grupo de mulheres respondedoras ou ndo
respondedoras a quimioterapia e, assim, determinar melhores e mais acurados
marcadores prognosticos e preditivos de resposta a quimioterapia neste subtipo

tumoral.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar, através de andlise de expressdo génica em larga escala, genes
diferencialmente expressos entre o grupo de mulheres respondedoras e ndo
respondedoras a quimioterapia;

2 Validar por meio de RT-PCR quantitativo (reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real) os genes diferencialmente expressos selecionados nesse
estudo;

3 Comparar os achados de expressdo génica validados com resultados de
expressao proteica por imuno-histoquimica em 114 casos de adenocarcinoma

seroso de alto grau de ovario;
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4 Correlacionar os achados imunohistoquimicos com fatores progndsticos bem
estabelecidos em anatomia patoldgica, dados clinicos das pacientes e tempo

de sobrevida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DEFINICOES CLINICAS

E da natureza do carcinoma de ovario um curso clinico de dificil detec¢do nos
pacientes individualmente. Uma fracdo dos pacientes serd curada pela cirurgia
seguida de quimioterapia, outro grupo evoluird com uma possivel recidiva da doenca
apos um intervalo de 1 ou 2 anos, os outros terdo sua recidiva em poucos meses de
completar o tratamento de primeira linha, dessa forma a resposta ao tratamento foi
definida levando-se em conta a descricdo em prontudrio de melhora clinica, bem
como exames de imagem e mudancas nos niveis de CA125 ao longo do tempo de
acompanhamento e avaliado de acordo com risco especifico de cada paciente; e a
“ndo resposta” nos casos de progressdo da doenca apos a conclusdo da quimioterapia
de primeira linha. Conclusdo da primeira linha quimioterapia foi considerada a partir
da data da tltima aplicacdo de platina.

A sobrevida global foi definida a partir do intervalo de tempo entre a data do
diagnostico inicial e a data do Ultimo acompanhamento e considerando o evento
obito por qualquer causa e sobrevida livre de doenca foi definida como o intervalo de
tempo da cirurgia e progressao da doenca.

Os dados das pacientes foram coletados de forma retrospectiva de acordo com
informagdes das consultas ambulatoriais. As pacientes foram classificadas a partir do
seguimento em:

a) Nao recidivadas
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b) Recidivadas
1. Durante o tratamento
ii.  Entre 6 meses apos a ultima infusao de platina
iii.  Entre 6 a 12 meses ap6s a ultima infusdo de platina
iv.  Apo6s 12 meses da ultima infusdo de platina
¢) Obito

d) Perda de seguimento

4.2 PACIENTES E ESPECIMES ANATOMOPATOLOGICO

A busca pelas amostras a serem utilizadas para andlise de expressdo génica
partiu da disponibilidade de amostras de tecido a fresco do banco de
macromoléculas. As pacientes foram identificadas no banco de dados eletronico do
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center por meio de uma busca pelo codigo
internacional da doenga (CID) C56, mostrando a disponibilidade de 208 amostras de

cancer de ovario no geral. O desenho geral do estudo est4 resumido na Figura 2.
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A 208 amostra do
Biobanco

11 amostras utilizadas no
ensaio de Microarray
8 Ndo

respondedoras 3 respondedoras

Analise de Bioinformatica

e TCGA
1149 genes 219 genes
331 hiper- 818 hipo- 86 hiper- 133 hipo-
regulados | | regulados regulados | | regulados
B Corfirmacao de 3 genes selecionados para gqRT-PCR
11 amostras utilizadas no microarray
PLCB2 = MMPi4 PIGDS
v
C Genes validados: MMP14 e PTGDS
v
Avaliacdo proteica por IHQ em
Parte 1 175 amostras FFPE Parte 2
114 amostras de carcinoma 61 amostras de outras
seroso de alto grau histologias:
91 Ndo I
respondedoras 22 Respondedoras

* 2 Borderline

* 10 Serosos baixo grau
* 13 Endometrioides

* 19 Células Claras

* 11 Mucinoso

+ 2 Mistos

* 4 Carcinossarcoma

Figura 2 - Fluxograma ilustrando o desenho do estudo. A) Selecio de amostra entre 208
amostras disponiveis no bio banco da institui¢ao. Todas as amostras selecionadas seguiram rigorosos
fatores de exclusdo para estabelecer um grupo homogéneo de analises. Para comparar os conjuntos de
dados de microarrays, as probes diferencialmente expressas foram analisados de acordo com presenga
ou ndo de recorréncia da doenca (respondedoras vs ndo respondedoras). B) Analise de qRT-PCR foi
utilizada para confirmar alteracdes de transcritos detectadas por microarray em todas as 11 amostras
selecionadas e os genes MMP14 ¢ PTGDS foram validados pela técnica, mostrando uma correlagdo
significativa entre os resultados de microarray e qRT-PCR. C) associamos o produto proteico de
MMP14 ¢ PTGDS (PGD2) com os dados anatomopatoldgicos das pacientes utilizando a técnica de
IHQ em um grupo de 114 amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau, seguida de uma avaliagdo
em 61 amostras, incluindo as demais histologias.



Foram considerados critérios de inclusao:

Carcinomas de ovario serosos de alto grau

Citorredugao 6tima

Pacientes com estadiamento FIGO III

Disponibilidade de tecido a fresco

Pacientes que receberam o mesmo esquema terapéutico

Foram considerados critérios de exclusdo:

Pacientes que foram submetidas a tratamento neoadjuvante

Pacientes que so6 utilizaram do tratamento cirtrgico
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De acordo com a nossa selecao que seguiu um critério rigoroso de selecao, a

fim de criar um grupo homogéneo de analise, 11 amostras de tecido a fresco de

adenocarcinoma seroso de alto grau foram selecionados de forma retrospectiva dos

arquivos do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center do periodo de janeiro de 2003

a dezembro 2010 (Tabela 2).

Tabela 2 - Amostras selecionadas para a reacao de expressao génica em larga escala.

Amostras !dade a0 Integridade no Estadiamento Grupo Resposta Sobrevida Livre
Diagndstico RNA (RIN) FIGO de Doenga
46 55 9,1 1ic Respondedoras Nao recidivadas 23,9
36 45 8,8 IIIC Naio respondedoras Sensivel 13,6
43 43 9,1 ic Nao respondedoras  Parcialmente sensivel 8,9
48 43 5,1 II1C Nao respondedoras  Parcialmente sensivel 8,3
40 52 9,2 IIcC Nao respondedoras Resistente 2,0
42 58 8,6 mc Respondedoras Nao recidivadas 22,5
41 69 6,4 IIIC Naio respondedoras Resistente 6,3
4288 71 5,1 II1C Nao respondedoras Sensivel 20,9
37 58 5,4 111B Naio respondedoras Sensivel 21,2
39 68 6,5 IIC Respondedoras Nao recidivadas 34,6
64 45 8,9 IIIC Nao respondedoras Sensivel 14,0
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Toda a coleta de dados clinicos foi realizada utilizando a ferramenta de busca
de documentos de paciente H2TC disponivel no sistema online da institui¢ao. Os
seguintes dados demograficos, clinicos e anatomopatologicos das pacientes foram
coletados dos prontuarios do hospital: idade ao diagnostico, tipo de cirurgia (quanto
ao volume de doenga residual), status desempenho (escala de 0 a 5 usada para
quantificar o bem-estar geral dos pacientes com cancer e as atividades da vida
diaria), tratamento quimioterapico, data de inicio e fim da quimioterapia, toxicidade
a droga utilizada no tratamento, valores do marcador CA125 pré-cirirgico; pos-
cirirgico e entre os seguimentos, recidivas por aumento de marcador ou diagnostico
por imagem, presenga ¢ padrio da recidiva, status no ultimo segmento e

estadiamento.

43 EXPRESSAO GENICA EM LARGA ESCALA

As amostras de tecido a fresco disponiveis destes tumores foram resgatadas e
extraidas pelo Laboratério de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center. As
amostras selecionadas para o estudo passaram antes por uma revisdo em cortes de
hematoxilina e eosina (HE) para verificagdo da presencga de tecido neoplasico. Todas
as amostras utilizadas obtiveram 100% de presenga de tecido neopldsico para
extracgao.

A extragdo do RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol®. Utilizou-se
ImL de Trizol para 50-100 mg de tecido e adicionados micro esferas magnéticos do
kit do Precellys®. O excesso de Tissuetek® foi removido e o tecido cortado com

bisturi transferindo-o para tubo com Trizol. As amostras foram processadas em trés
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diferentes etapas: centrifugacdo, lavagem e ressuspencdo do precipitado seguido da
quantificagdo no aparelho NanoDrop ¢ verificagdo da integridade pelo Bioanalyzer.
Ao final da reac¢do, o RNA obtido foi armazenado em -80°.

A amostras foram tratadas com turbo DNAse free (Life Technologies® CA,
USA) antes de serem submetidas a técnica de perfil de expressdo afim de remover
possiveis restos de DNA.

O perfil de expressao génica foi avaliado utilizando-se a plataforma Whole
Human Genome 4x44K (Agilent Technologies®, USA) utilizando 100ng de material
de RNA. Este método permite uma comparacgdo direta da expressdo de genes entre
duas amostras diferentes, marcando-os com dois corantes fluorescentes diferentes e
hibridando-os no mesmo microarray. Juntamente ao tecido tumoral, foi utilizado um
RNA de referéncia universal (Agilent Technologies®, USA) estabelecendo na reagao
um mesmo denominador de andlise dos dados.

Os procedimentos de marcacdo das amostras, hibridagdo e detecgdo seguiram
o protocolo Two-color microarray-based gene expression analysis (Agilent
Technologies®, USA) que utiliza o Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent
Technologies® USA), figura 3 . Os procedimentos de hibridagdo e lavagem foram
realizados de acordo com as recomendacdes do fabricante. As laminas foram
digitalizadas utilizando o scanner DNA Microarray Scanner - G2565CA (Agilent
Technologies®, USA) e os dados brutos foram extraidos pelo programa Feature
Extraction (v10.1.1.1) e normalizados quanto a sua fluorescéncia utilizando a
normaliza¢do global dependente da intensidade (LOWESS). Com os dados
devidamente normalizados, foi feita uma filtragem a fim de remover sondas com

baixa reprodutibilidade restando assim somente alvos susceptiveis a andlise. Para
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esse passo foi utilizado o algoritmo LIMMA (Linear Models for Microarray Data)

pelo pacote R.
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Figura 3 - Representagdo esquematica do método de hibridizacao

Para as andlises graficas, como constru¢do do heatmap foi utilizado o

programa TMeV v4.8 (www.tm4.org) para obtengdo de perfil de expressao génica e

também para identificar genes diferencialmente expressos entre as amostras

tumorais. A selecdo dos genes significativos, que foi considerado com o p<0,05, foi

feita utilizando um valor limiar definido com relagdo ao fold change, onde >2.0 e < —
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2.0 foram usados para classificar os genes mais e menos regulados, respectivamente,

entre os dois grupos de comparagao

44 ESCOLHA DOS GENES PARA VALIDACAO

O estudo exploratorio para genes diferencialmente expressos entre os dois
grupos de pacientes contou com a ajuda de ferramentas para a andlise funcional in
silico a fim de obter a anotacdo das fungdes bioldgicas utilizando o programa
Ingenuity Pathaway Analysis (v8.0 IPA, Sistemas IngenuityH, Redwood City, CA,
EUA; http://www.ingenuity.com) onde foram identificados vias candnicas e redes de
interagdes bioldgicas. Teste exato de Fischer foi aplicado para identificar as fungdes
significativas, redes e vias representadas dentro dos respectivos conjuntos de genes.

Foi utilizado também o banco de dados publicos KOBAS 2.0 (XIE et al.
2011) - um servidor capaz de determinar anotacdo de fungdes e identificacdo de
enriquecimento de vias e doencas, juntamente ao banco de dados do TCGA (The
Cancer Genome Atlas), oriundo de um projeto que visou criar um atlas abrangente de
perfis genomicos de diversos tipos de cancer.

Outro software utilizado para analise de predicdo dos dados foi o Kaplan
Meier plotter (KMPlotter), usado para auxiliar na escolha dos genes para validacao
de acordo com o seu potencial em predizer tempo de sobrevida global e sobrevida
livre de doenca. Este utiliza dados de expressdo genética e as informacdes de tempo
de sobrevida sdo adquiridas dos bancos GEO (Affirmicronic Microarrays Only),
EGA (European Genome-phenome Archive) e TCGA. O banco de dados ¢

manipulado por um servidor Postgre SOL, que integra expressdo génica e dados
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clinicos simultaneamente. Para analisar o valor progndstico de um gene particular, as
amostras dos pacientes sdo divididas em dois grupos (alta e baixa expressdo de
mRNA do marcador de acordo com a mediana). As duas coortes de doentes sdao
comparadas por um grafico de sobrevida de Kaplan-Meier e calcula-se a razao de
risco relativo com intervalos de confianga de 95% e valor de significancia pelo teste
de Log-Rank. Para essas analises, o banco disponibilizou de acordo com os critérios
clinicos escolhidos, 269 amostras para a avaliagio de sobrevida global e 251
amostras para sobrevida livre de doenga em um tempo de acompanhamento de 250
meses.

Uma profunda busca na literatura pelos aspectos bioldgicos do tumor foi feita
utilizando o servidor PubMed, a fim de distinguir e tracar a relevancia dos achados

com relagdo aos genes diferencialmente expressos encontrados.

45 PCR EM TEMPO REAL PARA VALIDACAO DOS

RESULTADOS DE MICROARRAY

Para a avaliagdo de reprodutibilidade dos dados através da quantificacao
precisa de transcritos identificados, a tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QRT-PCR) ¢ utilizada como uma técnica de apoio para
validar e quantificar os genes escolhidos.

As onze amostras de RNA utilizadas no microarray foram transformadas em
cDNA a partir de 2 ug do RNA total utilizando o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo as

especificagdes do fabricante. As qRT-PCR foram realizadas no aparelho Applied



31

Biosystems 7500HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystem) utilizando os
iniciadores demonstrados no Quadro 3. Os ensaios foram realizados utilizando o
sistema SYBR® Green Master Mix — (Lifetechnologies) seguindo as especificagdes
do fabricante. Como controles endégenos foram testados GAPDH (gliceraldeido

fosfato desidrogenase), SACTIN (beta actin) e /8S.

Quadro 3 - Genes avaliados através de qRT-PCR e seus respectivos iniciadores

Gene Foward Reverse Pares (Temperatura
de base | de melting

18§ | GTAACCCGTTGAACCCCATT |[CCATCCAATCGGTAGTAGCG| 98 593
BACTIN|TCCCTGGAGAAGAGCTACGA |AGCACTGTGTTGGCGTACAG| 102 62,4
GAPDH| AATCCCATCACCATCTTCCA | TGGACTCCACGACGTACTCA 95 61,9
MMP14| CTGCTCTCTTCTGGATGCCC |CATCGCTGCCCATGAATGAC| 105 61,1
PLCB2 |CAGACAAGATGGCCCAGGAG| CTCCCGTATCTGTTCCAGGC | 107 61,5
PTDGS| CTTCCTGCCCCAAACCGATA [GCAGAGACATCCAGAGCGTG| 102 62,2

Os iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta do NCBI — Primer
Blast, e conferidos para a formagdes de estruturas secundarias no IDT OligoAnalyzer
3.1 (Integrated DNA Technologies). Para avaliacdo dos iniciadores foi feita uma
PCR convencional, utilizando 2,0 ul de buffer; 0,6 ul de magnésio; 0,4 pl de
dNTP’s; 0,1 pl de enzima Taqg Polimerase; 14,1 ul de dgua deionizada; 0,4 pl de
iniciador foward e 0,4 pl de iniciador reverse. As amostras foram submetidas a uma
temperatura inicial de desnaturagdo de 95° a 1 minuto seguidos de 37 ciclos de
desnaturagdo, anelamento e extensdo. Foi adicionado uma extensdo final de 10
minutos.

Para a otimizagdo dos iniciadores foi feita uma aliquota e diluidos a 5uM

variando as concentragdes em 25uM, 50uM, 100uM, 200uM e 400uM utilizando a
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concentragdo inicial das amostras a 10ug de cDNA. Para a escolha da melhor
concentragdo do iniciador, foi analisada a curva de dissociagdo para cada par de
iniciador tendo como ideal apresentar apenas um pico na sua analise grafica,
mostrando assim a especificidade do par de iniciador (menor concentragdo de

iniciador que gera a maxima amplificagdo). Os valores estdo resumidos na tabela 3.

Tabela 3 - Valores de otimizacao da reacdo de PCR

Gene Tamanho do Amplicon  Slope  Eficiéncia Concentracio utilizada

PLCj2 155 -3,19 1,05 400nM
MMPI14 165 -3,529 0,92 100nM
PTDGS 106 -3,451 0,95 200nM

18§ 110 -3,529 0,92 25nM
GAPDH 107 -3,448 0,94 50nM
BACTIN 90 -3,309 1,00 100nM

Com a concentragdo dos iniciadores fixa, variou-se a concentracdo de cDNA
afim de determinar os valores de slope (gradiente ou inclinacdo da curva) para
calcular a eficiéncia do par de iniciador. Foi feito um gradiente de concentracdao de
100ng; 10ng; Ing; 0,Ing e 0,0Ing e analisado os valores de slope e correlagdo na
curva de eficiéncia dos iniciadores, ajustando o limiar manualmente. Foi calculado o
valor de eficiéncia pela formula:

[Eficiéncia = 1015109 _ 17,

As onze amostras utilizadas no ensaio de microarray foram entdo submetidas
ao ensaio de qRT-PCR seguindo as respectivas concentracdes e valores de eficiéncia
dos iniciadores. Cada placa a ser avaliada contava com a amostra de RNA de

referéncia e o endogeno que apresentou melhor valor de eficiéncia de acordo com a
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formula acima. Todas as amostras foram feitas em triplicatas e os valores de ct

(threshold cycle) - considerado o nimero do ciclo de PCR no qual o nivel de

fluorescéncia atende ao limiar - foram submetidos a formula:

Valor da Eficiéncia alvo (ct controle — ct amostra)

Valor da Eficiéncia enddgeno (ct controle — ct endogeno)

Os dados das curvas de reagdo e valores de ct foram coletados com a ajuda do

software 7500 v2.0.6. (PFAFFL 2001)

46 CONFECCAO DE LAMINAS DE MICRO ARRANJO EM

MATRIZ DE TECIDOS (TISSUE MICROARRAY — TMA)

Além dos casos selecionados para o estudo de expressdo génica em larga
escala, foram coletados 228 laudos de anatomopatoléogico com suas respectivas
laminas de HE do banco de dados ja previamente coletado pela equipe de Oncologia
A.C. Camargo. As amostras foram revisadas com a ajuda da patologista Louise De
Brot do departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center. Os
parametros anatomopatologicos revisados para o estudo incluiram: histologia, grau,
acometimento bilateral, comprometimento da superficie ovariana, invasdes vascular
e linfatica, necrose e indice mitotico. Aqueles que ndo apresentavam material
suficiente foram excluidos da constru¢cdo do TMA.

Apos a revisdo dos casos, 175 amostras foram selecionadas para compor o

grupo de amostras de tumores primario. Destes, 114 pacientes compunham o grupo
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de adenocarcinoma serosos de alto grau.

As malignidades classificadas como adenocarcinoma de ovario podem ter
como um sitio primario o epitélio do ovario, o proprio peritonio (adenocarcinoma
peritoneal primario) ou a tuba uterina. Eles sdo histologicamente e clinicamente
semelhantes e sdo tratados da mesma forma (Halkia, Spiliotis, and Sugarbaker 2012)
justificando assim a avaliacdo dos tecidos tumorais provenientes tanto de ovario
quanto de peritonio.

Como os TMAs examinam apenas uma fragdo do tumor que ¢ analisado
usando métodos tradicionais, estudos geraram a preocupacdo com o fato de que a
area avaliada no TMA nio corresponda adequadamente a expressdo de marcadores
que exibem heterogeneidade de tecido. Pequenas séries de testes podem ser aplicadas
e a heterogeneidade pode ser avaliada usando testes de correlagdes dos pontos
correspondentes. Para analisar a reprodutibilidade dos anticorpos e avaliar a
heterogeneidade tumoral, 28 amostras foram realizadas em duplicidade, de distintos
locais de acometimento, pertencentes ao mesmo laudo anatomo patoldgico.

A area tumoral foi identificada no bloco de parafina doador, e puncionada
com agulha de Imm e os cilindros transferidos para o bloco receptor. As amostras
foram inseridas em duplicata com espaco de 0,2 mm entre as amostras nos
respectivos blocos. Juntamente, um mapa com a identificacdo detalhada de cada caso
foi criado para posterior localiza¢do destes. Foram realizados cortes sequenciais de
3um de espessura ¢ coletadas em laminas Starfrost® para a constru¢do de TMA

(Instrumedics, Hackensack NJ - EUA).
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4.7 IMUNO-HISTOQUIMICA

A padronizagdo dos anticorpos foi realizada em tecidos onde a sua expressao
¢ previamente conhecida, pareando as andlises com o tecido normal e tecido tumoral
de interesse. Para as analises, foram realizados cortes de 4um de espessura do bloco
receptor utilizando um micrétomo (Leica®) e aderidos a laminas carregadas
positivamente (Superfrost Plus) e mantidos em estufa a 60°C overnigt, a fim de
facilitar a remocao da parafina.

As reacOes foram realizadas de forma automatizada no equipamento
BenchMark XT (Ventana Medical Systems) utilizando o Kit ultraView Universal
DAB-Ventana e OptiView DAB Detection Kit para os anticorpos primarios
policlonais PGD2 (Santa Cruz Biotech) e MM 14 (Abgent), respectivamente (Quadro
4). A aplicag¢do dos anticorpos foi feita manualmente e ambos utilizando a dilui¢do
de 1:100. Foi utilizada como controle negativo a omissdo do anticorpo primario.
Finalizada a rea¢do, as ldminas foram lavadas em 4dgua corrente, desidratadas em

alcool, xilol, e montadas em equipamento automatizado (Tissue-Tek film).

Quadro 4 - Reagdo de imuno-histoquimica para os anticorpos MMP14 e PGD2

Anticorpo Fabricante Con.t l:OIe Diluicao | Kit de deteccao Recu}) (ira.g:ao Tempo (}e
positivo Antigénica |Incubacio
. . OptiView DAB | 60 mina 37° | 30 mim a
MMP14 Abgent Tuba uterina 1:100 IHC Detection tph 370
Cortex UltraView 30 mina37° | 30 mim a
PGD2 Santa Cruz Cerebral 1:100 Universal DAB Tph 37°
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4.8 ANALISES PROTEICA E DETERMINACAO DA PONTUACAO

NA AVALIACAO DA THQ

Para PGD2 onde a marcagao foi considerada clara e consistente foi feita a
analise manual, considerado positivo quando estes apresentavam um padriao de
marcacao citoplasmatico nitido e bem localizada. Os niveis de expressao
citoplasmatica foram representados pela porcentagem de células positivas e a
intensidade de marcagdo, seguindo a formula HScore = Z(porcentagem de células
positivas x intensidade de marcagdo). A porcentagem de células marcadas variou de
0 a 100%, e intensidade de marca¢do variou entre 0 (auséncia de marcacdo), 1
(marcagdo fraca), 2 (marcagao moderada) e 3 (marcacao forte), podendo classificar o
HScore de 0 a 300 (ALVARENGA et al. 2013). Para realizacdo da estatistica
descritiva, testes de associacdo e sobrevida, foi feita uma divisao entre amostras que
tiveram expressao negativa a fraca (valores de Hscore 0 — 100) e expressao moderada
a forte (Hscore 200 — 300)

Para MMP14 que se apresentou em niveis de intensidade inconclusivos e com
dificil score manual, optou-se pela analise automatizada que tornasse a interpretagao
direta e objetiva, utilizado a ferramenta Visiopharm (Copenhagan, Denmark). O
software analisou todas as areas do TMA de forma continua diferenciando as areas
tumorais do estroma tecidual e pontuando ambas. A identificacdo automatica de
tecido tumoral e estromal foi realizada utilizando um classificador K-means,
utilizado principalmente para segmentagdo de cores, classificagdo e visualizagdo de

imagens como parte da representacdo em um mapa de intensidade. Apds a
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identificacdo das areas de interesse, o processamento foi realizado para remover

pequenos objetos e interferentes usando um limiar simples.

49 ANALISES ESTATISTICAS

O pacote LIMMA foi usado para a obtencdo de genes diferencialmente
expressos € a comparacdo estatistica entre os grupos de tumores na andlise pelo
microarray foi feita utilizando o pacote R para modelagem e testes estatisticos,
considerando valor de P <0,05 significativo. Esse valor foi submetido ao teste de
correcao de Bonferroni para comparagdes multiplas

Para os valores numéricos tanto de microarray quanto de qRT-PCR foram
utilizados o teste de Kolmogorov—Smirnov para avaliagdo de distribui¢do normal
antes da correlagao dos valores. Correlagao de Pearson e Spearman foi usada aqueles
com distribuicdo normal, e ndo normal, respectivamente.

Para a analise estatistica entre dados de expressio de mRNA, expressao
proteica, varidveis demograficas e anatomopatolégicos foi usado o programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), para Windows, versao 22.0 e os
graficos foram construidos através do programa GraphPad Prism, versao 5.0.

O teste de Qui-Quadrado e o teste Exato de Fisher foram usados para verificar
a associagdo entre variaveis categoricas e dados clinico-patologicos. Para verificar a
associacdo entre variaveis numéricas e varidveis categoricas (dados clinico-
patoldgicos), foi usado o teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Para a
comparagdo de dois grupos foi usando o teste t de Student, ja para comparagdes

multiplas foi utilizado o teste ANOVA com corre¢do de Bonferroni.
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As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram feitas pelo
método de Kaplan-Meier, utilizando 5 anos de acompanhamento e a comparagao das
diferencas entre as curvas foi feita pelo teste de significancia de Log-Rank. O ponto
de corte utilizado para as varidveis numéricas foi determinado pela maximizagdo da
estatistica Log-Rank (LAUSEN ¢ SCHUMACHER 1992).

A analise multivariada foi utilizada para a predi¢do do impacto combinado de
variaveis independentes na sobrevida usando o modelo de regressdo de Cox com
riscos proporcionais. Todas as varidveis com valor p< 0,20 na andlise univariada
foram inseridas na analise multivariada (HARRELL 1996). Para todos os testes
realizados, foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05.

(LAUSEN e BIOMETRY 1992)
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5 RESULTADOS

Dentre as 208 amostras de tecido a fresco disponiveis no Biobanco da
institui¢ao, 11 se encaixaram nos fatores de inclusdo para o grupo de analise. As
onze pacientes que compunham esse grupo de analise tinham uma mediana de idade
de 52 anos (minimo 42 — méaximo 68), onde 3 amostras correspondiam ao grupo de
pacientes ndo recidivadas (27,3%) e 8 (72,7%) ao grupo de pacientes recidivadas

Para comparar os conjuntos de dados de microarrays obtidos neste grupo
uniforme de amostras de tumores, comparamos os padrdes de expressao génica entre
pacientes sem recorréncia da doenga apds 2 anos do ultimo tratamento de platina,
considerados como "respondedores" e pacientes com recorréncia dentro de 2 anos a
partir da ultima infusdo de platina, considerado como "nao respondedoras".

Obtivemos um total de 1149 genes diferencialmente expressos, considerando
um fold change com diferenca < |2|. Estabelecido esse ponto de corte tivemos um
total 818 genes hipo-expressos e 331 genes hiper-expressos quando comparados
amostras de pacientes recidivadas e ndo recidivadas. A figura 4 mostra o
agrupamento hierarquico ¢ a medida de distancia calculada usando a distancia
euclidiana, representando graficamente os dados em que os valores individuais
contidos em uma matriz sdo representados em cores (heatmap). As medi¢des do
microarray podem ser organizadas em uma matriz de heatmap, onde a linha
representa as amostras analisadas e as colunas os genes encontrados. O nivel de
expressdo ¢ visualizado através de cores, onde o verde simboliza genes hipo-

expressos e vermelho hiper-expressos. A leitura da figura pode agregar visualmente a
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determinagdo da relevancia da analise, sendo possivel detectar um padrao de

distribuicdo dos dados de acordo com a comparagdo proposta.
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Figura 4 - Cluster dos 1149 genes pela distancia euclidiana. Os genes detectados em

amostras de pacientes que tiveram a recorréncia da doenca em dois anos estdo representados pelas
amostras do Grupol, comparados com pacientes livres da doenga (Grupo 2) mostrando uma ligeira

tendéncia de agrupamento juntamente com uma tendéncia visual para o maior numero de genes hiper-

regulados nesse mesmo grupo.

A fim de comparar nossos resultados obtidos por microarray foram extraidos
dados obtidos de um estudo do TCGA utilizando RNAseq, que contou com 193
amostras que apresentaram tempo de seguimento de dois anos finalizados em 2015,
capaz de classifica-las quanto a resposta clinica (onde 153 das pacientes ndo
apresentaram recidiva em 2 anos de seguimento e 40 pacientes apresentaram
recidiva). Esse grupo de analise gerou uma lista com 219 genes diferencialmente
expressos (p<0,05) com um valor limiar de fold change, onde >1,5 e < —1,5 foram
usados para classificar os genes mais e menos regulados, respectivamente.

Foram encontrados 133 genes hipo-regulados e 86 hiper-regulados e ao

compilar os dados das duas plataformas os genes CD109, DDX43, FILIPI, KCNQ?2,
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MRAP2, POFIB, PRSSI, SP5, ZNF208 foram comuns as plataformas com seis

desses genes exibindo o mesmo perfil de expressdo génica em ambos os resultados.

Tabela 4:

Tabela 4 - Lista de genes em comum entre os resultados de microarray e o banco de

dados do TCGA.
Microarray TCGA

Gene Grupol® Grupo2” Cﬁgrl%e Val([))r de Grupo1* Grupo2® CE;%E Valor de p
CD109* -0,83 1,94 2,17 0,04 -0,21 0,39 -1,52 0,024
DDX43* -0,09 -1,7 -3,05 0,008 -2,69 -1,76 -1,91 0,006
FILIPI* -0,47 -1,38 -1,88 0,035 0,49 1,20 -1,64 0,015
KCNQ?2 1,2 -0,3 -2,84 0,012 -0,17 -0,88 1,64 0,007
MRAP2* -0,42 -2,39 -3,94 0,000 0,34 1,20 -1,81 0,009
POFI1B* 0,73 -0,29 -2,03 0,034 -1,63 -0,54 -2,13 0,017
PRSS1 -1,3 0,3 2,52 0,034 3,93 4,84 -1,88 0,018
SP5 1,25 2,64 2,62 0,027 0,83 1,56 -1,66 0,040
ZNF208* 0,57 -1,27 -3,59 0,010 1,16 2,21 -2,06 0,012

*Grupo 1: Média do grupo de pacientes ndo respondedoras,  Grupo 2: Média do grupo de pacientes
respondedoras * Genes exibindo o mesmo perfil de expressdo génica em ambas as plataformas.
Significancia estatistica, P < 0.05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste Log-Rank.

A andlise de enriquecimento realizada com o uso do software IPA permitiu

identificar os principais moduladores de genes que foram significativamente hiper-

expressos € hipo-expressos (p <0,05) entre a andlise de pacientes respondedoras ou

ndo a quimioterapia (tabela 5). De acordo com a andlise utilizando esse software, as

vias de sinalizagdo associadas ao cancer foram encontradas com alta significancia

estatistica em ambas as analises (p <0,001).



Tabela S - Lista dos principais genes moduladores da comparagdo entre pacientes respondedoras e nao respondedoras identificados
usando o software IPA e taxas de sobrevida do sofiware KMplotter.

KMPlotter
Fold Fold . . Taxa de risco relativo
change change Microarray  Valor de p Taxa de risco relativo Valor de p para recorréncia Valor de p

Gene Localiza¢ao Cromossomal Grupo1?® Grupo 2 b para morte (95% IC) (95% IC)

RPA4 chrX:96026928-96026987 5,09 1,00 17,09 0,007 1,08 (0,76 - 1,51) 0,6781 1,2 (0,87 - 1,67) 0,2726
coxi7 chr3:120878446-120876759 424 0,57 12,71 0,007 1,03 (0,73 - 1,45) 0,8796 1,08 (0,78 - 1,51) 0,6271
MMP14 chr14:22385631-22385690 2,23 -0,74 7,84 0,003 0,61 (0,43 - 0,87) 0,0056 0,69 (0,49 - 0,96) 0,0264

PAXS chr2:113691555-113691496 2,21 -0,47 6,44 <0,001 0,69 (0,49 - 0,98) 0,0353 0,74 (0,53 - 1,03) 0,0774
WEDC2 chr20:43532492-43532551 5,29 3,22 4,22 0,007 1,11 (0,78 - 1,56) 0,5656 0,96 (0,69 - 1,34) 0,8194
SYT12 chrl11:66574795-66574854 0,83 -1,27 4,28 0,006 1,16 (0,82 - 1,64) 0,3941 0,89 (0,64 - 1,24) 0,5038

TJPI chrl15:27781176-27781117 1,73 -0,83 5,91 0,004 1,14 (0,81 - 1,61) 0,4544 1,22 (0,88 - 1,7) 0,2306
CEMIP chr15:79030858-79030917 -0,61 -3,22 6,09 <0,001 NA NA NA NA
PTGDS chr9:138995951-138996010 43 1,63 6,37 0,008 1,08 (0,77 - 1,53) 0,645 1,5 (1,08 - 2,09) 0,0146

FAMSIA ¢hr15:57602093-57602152 -1,45 1,62 -8,40 0,002 NA NA NA NA

STX18 chr4:4510103-4509879 -1,4 1,63 -8,15 0,002 0,99 (0,7 - 1,4) 0,9472 0,93 (0,67 - 1,29) 0,6564

RASLIIB chr4:53427599-53427659 -0,36 2,64 -8,00 0,001 0,72 (0,51 - 1,02) 0,0671 0,8 (0,58 - 1,11) 0,1847
PTN chr7:136563283-136563224 -1,7 1,11 -7,01 0,009 0,94 (0,67 - 1,32) 0,7223 1,42 (1,02 - 1,98) 0,0363

USP45 chr6:100037403-100037344 -1,97 0,77 -6,68 0,001 NA NA NA NA
RASA2 chr3:142811003-142811415 -1,32 1,37 -6,44 0,001 NA NA NA NA
DAPKI chr9:89444210-89444525 -0,91 1,71 -6,15 0,002 1,16 (0,82 - 1,64) 0,3962 1,08 (0,77 - 1,49) 0,6622
ZNF516 chr18:72199296-72199237 2,4 0,16 -5,89 0,001 0,87 (0,62 - 1,22) 0,4125 0,96 (0,69 - 1,33) 0,8065
CADPS chr3:62359875-62359816 -0,9 1,63 -5,80 0,006 NA NA NA NA

TFF2 chr21:42640715-42639717 0,44 2,95 -5,68 0,003 0,99 (0,71 - 1,4) 0,9759 0,96 (0,69 - 1,33) 0,8029
PLCR2 chr15:38369575-38368850 3,08 -0,22 9,87 0,025 0,78 (0,55 - 1,11) 0,165 0,82 (0,59 - 1,14) 0,2441

*Grupo 1: Média do grupo de pacientes nio respondedoras, ° Grupo 2: Média do grupo de pacientes respondedoras, ND: Nao disponivel, IC: Intervalo de confianga
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A comparacao dos dados entre pacientes respondedoras e nao respondedoras
juntamente com o banco de dados KOBAS gerou 232 anota¢des de um conjunto de
genes, vias ¢ doengas relacionadas baseadas no mapeamento dos genes com fungdes
conhecidas. A andlise de enriquecimento realizada com o uso do software IPA
pareada com a analise de enriquecimento do software KOBAS gerou 20 anotagdes de
vias relacionadas aos mecanismos moleculares do cancer, dentre essas relacionamos
mecanismos de divisdo celular e sobrevida, invasdo, mecanismo de regulagdo,

controle do crescimento, angiogénese e interagdo com o sistema imune (Tabela 6).



Tabela 6 - Avaliagdao funcional in silico dos 1149 genes candidatos a moduladores realizada no software Ingenuity Pathways Analysis
(IPA) pelo banco de dados publico KOBAS.

Mecanismos Moleculares do Cancer

Via database ID Valor de P
Ciclo Celular Reactome REACT_111214  0.040
Divisio Celular e Sobrevida Regulacao da~via de sinalizacdo ap:optética extrinseca Gene Ontology G0:1902041 0.027
Regulacdo da fase de execuc¢do da apoptose Gene Ontology G0:1900117 0.032
Sinalizagdo de p53 KEGG PATHWAY hsa04115 0,04
Receptor de TGF-beta sinalizando em TEM Reactome REACT_120726  0.019
Regulacdo de migragao celular Gene Ontology G0:0030334 0.006
Invasio Adesdo célula-matriz Gene Ontology G0:0007160 0.014
Regulacdo do movimento celular Gene Ontology G0:0051270 0.024
Organizacdo de jungao celular Gene Ontology G0:0034330 0.042
Adesédo focal Gene Ontology G0:0048041 0.047
Transcricdo do RNAm do promotor da RNA polimerase Il Gene Ontology G0:0042789 0.017
Mecanismos de regulacio Ligacdo a drogas Gene Ontology G0:0008144 0.041
Regulacdo positiva da importacdo de NF-kappaB no ntcleo Gene Ontology G0:0042346 0.044
Via de sinalizagcdo do Reticulo endoplasmatico Gene Ontology G0:0006984 0.049
Regulacdo da importacdo de proteina SMAD no nucleo Gene Ontology  G0:0060390 0.019
Controle do crescimento Receptor de insulina Gene Ontology  G0:0005158 0.011
Resposta celular ao estimulo das gonadotropinas Gene Ontology G0:0071371 0.029
Angiogénese Angiogénese envolvida no reparo Gene Ontology  G0:0060055 0.019
Regulagdo positiva da producdo do fator de crescimento endotelial vascular  Gene Ontology  G0:0010575 0.044
Interagdo com sistema Imune Migracdo de granuldcitos Gene Ontology  G0:0097530 0.027

44
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Via de sinalizagcdo de p53, proteina supressora tumoral que esta entre a mais
comumente mutada nos canceres humanos, juntamente com uma alta fragdo no
adenocarcinoma seroso de alto grau (AHMED et al. 2010) aparece com um
consideravel valor estatistico nos nossos dados de andlise pelo software IPA
(p=0,006) descritos na Tabela 7, e pelo banco de dados KOBAS (caracterizado como
sinalizacdo de p53 pelo KEGG PATHWAY, p=0,04 e com 3 moléculas envolvidas).
Metabolismo de lipidios, no qual ilustra o papel fundamental desempenhado pelos
lipidios na manutencdo da homeostase também foi uma funcdo molecular vista
alterada no software IPA (p<0,001 com 15 moléculas envolvidas) e no banco de
dados KOBAS (caracterizado como regulacdo do processo metabodlico lipidico -

Gene Ontology: 0019216, p=0,03 e com 8 moléculas envolvidas).
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Tabela 7 - Doengas e funcdes bioldgicas obtidas através da analise de predicao do
software IPA.

Via candnicas Valor de p Ratio
Cetogénese 0,00595 2/10 (0.2)
Sinalizagdo de p53 0,00633 5/98 (0.051)
Mevalonato 0,0101 2/13 (0.154)
Biossintese do cofator de tio-molibdénio 0,0119 1/1 (1)
Mecanismos Moleculares do Cancer 0,0124 10/365 (0.027)
Doencas e desordens Valor de p Moléculas
Cancer <0,001 207

Doenga gastrointestinal <0,001 146
Doengas do tecido conjuntivo <0,001 19
Transtorno do Desenvolvimento <0,001 39

Doengas Neuroldgicas <0,001 35

Fun¢des Molecular e celular Valor de p Moléculas
Replicagdo do DNA, recombinagdo e reparo <0,001 14
Morfologia celular <0,001 34
Produgdo de Energia <0,001 8
Metabolismo lipidico <0,001 15
Bioquimica das pequenas moléculas <0,001 29
Principais Redes de Efeitos Reguladores Score
Desenvolvimento Celular, Crescimento ¢ Proliferagdo 53

Celulares, Transtornos do Tecido Conjuntivo

Desenvolvimento Tecidual, Lesdo Organistica e 34

Anormalidades, Insuficiéncia Renal

Ciclo Celular, Movimento Celular, Transtorno do 30
Desenvolvimento

Replicagio, Recombinagéo ¢ Reparacdo de DNA,

Metabolismo de Acido Nucleico, Bioquimica de Pequenas 27

Moléculas

Doenga Cardiovascular, Lesdo Organistica ¢ Anormalidades, 27

Doengas do Sistema Reprodutivo

A andlise in silico de rede de interagdo envolvendo possiveis drivers pelo
software IPA foi capaz de mostrar alguns dos moduladores selecionados interligados
com AKT como modulador central. AKT regulou positivamente PEAI5, MMP14,
TJP1, e negativamente SRF. Dessa forma, AKT e seus parceiros de interagdo
modulam diversos processos celulares como adesdo célula a célula (PEA15), matriz
extracelular (MMP14), morte celular (7JPI), diferenciacdo e proliferagdo (SRF).
AKT ¢ conhecido por desempenhar um papel fundamental em multiplos processos

celulares apoptose, proliferacdo celular, transcricdo e migracdo celular
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(ALTOMARE e TESTA 2005) aparece como figura central de 35 genes, entre eles

hiper-expressos e hipo-expressos. (Figura 5)
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Figura 5 - Rede interativa gerada pelo software IPA. Base na assinatura génica dos genes
diferencialmente expressos.

Sendo assim, foram escolhidos trés genes para validagdo por qRT-PCR
levando em consideracao analises in silico pelo software IPA, KMPlotter, bancos de
dados do TCGA e KOBAS, juntamente a uma busca acurada pela literatura e o papel

bioldgico desses genes no contexto do cancer de ovario: MMP14, PLCf32 e PTGDS.
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5.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR QRT-PCR

Para a avaliacdo da reprodutibilidade dos dados através da quantificacio
precisa de transcritos identificados, a tecnologia de qRT-PCR ¢ utilizada como
técnica para validar e quantificar os genes escolhidos. Para o implemento das
assinaturas genomicas em ensaios na pesquisa basica a técnica de escolha ¢ a qRT-
PCR, considerada o padriao ouro na analise de expressao génica (QIN et al. 2006).

Os valores de fold change foram extraidos de cada amostra tanto do ensaio de
microarray quanto do qRT-PCR afim de avaliar a correlagdo entre os valores obtidos
pelas duas técnicas. Primeiramente os dados numéricos foram testados quanto a
normalidade utilizando o teste de Kolmogorov—Smirnov. Os valores de MMPI4
apresentaram distribuicdo normal dos seus valores e foram submetidos ao teste
paramétrico (correlagdo de Pearson) ja os genes, PLCB2 e PTGDS, foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico (correlacdo de Spearman), visto que esses

apresentaram distribuicdo ndo normal (tabela 8).

Tabela 8 - Correlagdo entre os valores de microarray e QRT-PCR e seus respectivos
valores estatisticos.

Fold Fold
Gene change change Teste IC 95% Correlacdo Valor de p
Grupol Grupo 2
MMPI14 1.05 -3.42 Person 0.04021 a 0.8909 0,625 0,040
PLCB2 2.71 -0.41 Spearman -0.4404 a 0.7418 0,236 0,484
PTGDS 6.15 1.6 Spearman 0.7908 a 0.9866 0,945 <0,001

*Grupo 1: Média do grupo de pacientes ndo respondedoras, > Grupo 2: Média do grupo de pacientes
respondedoras IC: Intervalo de confianga



Apesar do gene PLCf32 apresentar o mesmo perfil de expressao nas reagoes de microarray € qRT-PCR (Figura 6), obtivemos

somente valores de correlacdo das técnicas nos genes MMP14 (r=0,625; 0,04) e PTGDS (r=0,945; <0,001).
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Figura 6 - Analise de expressdo génica através das técnicas de microarray e qQRT-PCR dos transcritos selecionados e avaliados por Sybr

green e a correlagdo entre as duas técnicas. A correspondendo ao gene MMP14, B correspondendo ao gene PLCR2 e C correspondendo ao gene PTGDS
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5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

A avaliacdo proteica foi conduzida em uma casuistica maior, contendo 114
casos, todos classificados histologicamente em adenocarcinomas serosos de alto

grau.

5.2.1 Caracterizacio da amostra utilizada na avaliacdo proteica

Foram avaliadas 114 amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau de
ovario com idade mediana de 59 anos (minimo de 33 anos e maximo de 82). Destas,
97 (88,2%) pacientes foram diagnosticadas em estagios avangados da doenca (III-
IV). Status desempenho das pacientes (n = 89) foi dividido em dois grupos (pacientes
com pontuacdo de 0 vs pacientes com pontuagdo 1,2 e 3). Obtivemos informagao de
dosagem sérica do antigeno CA125 de 91 pacientes, com o valor de mediana de 738.

A maioria das pacientes (91/114) compondo 80.5% da casuistica tiveram
recidiva da doenca (pertencentes ao grupo de ndo respondedoras) e 64 (56,1%)
vieram a Obito pela doenga. De acordo com os pardmetros anatomopatologicos
avaliados para o estadiamento da doencga, presenca de invasdo vascular linfatica foi
observada em 47 (66.2%), acometimento bilateral da doenca ovariana em 52 das
pacientes (76.5%), 64 de 68 pacientes (94.1%) apresentaram comprometimento da
capsula ovariana e 56.7% das pacientes apresentaram metastase linfonodal (38/67).
Com relagdo a resposta clinica, o grupo de pacientes classificadas como resistentes a
quimioterapia de acordo com a ultima infusdo de platina compunha 28% da nossa
casuistica (30/107). A Tabela 9 mostra os dados anatomopatoldgicos de forma

resumida.



Tabela 9 - Dados clinico-patoldgicos dos 114 pacientes com carcinomas serosos de

alto grau analisados em amostras arquivadas em parafina.

Variaveis clinico-patolégicas Categoria N/Total (%)
o Nao 24/71 (33,8)
Invasao vascular linfatica
Sim 47/71 (66,2)
. ) Nao 59/71 (83,10)
Invasdo vascular sanguinea .
Sim 12/71 (16,9)
. i Nao 16/68 (23,5)
Acometimento bilateral )
Sim 52/68 (76,5)
Presente 27/87 (31)
Necrose
Ausente 60/87 (69)
Comprometimento da superficie Nao 4/68 (5,9)
ovariana Sim 64/68 (94,1)
. Nao 29/67 (43.,3)
Metastase linfonodal :
Sim 38/67 (56,7)
o Primaria 83/114 (72,8)
Cirurgia
Intervalo 31/114 (27,2)
_ Otima 66/99 (66,7)
Volume de doenca residual .
Subotima 33/99 (33,3)
. v 13/110 (11,8)
Estadiamento
v 97/110 (88,2)
< 46 (50,5
CA125 pré-operatorio 738 (50,3)
>738 45 (49,5)
0 40/89 (44.9)
Status desempenho
123 49/89 (55.1)
o . Neoadjuvante 77/101 (76,2)
Quimioterapia ]
Adjuvante 24/101 (23,8)
. Nao 50/114 (43,9)
Obito .
Sim 64/114 (56,1)
o Nao 22/113 (19,5)
Recidiva .
Sim 91/113 (80,5)

Resposta a quimioterapia

Platina Resistente
Platina Parcialmente Sensivel
Platina Sensivel

Nao recidivada

30/107 (28)
20/107 (18,7)
20/107(18,7)
37/107 (34.6)
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Os dados clinicos e parametros anatomopatologicos foram submetidos a
analise univariada de sobrevida global e livre de doenca. Na sobrevida global,
cirurgia primaria apresentou uma diferenga entre as curvas pela analise de Kaplan-
Meier, e o teste de Log Rank confirmou uma diferencga significativa entre elas (p =
0,003). O volume de doenga residual apds cirurgia também apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa entre as curvas para sobrevida global e sobrevida livre
de doenga (p<0,001; ambas). Os demais dados clinicos e anatomopatologicos se
encontram resumidos na Tabela 10. Pelo modelo de regressdo de Cox calculamos as
taxas de risco relativo das pacientes e variaveis clinico patoldgicas com relagdo ao
tempo de sobrevida global e livre de doenga. Os valores de taxa de risco relativo das

varidveis clinico patoldgicos e intervalos de confianca estdo resumidos na Tabela 11.



Tabela 10 - Sobrevida global e livre de doenca dos dados clinicos e anatomopatologicos

Sobrevida Global Sobrevida Livre de doenca
Variaveis Categoria paljiglftes sobI:\i;z:‘z% ) Val(]))r de N de pacientes sob{::?dgi% ) Valor de p
Invasdo vascular linfatica I;ii(: ‘2;7‘ 5570 4 0,681 ij Tg 0,566
Invasdo vascular sanguinea I;ii(: ?g 223 0,563 ?g ! 556 0,605
Acometimento bilateral I;jﬁ ;g 22 0,768 ;g ;?i 0,942
Na 27 48.1 27 222
Necrose siﬁ 60 51.7 0454 60 18.3 0,601
Comprometimento da superficie ovariana I;jz 644 5297 0,968 62 12;8 0,441
Metastase linfonodal I;i(: iz Z(I)Z 0,932 gz Tgi 0,305
me o n o E By
Volume de doenga residual Suok:(i)l':ilria gg ;3; <0,001* gg 2 61. '12 <0,001*
Estadiamento IIII-IIIV ;3 2;2 0,201 ;2 ?23 0,034*
CA125 pré-operatorio i;;z ji ig; 0,086 161 ?;; 0,105
O
Status desempenho 1’(2)’ 3 jg g;z <0,001* jg 126(.)7 0,047*
.- A R T S R
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Cont/ Tabela 10

Sobrevida Global Sobrevida Livre de doenca
e . . N de Taxa de Valor de . Taxa de
Variaveis Categoria pacientes sobrevida (%) D N de pacientes sobrevida (%) Valor de p
Resistente 30 13.3 29 0
Parcialmente
.. .. . .. 20 0 20
Resposta clinica a quimioterapia sensiveis 3 <0,001* 5 <0,001*
Sensiveis 20 60 20 0
Nio recidivadas 37 86.5 37 45.9
. L. a <163 50 38 49 20.4
MMP14 citoplasmatico ~163 55 582 0.099 54 279 0.189
a <78 55 45.5 54 20.4
MMP14 estromal ~78 47 553 0,712 46 3.9 0,788
b Presenca 84 52.4 84 25 "
PGD2 Auséncia 22 31.8 0,071 21 4.8 0,009

*Significancia estatistica, P < 0.05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste Log-Rank. * Os valores de mediana da avaliagio de MMP14 no citoplasma
tumoral e estroma tumoral sio usados aqui para criagdo de dois grupos de analises. ® Valores de expressdo negativo a fraco de PGD2 e expressdo moderada e forte
foram utilizados para cria¢ao de dois grupos de analises.
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Tabela 11 - Taxa de risco relativo e seus respectivos intervalos de confianga para
morte e recorréncia da doenca.

Taxa de risco

Taxa de risco

. Valor relativo para Valor
relativo para dep recorréncia dep
0
Varidvel morte (95% IC) (95% IC)
Nao 1 1
Invasdo vascular linfatica 0,68 0,57
Sim 0,86 (0,42 - 1,76) 1,17 (0,67 - 2,05)
Nao 1 1
Invasdo vascular sanguinea 0,56 0,61
Sim 0,73 (0,25 - 2,10) 0,83 (0,40 - 1,69)
Nao 1 1
Acometimento bilateral 0,77 0,94
Sim 0,88 (0,39 - 1,99) 0,97 (0,52 - 1,82)
Nao 1 1
Necrose 0,45 0,6
Sim 0,78 (0,41 - 1,48) 1,14 (0,68 - 1,91)
: Nao 1 1
Compriczrr}etlmeqto da 0,96 0,45
Superlicie ovariana Sim 0,97 (0,23 - 4,07) 1,56 (0,48 - 5,03)
Nao 1 1
Metastase linfonodal 0,93 0,31
Sim 0,96 (0,46 -2,01) 1,32 (0,76 - 2,30)
Primaria 1 1
Cirurgia 0,004* 0,08
Intervalo 2,19 (1,27 - 3,76) 1,50 (0,94 - 2,39)
Otima 1 1
Volume de doenga residual <0,001* <0,001*
Subotima 1,76 (1,33 -2,34) 1,54 (1,22 - 1,93)
I-IT 1 1
Estadiamento 0,21 0,04*
III-1v 1,79 (0,71 - 4,49) 2,13 (1,02 - 4,41)
CA125 pre operatorio 1(1-1) 0.905 1(1-1) 0.361
Idade “ 1.02(0.99-1.04) 0.128 1.00(0.98-1.02) 0.872
0 1 1
Status desempenho <0,001* 0,05%
1,2,3 3,38 (1,78 - 6,44) 1,58 (0,99 - 2,53)
Adjuvante 1 1
Quimiterapia 0,007*
Neoadjuvante 1,60 (0,88 -2,92) 0,12 1,99 (1,20 -3,29)
i PR 1 1
Resp_os@ chm(_:a a <0,001% <0,001%
quimioterapia PS 0,39 (0,30 -0,52) 0,13 (0,08 - 0,198
Presenca 1 1
PGD2 0,07 0,01*
Auséncia 0,58 (0,32 - 1,06) 0,52 (0,31 - 0,86)
MMP14 Epitelial 0.71 (0.41-1.22) 0.22 0.72 (0.46 - 1.13)  0.156
MMP14 Estroma Tumoral 0.99 (0.98-1.01) 0.999 0.99(0.98-1.000 0.225

“ Analisado como variavel continua. *Significincia estatistica P < 0.05. PR: platino resistente. PS:
platino sensivel. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de regressdo de cox simples.
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5.2.2 Avaliacdo de PGD2 nas amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau

PTGDS ¢ responsavel por codificar uma prostaglandina D sintetase
independente de glutationa em prostaglandina D2 (PGD2). A PGD2 ¢ sintetizada em
muitos 6rgaos e tem sido implicada como uma molécula envolvida em varios
processos bioldgicos e estudada em diversos modelos tumorais, atuando na inibi¢ao
do crescimento tumoral (KIM et al. 2005; MONIOT et al. 2009; SHYU et al. 2013).
Nas amostras normais, a proteina PGD2 apresentou marcacdo citoplasmatica
moderada a forte no epitélio de superficie ovariana ¢ fraca a moderada na regido

cortical do estroma ovariano, figura 7.

Figura 7 - Expressao proteica por imuno-histoquimica do marcador PGD2. PGD2 se
apresenta no citoplasma das células do epitélio da superficie ovariana, B expressdo fraca da proteina
nos carcinomas serosos de alto grau, C expressio moderada do marcador (d) coloracdo forte. Todas as

imagens com ampliagdo de 20x.
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As amostras tumorais avaliadas apresentaram expressdao negativa a fraca da
proteina em 22/106 (20.8%) dos casos e marca¢do moderada a forte em 84/106
(79,2%) dos casos. A positividade para a proteina PGD2 foi elevada em 31/100
(38,8%) no grupo de pacientes sensiveis a quimioterapia e ausente no grupo de
pacientes resistentes a quimioterapia 11/100 (55,5%) apresentando uma diferenca
estatistica entre eles (p = 0,004). J4 a perda proteica foi relacionada com 6bito (p =
0,05) e pacientes recidivas (p = 0,026). Os demais dados clinicos e
anatomopatoldgicos e sua correlagdo com os niveis de expressdo proteica se

encontraram na Tabela 12.
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Tabela 12 - Distribuicdo de amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau de
acordo com a expressdao negativa a fraca e expressdo moderada a forte da proteina
PGD2 e dados clinicos ¢ anatomopatologicos

n (%
Variaveis Categoria (*) Valor de p
Fraco/Negativo Forte/Moderado
Invasdo vascular Nao 6 (46,2) 18 (31,6) 0.246
linftica Sim 7(53,8) 39 (68,4) ’
Invasdo vascular Nao 13 (100) 46 (30,7) 0.085
sanguinea Sim 0 11 (19,1) ’
. . Nio 0 16 (29,1)
Acometimento bilateral . 0,026*
Sim 12 (100) 39 (70,9)
Presente 7 (46,7) 16 (23,9)
Necrose 0,076
Ausente 8(53,3) 5(76,9)
Comprometimento da Néo 1(8,3) 2(3,6) 0.452
superficie ovariana Sim 11 (91,7) 56 (96,4) ’
. Nio 6 (50) 23 (44,2)
Metastase linfonodal ) 0,968
Sim 6 (50) 29 (55,8)
) ) Primaria 14 (63,6) 65 (77,4)
Cirurgia 0,297
Intervalo 8 (36,4) 19 (55,6)
Volume de doenca Otima 11(61,1) 49 (66,2) 0.895
residual Subotima 7 (38,9) 25 (33,8) ’
. /i 1(4,8) 12 (14,6)
Estadiamneto 0,204
/v 20 (95,2) 70 (85,40
) <738 5(33,3) 39 (55,7)
CA125 pré operatorio 0,197
>738 10 (66,7) 31 (44,3)
<59 12 (54,5) 42 (50)
Idade 0,889
>59 10 (45,5) 42 (50)
5(27,8 35(53
Status desempenho 0 (27.8) (53) 0,102
1,2,3 13 (72,2) 31 (3D
o . Neoadjuvante 14 (70) 61 (82,4)
Quimiterapia ) 0,178
Adjuvante 6 (30) 13 (17,6)
. Nao 5(22,7) 41 (48,8)
Obito . 0,05*
Sim 17 (77,3) 43 (51,2)
o Nio 1 (4,5) 21 (25)
Recidiva . 0,026*
Sim 21(95,5) 63 (75)
Platina Resistente 11 (55) 16 (20)
Platina Parcialmente
Resposta clinica a Sensivel 2(10) 17(21.3) 0.04%
H H H 9
quimioterapia Platina Sensivel 4(20) 16 (20)
Nio recidivada 3 (15) 31 (38,8)

*Significancia estatistica, P < 0.05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de Qui-quadrado.
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As curvas de sobrevida global (Figura 8A) mostraram uma significancia
marginal (P = 0,071) onde, pacientes com perda da expressdo proteica apresentaram
uma mediana de 30 meses na analise de sobrevida global (IC 95% de 1,27 — 58,72).
Considerando a sobrevida livre de doenga o teste de Log-Rank apresentou uma
diferenga estatisticamente significativa entre as curvas (p = 0,009), onde pacientes
com expressao negativa a fraca de PGD2 tiveram menor sobrevida comparado ao
grupo de pacientes que tiveram expressdo moderada a forte da proteina (mediana de
12 meses - IC 95% 7,51 a 16,48 e mediana de 22 meses - IC 95% de 15,98 a 28,01;

respectivamente), figura 8B.

A Sobrevida Global B Sobrevida Livre de Doenca
1.0+ Taxa de risco = 0,58 (0.32 — 1,06) 104 Taxa de risco = 0,52 (0.31 —0.82)
Log Rank p=10.071 Log Rank p=0.009
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Figura 8 - Curva de sobrevida da proteina PGD2 avaliada no citoplasma das células

tumorais pelo teste de Kaplan-Meier. (a) Curva de sobrevida global e (b) curvas de sobrevida

livre de doenga. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank.

O modelo simples de regressdo de risco proporcional de Cox mostrou que a

expressdo negativa a fraca de PGD2 no tumor foi um forte preditor de baixa
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sobrevida livre de doenca (risco relativo= 0,52; 95% de Intervalo de confianga = 0,31
a0,86; p=0,01), Tabela 8.

As analises multivariadas que levaram em conta varidveis progndsticas
associadas com p <0,20 na andlise univariada (Tabela 10) foram inseridas na analise
multivariada para identificar fatores prognosticos independentes. As analises
multivariadas mostraram associacdo significativa entre a expressao negativa a fraca
de PGD2 e alto risco de progressdo da doenga (Risco relativo = 0,37; 95% de

Intervalo de confianga = 0,20 — 0,69; p = 0,002), Tabela 13.

Tabela 13 - Estimativa de pardmetros do modelo de regressao Cox multiplo para
morte e recorréncia na coorte avaliada em TMA.

Morte * Recorréncia ”
Variaveis Taxa de risco Taxa de risco
Valor de p Valor de p
relativo (95% IC) relativo (95% IC)
Cirurgia 0,003 3.608 (1,53 -8.48) 0,002 2,50 (1,39 -4.48)
Volume de doenga residual 0,004 3,12 (1,63 - 5,99) <0.001 2,55(1,5-4,34)
Status desempenho 0.003 3.01(0.17 - 1.146) _
PGD2 — — 0,002 0,37 (0,20 - 0,69)

Variaveis independentes utilizadas: Idade, cirurgia, volume de doenga residual, estadiamento, status
desempenho, tratamento. IC: Intervalo de confianga. Resultado significativo p <0.05. ® Trinta e nove
eventos em 74 amostras avaliadas. ® Sessenta e trés eventos em um total de 73 amostras avaliadas.
Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de regressdo de cox multiplo.

5.2.3 Avaliacido de MMP14 citoplasmatico nas amostras de adenocarcinoma
seroso de alto grau

Outro gene que teve os resultados de expressdao génica obtidos pelo ensaio de
microarray validados pela técnica de qRT-PCR foi o MMPI4. A proteina codificada
por esse gene pertence a familia de proteinases de remodelagdo da matriz

extracelular do tipo membranar (também conhecida como MT1-MMP) e tem como
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substrato colageno I, I, III, fibronectina, laminina, vitronecrina e ativa proMMP-2 ¢
proMMP3 (SMITH et al. 2002).
Sua expressdo proteica se mostrou negativa tanto no epitélio de superficie

ovariana quanto nas demais estruturas ovarianas. Figura 9

Figura 9 - Expressdo proteica por imuno-histoquimica de MMP14 com marcagdo
proteica no citoplasma e estroma tumoral. Em A mostrando a auséncia de marcagdo nas
células do epitélio da superficie ovariana, B marcago fraca nas células de carcinomas seroso de alto

grau, caracterizando a mediana <163; C e D marcagao caracterizando a mediana >163. Todas as
imagens com ampliagdo de 20x.

No tecido tumoral, MMP14 apresentou marcagdo citoplasmatica forte e
homogénea e foi avaliado em 106 amostras, com uma pontuacdo média de 159,94
(desvio padrao +19,85) e mediana de 163,43 (minimo 110 e maximo 200). De acordo
com os parametros morfologicos avaliados a auséncia de necrose obteve uma maior

média e mediana de expressdo da proteina MMP14 (p = 0,004). De acordo com a
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mediana de idade das pacientes, aquelas abaixo de 59 anos tiveram maior expressao
do marcador (p =0,055). Os demais dados clinicos e anatomopatologicos encontram-

se resumidos na Tabela 14.



Tabela 14 - Distribuicdo de amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau de acordo com expressaio de MMP14 avaliados no
citoplasma das células tumorais, dados clinicos e anatomopatoldgicos.

Variaveis Categoria n(%) Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p

Nio 23 (33,3) 161,09(21,89) 165,72 (166,41 - 194,77)

Invasdo vascular linfatica 0,593
Sim 46 (66,7) 165,21 (17,85) 165,98 (113,36 - 200,76)
Nio 58 (84,1) 162,31 (19,48) 166,05 (113,36 - 200,76)

Invasdo vascular sanguinea ) 0,929
Sim 11 (15,9) 171,84 (16,30) 165,59 (153,80 - 199,75)
) ) Nao 16 (24,2) 165,04 (19,14) 167,53 (116,41 - 188,347)

Acometimento bilateral ) 0,611
Sim 50 (75,8) 163,92 (18,81) 164,59 (113,36 - 200,76)
Presente 25 (30,10) 150,24 (22,03) 152,07 (110,51 - 199,75)

Necrose 0,004*
Ausente 58 (69,9) 164,33 (18,72) 165,10 (113,36 - 200,76)
) ) ) Nio 4 (6,1) 157,39 (11,09) 158,60 (143,07 - 169,28)

Comprometimento da superficie ovariana ) 0,34
Sim 62 (93,9) 163,51 (19,25) 166,05 (11,36 - 199,75)
) Nao 28 (45,2) 160,66 (19,51) 162,60 (116,41 - 195,86)

Metastase linfonodal ) 0,947
Sim 34 (54,8) 166,20 (17,92) 168,01 (119,35 - 200,76)
o Primaria 77 (73,3) 160,50 (20,62) 163,42 (110,51 - 200,76)

Cirurgia 0,622
Intervalo 28 (26,7) 158,37 (17,82) 164,36 (112,14 - 184,26)
) Otima 60 (66,7) 160,58 (20,46) 163,93 (112,14 - 200,76)

Volume de doenga residual ) 532

Subotima 30 (33,3) 159,25 (18,10) 163,76 (118,30 - 199,75)
) 141 13 (12,9) 163,56 (18,59) 161,77 (131,66 - 195,86)

Estadiamneto 0,708
v 88 (87,1) 159,95 (20,05) 164,36 (110,51 - 200,76)
. <738 41(49,4) 160,04 (19,39) 163,04 (116,41 - 188,37)

CA125 pré-operatorio 0,987
>738 42 (50,6) 161,72 (17,22) 164,56 (112,14 - 199,75)
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Cont/ Tabela 14

Variaveis Categoria n(%) Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p

<59 52 (49,5) 164,50 (16,76) 164,99 (119,75- 199,75

Idade 0,055
>59 50 (50,5) 155,46 (21,72) 160,48 (110,51 - 200,76)
0 36 (43,4) 166,34 (18,34) 170,41 (118,30 - 200,76)

Status desempenho 0,03

1,2,3 47 (56,6) 156,84 (19,28) 160,48 (112,14 - 184,26)
o ) Neoadjvante 72 (78,3) 161,41 (19,03) 164,04 (110,51 - 200,76)

Quimiterapia . 0,272
Adjuvante 20 (21,7) 154,98 (20,84) 164,36 (112,14 - 184,26)
. Nio 46 (43,8) 164,36 (20,29) 166,60 (112,14 - 200,76)

Obito ) 0,032*
Sim 59 (56,2) 156,48 (18,95) 155,44 (110,51 - 188,37)
o Nio 22 (21,2) 164,51 (20,38) 164,50 (123,10 - 200,76)

Recidiva 0,373
Sim 82 (78,8) 158,75 (19,78) 163,51 (100,51 - 199,75)
Platina Resistente 26 (26,5) 156,95 (19,53) 160,08 (110,51 - 184,26)
Platina Parcialmente Sensivel 20 (20,4) 161,93 (18,83) 165,64 (122,54 -188,37)

Resposta clinica a quimioterapia . 0,71

Platina Sensivel 18 (18,4) 158,88 (21,85) 163,09 (116,41 - 184,64)
Naio recidivada 34 (34,7) 163,81 (20,43) 165,55 (112,14 - 200,76)

*Significancia estatistica, P < 0.05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de Mann-Whitney
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A fim de calcular a sobrevida global e livre de doenca, o grupo de amostras
avaliadas foi subdividido e categorizado em amostras com marca¢ao <163 e amostras
com >163, utilizando a mediana como ponto de corte para a dicotomizagdao dos
valores. Na analise de sobrevida global, pacientes com expressdo <163 de MMP14
apresentaram mediana de 45 meses (95% de Intervalo de confianca = de 31,45 a
58,54) com o teste de Log-Rank apresentando um valor estatistico de p = 0,099. A
sobrevida livre de doenga apresentou uma mediana de 22 meses para pacientes do
grupo com a mediana acima de 163 (95% de Intervalo de confianga = 12,57 a 31,42)
enquanto pacientes com valores da proteina abaixo de 163 apresentaram 14 meses
livre da doenca (95% de Intervalo de confianga = 7,83 a 20,17) p = 0,189 (Figura
10).

As anélises multivariadas para o marcador MMP14 analisado no citoplasma
da célula ndo apresentou associagdo significativa entre os valores proteicos e as

variaveis prognosticas pré-estabelecidas.
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Figura 10 - Curva de sobrevida da proteina MMP14 avaliada no citoplasma das

células tumorais pelo teste de Kaplan-Meier. Em A mostrando a curva de sobrevida global e

B curvas de sobrevida livre de doenga. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank.

5.2.4 Avaliacio de MMP14 no estroma tumoral das amostras de

adenocarcinoma seroso de alto grau

Também foi avaliada a marcacdo no estroma tumoral da proteina MMP14
apresentando 102 casos avaliados com média de 78,37 (desvio padrao + 19,04) e
mediana de 76 (minimo 31 e maximo 125). Com relagdo aos dados
anatomopatoldgicos, a auséncia de necrose também mostrou uma maior expressao no
estroma tumoral de MMP14 (p = 0,014) juntamente com estadiamento da doenca,
onde estadiamento precoce (I-1I) mostrou uma maior média e mediana dos valores de
MMP14 avaliados no estroma tecidual (p = 0,023). Os demais valores clinicos e

anatomopatoldgicos se encontram resumido na Tabela 15.



Tabela 15 - Distribuicao de amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau de acordo com expressao de MMP14 avaliados no estroma

das células tumorais, dados clinicos e anatomopatologicos.

Variaveis Categoria n(%) Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
Lo Nao 17 (34,7) 83,11 (14,96) 80 (62 - 114)
Invasdo vascular linfatica ) 0,729
Sim 32 (65,3) 82,59 (18,16) 77,5 (52 - 125)
Nao 40 (81,6) 82,57 (17,28) 79,50 (52 - 125)
Invasdo vascular sanguinea . 0,213
Sim 9(8,4) 83,66 (16,39) 76 (66 - 112)
. . Nio 12 (25) 88,41 (20,28) 83 (62 - 125)
Acometimento bilateral . 0,353
Sim 36 (75) 81,75 (15,04) 77,50 (53 - 114)
Presente 9(173) 66,66 (12,96) 71 (42 - 81)
Necrose 0,014*
Ausente 43 (82,7) 84,9 (17,49) 81 (53 -125)
. . . Nao 3(6,5) 78 (16,64) 71 (66 - 97)
Comprometimento da superficie ovariana . 0,469
Sim 43 (93,5) 83,83 (17,01) 80 (52 - 125)
. Nao 27 (52,9) 21,29 (19,81) 76 (31 - 125)
Metastase linfonodal ) 0,229
Sim 24 (47,1) 81,7 (16,31) 80,5 (53 - 125)
L Primaria 57 (89,1) 81,43 (19,87) 76 (31 - 125)
Cirurgia 0,289
Intervalo 7(10,9) 73 (1,44) 72 (53 - 86)
. Otima 45 (86,5) 82,88 (17,96) 79 (52 - 125)
Volume de doenga residual ) 0,115
Subotima 7 (13,5) 67,57 (22,50) 67 (31-94)
. /11 12 (19,4) 93 (18,78) 91,5 (70 - 125)
Estadiamneto 0,023*
v 50 (80,6) 78,10 (18,35) 75,5 (31-119)
<738 39 (48,1) 77,92 (19,66) 76 (31 - 125)
CA125 0,784
>738 42 (5,9) 80,47 (19,39) 77,5 (43 - 114)
<59 35(54,7) 82,65 (19,96) 76 (31 - 125)
Idade 0,246
>59 29 (45,3) 77,93 (18,37) 75 (42 - 114)

67



Cont/ Tabela 15

Variaveis Categoria n (%) Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
35 (43,8 82 (18,95 81 (31-125
Status desempenho 0 (43.8) ( ) ( ) 0,155
123 45 (56,3) 76,35 (18,46) 74 (37 - 114)
o i Neoadjvante 53 (98,1) 79,69 (18,84) 76 (31 - 125)
Quimiterapia . 0,333
Adjuvante 1(1,9) 64 (64 - 64)
. Nio 33 (51,6) 82,45 (19,01) 80 (31- 119)
Obito ) 0,298
Sim 31 (48,4) 78,45 (19,60) 74 (42 - 125)
o Nio 15 (23,8) 92,33 (20,68) 98 (57 - 119)
Recidiva ) 0,013%
Sim 48 (762) 76,83 (17,63) 75,5 31 - 125)
Platina Resistente 12 (20) 71,75 (18,01) 70 (42 - 108)
N - Platina Parcialmente 12 (20) 85,33 (18,42) 81 (61 - 125)
Resposta clinica a quimioterapia Sensivel 0,208
Platina Sensivel 14 (23,3) 80,71 (13,56) 77,5 (62 - 110)
Nio recidivada 22 (36,47) 83,59 (21,33) 79,5 (31-119)

*Significancia estatistica, P < 0,05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de Mann-Whitney
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Para a avaliacao da sobrevida global das amostras com marcagao estromal de
MMP14 foi feita uma divisdo das amostras em dois grupos seguindo o valor da
mediana. As amostras que apresentaram marcacao >76 apresentou uma média de 43
meses (IC 95% de 37.69 - 49.96) ¢ 44 meses (IC 95% de 39.39 - 49.25) para
amostras com marcagdo <76 (p = 0,712). Na avaliacdo das curvas de sobrevida livre
de doenca pacientes com alta expressdo estromal da proteina apresentaram uma
média 25 meses livre da doenca (IC 95% de 19.51 - 30.95) enquanto as pacientes
com expressdo moderada a fraca apresentaram 26 meses (IC 95% de 21.22 - 31.69)
(p=0,788), Figura 11.

As analises multivariadas para o marcador MMP14 analisado no estroma
tumoral ndo apresentou associagdo significativa entre os valores proteicos e as

variaveis prognosticas pré-estabelecidas.
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Figura 11 - Curva de sobrevida de MMP14 avaliada no estroma das células tumorais

pelo teste de Kaplan-Meier. Mostrando em A curva de sobrevida global e B curvas de sobrevida

livre. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank.
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Para resumir os resultados da IHQ, o estudo foi conduzido em duas
subpopulagdes, onde 11 amostras foram selecionadas de material a fresco para
compor a casuistica de estudo para a expressdo génica em larga escala e avaliagdo
proteica foi conduzida em uma casuistica maior, contendo 114 casos, todos
classificados histologicamente em adenocarcinomas serosos de alto grau. Foi feita
uma representacdo grafica dos achados das 11 amostras (Figura 12 A e C) e das 114
amostras (Figura 12 B e D).

Na avaliagdo do gene PTGDS (Figura 6), observou-se maior expressao nas
pacientes ndo respondedoras em comparacdo as respondedoras, aqui chamadas de
recidivadas e ndo recidivadas, respectivamente. J4 na avaliagdo proteica, PGD2
mostrou perfil de expressdo invertido quando avaliado nas onze amostras iniciais,
comparando com a avaliagdo do segundo subgrupo de andlises, com 114 amostras,
Figura 12 A ¢ B. Ja para MMP14 o perfil de expressdo génica também mostrou
aumento nas pacientes ndo respondedoras comparadas as pacientes respondedoras
(figura 6). Na avaliag@o da proteina, o perfil das 11 amostras submetidas ao ensaio de
expressdo génica apresentou uma leve inversdo e nas 114 o perfil se manteve igual

nos dois grupos (Figura 12 C e D)
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Figura 12 - Representacdo grafica das amostras utilizadas no ensaio de [HQ e sua

distribuicao de acordo com os grupos de analise. (A) Avaliagdo proteica de PGD2 das 11

amostras utilizadas no ensaio de expressao génica em larga escala. (B) Avaliagdo proteica de PGD2

das demais amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau. (C) Avaliago proteica de MMP14 das

11 amostras utilizadas no ensaio de expressdo génica em larga escala. (D) Avaliagdo proteica de

MMP14 das demais amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau. Teste utilizado: Test T com

significancia estatistica, P < 0,05.
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6 AVALIACAO PROTEICA NAS DEMAIS HISTOLOGIAS

Nosso trabalho visou analisar alteracdes moleculares e proteicas do
carcinoma de ovario do subtipo seroso alto grau, porém durante a revisao dos laudos
anatomopatolédgicos houve reclassificacdes histolégicas e um novo subgrupo (n=61)
foi avaliado a fim de descrever a expressdo das proteinas alvo em diferentes
histologias.

Esse subgrupo ¢ composto por dois (3,3%) tumores serosos borderlines, 10
(16,4%) de carcinomas serosos de baixo grau, 19 (31,1%) de carcinomas de célula
claras, 13 (21,3%) de carcinomas endometrioides, 11 (18%) de carcinomas
mucinosos, dois (3,3%) de carcinomas mistos e 4 (6,6%) de carcinossarcomas. A
mediana de idade das pacientes analisadas nesse grupo foi de 54 anos (com minimo
de 17 a e maximo de 83 anos). De acordo com os parametros anatomopatoldgicos,
68,1% e 57,1 das pacientes ndo tiveram acometimento da superficie ovariana e
bilateral da doenca, respectivamente. Invasdo linfatica e sanguina foram visto em
23,9% e 6,5% das pacientes, respectivamente. Os demais dados sem encontram

resumidos na Tabela 16.



Tabela 16 - Frequéncia dos dados clinico-patolégicos das 61 amostras das demais

histologias analisadas.

Variaveis clinico-patolégicas Categoria N/Total (%)
pes Na 35/46 (76,1
Invasdo vascular linfatica Si?r(i 11/46 22 3 9;
Invasdo vascular sanguinea Nao 43/46 93,5)
& Sim 3/46 (6,5)
. . Nio 32/47 (68,1)
A t to bilateral
cometimento bilatera Sim 15/47 (31.9)
Necrose Presente 42/54 (77,8)
Ausente 12/54 (22,2)
Comprometimento da superficie ovariana Nao 20835 (57.1)
P P Sim 15/35 (42,9)
. Nio 30/42 (71,4)
Meté linf 1
etastase linfonoda Sim 12/42 (28.6)
Ciruria Primaria 50/59 (84,7)
u
£ Intervalo 9/59 (15,3)
) <1 41/54 (75.,9)
\ 1
Volume de doenga residua 1 13/54 (24.1)
. v 26/61 (42,6)
Estad t
stadiamento v 35/61 (57.4)
0 29/50 (58)
Status d h
atus desempentio 12,3 21/50 (42)
. <112 25/49 (51)
CA125 pré- to
pre-operatorio >112 24/49 (49)
Quimioterapi Adjuvante 40/51 (78.,4)
uimioterapia
P Neoadjuvante 11/51 (21,6)
. Nio 38/61 (62,3)
Obit
1o Sim 23/61 (37.3)
o Nao 27/60 (45)
Recid
ecidva Sim 33/60 (55)
Platina Resistente 11/49 (28,6)
R a clini ot . Platina Parcialmente Sensivel 5/49 (10,2)
a clinica a quimioterapia
esposta climea a quinmotetap Platina Sensivel 1/49 (2)
Naio recidivada 29/49 (59,2)

Pelo modelo de regressdo de Cox calculamos as taxas de risco relativo das
amostras e variaveis clinico patolégicas com relacdo ao tempo de sobrevida global e
livre de doenga. Os valores de taxa de risco relativo das varidveis clinico patolégicos

e intervalos de confianga estdo resumidos na Tabela 17.
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Tabela 17 - Taxa de risco relativo e seus respectivos intervalos de confianga para
sobrevida global e sobrevida livre de doenga das 61 amostras das demais histologias

. Taxa de risco
Taxa de risco

. Valor relativo de Valor
relativo de morte A .
(95% IC) dep recorréncia de p
Variaveis (95% IC)
Nao 1 1
Invasdo vascular linfatica 0,205 0,86
Sim 1,952 (0,69 - 5,48) 2,16 (0,89 - 5,23)
Nao 1 1
Invasdo vascular sanguinea ) 0,94 0,429
Sim 0,92 (0,12 -7,01) 1,66 (0,47 - 5,87)
Niao 1 1
Acometimento bilateral ) 0,002 0,001
Sim 5,540 (1,88 - 16,26) 4,51 (1,86 - 10,90)
Nao 1 1
Necrose ) 0,387 0,547
Sim 0,576 (0,16 - 2,01) 1,29 (0,56 - 2,96)
; ; Nao 1 1
Comprometlmeqto da superficie 0,779 0.643
ovanana Sim 1,17 (0,37 - 3,67) 1,28 (0,44 - 3,69)
Nao 1 1
Metastase linfonodal 0,2 0,012
Sim 2,12 (0,671 - 6,74) 3,2 (1,29 - 8,26)
Primaria 1 1
Cirurgia 0,01 <0,001
Intervalo 3,25(1,34-9,16) 4,84 (2,20 - 10,66)
Otima 1 1
Volume de doenga residual ) 0,006 0,001
Subotima 1,92 (1,20 - 3,13) 1,90 (1,29 - 2,81)
I-1T 1 1
Estadiamento 0,04 0,007
I-1v 2,81 (1,02 - 7,68) 3,03 (1,36 - 6,77)
CA125 pré-operatorio “ 1(1-1) 0,931 1(1-1) 0,222
Idade “ 1,01 (0,98 - 1,04) 0,48 1,01 (0,98-1,03) 0,374
0 1 1
Status desempenho 0,004 0,007
1,2,3 5,38 (1,71 - 16,97) 3,16 (1,36 - 7,34)
o ) Adjuvante 1 1
Quimioterapia 0,093 <0,001
Neoadjuvante 2,30 (0,87 - 6,11) 3,9 (1,83 - 8,29)
PR 1
Resposta clinica a quimioterapia <0,001 <0,001
PS 0,01 (0,001 - 0,85) 0,01 (0,001 - 0,90)
Presenca 1 1
PGD2 ) 0,673 0,457
Auséncia 0,72 (0,16 - 3,17) 0,63 (0,18 -2,13)
MMP14 epitelial 1,00 (0,97 - 1,02) 0,964 1,00(0,98-1,02) 0,642
MMP14 Estroma Tumoral ¢ 1,00 (0,97 - 1,03) 0,755 1,83(0,87-1,83) 0,106

“ Analisado como variavel continua *Significincia estatistica, P < 0.05. PR: platino resistente. PS:
platino sensivel
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6.1 AVALIACAO DE PGD2 NAS AMOSTRAS NAO-SEROSO ALTO

GRAU

PGD2 foi avaliado no citoplasma das células tumorais nos demais subtipos
histoldégicos (Figura 10) pelo método semiquantitativo do HScore. Foi resumido na
Tabela 18 a dicotomizagao dos resultados em expressdao negativa a fraca e expressao

moderada a forte da proteina PGD2 de acordo com as histologias.

Tabela 18 - PGD2 avaliado nas diferentes histologias

Histologia N % Fraco/Negativo Moderado/Forte

Seroso alto grau 106 (67,5) 22 (20,8) 84 (79,2)
Seroso baixo grau 7(4,5) 0 7 (100)
Seroso borderline 2(1,3) 0 2 (100)

Células Claras 17 (10,8) 1(5,9) 16 (94,1)

Endometrioide 12 (7,6) 2 (16,7) 10 (83,3)
Mucinoso 8 (5,1) 0 8 (100)
Misto 2(1,3) 1 (50) 1 (50)

Carcinossarcoma 3(1,9) 0 3 (100)
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Figura 13 - PGD2 avaliado nos casos classificados como nao seroso alto grau. (a)
representando um caso de carcinoma seroso de baixo grau marcado por PGD2 (b) seroso borderline
(c) representando o subtipo célula claras (d) endometrioide (e) mucinoso (f) misto e (g)
carcinossarcoma. Todas as imagens com ampliagdo de 20x.



77

O teste T de Student mostra a diferencga entre os dois subgrupos histoldgicos
(p = 0,002), Figura 14A e a comparagdo multipla entre os subgrupos mostra uma
maior forga estatistica entre comparagdes entre as amostras de serosos de alto grau e

amostras de carcinoma de células claras (p = 0,0046), Figura 14B.
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Figura 14 - Comparacao das amostras de carcinomas seroso de alto grau e ndo

seroso alto grau na avaliacdo de PGD2. (a) Teste T comparando as médias do HScore de

PGD2 nos dois grupos (seroso alto grau e demais histologias) (p = 0,002), (b) Comparagdes da
marcagdo de PGD2 em cada histologia avaliada (p = 0,0046). *outras histologias avaliadas: Células
Claras, Endometrioide, Mucinoso, Seroso Baixo Grau, Seroso Borderline, Misto e Carcinossarcoma.

Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de analise de varidncia ANOVA.

A Tabela 19 mostra as 61 amostras associadas aos dados anatomopatologicos
o padrao de resposta clinica. Com essa casuistica ndo foi possivel demonstrar

nenhuma diferenga estatistica entre os dados.
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Tabela 19 - Avaliagdo de PGD2 nos 61 casos envolvendo os demais subtipos
histologicos de acordo com dados clinicos e anatomopatologicos

Variaveis

Categoria
g Fraco/Negativo Forte/Moderado Val(I))r de
Nio 4 (100) 25 (73,5)
Invasdo vascular linfatica ) 0,554
Sim 0(0) 9 (25,6)
Invasdo vascular Nao 4 (100) 31 (91.2) |
sanguinea Sim 0 (0) 3(8,8)
) ) Nio 3(75) 24 (70,6)
Acometimento bilateral . 1
Sim 1 (25) 10 (29,4)
Presente 2 (50) 33 (80,5)
Necrose 0,209
Ausente 2 (50) 8 (19,5)
Comprometimento da Nao 2(66,7) 16 (59.3) |
superficie ovariana Sim 1(33,3) 11 (40,47)
. Nao 3(75) 22 (71)
Metastase linfonodal ) 1
Sim 1(25) 9(29)
o Primaria 4 (100) 37 (82,2)
Cirurgia 1
Intervalo 0(0) 8(17,8)
Volume de doenca Otima 3(100) 34 (81) |
residual Subotima 0 (0) 8 (19)
) /11 3(75) 19 (40,4)
Estadiamneto 0,303
v 1 (25) 28 (59,6)
) <112 3 (13,6) 19 (86,4)
CA125 pré operatorio 0,607
>112 1(4,8) 20 (95,2)
<56 1(25) 27 (57,4)
Idade 0,316
>56 3(75) 20 (42,6)
2 (50 24 (61,5
Status desempenho 0 (50) (61,5) 1
1,2,3 2 (50) 15 (38,5)
o ] Adjuvante 3 (75) 32 (78)
Quimiterapia ) 1
Neoadjuvante 2 (25) 9(22)
. Nio 2 (50) 30 (63,8)
Obito ) 0,623
Sim 2 (50) 17 (36,2)
o Nio 1(25) 21 (45,7)
Recidiva ) 0,621
Sim 3 (75) 25 (54,3)
Platina Resistente 2 (50) 11(28,2)
Platina Parcialmente
Sl o U aw
q P Platina Sensivel 0 (0) 1(2,6)
Nao recidivada 2 (50) 22 (56,4)

*Significancia estatistica, P < 0.05. Foram obtidos os valores de p utilizando o teste de Qui-Quadrado
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As curvas de sobrevida global e livre de doenga nao mostraram significancia
quanto a perda da expressao de PGD2, apresentando um valor de Log-rank de p =

0,708 e p = 0,680, respetivamente. Figura 15.
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Figura 15 - Curva de sobrevida de PGD2 avaliado nas 61 amostras ndo seroso alto

grau pelo teste de Kaplan-Meier. Mostrando em A curva de sobrevida global e B curvas de

sobrevida livre de doencga. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank

6.2 AVALIACAO DE MMPI4 CITOPLASMATICO NAS

AMOSTRAS NAO-SEROSO ALTO GRAU

MMP14 foi avaliado no citoplasma e estroma das células tumorais nos
demais subtipos histologicos (Figura 16) por analise automatizada. Os valores da
quantificagdo de MMP14 avaliado no citoplasma de acordo com as diferentes

histologias encontram-se apresentados na forma de média e mediana na Tabela 20.



Tabela 20 - MMP14 citoplasmatico avaliado nas diferentes histologias

Histologia N % Média (DP) Mediana (min-max)
Seroso alto grau 105 (66) 159,94 (19,85) 163,43 (110,51 - 200,76)
Seroso baixo grau 7(4,4) 132,80 (15,03) 130,99 (111,12 - 155,01)
Seroso borderline 2(1,3) 127,67 (5,4) 127,67 (123,81 - 131,53)
Células Claras 19 (11,9) 143,38 (17,27) 141,32 (116,75 - 171,58)
Endometrioide 12 (7,5) 152,39 (20,35) 153,82 (115,07 - 175,57)
Mucinoso 10 (6,3) 136,60 (19,01) 137,67 (110,30 - 161,54)
Misto 2(1,3) 139,32 (19,71) 139,32 (125,38 - 153,27)
Carcinossarcoma 2 (1,3) 138,40 (23,10) 138,40 (122,07 - 154,74)
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Figura 16 - MMPI14 avaliado no citoplasma e estroma tumoral dos casos
classificados como ndo seroso alto grau. (a) representando um caso de carcinoma seroso de
baixo grau marcado por MMP14 (b) uma amostra de MMP14 no subtipo seroso borderline (c)

representando o subtipo célula claras (d) endometrioide () mucinoso (f) misto e (g) carcinossarcoma.
Todas as imagens com ampliagdo de 20x.
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Na avaliagdo de MMP14 com marcacao citoplasmatica, o teste 7' de Student
mostra a diferenca entre os dois subgrupos histologicos (p <0,001), Figura 17A. A
comparagdo multipla entre os subgrupos mostra uma maior forg¢a estatistica na
comparagdo entre as amostras de serosos de alto grau e amostras de seroso baixo

grau, juntamente com seroso alto grau e mucinosos (p<0,001), Figura 17B.
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Figura 17 - Comparacdo das amostras de carcinomas seroso de alto grau e ndo

seroso alto grau na avaliagdo de MMP14 citoplasmatico. (a) teste T comparando as médias

da pontuacgdo pelo software Visiopharm de MMP14 avaliado no citoplasma das células tumorais nos
dois grupos (seroso alto grau e demais histologias) (p <0,001), (b) Comparagdes da marcacio de
MMP14 citoplasmatico em cada histologia avaliada (p <0,001). *outras histologias avaliadas: Células

Claras, Endometrioide, Mucinoso, Seroso Baixo Grau, Seroso Borderline, Misto e Carcinossarcoma.

O teste estatistico de Mann-Whitney foi aplicado nas 61 amostras juntamente
com os dados clinicos e anatomopatologicos. Nao foi possivel demonstrar nenhuma
diferenca estatistica entre a marcacdo de MMP14 citoplasmatica e os dados clinicos e

anatomopatoldgicos (Tabela 21).



Tabela 21 - Avaliacdo de MMP14 citoplasmatico nos 61 casos envolvendo os demais subtipos histologicos de acordo dados clinicos e

anatomopatoldgicos
Variaveis Categoria N % Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
o Nao 32(78) 141,05 (19,48) 139,85 (110,30 - 175,57)
Invasdo vascular linfatica 0,699
Sim 9(22) 144,26 (18,21) 141 (120,72 - 171,58)
Nao 38 (92,7) 141,28 (19,13) 139,85 (110,30 - 175,57)
Invasdo vascular sanguinea ) 0,618
Sim 3(7.3) 147,76 (20,33) 141,91 (130,99 - 170,38)
) ) Nao 29 (70,7) 141,28 (18,32) 138,75 (111,12 - 175,43)
Acometimento bilateral ) 0,854
Sim 12 (29,3) 142,91 (21,47) 143,20 (110,30 - 175,57)
Nao 39 (79,6) 140,77 (19,29) 140,62 (110,30 - 175,57)
Necrose ) 0,855
Sim 10 (20,4) 142,63 (17,49) 139,78 (115,44 - 170,38)
) ) . Nao 19 (57,6) 146,65 (19,60) 146,61 (115,07 - 175,57)
Comprometimento da superficie ovariana . 0,163
Sim 14 (42,4) 136,88 (15,31) 138,41 (115,44 - 170,38)
. Nio 27 (73) 114,11 (21,22) 140,96 (110,30 - 175,57)
Metastase linfonodal ) 0,555
Sim 10 (27) 138,60 (18,33) 141,61 (111,12 - 170,38)
o Primaria 44 (84,6) 142,51 (19,03) 140,79 (110,30 - 175,57)
Cirurgia 0,775
Intervalo 8 (15,4) 139,83 (17,96) 139,84 (111,12 - 160,76)
) <lem 39 (81,3) 143,75 (19,27) 143,29 (110,30 - 175,43)
Volume de doenga residual 0,55
>lem 9 (18,8) 139,85 (18,01) 137,48 (120,17- 175,57)
) I-1I 25 (46,3) 144,85 (18,62) 143,29 (110,30 - 175,43)
Estadiamento 0,278
-1v 29 (53,7) 139,26 (18,33) 138,37 (111,12 - 175,57)
<112 22 (51,2) 148,42 (18,69) 150,82 (110,30 - 175,50)
CA125 0.109
>112 21 (48,8) 139,79 (17,55) 138,75 (111,12 - 171,58)
<56 29 (53,7) 142,95 (19,88) 141,91 (110,30 -175,57)
Idade 0,585
>56 25 (46,3) 140,55 (17,09) 140,62 (111,12 - 175,42)

*Significancia estatistica, P < 0.05
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Cont/ Tabela 21

Variaveis Categoria N % Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
0 26 (60,5) 146,89 (19,95) 146,75 (110,30 - 175,57)
ECOG 0,214
1,2,3 17 (39,5) 139,81 (18,18) 138,37 (111,12 - 170,38)
o ) Adjuvante 34 (77,3) 143,79 (19,25) 143,89 (110,30 - 175,57)
Quimioterapia . 0,572
Neoadjuvante 10 (22,7) 140,02 (15,84) 140,79 (111,12 - 160,76)
L Nio 35 (64.,8) 142,59 (19,36) 140,96 (110,30 - 175,43)
Obito 0,644
Sim 19 (35,2) 140,46 (17,24) 138,37 (120,17 - 175,57)
o Nao 24 (45,3) 142,06 (19,71) 141,72 (110,30 - 175,43)
Recidiva ) 0,971
Sim 29 (54,7) 142,22 (17,87) 140,96 (111,12 - 175,57)
Resistente 11 (26,2) 140,95 (17,50) 141,91 (120,51 - 171,58)
Parcialmente sensiveis 5(11,9) 154,90 (20,46) 159,01 (127,03 - 175,57)
Resposta ) 0,494
Sensiveis 1(2,4) 136,74 136,74
Nao recidivadas 25 (59,5) 142,69 (18,90) 144,94 (110,30 - 175,43)

*Significancia estatistica, P < 0.05
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6.3 AVALIACAO DE MMP14 NO ESTROMA TUMORAL NAS

AMOSTRAS NAO-SEROSO ALTO GRAU

Os valores da quantificagdo de MMP14 avaliado no estroma das células

tumorais de acordo com as diferentes histologias se encontram resumidos na Tabela

22.

Tabela 22 - MMP14 avaliado no estroma tumoral nas diferentes histologias

Histologia N % Média (DP) Mediana (min-max)

Seroso alto grau 102 (65,4) 78,37 (19,04) 76 (31 - 125)
Seroso baixo grau 7 (4,5) 47,28 (21,08) 39 (23 - 80)
Seroso borderline 2(1,3) 52 (4,2) 52 (49 - 55)
Células Claras 19 (12,2) 60,89 (14,85) 55 (38-95)
Endometrioide 12.(7,7) 64 (18,63) 62 (38 - 109)

Mucinoso 10 (6,4) 58,40 (14) 59,50 (41 - 81)
Misto 2(1,3) 58,50 (10,60) 58,5 (51 - 66)
Carcinossarcoma 2(1,3) 74,5 (9,19) 74,5 (68 - 81)

MMP14 avaliado no estroma tecidual também apresentou diferenca entre os

dois subgrupos histologicos (p <0,001), Figura 18A. A comparagdao multipla entre os

subgrupos seguiu os mesmos resultados da proteina avaliada no citoplasma celular,

apresentando uma maior forca estatistica entre amostras de carcinoma seroso de alto

grau avaliado no estroma tumoral e amostras de seroso baixo grau, juntamente com

seroso alto grau e mucinosos (p<0,001), Figura 18B.
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Figura 18 - Comparacdo das amostras de carcinomas seroso de alto grau e ndo

seroso alto grau na avaliagdo de MMP14 estromal. (a) teste T comparando as médias do

HScore de MMP14 avaliado no estroma das células tumorais nos dois grupos (seroso alto grau e
demais histologias) (p <0,001), (b) Comparac¢des da marcagdo de MMP14 estromal em cada histologia
avaliada (p <0,001). *outras histologias avaliadas: Células Claras, Endometrioide, Mucinoso, Seroso

Baixo Grau, Seroso Borderline, Misto e Carcinossarcoma.

A avaliacdo de MMP14 no estroma tumoral nos 61 casos utilizando o teste de
Mann-Whitney, comparando valores da expressdo proteica e dados clinicos
patologicos também ndo mostrou nenhuma diferencga estatistica entre a marcagao

estromal e os dados clinicos e anatomopatolégicos (Tabela 23).



Tabela 23 - MMP14 avaliado no estroma tumoral dos 61 casos envolvendo os demais subtipos histologicos de acordo dados clinicos e

anatomopatoldgicos
Variaveis Categoria N % Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
o Nao 32 (78) 59,90 (17,34) 55,5 (23 -109)
Invasao vascular linfatica ) 0,841
Sim 9(22) 58,88 (19,99) 67 (26 - 80)
Nao 38 (92,7) 59,73 (17,12) 56 (23 - 1069)
Invasdo vascular sanguinea ) 0,795
Sim 3(7.3) 59 (28,93) 71 (26 - 80)
) ) Nao 29 (70,7) 62,13 (18,62) 58 (23 -109)
Acometimento bilateral ) 0,127
Sim 12 (29,3) 53,75 (14,20) 50,5 (36 - 80)
Nio 39 (79,6) 58,56 (17,82) 58 (23 - 109)
Necrose ) 0,566
Sim 10 (20,4) 62,40 (12,65) 58,5 (47 - 80)
) ) ) Nio 19 (57,6) 63,84 (18,38) 56 (38 - 109)
Comprometimento da superficie ovariana . 0,339
Sim 14 (42,4) 57,57 (14,24) 57 (36 - 80)
) Nio 27 (73) 58,55 (17,60) 56 (26 - 109)
Metastase linfonodal ) 0,649
Sim 10 (27) 61,30 (20,54) 61 (23-95)
o Primaria 44 (84,6) 59,81 (15,09) 58 (36 - 109)
Cirurgia 1
Intervalo 8 (15,4) 58,5 (25,86) 61 (23 -95)
. <lcm 39 (81,3) 61,33 (17,83) 61 (23 -109)
Volume de doenga residual 0,361
>lcm 9 (18,8) 55,22 (14,05) 58 (36 - 76)
I-II 25 (46,3) 61,84 (15,71) 58 (38 -109)
Estadiamento 0,445
nI-1rv 29 (53,7) 57,37 (17,25) 56 (23 - 95)
<112 22 (51,2) 63,83 (18,84) 58 (26 - 109)
CA125 0,808
>112 51 (48,8) 61 (13,61) 64 (23 - 80)
<56 29 (53,7) 60,48 (18,08) 58 (26 - 109)
Idade 0,646
>56 25 (46,3) 58,24 (14,86) 56 (23 -95)
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Cont/ Tabela 23

Variaveis Categoria N % Média (DP) Mediana (min-max) Valor de p
0 26 (60,5) 62,15 (16,79) 61,5 (26 - 109)
ECOG 0,737
1 17 (39,5) 60,88 (18,11) 56 (23 - 95)
o ) Neoadjuvante 34 (77,3) 58,47 (12,94) 56,5 (36 - 81)
Quimiterapia . 0,858
Adjuvante 10 (22,7) 58,4 (22,83) 58 (23 - 95)
) Nio 35 (64.,8) 59,97 (17) 58 (23 - 109)
Obito ) 0,605
Sim 19 (35,2) 58,47 (16,01) 55 (36 - 95)
o Nio 24 (45,3) 61,62 (15,55) 59,5 (38 - 109)
Recidiva ) 0,503
Sim 29 (54,7) 57,75 (17,68) 56 (23 - 95)
Resistente 11(26,2) 57,45 (14,21) 54 (36 - 80)
Parcialmente sensiveis 5(11,9) 61,4 (15,48) 60 (38 -76)
Resposta ) 0,905
Sensiveis 1(2,4) 61 61
Naio recidivadas 25 (59,5) 56,88 (15,51) 5523 -81)

*Significancia estatistica, P < 0.05
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Com relagdo as curvas de sobrevida das 61 pacientes avaliadas com relagdo a
expressiao de MMP14 citoplasmatico e estromal, ndao foi visto nenhuma diferenca
estatistica de acordo com o teste de Log-rank, Figuras 19 e 20. Ao compararmos com
as curvas de sobrevida das amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau podemos

notar uma inversao dos padroes das curvas, Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Curva de sobrevida de MMP14 avaliada no citoplasma nas 61 amostras

ndo seroso alto grau pelo teste de Kaplan-Meier. Mostrando em A curva de sobrevida

global e B curvas de sobrevida livre de doenga. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank
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Figura 20 - Curva de sobrevida de MMP14 avaliada no estroma nas 61 amostras ndo

seroso alto grau pelo teste de Kaplan-Meier. Mostrando em (a) curva de sobrevida global e

(b) curvas de sobrevida livre de doenga. Todos os valores p calculados pelo teste Log-rank
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7 DISCUSSAO

O cancer de ovario ¢ a malignidade ginecoldgica mais letal em todo o mundo,
com uma baixa sobrevida das pacientes acometidas. Atualmente, histologia,
estadiamento e doenga residual apos a cirurgia primaria sdo os fatores importantes
utilizados para avaliar a probabilidade de sobrevida, mas a necessidade de novos
marcadores progndsticos permanece. E vista a necessidade de mais subclassificagdes
da doenca visto que, uma parcela das pacientes classificadas quanto aos mesmos
fatores prognosticos ja bem estabelecidos na doenca responderdo a quimioterapia,
enquanto um grupo de mulheres ird recidivar, podendo criar resisténcia a doenca
(COOKE e BRENTON 2011).

Para estimar fatores prognosticos das doencas malignas, os parametros
clinico-patologicos cldssicos sao de extrema importancia. Estudos moleculares de
varios tipos de cancer descreveram subclasses de tumores no que diz respeito ao
prognoéstico permitindo revelar novas metas possiveis para o tratamento da doenga.
PEROU et al. (2000) introduziram dados de microarray para a subclassificacdo
molecular do cancer de mama hé mais de 17 anos e desde entdo pesquisas vem sendo
publicadas, mostrando assinaturas génicas para a subclassificagdo molecular de uma
variedade de entidades tumorais.

Tendo em vista a necessidade de entendimento da complexidade da doenga, o
atual trabalho almejou definir um marcador de resposta clinica para o subtipo que ¢é
mais frequentemente acometido no carcinoma de ovario. Para isso, criamos um

grupo homogéneo de amostras com relagdo a fatores prognésticos para analise de



92

expressao génica em larga escala. Mesmo em meio a tantos trabalhos realizados e
disponiveis na literatura que usaram como metodologia a expressdo génica em larga
escala e carcinoma de ovario como modelo tumoral, o delineamento da pesquisa em
questdo seguiu um padrio diferencial ao isolar fatores prognoésticos independentes da
doenga criando assim um grupo homogéneo de andlise, na busca de achados
fidedignos, seguindo um mesmo padrao biolégico.

Com a introdugdo do microarray e o surgimento da bioinformatica, as
analises da expressdo gé€nica comecaram a oferecer informagdes prognosticas
poderosas para varios tipos de cancer. O microarray ¢ uma técnica de hibridacio que
permite a investigacdo de niveis de expressdo de milhares de genes em uma mesma
plataforma. Para tal, utiliza sondas complementares a diversos genes e permite, por
técnicas de hibridagdo com o cDNA marcado com fluordforo, avaliar sua expressao
génica. Nosso estudo utilizou uma plataforma com aproximadamente 40.000 mil
probes. Este microarray com formato multiplo representa uma visdo compilada do
genoma humano como ¢ entendido hoje. A informagdo de sequéncias usadas para
projetar a plataforma foi derivada de um amplo levantamento de fontes bem
conhecidas, como RefSeq, Ensembl dentre outros.

KONECNY et al. (2014) utilizaram a mesma abordagem técnica para
determinar perfis de expressao génica em 174 amostras de adenocarcinoma seroso de
alto grau e sua pesquisa demonstrou um significado progndstico das assinaturas
génicas encontradas em conjunto com o banco de dados do TCGA, atingindo um dos
objetivos do seu trabalho, que propds inicialmente averiguar os achados do TCGA
em uma casuistica independente. Esse trabalho abriu novas perspectivas para

WINTERHOFF et al. (2016) entenderem o quanto os carcinomas de células claras e
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endometrioides podem compartilhar assinaturas génicas previamente descritas nos
carcinomas serosos de alto grau por KONECNY et al. (2014). Essas descobertas
oriundas de plataformas de perfil de expressdo de médio alcance contribuiram no
entendimento quanto a diferentes histologias do cancer epitelial de ovario podendo
melhor guiar decisoes terapéuticas (WINTERHOFF et al. 2016).

Os dados extraidos do banco do TCGA para comparacdo com 0S NOSSOS
dados obtidos pelo teste de expressdao génica em larga escala resultou em 219 genes
diferencialmente expressos, dentre esses CD109, DDX43, FILIP1, KCNQ2, MRAP2,
PRSS1, SP5, ZNF208 e POFIB, gene esse candidato para insuficiéncia ovariana
prematura € que na nossa casuistica se encontrou hipo-regulado, indo de encontro
com a hipdtese de que a menopausa evolui para proteger os 6rgaos reprodutivos do
constante ciclo de ruptura e reconstrugdo tecidual que consequentemente impede a
evolucdo para um fen6tipo neoplésico, como por exemplo o cancer de ovario.

Os genes encontrados em comum tanto na plataforma de expressdo génica em
larga escala quanto no banco de dados do TCGA seguem como alvos promissores,
além do alto potencial biologico (como por exemplo o gene POFIB), porém seus
valores de fold change tiveram como valor maximo 1,64 ¢ minimo de -2,13;
considerado um valor baixo, podendo comprometer o potencial de replicagdo dos
dados pela técnica de qRT-PCR. Quanto aos genes selecionados para validagdo
(MMP14, PLCf32 e PTGDS), todos apareceram compilados na lista de genes do
banco de dados do TCGA, porém sem valor estatistico de significincia quando
comparados aos grupos de pacientes respondedoras e nao respondedoras.

A casuistica utilizada no ensaio de microarray teve uma mediana livre de

progressdao de 21 meses, dados semelhante ao relatado na literatura, juntamente a
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72% de pacientes que tiveram recidiva em menos de 2 anos (ARMSTRONG 2002).
Uma analise in-silico dos dados obtidos utilizando o sofiware IPA mostrou que os
moduladores diferencialmente expressos na plataforma de microarray estavam
fortemente envolvidos no cancer quando avaliados doengas e desordens, seguidos
por uma lista de disturbios envolvidos no mecanismo de cancer (Tabela 6). A analise
de enriquecimento de nossa lista de genes demonstrou que eles interagem em redes
principais que regulam diversas fun¢des do desenvolvimento e progressdo do cancer,
corroborando a selecdo dos nossos drivers. Esses achados mostram que nossa
triagem inicial segue um modelo de confirmagao do estudo.

Um dos genes hiper-expressos destacados pelo software IPA como um
importante modulador foi o PAX 8 (tabela 5) que ja se apresenta fortemente
implantado na rotina de diagnostico anatomopatoldgico, expresso em 80-96% dos
tumores do subtipo seroso de alto grau (BOWEN et al 2007, RODGERS 2016) e
considerado um marcador util para distinguir os canceres ginecologicos de
malignidades ndo ginecologicas, incluindo mesoteliomas malignos (LAURY et al
2010), cancer de origem gastrointestinal e mama (NONAKA et al 2008; OZCAN et
al 2011), que sdo sitios comuns de se metastatizar no ovario.

Outra evidencia de confirmagao do nosso modelo ¢ o envolvimento da via de
sinalizacdo em p53 nos dois softwares utilizados para analise in-silio. IPA ¢ KOBAS
demonstraram com alto poder estatistico o envolvimento da via de sinalizagdo em
p53 nas amostras analisadas. O gene supressor de tumor 7P53 encontra-se
frequentemente mutado em cancer, incluindo mais de 96% do adenocarcinoma
seroso de alto grau (COLE et al. 2016). As mutag¢des patogénicas resultam em perda

da atividade da proteina p53, resultando também em ganho de uma fungdo
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oncogénica para a proteina mutada, podendo essas contribuir para a tumorigénese € o
desenvolvimento de resisténcia a drogas (OREN ¢ ROTTER 2010).

A proteina p53 além de responsavel pela regulaciao do ciclo celular, também
regula o reparo do DNA de forma que a perda da sua fungdo favorece a instabilidade
genética. As alteragdes da via de reparo do DNA da recombinagdo homologa
também favorecem a presenca de instabilidade genética. Alteragdes desta via estdo
presentes em até 50% do subtipo seroso alto grau (TCGA 2011) podendo ocorrer por
mutagdes em BRCAI e BRCA2 e demais genes da via, envolvidos em casos de cancer
familiar podendo também ter um efeito sobre o risco de cancer esporadico. Nas
analises in silico pelo software IPA detectamos em fungdes moleculares e celular a
via de replicacdo do DNA, recombinagdo e reparo como um potencial via alterada
nas nossas amostras (p<0,001).

Redes de interagdes entre dados foram capazes de mostrar alguns dos
moduladores selecionados interligados com AKT como modulador central. AKT ¢
conhecido por desempenhar um papel em muitos processos celulares que, quando
desregulados, podem contribuir para o desenvolvimento ou progressao do cancer. As
cinases AKT / PKB (proteina quinase B), que incluem AKT1, AKT2 e AKT3, sdo
intermédios chave das vias de sinalizacdo que regulam os processos celulares que
controlam a proliferagdo, sobrevivéncia, metabolismo da glicose, estabilidade do
genoma e angiogénese (BELLACOSA et al. 2005). AKT também demonstrou
contribuir com a invasdo e metastase de tumores promovendo a secrecdo de
metaloproteinases (KIM et al. 2001). ZHANG ¢ BRODT (2003) mostraram que o
receptor para o fator de crescimento de tipo I insulina like (IGF-IR) e seus ligantes

IGF-I e IGF-II desempenham papéis criticos na regulacdo da proliferacdo celular,
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apoptose e transformacao celular, juntamente com a regulagdo da sintese de MT1-
MMP e invasao através da ativagao da via PI3k-Akt / Mtor.

Descrevemos uma abordagem exploratoria, para identificar candidatos de
genes diferencialmente expressos nos nossos grupos de analise € para isso contamos
com uma pequena casuistica de casos minimamente selecionados. O tecido a fresco
se mostra mais eficiente na obten¢do da quantidade proposta de mRNA, razao pela
qual nos limitou no niimero de pacientes analisadas no ensaio. A pequena casuistica
também influenciou nos resultados da correcdo dos dados pelo teste de Bonferroni,
sendo esse o teste padrdo utilizado em analises de comparagdes multiplas, o que foi
considerado em nossas amostras, excessivamente restritivo, acreditando-se justificar
pela baixa quantidade de amostras utilizadas na analise de expressdo génica.

O microarray ¢ uma poderosa tecnologia molecular que permite o estudo da
expressao de mRNA, dando uma previa da expressdo génica na amostra avaliada. No
entanto, a qualidade de dados de expressdo obtidos pode variar de acordo com a
plataforma e os procedimentos na area técnica. Para maior confiabilidade dos
resultados, atuais diretrizes exigem que todos os resultados de microarray sejam
validados por um método independente de expressao de genes. PCR em tempo real ¢
o método de escolha, considerado o padrao ouro na analise de validagdo de expressao
génica em larga escala (MOREYet al. 2006; QIN et al. 2006).

O fold change final da matriz de microarray, que € o valor obtido através da
média do grupo de comparacdo proposto apresentou os genes PTGDS ¢ MMP14
como hiper-expressos hibridizados com uma amostra de RNA referéncia, este
utilizado como denominador de comparagdo entre as amostras na técnica de

microarray. A técnica de qRT-PCR correlacionou os dois achados do mesmo
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material de RNA e a partir desses resultados, procurou-se avaliar o comportamento
proteico desses alvos.

Para a analise do produto proteico utilizamos material arquivado em parafina,
que conta com uma maior disponibilidade de armazenamento e possiblidade de
trabalho. Por essa razdo expandimos os achados de mRNA em uma casuistica maior,
envolvendo, 114 amostras de carcinomas serosos de alto grau ¢ 61 amostras das
demais histologias, compondo um grupo de analises em paralelo, afim de comparar o
comportamento dos nossos marcadores em diferentes histologias.

O gene MMPI4 se mostrou através da avaliacdo pelo microarray hiper-
expresso nas pacientes nao respondedoras com relagdo as pacientes respondedoras
(fold change = 7,84). A técnica de validacdo para esses achados também
correlacionou os dois resultados (r = 0,625; p = 0.04) e a avaliagdo em uma amostra
independente (avaliacdo proteica) apresentou elevada expressdo proteica de acordo
com a avaliacdo automatizada das imagens de IHQ (mediana de 163,43 com valor
minimo de 110 e maximo de 200).

Na avaliacdo proteica, 69,1% das pacientes que compunham a atual casuistica
foram diagnosticadas no estadiamento FIGO III, definido por tumor com implantes
além da pélvis e/ou linfonodos intra-abdominais comprometidos, podendo se
estender ao intestino delgado ou omento (Edge and Compton 2010). 19,1%
(correspondendo a 21 de 110 pacientes com informagdes completas sobre o
estadiamento) sdo pertencentes ao estadiamento FIGO IV (presenca de metéstases a
distancia para 6rgdos extra-abdominais, incluindo linfonodos inguinais e linfonodos
fora da cavidade abdominal) (EDGE ¢ COMPTON 2010).

A invasao local e disseminacdo distante de neoplasias malignas envolvem a
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degradacdo das membranas basais subepiteliais e subendoteliais € a modificacdao da
matriz extracelular (SMITH et al. 2002). Sabe-se que este processo depende de uma
série de interacdes complexas entre células tumorais, células estromais derivadas de
hospedeiro e células endoteliais. Estas interagdes sdo mediadas por uma série de
fatores, incluindo enzimas proteoliticas, moléculas de adesdo, fatores de transcrigdo e
componentes da matriz extracelular (KHOKHA et al. 2013).

As metaloproteinases de matriz compreendem uma complexa familia de
enzimas proteoliticas dependentes de zinco e calcio que se encontram inteiramente
interligadas a invasdo ¢ metastase. As MMPs sdo capazes de degradar a maioria dos
componentes da matriz extracelular, incluindo a membrana basal, que serve como
barreira entre os compartimentos teciduais (KHOKHA et al. 2013). Danos e
rompimento da integridade da membrana basal, caracteristica dos tumores invasivos,
permite que os tumores se espalhem localmente e em locais distantes. As MMPs
podem ser produzidas por células tumorais, células estromais do microembiente
tumoral; tais como fibroblastos, macrofagos e células endoteliais (LIOTTA ¢ KOHN
2001).

As proteinas da familia das MMP também estdo envolvidas na degradacao da
matriz extracelular em processos fisioldgicos normais, tais como desenvolvimento
embrionario, reproducdo e remodelagao de tecidos (HOLMBECK et al. 2004). Em
pesquisa com animais, foi sugerido um papel para a MMP14 e MMP2 na formagao e
ruptura do foliculo ovariano (CURRY e OSTEEN 2003). No crescimento folicular
normal em seres humanos, o foliculo expande a 400 vezes seu tamanho em
aproximadamente duas semanas antes da ovulagdo. Isso requer remodelagdo

coordenada da membrana basal do foliculo e da matriz extracelular que o circunda.
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VOS et al. (2014) conduziram um estudo que utilizou a imuno-histoquimica
para determinar a presenca de MMP14 e MMP2 em vdrios estdgios do
desenvolvimento folicular humano. Tanto MMP14 como MMP2 mostraram
positividade das células epiteliais foliculares e ovariana, mostrando também
positividade gradual com relagdo ao desenvolvimento do foliculo. Uma possivel
explicagdo para marcagdo negativa de MMP14 no tecido normal avaliado no atual
estudo foi a utilizagdo de amostras de ovario normal provenientes de mulheres
menopausadas submetidas a histerectomia e salpingectomia para retirada de
leiomioma uterino

No cancer de ovario, os tumores primarios, sdo em grande maioria,
confinados aos ovarios. Para que ocorra a metéstase, as células tumorais passam por
uma transicao epitélio mesenquima para atingir a motilidade, subsequentemente, uma
vez que as células cancerosas se separaram como c¢lulas tunicas ou aglomerados do
tumor primario, pensa-se que elas metastatizam através de um mecanismo passivo,
levado pelo movimento fisiologico do liquido peritoneal para o peritdnio e omento
(LENGYEL 2010; MASOUMI MOGHADDAM et al. 2012). A atividade
proteolitica também ¢ muito importante durante as metastases intraperitoneais das
células tumorais, especialmente para o seu destacamento inicial da superficie do
ovario (MOSS et al. 2009; LENGYEL 2010).

Para esse destacamento inicial ocorre a remodelagdo da matriz extracelular
que conta com diversas enzimas e proteases, dentre elas as MMPs. Essa classe de
proteinas pertence a uma familia com mais de 26 enzimas que podem ser
subdivididos em as colagenases, gelatinases, estromelisinas, ¢ do tipo membranar

(MT) (NAGASE e OKADA 1997). A proteina codificada pelo gene MMP14 ¢ um
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membro da subfamilia MT (MT-MMP) considerada uma importante enzima de
degradagdo de matriz e contém uma sequéncia transmembrana / citoplasmatica que a
confina a locais de microinvasdo de células tumorais (LIOTTA ¢ KOHN 2001).
MMP14, também conhecida como MMP de membrana de tipo 1 (MT1-MMP), uma
protease de dominio citoplasmatico que contribui para o descolamento da célula
tumoral oriunda do tumor primario em forma de pequenos implantes tumorais,
iniciando o processo metastatico (MOSS et al. 2009).

Nos nossos resultados das analises de expressdo proteica co-localizada no
epitélio das células tumorais, maiores valores de média e mediana da expressao de
MMP14 se associou com auséncia de necrose (p = 0,004), melhor status de
desempenho (p = 0,03) e obito (p = 0,032). Os resultados da avaliagdo proteica nos
possibilitaram a analise conjunta ao estroma tumoral onde maiores valores de média
e mediana da expressao de MMP14 estromal se associou com auséncia de necrose (p
=0,014), estadiamento precoce da doenga (p = 0,023) e pacientes ndo recidivadas (p
=0,013).

A atividade proteolitica da MMP14 ¢ muito importante durante a metéastase
intraperitoneal no céncer de ovario. As células invadidas possuem enzimas
proteoliticas importantes na degradacdo da matriz extracelular que aparecem em
estruturas de superficie, chamadas de invadopodia (JACOB e PREKERIS 2015).
NAKAHARA et al. (1997) mostrou que a superexpressao de MMP14 localizada na
superficie dessas estruturas € a responsavel por iniciar a cascata proteolitica de
invasao celular. MMP2, uma metaloproteinase chave na metastase inicial do cancer
de ovario (KENNY et al. 2008; KENNY e LENGYEL 2009) ¢ dependente dessa

cascata proteolitica. A MMP14 ancorada na membrana celular se liga ao TIMP2
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através do seu dominio catalitico e depois o usa como receptor para pro-MMP2, uma
proteina também produzida inicialmente pelas células estromais (NAGASE 1998).

A anélise de sobrevida global e livre de doenca de MMPI14 pelo software
KMPlotter mostron MMP14 como um fator protetor nas amostras de
adenocarcinoma seroso de alto grau, com um valor de risco relativo de 0,61 (95% de
Intervalo de confianga = 0,43 a 0,87) para sobrevida global (p = 0,003) e um risco
relativo de 0,69 (95% de Intervalo de confianga = 0,49 a 0,96) para sobrevida livre
de doenca (p = 0,056) (Tabela 1). Essa analise de predicdo foi realizada com
amostras seguindo as mesmas caracteristicas clinicas do nosso estudo. TRUDEL et
al. (2014) mostraram que altos niveis de expressio de MMP14 avaliada pela analise
digitalizada de imagem também foram significativamente associados a um menor
risco de progressdo. No nosso estudo, as curvas de Kaplan-Meier se dissociaram,
porém ndo obtivemos uma diferenca estatistica pelo teste de Log-rank.

Esse comportamento protetor de MMP14 pode ser consistente com uma
expressdo precoce de MMP-14 no microambiente tumoral, visto que MMP14 ¢ a
iniciadora da cascata das MMPs para invasdo celular. Portanto, o alto nivel de
expressao de MMP14 pode ser considerado apenas o reflexo do inicio da cascata de
invasdo, com outras MMPs envolvidas na progressao.

Os primeiros programas de desenvolvimento de farmacos baseados no
bloqueio da angiogénese e metastase mediadas por MMP levaram ao aparecimento
de uma série de inibidores de metaloproteinase e a ensaios clinicos de fase III,
porém, alguns ensaios revelaram-se decepcionantes, uma vez que niao conseguiram
aumentar a taxa de sobrevida dos doentes com cancer (KESSENBROCK et al. 2010;

GONG et al. 2014). Possiveis razdes para a falha de bloqueadores de MMPs foram
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amplamente discutidos por COUSSENS et al. (2002), que, discutiram a importancia
de alinharem os dados de estudos pré-clinicos que sustentam o papel da inibigdo de
MMP como abordagem terapéutica juntamente aos dados clinicos a partir de uma
perspectiva cientifica.

Nos ensaios clinicos, os inibidores da MMPs foram administrados em
pacientes com cancer avangado com sobrevida ou tempo de progressdo ao estigio
final de um periodo ou processo (endpoint). Em contraste, nos modelos animais, a
inibi¢do de MMP ¢ geralmente iniciada nos primeiros estdgios da doenca e mantida
durante a progressao do tumor. O autor ¢ taxativo quanto a efetividade do tratamento
de pacientes com inibi¢do de MMP no estdgio avancado da doenga, mostrando o
impacto minimo na sobrevida destas (COUSSENS et al. 2002).

Essa critica aos estudos clinicos e a sua falha na eficiéncia em promover a
sobrevida das pacientes em relagdo ao estadiamento da doenga ilustra nossa hipotese
e a perda da associagdo de MMP14 a agressividade e estadiamentos avangados da
doenga.

Em uma casuistica variada, incluindo outros subtipos histologicos, a
marcagdo com MMP14 diferenciou-se de acordo com os outros subtipos histoldgicos
(p <0,001). Atentando-se para a diferencia¢dao bioldgica tumoral proposta no cancer
de ovario (divisao da doenga em tipo I e tipo II), carcinomas serosos de alto grau e
tumores indiferenciados compoe o grupo do tipo II, seguido de caracteristicas de alta
malignidade como estadiamento avangado, altos indicies proliferativos, rapida
progressdo e agressividade. Enquanto tumores do tipo I (reservados ao subtipo de

baixo grau de malignidade, mucionos, endometrioides e células claras) t€ém a sua
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apresentacao em estadiamentos precoces, geralmente unilateral e com baixo grau de
agressividade e proliferagdo celular (KURMAN e SHIH 2016)

Os dados da andlise feita nas demais histologias (células claras,
endometrioide, mucinoso, seroso baixo grau, seroso borderline, e misto) vao de
acordo com esse parametro de doenca do tipo I com perfil menos agressivo (tabela
14) podendo também ilustrar a hipdtese de MMP14 atuando na metéstase e invasao
precoce. As curvas de sobrevida dessa mesma casuistica tem um perfil diferente da
curva das pacientes classificadas em carcinoma seroso de alto grau, mostrando que,
mesmo ndo sendo estatisticamente significativas, as pacientes com maior expressao
de MMP14 nesse subgrupo tendem a evoluir pior do que as pacientes com menores
valores de MMP14 (considerando o ponto de corte a mediana <140) Figura 16.

Ja o gene PTGDS identificado na nossa plataforma de expressdo génica foi a
isoforma L do tipo lipocalina (L-PGDS) principalmente expresso no sistema nervoso
central. Foi primeiro isolado no cérebro do rato pela analise da ligagdo do produto
proteico de PTGDS a retinoides e dentre as vias relacionadas a esse gene encontram-
se a via do metabolismo e sintese de eicosanoides (TANAKA et al. 1997). Nos
orgdos genitais, PTGDS esta envolvido na diferenciacdo de células de Sertoli,
juntamente a proteina SOX9, assegurando sua diferenciacdo em nimero suficiente
para induzir o desenvolvimento normal do testiculo (WILHELM et al. 2007;
PRITCHETt et al. 2011).

Sabe-se que as prostaglandinas sdo mediadores lipidicos secretados por varios
tipos de células e derivadas do 4cido araquidonico (AA). A sintese de PGD2 comeca
com a ativagdo de fosfolipase A2 (PLA2) que catalisa a hidrolise do AA da

membrana de fosfolipedes. A acdo enzimatica das ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e
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COX-2) sobre o acido araquidonico produz uma endoperoxidase ciclica, PGG2, que
por sua vez da origem a PGH2, que ¢ um substrato das diferentes enzimas que geram
os prostanoides: tromboxanos e prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2, PGI2
(SALVADO et al. 2012; GARCIA-SOLAESA et al. 2016).

As prostaglandinas estdo associadas a proliferacdo de alguns tipos de
carcinomas, entre elas, a PGE2, que estimula a proliferagdo de varios tipos de células
cancerigenas (OSHIMA et al. 2006; GREENHOUGH et al. 2009) enquanto que o
PGD2 mostra efeitos antiproliferativos para células cancerosas. Uma vez sintetizado,
PGD?2 ¢ liberado da célula e é metabolizado em prostaglandinas da série J2 (15-
desoxi-12,14PGJ2 e 12PGJ2). Estes s3o sintetizados espontancamente € ndo
enzimaticamente, dependendo da presenca de albumina sérica (OGUMA et al. 2008).
Sabe-se que estes metabolitos derivados de enzimas produzidas pela PGD2 (e
subsequentes séries de compostos derivados de PGJ2) atuam como reguladores do
feedback negativo da transcricdo do gene COX-2 — propostos como compostos
promissores para o tratamento de alguns tumores (GURPINAR et al. 2013). Dessa
forma, véarios estudos tiveram como objetivo testar PGD2 em meios de cultura de
linhagem celular tumoral a fim de testar um efeito inibidor da proliferagdo celular.

Em 1986, KIKUCHI et al. mostraram o efeito inibitorio dose dependente do
crescimento de células tumorais in vitro e in vivo da proteina PGD2 em linhagem
celular de carcinoma de ovario ¢ melhora da sobrevida quando injetado PGD2 em
ratos transplantados. SU et al. (2001) investigaram pela primeira vez o perfil
molecular do gene PTGDS em amostras de carcinoma de ovario juntamente com a
analise morfoldgica por hibridizacdo in situ, mostrando uma diferenca significativa

entre a expressdo do gene e diferentes morfologias. Analises estatisticas dos nossos
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resultados mostram a diferenca entre os dois subgrupos histolégicos (p = 0,002),
Figura 11, com relagdo PGD2, caracterizando uma menor expressao proteica no
grupo de amostras de adenocarcinoma seroso de alto grau.

MALKI et al. (2007) elucidaram um mecanismo subjacente a inibi¢do do
crescimento tumoral mediada por PGD2 junto a SOX9 — componente caracteristico
do processo embrionario masculino também expresso em células de tumor de ovario
humano e linhagens celulares de cancer de ovario, sugerindo o forte potencial da via
PGD2/SOX9 como marcadores de diagnostico para o cancer de ovario.

Nosso resultado de microarray mostrou PTGDS aumentado em pacientes
recidivadas com relagdo a pacientes ndo recidivadas. Alguns estudos avaliaram
apenas mRNA em amostras de cancer de ovario epiteliais e relataram expressao de
PTGDS envolvido na progressdo da doenga (SU et al, 2001; BACHVAROV et al.
2006). Para melhor entendimento dos nossos resultados em expressao génica,
utilizamos o software KMplotter para a andlise in silico da associagdo entre a
expressao do gene PTGDS e as taxas de sobrevida em uma casuistica maior de
analise. Esta andlise mostra que niveis elevados de mRNA de PTGDS se
correlacionam com pior progndstico na sobrevida livre de doenga (HR: 1,5; p =
0,0146 — Tabela 1), resultado inverso observado na avaliacdo do produto proteico de
PTGDS (PGD2) nos nossos resultados.

Também descrevemos um resultado inverso das 11 amostras arquivadas em
material de parafina que foram utilizadas no ensaio de microarray comparadas com
as demais amostras que compds nossa casuistica para avaliagdo proteica, no entanto,

¢ obscuro concentrar-se em informagdes com base somente na expressao génica.
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Tem sido uma pratica comum usar concentragdes de mRNA para delegar
concentragdes ¢ atividades das proteinas correspondentes, assumindo assim que a
altos niveis de transcritos sdo o principal determinante de niveis proteicos também.
No entanto, podemos incluir varios pontos de controle da regulagdo transcricional e
regulacdo pods-transcrigdo para a modificagdo final da proteina (VOGEL e
MARCOTTE 2012), incluindo as influéncias reguladoras dos microRNAs que
funcionam através da inibi¢do da tradugdo efetiva de mRNA de genes alvo
(BARTEL 2004).

YU et al. (2010) investigam o potencial papel dos miRNAs na quimioterapia
do cancer em linhas de carcinoma de células escamosas e sua linhagem celular
resistente a cisplatina. Entre os seus resultados, o miRNAS518c foi relatado como
niveis aumentados na linhagem celular resistente a cisplatina. Este miRNA, também
localizado no cromossomo 9q, tem PTGDS como um suposto alvo. Essas evidéncias
sugerem que os transcritos PTGDS podem possivelmente ser regulados por miRNAs,
interferindo na quantidade final de proteinas, o que explicaria niveis
desproporcionais entre PTGDS quando comparados a pacientes recidivadas ou nao,
juntamente ao seu produto proteico, PGD2.

No atual trabalho, a avaliagdo proteica de PGD2, foi visto uma diferenga
estatistica nas curvas de sobrevida livre de doenca (p = 0,009) ¢ um valor de p
marginal quando avaliado as curas de sobrevida global (p = 0,071) onde a expressao
negativa a fraca de PGD2 apresentou pior prognostico. Quando realizado o teste de
Qui-quadrado a positividade de PGD2 esteve presente em 38,8% das pacientes
sensiveis ao tratamento e negativo em 55% das pacientes resistentes a platina (p =

0,04).
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Nosso estudo mostra uma mudanga no perfil de expressao do gene PTGDS,
pertencente a via de metabolismo de acido araquidonico, juntamente ao seu nivel
proteico (PGD2). Esses achados sugerem uma versatilidade na funcdo das
prostaglandinas na fisiopatologia do cancer. Embora, no geral, uma expressao mais
elevada de prostaglandinas possa levar a proliferacdo e inflamag¢do aumentada, a
expressdo predominante de PGD2 pode retardar o crescimento celular e assim inibir
a progressao de tumores.

Um crescente corpo de evidéncias sugere uma associagdo de Cox-2 com o
desenvolvimento do tumor, agressividade, resisténcia a terapia padrdo e resultado
desfavoravel do paciente (WANG et al. 2007). Uma possibilidade para PGD?2 estar
atuando como um fator protetor no cancer seria com relagdo a regulagdo do feedback
negativo, ndo sendo suficientemente eficiente devido a auséncia de PGD2 que regula
negativamente a transcri¢do da proteina COX-2. PAYNE et al. (2008) mostraram em
2008 que a resposta a supressdo do crescimento tumoral em glioblastoma foi
aumentada com o tratamento a linhagens celulares A172 com PGD?2 e inibidores de
COX2, onde PGD2 além de inibir o crescimento tumoral, aumentou a sensibilidade
aos farmacos anti-inflamatorios ndo-esteroides seletivos para COX-2.

E pensado que PGD2 e seu metabdlito 15d-PGJ2 exerca esse efeito de
supressdo através do receptor PPARy (receptor peroxisome proliferator-activated
receptor y) (INOUE et at. 2000; KIM et al. 2005), receptor pertencente a familia de
ligantes ativadores de fatores de transcricdo nuclear comumente expresso em
macrofagos e desempenham um papel chave na regulagdo negativa da inflamagao
(TYAGI et al. 2011). STRAUS et al. (2000) mostraram que 15d-PGJ2 atua

independente dos receptores PPARy, inibindo fatores endogenos de transcri¢do
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(IKK), prevenindo a translocagdo de NFkB ao nucleo, agindo na transcri¢ao dos seus
genes alvos.

Em 2011, DE JONG et al. propuseram o efeito anticincer de 15d-PGJ2 em
um estudo utilizando a linhagem de carcinoma epitelial de ovario A2780/AD
resistente a quimioterapia. Apesar da alta expressdo de genes indutores de resisténcia
como MDRI, Bcl2 e Bel-xl, 15d-PGJ2 induziu fortemente a apoptose na linhagem
celular estudada. Em conclusdo, o estudo demonstrou que o metabolito de PGD?2,
15d-PGJ2, possui um alto potencial terapéutico para induzir células tumorais
resistentes a quimioterapia a apoptose.

O cancer de ovario continua a ser a causa mais comum de morte ginecoldgica
relacionada ao cancer entre mulheres em paises desenvolvidos. No entanto,
subgrupos de pacientes com cancer de ovario experimentam uma sobrevida
relativamente maior. Esfor¢os para identificar fatores prognosticos que caracterizam
esses pacientes estdo em curso, com areas de pesquisa, incluindo estudos de
biomarcadores. Os principais aspectos do desenvolvimento de biomarcadores
incluem um estudo cuidadoso e uma sele¢do de amostras para evitar viés, ensaios
abrangentes e validagdo dos resultados. Nosso estudo enfrentou limitagcdes quanto ao
nimero de amostras utilizadas no ensaio de microarray, contudo obtivemos achados

relevantes no cenario do cancer de ovario.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que o atual
estudo identificou por expressdo em larga escala 1149 genes diferencialmente
expressos entre pacientes respondedoras e nao respondedoras, relativo a um periodo
de 2 anos de seguimento ap6s a ultima infusao de platina. MMPI14 e PTGDS foram
validados por meio de qRT-PCR, apresentando correlacdo entre as duas técnicas,
comprovando assim os achados obtido pela técnica de expressdo génica em larga
escala.

Os genes foram entdo avaliados quanto ao comportamento proteico em uma
casuistica maior de paciente com adenocarcinoma seroso de alto grau, onde MMP14
nao foi capaz de mostrar associagao com parametros clinicos, anatomopatologicos e
valores prognésticos nesse subtipo tumoral, porém se mostrando estatisticamente
super-expressos em comparacao com as demais histologias do cancer epitelial de
ovario.

Ja o gene PTGDS, codificador da proteina PGD2 apresentou-se como um
potencial alvo molecular envolvido em diferentes desfechos de pacientes
respondedoras ¢ nao respondedoras ao protocolo de tratamento quimioterapico,
determinando melhores e mais acurados valores progndsticos neste subtipo tipo
tumoral. Pacientes que tinham a marcagdo proteica para PGD2 apresentaram melhor
sobrevida livre de doenca mostrando também ser um marcador independente de bom
prognostico pela analise multivariada. Pacientes que responderam melhor a

quimioterapia, (sensiveis a platina) apresentaram, significativamente, maiores niveis
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dessa proteina. PGD2 também se diferenciou estatisticamente dos outros subtipos de
cancer epitelial do ovario, demonstrando no nosso trabalho ser resultados especificos
para o subtipo serosos de alto grau.

Embora permanecam muitos desafios, a futura validacao desse biomarcador e
a sua eventual incorpora¢do na pratica clinica sdo promissoras para um melhor

tratamento para pacientes com adenocarcinoma seroso de alto grau.
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