O USO DA CITOLOGIA LIQUIDA
PARA AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA
E PROTEICA DE MARCADORES DA VIA WNT
ASSOCIADOS A TUMORES DE OVARIO

ERIKA REGINA MATHEUS MALENTACCHI

Tese apresentada a Fundagdao Anténio
Prudente para obteng¢ao do titulo de Doutor em

Ciéncias
Area de concentragdo: Oncologia
Orientador: Dr. Levon Badiglian Filho

Co-Orientadores: Prof®. Dra. Silvia Regina Rogatto e

Dra. Louise de Brot Andrade

Sao Paulo
2019



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca da Fundagao Anténio Prudente

Malentacchi, Erika Regina Matheus

O uso da citologia liquida para avaliagdo da expresséao génica e
proteica de marcadores da via WNT associados a tumores de ovario /
Erika Regina Matheus Malentacchi — Sao Paulo, 2019.

100p.

Tese (Doutorado)-Fundagéo Antbnio Prudente.

Curso de P6s-Graduagdo em Ciéncias - Area de concentragao:
Oncologia.

Orientador: Levon Badiglian Filho

Descritores: 1. Neoplasias Ovarianas/Ovarian Neoplasms. 2. Via de
Sinalizagdo Wnt/Wnt Signaling Pathway. 3. Expressao Génica/ Gene
Expression. 4. Histocitoquimica / Histocytochemistry. 5. Biomarcadores/
Biomarkers




“O sucesso é a soma de pequenos esforcos, repetidos dia sim e no
outro também’.
Robert Collier



AGRADECIMENTOS

Meus agradecimentos vém do pensamento que nao ha ciéncia sem
colaboracdo. Em época de reducdo de recursos na pesquisa encontrei
pessoas que me ajudaram a realizar uma pesquisa com todas limitagdes e
dificuldades que possam ter aparecido no caminho. Nao é possivel que um
aluno, mestrando ou doutorando desempenhe um trabalho e alcance um
resultado sem que sejam dados recursos e condigdes adequadas para isso.
E por ter recebido toda essa ajuda, pude me encontrar em um ambiente de
ganho onde o objetivo de todos ao meu redor era fazer dar certo. A vocés,
meus sinceros agradecimentos.

Ao A.C.Camargo Cancer Center pela estrutura para o estudo e pela
oportunidade da interagdo com nossas pacientes.

A Dr?. Claudia Malheiros e sua técnica Katia Klung, que me auxiliaram
nas técnicas de biologia molecular, a receptividade e ensinamentos de vocés
foram muito importantes e me fizeram sentir acolhida no Centro Internacional
de Pesquisa - CIPE.

Ao Dr. Glauco Baiocchi, pelo enorme incentivo financeiro e por
sempre me aconselhar durante as coletas. Obrigado pela generosidade.

Aos médicos titulares do departamento de Ginecologia que me
receberam durante suas cirurgias e por terem tido paciéncia com o tempo da
coleta; Dr. Ademir Narcizo, Dr. Carlos Faloppa, Dr. Glauco Baiocchi Neto,
Dr. Henrique Mantovan, Dr? Lillian Kumagai e Dr. Levon Badiglian Filho.

Ao centro cirurgico do AC Camargo que disponibilizou estrutura
adequada para coleta das amostras.

Aos técnicos dos laboratérios do CoreFacility e do Biobanco que me
auxiliaram; Eloisa, Ana Paula, Louise, Marina, Lais, Rafaela, Rémulo e
Severino, vocés todos tem grande contribuicdo nesta pesquisa.

Ao orgédo de fomento Conselho Nacional de Pesquisa do

Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e Coordenagdo de



Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo financiamento
do projeto e bolsa

Aos professores da pds-graduacgdo, pela enorme contribuicdo na
minha formagao durante aulas e seminarios.

A Suely Francisco e sua equipe da biblioteca, por toda ajuda nesses
anos e pela colaboracéo final com a tese. Suely vocé é peca chave para que
todo aluno se sinta amparado no final de uma tese.

A P6s-Graduacgao que disponibilizou de todo suporte e ao Dr. Rubens
Chojniak, pelos esforgos para que eu conseguisse a verba necessaria para a
experiéncia internacional na Dinamarca, tdo importante para mim.

A Dr? Luisa Matos do Canto, sempre tdo querida que me recepcionou
na Dinamarca e fez de tudo para que eu me sentisse bem e em casa. Lu,
com certeza os dias frios e longe dos meus bebés teriam sido ruins se eu
nao tivesse vocé para me ajudar em tudo, os almogos, os desafios, os
conselhos, e por ser minha professora nos dias de experimentos.

A Dr2. Louise De Brot Andrade, co-orientadora e patologista, que me
auxiliou no processamento histopatolégico e selecdo das amostras. Muito
obrigado por ser sempre muito paciente e gentil para esclarecer todas as
minhas duvidas e em colaborar com seu conhecimento para solucionar as
dificuldades.

A University of Southern Denmark, em Vejle na Dinamarca pelo aceite
do estagio e pela completa estrutura para realizagdo do experimento.

A Dr? Silvia Regina Rogatto pela receptividade na Dinamarca, pela
prestatividade e generosidade em contribuir para minha pesquisa, me
fazendo acreditar que nao estamos sozinhos como alunos. Seu apoio foi
fundamental e sédo professores como vocé que sao lembrados por nés. Vocé
nao € apenas uma grande pesquisadora, mas uma grande pessoa.

Ao Dr. Levon Badiglian Filho, meu orientador, pelo acolhimento no
projeto, pela compreensdao da minha auséncia quando engravidei dos
gémeos, por ser sempre tdo paciente e gentil e por confiar sempre na minha

capacidade e nas minhas opinides, mesmo ainda tendo muito o que



aprender. Que o mundo dos orientadores conte com mais orientadores como
vocé, sempre com uma palavra de incentivo e apoio.

A todos os meus amigos que por anos da vida torceram por mim,
principalmente a minha irma, Nathalia Souza (in memoriam), que nos deixou
ha poucos meses formando um buraco em meu coragao. Preenchia minha
vida com o exemplo de garra e superagao e se alegrava com todas as
minhas conquistas, e por este exemplo continuarei tendo garra para crescer
e superar etapas. Obrigada, eternamente.

Aos membros da banca da defesa Dra. Celina Tizuko Fujiyama
Oshima, Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osoério, Dr. Jesus de
Paula Carvalho e Dr. Tiago Goss dos Santos por todas as criticas e
sugestdes pertinentes e extremamente valiosas para minha tese e por tantos
elogios carinhosos.

A toda minha familia por me apoiarem nesses Ultimos anos,
principalmente minha mae, meu marido, e minha sogra Beatriz, que sempre
foram o meu backup para cuidar dos gémeos tdo bebés enquanto eu
precisava finalizar uma pesquisa. Sem o apoio de vocés certamente eu nao
teria conseguido.

Aos meus pais, lara e Mario, por sempre se orgulharem de mim e
terem me direcionado no caminho do bem.

Ao meu marido Rafael, por ser um pai tdo presente quando eu
precisei de apoio para ficar até tarde escrevendo e por cuidar de noés
sempre.

Aos meus bebés, Enrico e Lorenzo, que mesmo ainda sem falarem ja
conseguem me ensinar tanto e me darem motivos diarios a evoluir como
profissional e como pessoa. Qualquer passo que eu dé na vida sera para ser
capaz de guia-los no caminho do bem e do amor.

E mais importante, as pacientes, que em meio a momentos de dor, €
doaram nao s6 um tempo, mas uma parte de si para que possamos buscar
sempre 0 melhor para todos.

A Deus, por ser meu maior porto seguro.

Muito obrigado!



RESUMO

Malentacchi ERM. O uso da citologia liquida para avaliagao da
expressao génica e proteica de marcadores da via WNT associados a
tumores de ovario. Sdo Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundacéao

Antdnio Prudente].

Pouco frequente, o cancer de ovario € hoje responsavel por 4% dos tumores
ginecologicos, ja em avango quando diagnosticado devido auséncia de
métodos de rastreio e diagndstico efetivos. A via de sinalizagdo WNT, que se
encontra alterada em canceres, possui papel importante no cancer de ovario
podendo causar graves efeitos como disfungdes e doencas quando
desregulada. O objetivo foi avaliar a correlagdo entre expresséo génica e
proteica dos marcadores WNT5a e WNT7a e o papel da coleta de citologia
liquida e da imuno-citoquimica como possivel auxilio diagnostico. Foram
coletadas no A.C.Camargo Cancer Center entre 2016 e 2017 amostras
citolégicas para expressdao génica por qRT-PCR e proteica por imuno-
citoquimica e amostras de tecidos parafinizados para expressao global de
transcritos e imuno-histoquimica. Os genes WNT5a e WNT7a nao
apresentaram concordancia entre si, porém a expressao aumentada do gene
WNT5a foi significativa com o aumento do numero de filhos, com o uso de
anticoncepcional e a idade avangada. A proteina WNT5a foi associada ao
aumento do numero de filhos. As proteinas por imuno-citoquimica se
correlacionaram de forma significativa entre si, mostrando um possivel
crosstalk a nivel proteico, e ndo houve diferenga significativa entre as
técnicas de imuno-citoquimica e imuno-histoquimica. A expressao génica foi
inversa a expressado das proteinas, uma possivel evidéncia de que outros
mecanismos estdo relacionados as proteinas envolvidas no ciclo celular
independente da integridade da via WNT. A expressdo de transcritos
mostrou outros genes da via WNT associados ao diagndstico, significativos

quando correlacionados entre si, sendo possiveis alvos de estudos futuros



para auxilio diagndsticos ou prognésticos de cancer de ovario. Os resultados
da imuno-citoquimica se mostraram pertinentes com os dados da literatura,
porém ainda sem uma conclusao definitiva sobre o papel da citologia liquida
e imuno-citoquimica no diagnostico. Novos estudos devem realizados
abordando um maior numero amostral além de outras técnicas de
quantificacao proteica a fim de validar a imuno-citoquimica, o que beneficiara
nao somente pacientes no que diz respeito a invasividade, mas também um

efetivo método de diagnéstico.

Descritores: Neoplasias Ovarianas. Via de Sinalizacdo Wnt. Expresséao

Génica. Histocitoquimica. Biomarcadores



SUMMARY

Malentacchi ERM. [The use of liquid citology for the gene and protein
expression of WNT markers associated with ovarian tumors]. Sdo Paulo;

2019. [Tese de Doutorado-Fundacgao Antonio Prudente].

Less common, ovarian cancer is responsible for 4% of gynecological tumors,
usually in advanced stage when diagnosed due to the absence of effective
screening and diagnostic methods. The WNT5a and WNT7a genes were not
concordant, but the increased expression of the WNT5a gene was significant
with increased numbers of children, oral contraceptive use and advanced
age. The WNT5a protein was associated with increased numbers of children.
Proteins expression by immuno-cytochemistry correlated significantly with
each other, showing a possible crosstalk at the protein level, and there was
no significant difference between the immuno-cytochemistry and
immunohistochemistry techniques. Gene expression was inverse to protein
expression, a possible evidence that other mechanisms are related to the
proteins involved in the cell cycle independent of the integrity of the WNT
pathway. Transcripts expression showed other genes of the WNT pathway
associated with diagnosis and significant when correlated with each other,
being possible targets of future studies for prognostic help of ovarian cancer.
Immuno-cytochemistry results were pertinent with the literature but there was
no definitive conclusion about the role of liquid and immuno-cytochemical
cytology in prognosis. New studies could be carried out with a larger number
of samples and other quantification proteins techniques to validate immuno-
cytochemistry, which will help not only patients about invasiveness but also

an effective method of prognosis.

Key-words: Ovarian Neoplasms. Wnt Signaling Pathway. Gene Expression.

Histocytochemistry. Biomarkers
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1 INTRODUGAO

11 CANCER DE OVARIO

Embora os canceres do aparelho reprodutor feminino estejam cada
vez menos incidentes em numero de casos e mortalidade, o cancer de
ovario ainda é caracterizado por alta taxa de letalidade nas pacientes,
apresenta devido ao diagnéstico tardio. Entre os canceres que afetam
especificamente mulheres, a maior incidéncia mundial, segundo dados do
Instituto Nacional do Céancer-INCA, é o cancer de mama. Os carcinomas do
trato ano-genital, particularmente o céncer do colo do utero, sao
responsaveis por quase 12% de todos os carcinomas na mulher, e por isso
representam a terceira maior causa de neoplasia ginecolégica no Brasil,
sendo evitavel e curavel se detectado precocemente por se desenvolver de
maneira lenta e previsivel (Ministério da Saude 2018a e b).

Segundo o INCA, sdo estimados cerca de 6.150 novos casos de
cancer do ovario no Brasil para cada ano do biénio de 2018-2019 com
aproximadamente 3.536 mortes, mostrando que mais de 50% das pacientes
vao a obito (Ministério da Saude 2018a e b). A taxa padronizada pela idade
estima um risco 6,6 casos a cada 100 mil mulheres no mundo, segundo a
GLOBOCAN (International Agency for Research on Cancer-IARC 2019).

No entanto nem todos os canceres ginecoldgicos se manifestam de

maneira lenta com diagnostico precoce, como é o caso do cancer de ovario



onde cerca de 3/4 das pacientes se encontram em estagio avangado da
doenga (llI-IV) no momento da descoberta. O dificil diagnéstico precoce
diminui a chance de cura com uma taxa baixa de sobrevida em 5 anos (12-
30%) (CHU e FISHMAN 2014; Ministério da Saude 2018a e b). NAGARAI et
al. (2015), relataram que esta sobrevida global pobre é principalmente
devido ao diagndstico em estagio avancado, a recorréncia da doenga e
resisténcia a quimioterapia baseada em platina.

A suspeita do cancer de ovario é realizada por histérico da paciente e
dados clinicos, onde realiza-se exames de imagem para identificacdo de
possivel presengca de massa anexial, além de exame fisico e laboratorial.
Caso haja suspeita fundamentada de malignidade é realizado procedimento
cirurgico. Em pacientes com suspeita de disseminagao intra-abdominal é
possivel realizar exames abdominais e pélvicos para verificagcdo de ascite e
extensdo da doenga. Os casos de metastase pulmonar, linfodonomegalia
mediastinal e derrame pleural podem ser diagnosticados por Raio-X ou
Tomografia computadorizada. No entanto, a andlise histopatolégica é
considerada padrao-ouro na confirmacéo tumoral coletada apds laparotomia
exploratoria (Ministério da Saude 2018b).

Segundo o INCA, os cénceres de ovario se classificam em trés tipos,
sendo a maioria tumores epiteliais (95%) que se iniciam nas células da
superficie. Dentre os tumores epiteliais, ha alguns subtipos tumorais como
0S serosos, mucinosos, endometridides, tumores de células transicionais,
tumores de células claras, carcinoma escamoso, misto e indiferenciados

(Ministério da Saude 2018b).



Os céanceres epiteliais representam 95% dos canceres de ovario, 0s
outros 5% s&o tumores de células germinativas ou tumores de células
estromais e corddes sexuais. Dentre os canceres epiteliais de ovario ha
subtipos que diferem entre si pela morfologia e alteragdes moleculares
sendo o mais comum o seroso de alto grau (70%), seguido pelo
endometridide (10%), células claras (10%), mucinosos (2-4%), serosos de
baixo grau (<5%) e outros mais raros como carcinoma de células
transicionais, carcinossarcoma e carcinoma de pequenas células (CHEN et
al. 2003; ACS 2015; TETRARRE et al. 2015).

Um estudo realizado com pacientes muito jovens (<30 anos), jovens
(30-60 anos) e mais velhas (>60 anos), mostrou que as mulheres muito
jovens nos grupos de jovens e mais velhas tiveram estimativa de
sobrevivéncia especifica da doenga em 5 anos em 78,8%, 58,8 e 35,3%,
respectivamente. Os dados mostraram que mulheres mais jovens com
cancer epitelial de ovario sobrevivem mais em comparagdo com pacientes
mais velhos (CHAN et al. 2006).

Os fatores de risco associados ao cancer de ovario incluem: as
ovulagdes continuas que tem potencial para estimular a carcinogénese das
células do epitélio do ovario; as gonadotrofinas circulantes que podem
estimular as células epiteliais ovarianas induzindo alteracdes neoplasicas;
um estimulo direto dos horménios sexuais, no qual os horménios
estrogénicos e androgénicos induziriam e os progestagenos inibiriam a
carcinogénese; estimulos inflamatérios relacionados a propria ovulagao ou

doengas ginecoldgicas como a endometriose e a doenga inflamatéria



pélvica. A historia familiar de cancer de mama ou ovario € um dos principais
fatores de risco descritos para o cancer de ovario (HUNN e RODRIGUEZ
2012). Alguns fatores de risco adicionais incluem a presenga de
endometriose, nuliparidade e infertilidade refrataria. Entre os fatores que
diminuem o risco de cancer de ovario estdo a multiparidade, amamentacao,
uso de contraceptivos orais, cirurgia de ligadura tubaria e histerectomia
mesmo sem ooforectomia ou salpingectomia (HUNN e RODRIGUEZ 2012).
Com cinco anos de uso de contraceptivos orais, as mulheres podem reduzir
o risco de cancer de ovario em aproximadamente 50% (HOLSCHNEIDER e
BEREK 2000; FABER et al. 2013; KIM et al. 2014).

Embora alguns fatores prognosticos estejam descritos como
importantes para o cancer de ovario epitelial como a citorredugao 6tima na
cirurgia, tipo histologico, horménios esteroides, idade, estagio tumoral e grau
histolégico do tumor, DITTO et al. (2019) relatou em uma analise
multivariada que a idade ao diagnéstico (HR 1,68, 95% CIl 1,14-2,47) e o
estagio tumoral (HR 2,29, IC 95% 1,01-6,39) foram fatores preditivos
independentes para pior sobrevida global sendo a classificagdo de estagio
FIGO o fator progndstico mais importante para recorréncia e sobrevida em
pacientes com tumores epiteliais.

SHOCK et al. (2014) realizaram um estudo caso controle com
mulheres gravidas que posteriormente foram diagnosticadas com cancer de
ovario epitelial para investigar a associagdo entre as concentragoes
circulantes de esterdides sexuais ao pré-diagndstico. Embora nao tenha sido

observada uma associacdo entre as concentragdes de esterdides sexuais a



tumores invasivos serosos, os autores detectaram um aumento da
concentragdo de testosterona e 17-hidroxiprogesterona. Estes achados
estavam associados com aproximadamente 40% de aumento do risco de
tumores serosos. Além disso, as concentragbes de andrégenos foram
associadas com um risco aumentado em 50% de desenvolver tumores
mucinosos € o risco de tumores endometridides aumentou com
concentracbes mais elevadas de estradiol. Os autores concluiram que
horménios esterdides sexuais possuem um papel importante na etiologia do
cancer de ovario epitelial.

Outros estudos de CASAGRANDE et al. (1979) e HOLSCHNEIDER e
BEREK (2000) também mostraram que o excesso de gonadotrofina e
androgenos sao fatores de risco, assim como a teoria da ovulagéo
incessante, exposicdo dos ovarios as contaminantes pélvicos e substancias
cancerigenas podem desempenhar um papel na patogénese do cancer de
ovario.

Para o cancer de ovario ndo sao conhecidas medidas preventivas
eficazes ou uma ferramenta de rastreio eficaz. Ha evidéncias que sugerem
que a maioria das pacientes apresenta alguns sintomas nao-especificos no
ano anterior ao diagndéstico, porém a doenga geralmente ndo é encontrada
até que esteja em um estagio avangcado, como citado anteriormente
(ROOTH 2013; GRAYSON et al. 2019).

O tratamento padréo é a cirurgia de citorredugao para os tumores
malignos e cirurgia de salpingooforectomia e histerectomia para os casos

benignos, em conjunto com quimioterapia com carboplatina e paclitaxel.



Atualmente, a pontuacao de risco de malignidade é calculada pelos niveis do
antigeno CA125 detectado no soro, escore ultrassonografico e status
menopausal (MARTH et al. 2017). Os aspectos ainda incertos do cancer de
ovario e da auséncia de mais testes efetivos no rastreamento e deteccao
precoce, leva a um aumento da mortalidade e morbidade. Isso destaca a
necessidade de novos métodos de auxilio progndstico e diagndstico, como
os marcadores bioquimicos € moleculares que se tornam variaveis cada vez

mais importantes.

1.2 COLETA CERVICO-VAGINAL

O método de rastreio citolégico € capaz de prevenir e detectar
precocemente lesdes uterinas e tumores. O teste tradicional, conhecido
como meétodo de Papanicolaou, comprometido ao longo do tempo por
apresentrar altos indices de resultados falso-negativos, foi substituido por
pelo método de citologia em meio liquido, o qual permite a avaliagéo
citolégica com maior sensibilidade e especificidade além da coleta de DNA,
que pode ser util para estudos moleculares diversos ou para a detecgao do
HPV (Human Papilloma Virus) conhecido por ser o agente etiologico bem
estabelecido do do céancer uterino (KINDE et al. 2013).

Recentes estudos buscam estratégias mais eficazes para o
diagnodstico de tumores de ovario. ABASSI (2018) relatou um novo teste de
esfregaco de colo uterino colhido rotineiramente, o PapSEEK, tipo de bidpsia

liguida que identifica alteragcbes no DNA e que permite a analise de



mutacdes em 18 genes associadas a canceres de ovario e utero. Os autores
relataram a presenga de mutagcbes no colo uterino em 33% das 245
pacientes com cancer de ovario previamente diagnosticadas, e em 81% das
382 pacientes com cancer uterino sendo algumas em estagio inicial.

WANG et al. (2018) relataram que a sensibilidade do método com
escova de Papanicolaou foi de 33% entre as 245 pacientes com céancer
ovariano e apenas 1,4% das 714 mulheres sem cancer apresentaram
amostras positivas para este ensaio. A coleta intrauterina permitiu o aumento
da detecgao da malignidade na amostragem endocervical com teste positivo
em 45% das 51 pacientes com cancer de ovario, enquanto nenhuma das
amostras de 125 mulheres sem cancer foi positiva, revelando uma
especificidade de 100%. Dentre as pacientes que também possuiam DNA
circulante no plasma (43%), a sensibilidade para cancer de ovario aumentou
63%.

Utilizando coleta por citologia em meio liquido, LEE et al. (2016),
objetivaram desenvolver um método para testes de rotina de baixo custo
baseado em sequenciamento de DNA. Para isso investigaram as mutagdes
BRCA1 ¢.68_69del, BRCA71c.5266dup e BRCA2 c¢.5946del por
sequenciamento de Sanger utilizando trés conjuntos de iniciadores. As
células cervicovaginais coletadas com ThinPrep® estavam preservadas e
fixadas sendo entdo tratadas com proteinase K previamente extracdo do
DNA. Os autores realizaram com sucesso 0s ensaios em citologia
oncoldgica e testes de HPV a um baixo custo, acessivel para inclusdo em

rotina hospitalar. Estes ensaios sdo Uuteis para avaliar os riscos de



desenvolver cancer do colo do uUtero, cancer de ovario e cancer de mama,
entretanto, restrito a apenas trés variantes dos genes, citadas acima.

E importante ressaltar a viabilidade da coleta citolégica em meio
liguido como uma ferramenta de grande valor na detecgdo precoce ou
auxilio progndstico dos tumores uterinos, mas também como possivel auxilio

na detecgao precoce de tipos tumorais como de mama e ovario.

1.3 MARCADORES MOLECULARES DA VIA WNT

No estudo prévio de BADIGLIAN FILHO et al. (2009), responsavel
pela forma e idéia para esta pesquisa, onde encontraram resultados
promissores em relacdo a via WNT e cancer de ovario, foram comparados
trés grupos; casos normais, casos benignos e casos malignos com a
expressao proteica em amostras histoldgicas com cinco componente da via
WNT, sendo eles; WNT5a, WNTt1, B-catenina, Frizzled-1 (FZD1) e Frizzled-
5 (FZD5). Os autores concluiram que a expressdo de WNT5a mostrou uma
diferenca significativa (p=0,050) entre marcag&o negativa e positiva sendo
esta ultima de pior resultado para as pacientes, sugerindo o importante papel
de WNT5a nas neoplasias malignas como preditor de mau progndstico.

A via de sinalizacdo WNT deriva do gene Wingless de Drosophila
resultante no fendtipo sem asa quando mutado, e no nome do ortdlogo de
vertebrado, integrada ou INT-1.1. A familia de genes WNT é responsavel
pela regulacdo de interacdo intercelular durante o desenvolvimento

embrionario (KOMIYA e HABAS 2008). Foi descrita pela primeira vez no



desenvolvimento de tumores ha mais de trinta anos por insergao pro-viral,
pela indugdo da expressdao do gene INT-1, até entdo desconhecido,
promovendo em ratas, uma indugcado espontanea de hiperplasias e tumores
de mama (NUSSE e VARMUS 1982).

A ativagao da via WNT ocorre geralmente por eventos na propria via,
como mutagdes génicas, pela ligagdo de proteinas WNT aos seus
receptores de superficie celular que interagem com o complexo de
sinalizagao da axina ou combinacio de eventos que influenciam as acdes da
B-catenina. Esses eventos intracelulares levam ao aumento da transcrigao
de genes importantes que atuam na proliferagao, crescimento, diferenciagao,
apoptose, migragao e angiogénese (YANG et al. 2014; NAGARAI et al.
2015).

WNTs sao moléculas sinalizadoras altamente conservadas que
podem agir por duas vias distintas, a via candnica, ativada pelas proteinas
da classe | agindo por meio da B-catenina, responsavel pela regulacéo e
proliferacdo celular, e a via ndo canodnica, ativada pelas proteinas da classe
Il e independente de B-catenina, cuja transducdo de sinal ocorre via
fosfoinositideos, responsavel pela movimentagao celular e tecidual (TOPOL
et al. 2003; HERNANDEZ GIFFORD 2015). Sabe-se que a B-catenina € uma
proteina chave na via de sinalizacdo WNT e que sua expressao anormal,
assim como de E-caderina e WNT1, sdo observadas. A sinalizagdo de WNT,
pelo complexo B-catenina-TCF, também reprime a transcricdo. Um dos
mecanismos € a repressao competitiva, pela qual o complexo (-catenina-

TCF desloca ou inibe outros ativadores de transcrigao de ligagdo do DNA
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(MACDONALD et al. 2009). Porém, seu papel prognéstico e de valor
preditivo ainda ndo € bem elucidado. Diversas WNTs foram descritas em
humanos como: Wnt1, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wntba, Wntbb,
Wnt6, Wntra, Wnt7b, Wnt8a, Wnit8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b,
Wnt11, Wnt16 (STANFORD 2019).

A via de sinalizacdo WNT/B-catenina esta envolvida em diversas
funcdes celulares em células de carcinoma de ovario, como por exemplo as
proteinas associadas a membrana RING-CH (MARCH) pertencentes a
familia E3 Ubiquitina ligases, incluindo a proteina MARCH 7. Esta proteina
possui papel na proliferacdo de células T estando expressa em diversos
tipos celulares e tecidos, entretanto, seu papel no cancer de ovario nao foi
totalmente esclarecido. HU et al. (2015) relataram expressao aumentada de
MARCH7 em carcinoma de ovario quando comparado as amostras de ovario
normal. As células tumorais A2780 com expressao ectopica de MARCH-7
apresentaram aumento da expressdo de [(-catenina no citoplasma
promovendo sua translocacdo para o nucleo, a qual levou a redugao de E-
caderina. Em adicdo, a linhagem SKOV3 que apresentava expressao
diminuida de MARCH-7 levou a diminuicido da expressao de [3-catenina no
citoplasma. A super-expressdao de MARCH-7 foi associada a promocao
tumoral (HU et al. 2015).

No trato reprodutor feminino, a WNT7a é exclusivamente expressa em
células epiteliais atuando por meio de FZD no mesénquima e epitélio. Em
carcinomas de endomeétrio, por exemplo, a WNT7a atua pela da via B-

catenina, induzindo proliferagao celular (YOSHIOKA et al. 2012).
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O receptor tirosina-quinase ROR2, membro da familia Ror de tirosina-
quinases receptoras, também conhecido como RORA, possui dominios
estruturais caracteristicos, desempenha um papel importante na
morfogénese de desenvolvimento. NISHITA et al. (2006) demonstraram que
ROR2 medeia WNT5a nao-candnica por ativacao da via WNT-JNK e inibe a
via B-catenina-TCF. Segundo os autores, ROR2 pode mediar a formacgéao de
filopédios atuando na reorganizagédo de actina, formagao esta que requer a
ligacdo da filamina a actina. Os autores observaram que a interrupgcéo da
formacao de filopddios pela supressao da expressdo de ROR2 ou filamina A,
inibia a migracao celular induzida por WNT5a, indicando que a formagéao de
filopédios por meio de ROR2 é essencial para a migragao celular induzida
por WNT5a (NISHITA et al. 2006).

Em um estudo para caracterizar o papel da WNT7a no crescimento e
progressao do tumor de ovario, camundongos nude foram inoculados por via
intraperitoneal ou subcutdnea com WNT7a de linhagem celular SKOV3.ip1.
Os camundongos que receberam células SKOV3.ip1 com baixa expressao
de WNT7a desenvolveram lesdes tumorais significativamente menores,
sugerindo o papel fundamental de Wnt7a durante a transformagao maligna
de células epiteliais do ovario, mediada por WNT/B-catenina (YOSHIOKA et
al. 2012).

BODNAR et al. (2014) utilizaram amostras de cancer de ovario de
46 pacientes submetidas a quimioterapia para avaliar a expressao proteica
por imunohistoquimica de moléculas da via WNT/B-catenina e E-caderina

onde encontraram intensa expressao de E-caderina, B-catenina e WNT-1. A
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expressdo aumentada de [(-catenina se mostrou um preditor desfavoravel
para sobrevida livre de progressao na analise multivariada (HR 2,19, IC 95%
1,09-4,39; p = 0,028) enquanto a expressao de [B-catenina diminuida se
mostrou um fator progndstico para sobrevida global em pacientes com
cancer de ovario em estagio avangado (p = 0,039). A marcagao forte da
expressdo de B-catenina também foi associada significativamente a
resisténcia a quimioterapia a base de platina (p = 0,027).

Embora a via WNT/B-catenina seja controlada por reguladores
negativos como proteina secretada Frizzled 1 (SFRP1), AXIN2 e inibidor de
B-catenina e TCF-4, como relata WU G et al. (2015), ndo se sabe ao certo
como as células tumorais compensam esses efeitos regulatérios e
desencadeiam a ativagao e inativacdo desta via. Os autores mostraram que
via pode ser diretamente influenciada por microRNAs, que podem agir em
diferentes alvos em nivel poés-transcricional. Relataram expressao
aumentada do miR-1207, o qual atua ativa a via WNT/B-catenina, resultando
em aumento nos niveis de células estaminais em cancer de ovario, e quando

0 miR-1207 estava silenciado ocorria a diminuicdo dessas mesmas células.
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Fonte: Adaptado de LOGAN e NUSSE (2004).
Figura 1 - Representacdo esquematica do funcionamento da via Wnt/3-

catenina. (A): Na auséncia do sinal de Wnt a via permanece desativada pois por meio de
interagbes com as quinases ativadas APC (polipose adenomatosa coli), GSK-3 (glicogénio
sintase cinase 3) e Axina, ocorre a degradagcido da B-catenina por fosforilacdo (P). (B):
Quando ocorre exposicao ao sinal de WNT a via é ativada ligando as proteinas WNT aos
receptores Frizzled/LRP na superficie celular que sinalizam Dishevelled (Dsh) e Axina e
levam a inibicdo da degradacdo de B-catenina. A B-catenina entdo acumula-se no
citoplasma, podendo migrar para o nucleo onde se ligara com fatores de transcrigdo
TCF/LEF (fator de célula T/Fator estimulador de linfécito) para controlar a transcricdo das
proteinas relacionadas a proliferagcéo celular. Ha ainda a via de polaridade da célula planar,

que pode modificar o citoesqueleto.

Segundo MOON et al. (2004) as WNTs possuem fungdes importantes
nao apenas em células embrionarias, mas também em organismos adultos,
e sua sinalizagéo esta ligada a uma variedade de doencgas, especialmente o

cancer. O autor questionava se a inibicdo da via de sinalizacdo WNT poderia
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formar a base de uma terapia eficaz para alguns tipos de cancer ou se
mesmo sua ativagao poderia fornecer novas terapias para outras condicoes
clinicas. Muitos processos fisiologicos sao regulados pela via de sinalizagéao
da WNT podendo levar a progressao tumoral se desregulados. Dentro
destes processos estdo angiogénese, metastase, proliferacdo celular,
senescéncia e morte celular (YE et al. 2007; RAMACHANDRAN et al. 2011).

Segundo ANASTAS e MOON (2013) a alta frequéncia de mutagdes
em genes dessa via e em diferentes neoplasias enfatiza a importancia da via
WNT durante a carcinogénese. Como os estudos mostram, a ativagédo da via
WNT/B-catenina esta associada a resultados desfavoraveis em pacientes
com cancer de ovario em diferentes estagios e subtipos tumorais. Por conta
destes dados e pela auséncia de métodos eficazes de rastreio e de auxilio
prognéstico, questionamos se a via WNT/B-catenina associada a coleta
simples citolégica e imuno-citoquimica ndo poderia ser uma ferramenta

valiosa para detecg¢ao da diferenciacdo de massa anexial ovariana.

1.4 JUSTIFICATIVA

Encontrar uma resposta sobre a capacidade diagnodstica desses
alvos em predizer se uma massa anexial seria benigna ou maligna a partir
da avaliacdo desses marcadores. Até o momento, ndo ha nenhum
biomarcador clinicamente validado que possa ser detectado de forma nao

invasiva.



15

2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressédo imuno-citoquimica e génica de WNT5a e WNT7a
em células citolégicas de pacientes portadoras de massa anexial ovariana,
benignas e malignas, para investigar seu papel como biomarcadores de
diagndstico. Também avaliar a capacidade do ensaio de imuno-citoquimica
por meio de coleta de citologia liquida como um método de auxilio

diagndstico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Comparar os laudos anatomopatolégicos com a epidemiologia pela
analise de dados clinicos do prontuario, contrapondo os fatores de
risco.

2 Comparar os niveis de expressao génica por gRT-PCR e proteica por
imuno-citoquimica em tumores benignos e malignos de ovario e
ovarios normais, obtidos pelo esfregago cérvico-vaginal.

3 Realizar ensaio global de expressdo génica a fim de encontrar os
genes diferencialmente expressos da via WNT nos casos tumorais, e

poder relaciona-los com os dados acima citados.
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3 CASUISTICA

3.1 PACIENTES E ESPECIMES

Foi realizado um estudo exploratério prospectivo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (n° 2008/15 -1.051.013) (Anexo 1), pela
técnica de amostragem nao aleatdéria de conveniéncia consecutiva, onde
foram coletadas amostras de citologia liquida de pacientes nos anos de 2016
e 2017, realizadas no centro cirurgico. Pela rotina cirurgica ja conhecida,
esperava-se obter cerca de 45 participantes com tumores malignos, 75 com
tumores benignos e 50 com ovarios sem alteragbes. Esse numero poderia
variar com a frequéncia de cirurgias e laudos histolégicos. A confirmagao
diagndstica foi realizada pela andlise de coloragdo por hematoxilina-eosina
(H&E) por um patologista experiente da instituicdo. Ao final, foram coletadas
amostras de 101 participantes. Baseados nos critérios de exclusado,12
amostras foram excluidas e permaneceram no estudo 22 tumores epiteliais
malignos, 32 casos benignos com diagndstico de teratoma, cistoadenoma,
fibrotecoma e fibroma, e 35 casos sem alteracbes ovarianas, os quais
tiveram diagndstico de miomas uterinos, hidrossalpinge, castragao, cistos e

polipos.
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3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas (critérios de inclusdo) as pacientes admitidas no
Hospital AC Camargo, submetidas a Ilaparotomia ou laparoscopia
exploratéria devido a massa anexial. O diagnéstico histopatolégico posterior
aos procedimentos permitiu a selegdo das pacientes diagnosticadas com
tumor ovariano maligno do tipo epitelial, tumores benignos e ovarios com
auséncia de neoplasias. Os critérios de inclusdo ndo eram restritos a idade
nem localizagao geografica de moradia.

Os critérios de exclusdo adotados foram: pacientes laqueadas,
aquelas com tumores pélvicos (como cancer de utero, endométrio, vagina,
reto, bexiga e vulva) tanto diagnosticadas anteriormente ou apds as coletas.
Também foram excluidos os casos que nao apresentaram material suficiente
na coleta, que ndo geraram dados moleculares e citologicos apds coleta,
que ndo apresentaram informacdes clinicas compativeis com o estudo, bem
como pacientes que se recusarem a participar do estudo.

A estratégia utilizada neste estudo ndo apresentou desconforto ou

risco para as pacientes.
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4 METODOLOGIA

41 COLETA DAS AMOSTRAS

Anteriormente a coleta, foi aplicado o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Apds preenchimento do TCLE e
autorizagdo das pacientes, foi realizada coleta de esfregaco citologico pelo
método de swab. A coleta de amostras do colo uterino foi realizada no pré-
operatorio imediato, logo apds a realizacdo da anestesia. Estas amostras
foram coletas e armazenadas em um frasco de citologia liquida com
conservante celular ThinPrep® (Hologic, Inc. Marlborough, MA, EUA)
adequado para citologia oncética. Outro frasco, do tipo eppendorf livre de
DNAse (volume de 1,5mL) contendo o reagente Cell Protect (Qiagen Cat
No./ID: 76526) foi utilizado para acondicionar as amostras para fins de
analise molecular. Foram entdo consultados os exames anatomopatologicos
a fim de avaliar se a massa anexial era resultante de tumor benigno ou
maligno (cancer de ovario). Em seguida, a casuistica foi dividida em trés
grupos, normais sem alteragdes neoplasicas ovarianas, tumores benignos e
tumores malignos, o que consideramos como progressao neoplasica para
base da comparagao estatistica. Estes grupos amostrais foram analisados
por analise imuno-citoquimica e métodos moleculares para os marcadores
WNT5a e WNT7a. O material foi armazenado em frasco apropriado, para

posterior processamento dos experimentos.
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Os prontuarios foram revisados e dados como tabagismo, histérico
familiar, etilismo, tumores ndo pélvicos anteriores a coleta, numero de filhos
e uso de anticoncepcional foram registrados para estabelecer possiveis

fatores de risco ou de protecéo.

4.2 PREPARAGAO DE LAMINAS

O material liquido contendo conservante PreservCyt a base de
metanol, foi processado no equipamento ThinPrep 2000 (Hologic) a fim de
obter um pellet celular. Esta estratégia permite a concentragdo celular
maxima para preparacdo das laminas e subsequente ensaios de imuno-
citoquimica. O processamento pelo equipamento ThinPrep utiliza a
dispersao celular de um cilindro com um filtro de policarbonato neutro, fino e
poroso, que roda sobre si mesmo, separando ao acaso grupos aderentes e
dispersando muco cervical e sangue. Posteriormente, as células aderem ao
fitro num plano sendo entdo transferidas para as laminas. A principal
vantagem do método ThinPrep € a preservagao celular e a menor perda do
material, além de aumentar a sensibilidade e ser um método de
monocamada, usado ndo somente para citologia. As amostras coletadas de
biépsia e em blocos de parafina resultantes dos procedimentos de rotina
foram cedidas para a confecgdo de laminas e posterior raspagem para o

protocolo do ensaio de expresséo génica global de transcritos.
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4.3 IMUNO-CITOQUIMICA E IMUNO-HISTOQUIMICA

Os procedimentos de imuno-citoquimica e histologia foram realizados
no Core Facility de Histologia-IHQ-TMA do A.C.Camargo Cancer Center.

A marcagdo das laminas citolégicas com o anti-WNT5A (diluigdo,
1:500; catalogo no. MA515511; Thermo Fisher Scientific, DE, EUA) foi feita
utiizando o kit de detecgdo Ultraview (cat. 760-500, Ventana Medical
Systems, Inc., Tucson, AZ, USA). As reacdes foram realizadas no sistema
automatizado Ventana BenchMark XT (Ventana Medical Systems) seguindo
as instrugbes do fabricante. Brevemente, o anticorpo foi transferido com o
diluente (ab64211, Abcam) para o dispensador apropriado do equipamento
para uso automatizado. As lédminas foram incubadas com o anticorpo
primario por 32 min a 37°C. Posteriormente foi utilizado o kit de deteccao,
que consiste na aplicagdo do inibidor por 4 min a 37°C, seguido do uso do
multimero por 12 min, do DAB/peroxidase por 8 min e solugdo Cooper por 4
min. Em seguida, os cortes foram contra corados com os reagentes
Hematoxilina Il (cat. 790-2208, Ventana Medical Systems, Inc.) por 8 min a
37°C e Bluing (cat. 760-203, Ventana Medical Systems, Inc.) por 4 min. Foi
utilizando também o anticorpo WNT7A (diluicdo, 1:100; catalogo no. PA5-
34328; Thermo Fisher) foi utilizado o OptiView DAB IHC Detection Kit (cat.
760-700, Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA) e incluida uma
etapa adicional com a incubagdo de um multimero entre a incubacdo do
anticorpo e do DAB com objetivo de intensificar a amplificacdo do sinal. O

anticorpo foi incubado por 2h a 37°C. ApdOs o ensaio de imuno-citoquimica,
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as laminas foram montadas em Entellan (cat. 107961, Merck). Os protocolos
dos anticorpos Invitrogen — Thermo Fischer estao disponiveis para tecidos
parafinados e foram adaptados para a citologia. Para validacdo dos
anticorpos, os controles histoldégicos usados foram tecidos de cérebro para
WNT5a e para WNT7a, seguindo recomendacdo do fabricante dos
anticorpos. A padronizagdo da diluicdo foi realizada tanto em tecido
histolégico de controle citado acima como em laminas citolégicas de
Papanicolaou. O mesmo protocolo acima foi utilizado para a imuno-
histoquimica, com inclusao da etapa de desparafinizacdo com EZ Prep e
recuperagcao antigénica de 60 minutos para WNT7a e 30 minutos para
WNT5a.0 anticorpo WNT7a foi diluido em 1:100 e incubado por 60 minutos,
enquanto o anticorpo WNT5a diluido 1:500 e incubado 60 minutos.

Em seguida, as laminas foram observadas ao microscopio no
aumento de 80x e 200x, para analise do desenvolvimento de precipitado
castanho-dourado, como produto final da reacdo. A marcacgao foi classificada
pela intensidade da coloragdo: inespecifica (0), ausente (1), leve (2),
moderada (3) e intensa (4), como descrito em literatura (BRUMMER et al.
2002; SHEU et al. 2003; BELHOCINE et al. 2010). As imagens foram
capturadas utilizando o software Aperio ImageScope (v12.3.2.8013 — Leica

Biosystems, Wetzlar - Alemanha).
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4.4 EXTRAGAO DE RNA - CITOLOGIA LIQUIDA

O material de citologia liquida coletado no centro cirurgico foi
armazenado a temperatura ambiente e depois encaminhado para o
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center para processamento (OLIVIERI et
al. 2013). As amostras foram pré-processadas e transferidas para
microtubos de 1,5ml para recuperacdo do pellet de células. O protocolo de
extragdo de RNA foi conduzido de acordo com o POP (protocolo operacional
padréo) interno criado pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center para
esta finalidade. Antes do procedimento de extracdo do RNA, a amostra foi
tratada com a enzima DNAse (Qiagen, CA, EUA) e entdo homogeneizada
com tampao de lise e B-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich Corporation). A
purificagdo do RNA foi realizada utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen,
CA, EUA) de acordo com as recomendacgbes do fabricante, com algumas
modificacdes de acordo com o POP interno. A pureza e concentracdo do
RNA foram avaliadas nos equipamentos Nanodrop™ ND-1000 (Thermo
Fisher) e Qubit QUANT-IT RNA BR assay kit (Thermo Fisher),
respectivamente. A integridade foi determinada utilizando o equipamento
Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies, CA, EUA). O Tapestation
gera uma nota de qualidade do RNA que vai de 0-10, sendo 10 o RNA na

sua forma mais integra.
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45 REAGAO EM CADEIRA DA POLIMERASE QUANTITATIVA

EM TEMPO REAL (RT-qPCR)

Foi obtido o cDNA na quantidade usada de 1000ng para um volume
final de 20uL utilizando a metodologia High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA, Cat. N°
4368814/ 4374966), seguindo especificacbes do fabricante. Os genes |
WNT5A e o WNT7A — TagMan Gene Expression Assay (Qiagen, Cat.n°
4331182/4453320, FAM-MGB 20x). Apds a transcrigao reversa, as amostras
foram diluidas com agua pura estéril para atingir uma concentracao final de
aproximadamente 2ng/uL e estocadas a -20°C. As reagdes de RT-qPCR
foram realizadas no equipamento Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystem) utilizado o sistema de detecgao
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems), seguindo as
especificagdes do fabricante. Para o calculo da QR (quantificagao relativa)
foi usado o método de Livak descrito pela equacdo QR = 2-AACT, onde ACT
= Ct alvo — Ct enddégeno e AACT = ACT amostra = ACT calibrador (LIVAK e
SCHMITTGEN 2001). Os iniciadores da reacao (conjunto de primers) foram
inventariados pela Applied Biosystems, para cada gene alvo a ser
investigado. Como controle enddgeno foi utilizado ACTB (f-actina) e um pool
de amostras normais foi utilizado para normalizar a reagdo. Foram
adicionados 10ng de cada amostra (volume de 5uL equivalente a
concentragéo de 2ng/uL) em 15uL de MIX para volume final de 20uL por

poco. Para leitura da placa foi utilizado o programa SDS 2.3 no equipamento
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7.900HT (Applied Biosystems). Foi considerada expressdo aumentada

valores >=2, normal 0,5-2,0 e diminuida <=0,5.

4.6 ENSAIO DE EXPRESSAO GLOBAL DE TRANSCRITOS

Para a comparagdo da expressdo génica das amostras citoldgicas
liquidas e analise de quais componentes da via WNT estariam alterados, foi
realizado um perfil de expresséo génica nas amostras de tecido parafinizado
normais, benignas e tumorais de ovario de 18 pacientes selecionadas a fim
de verificar quais os genes diferencialmente expressos. Foi utilizado o kit de
amplificagcdo GeneChip® WT Pico Reagent Kit ((Affymetrix/ThermoFisher,
EUA) capaz de avaliar o transcriptoma total a partir de quantidades muito
pequenas de RNA, assim como de amostras degradadas, como os FFPE
(Formalin-fixed, Paraffin-embedded).

A extracdo do RNA foi realizada usando o kit RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation (Ambion/ThermoFisher, AM1975) para tecidos
FFPE, de acordo com as recomendacgdes do fabricante. A qualidade do RNA
foi avaliada usando o NanoDrop (Thermo Fisher) e o0 RNA foi quantificado
usando o Qubit (Thermo Fisher) processado de acordo com o protocolo do
fabricante. Para a transcrigdo reversa, o RNA total foi amplificado com
iniciadores contendo uma sequéncia promotora, na etapa First Strand cDNA
onde 5uL de RNA foi transferido para tubo contendo 5uL de First Strand
Master Mix e incubados conforme protocolo. Como molde para o cDNA de

fita simples, foi utilizado 8uL do Adaptor 3°, para a sintese do cDNA de
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cadeia dupla em um ciclo de 15 min a 15°C, 15 min a 35°C, 10 min a 70°C e
2 min a 4°C, seguido de 30uLdo WT Pico PCR em ciclo de 2 min a 95°C, 7
ciclos por 30 seg a 94°C, 5 min a 70°C, e 2 min a 4°C, etapa que utiliza DNA
Taq polimerase e iniciadores adaptadores especificos para sintetizar e pré-
amplificar o cDNA. Para a sintese de cRNA por IVT (in vitro transcription)
foram adiconados 30uL do WT Pico IVT. Nesta etapa o RNA anti-sense é
sintetizado e amplificado por modelo de cDNA de cadeia dupla usando
Polimerase de RNA T7. Esta reacao foi incubada por 14 horas a 40°C, e
posteriormente a 4°C. A purificacdo do cRNA foi feita usando beads
magnéticas em lavagens seriadas com etanol 80% e ressuspendido em
27uL de agua livre de nucleases a 65°C. Para a sintese do fita sense do
cDNA por transcrigao reversa foram adicionados 16 yL do mix de WT Pico
2nd-Cycle contendo iniciadores especificos em 24 pL de cRNA na
concentragdo de 20ug, incubados por 10 min a 25°C, 90 min a 42°C, 10 min
a 70°C e 2 min a 4°C. Em seguida, foram adicionados 4uL de RNase H para
hidrolisar o molde de cRNA deixando a fita simples de cDNA, em um ciclo de
45 min a 37°C, 5 min a 95°C e 2 min a 4°C. Apds a hidrdlise, o cDNA de
cadeia simples do 2° ciclo foi purificado por meio de um mix de beads de
purificacéo incluindo lavagens seriadas com etanol 80% e 100% e também
30uL de agua livre de nucleases a 65°C, para remover enzimas, sais e
dNTPs nao incorporados. Um total de 5.5ug de ss-cDNA foi utilizado para
fragmentacdo e marcagcdo das regides terminais com biotina, feitas com
incubacao das amostras adicionadas de 14uL do master mix de WT Pico

Fragmentation and Labeling Buffer and Enzyme incubadas por 60 min a
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37°C, 2 minutos a 93°C e 2 minutos a 4°C. Este procedimento em sua
totalidade é o recomendado pelo fornecedor da plataforma de arrays.

Como controle positivo foi usado RNA de linhagem HelLa fornecida
pelo fabricante. A hibridagao foi realizada no chip Clariom D em forno por 16
horas a 60rpm e 47°C, sendo os chips relevados e lavados no equipamento
automatizado GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix/ThermoFisher Pub.
No. 08-0295), segundo o protocolo Expression Wash, Stain and Scan User
Manual for Cartridge Arrays (P/N 702731 Rev. 4). O, escaneamento foi
realizado no Affymetrix GeneChip Scanner 7000 (Affymetrix/ThermoFisher).
Apds escaneamento foram gerados os arquivos CEL. de cada amostra pelo
AGCC (Affymetrix GeneChip Command Console Software) e analisados pelo
programa TAC (Transcriptome Analysis Console 4.0). Para comparagao
entre os grupos e identificacdo de Fold Change (FC) e P valor foi utilizado o
pacote Limma e o pacote ComplexHeatmap utilizado para construir os
heatmaps. Os genes diferencialmente expressos (DE) foram selecionados
pela significAncia quando p<0.05 com FC >2 e <-2 representando a
diferenca entre os grupos e foram selecionados usando a plataforma online
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — KEGG (https://bit.ly/2GVeS8ry)
que possui uma colegado de catalogos de genes para todos os genomas
completos que s&o gerados a partir de recursos publicos disponiveis como o

NCBI RefSeq e GenBank.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada uma analise descritiva onde foram
apresentadas as distribuicbes de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) para
as variaveis qualitativas, e as principais variaveis quantitativas como a
média, desvio padrdo, mediana, valores minimo e maximo. Para avaliar a
associacdo entre as variaveis qualitativas e a correlacdo entre os
marcadores, nivel de expressao dos transcritos e das proteinas, foi utilizado
o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (p<0,05), quando
apropriado. Na avaliagdo da concordancia entre os genes WINT5A e WNT7A
e das proteinas entre si, foi utilizado o coeficiente de Kappa.

Para avaliar possiveis fatores de risco para o cancer de ovario, foi
utilizada a Regressao Logistica, em que foram avaliados os valores das OR
(odds ratio). O nivel de significancia adotado foi o de 5%. Desta forma os
testes foram considerados como significativos quando apresentarem valor
de p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
IBM SPSS verséo 25.

Foi utilizado o método ANOVA para comparar os grupos de amostras
que apresentaram genes diferencialmente expressos resultantes da analise
de expressao global dos transcritos. Os genes significativos dos trés grupos
(ANOVA) e entre pares (Tumor vs Benigno, Tumor vs Normal e Benigno vs
Normal) foram selecionados quando p<0.05 com fold-change (FC) >2 e <-2.

Para avaliar a distribuicdo e heterogeneidade dos genes em relagdo aos
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grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney onde o valor de significancia
adotado foi p<0.05.

Foram criados box splots para avaliacdo da variabilidade de cada
transcrito diferencialmente expresso, onde a linha preta reta seccionando o
retdngulo mostra o valor da mediana e as semirretas (bordas do retangulo)
ligam respectivamente os quartis minimo e maximo. Os pontos acima do
grafico e os asteriscos abaixo representam os outliers. O valor minimo e o
maximo sdo mostrados pelas linhas retas externas ao retangulo e mostram a
amplitude dos dados, que quanto maior mais amplo sdo os resultados.
Esses dados minimos e maximos mostram a variabilidade de cada gene
entre cada grupo.

Por fim, para avaliar a correlagdo entre os genes alvos WNT5A e
WNT7A com os genes diferencialmente expressos encontrados no
transcriptoma, foi utilizado o teste de Spearman ndo paramétrico indicando
forte associagcao positiva quando igual a 1 e forte associagdo negativa

quando igual a -1, com significancia de p<0.05 para ambos 0s casos.
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5 RESULTADOS

5.1 EPIDEMIOLOGIA DESCRITIVA

A Tabela 1 apresenta alguns fatores epidemiolégicos coletados do
prontuario meédico.

Em relagdo ao habito tabagista, 24,7% dos prontuarios ndo possuiam
informacdes preenchidas, e dentre os dados validos apenas 28,3% dos
casos eram de pacientes que foram fumantes ou eram fumantes no
momento da consulta. Esses numeros aumentam quando se trata de
etilismo pois 37,1% dos prontuarios ndo possuiam informacdes e dentre os
dados validos 41,1% das pacientes relataram beber socialmente ou
intensamente e 58,9% relataram ndo fazerem uso de bebida alcodlica nem
socialmente. O numero de filhos foi omitido apenas em 7,1% dos prontuarios
e entre os dados validos, 40,2% das pacientes ndo possuiam filhos ou
ficaram gravidas. Os dados sobre o uso de anticoncepcional oral (ACO) ndo
estava presente em 19,1% dos prontuarios e dentre os dados validos 47,2%
relataram estarem em uso de ACO ou ja terem usado. A minoria das
pacientes, 18%, possuia ou relatou algum outro tipo tumoral n&o

ginecoldgico no momento da pesquisa ou no passado, respectivamente.
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Tabela 1 - Descritiva dos dados epidemioldgicos segundo variaveis sociais
como numero de filhos e variaveis que expressam estilo de vida como
tabagismo, etilismo, uso de anticoncepcional oral, bem como diagndéstico de
tumores nado ginecologicos anteriores ao estudo, dados coletados no
A.C.Camargo Cancer Center, 2018.

Tabagismo Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida
Valido Ex fumante 11 12,4 16,4
Fumante atual 8 9,0 11,9
Nao fumante 48 53,9 71,6
Total 67 75,3 100,0
Omisso Sistema 22 247
Total 89 100,0
Etilismo Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida
Valido Sim, bebe 23 25,8 411
Nao bebe 33 37,1 58,9
Total 56 62,9 100,0
Omisso Sistema 33 37,1
Total 89 100,0
Filhos Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida
Valido 0 33 37,1 40,2
" 17 19,1 20,7
2 24 27,0 29,3
"3 5 56 6,1
4 2 22 24
5 1 1,1 1,2
Total 82 92,1 100,0
Omisso Sistema 7 7,9
Total 89 100,0
ACO Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida
Vélido Sim, usa 34 38,2 47,2
Nao usa 38 427 52,8
Total 72 80,9 100,0
Omisso Sistema 17 19,1
Total 89 100,0
Outros tumores Frequéncia Porcentagem Porcentagem valida
Valido Sim, teve 16 18,0 18,0
Nao teve 73 82,0 82,0
Total 89 100,0 100,0
Idade Frequéncia  Porcentagem Porcentagem valida
Valido Até 60 anos 73 82 82
> 60 anos 16 18 18
Total 89 100 100
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Entre 2010 a 2018, foram atendidos 1.039 casos de cancer de ovario
no A.C.Camargo Cancer Center, representando 1,16% de todos os 89.228

casos diagnosticados de outras origens (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero total de casos de cancer de ovario e outros tipos
tumorais, nos ultimos 10 anos no hospital A.C.Camargo Cancer Center.

Ano 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2013

Ovario 99 109 110 158 106 111 118 125 103
Outros 9325 93M 10663 11140 10299 985 9537 8371 8923

Totd 424 9503 10773 11298 10405 9967 9655 9096 9026

5.2 ENSAIO DE EXPRESSAO GENICA - qRT-PCR

Para analise da expressdo génica foram comparados trés grupos
clinicos, os casos normais, com lesées ovarianas benignas e carcinomas de
ovario. Entre as 89 pacientes incluidas no estudo, apenas 65 apresentaram
resultados com qualidade satisfatéria para a analise de expressao génica
par WNT5a e 62 para WNT7a, sendo excluidas outras 24 de WNT5a e 27 de
WNT7a por ndo haver material genético em quantidade adequada.

Os niveis de expressdo do gene WNT5A foram analisados de duas
maneiras: (A) individualizando cada grupo de amostras (normais, benignas e
malignas) onde foi observado um maior numero de casos benignos com
expressao diminuida do gene (n=15), embora sem significancia estatistica
comparado aos demais grupos (p=0,459) (Tabela 3). (B) Os casos normais e

benignos foram agrupados e comparados aos malignos (B) sendo verificado
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um maior numero de casos benignos e normais com expressao diminuida do

gene (n=25), também sem significancia estatistica (p= 0,793).

Tabela 3 - Distribuicdo dos niveis de expressao génica de WNT5a nos
distintos grupos.

A Expressao Classificagao de diagnéstico
Normal Benigno Maligno Total

Gene Wnt5a Diminuida 10 (43,5%) 15 (60%) 7 (41,2%) 32 (49,2%)

Normal 11 (47,8%) 6 (24%) 7 (41,2%) 24 (36,29)

Aumentada 2 (8,7%) 4 (16%) 3 (17,6%) 9 (13,8)
Total 23 (100%) 25 (100%) 17 (100%) 65 (100%)
p= 0,459
B Expressao Classificagac de diagndstico

Benigno/Normal Maligno Total

Gene Wnt5a Diminuida 25 (52,1%) 7 (41,2%) 32 (49,2%)

Normal 17 (35,4%) 7 (41,2%) 24 (36,29)

Aumentada 6 (12,5%) 3(17,6%) 9 (13,8)
Total 48 (100%) 17 (100%) 65 (100%)
p= 0,793

A: Comparagao da expressao nos grupos individualizados, normal, benigno e maligno. B:

Comparacgao da expressao isolando os casos tumorais.

Os niveis de expressdo do gene WNT7A também avaliados
individualizando cada grupo de amostras (A) (normal, benignos e malignos)
sendo observado que 0s casos normais apresentaram mais frequentemente
expressao diminuida do gene (n=18), embora sem significancia estatistica
(p= 0,450) (Tabela 4). Semelhante ao descrito para WNT5A, também foi
realizada a comparagdo dos niveis de expressdo agrupando 0Os casos
normais e benignos e comparando-os aos malignos (B). Neste caso foi
detectado um maior numero de casos com expressdo diminuida, sem

significancia estatistica (n=31) (p= 0,419).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos niveis de expressdao génica de WNT7a nos
distintos grupos.

A Expressao Classificagao de diagnéstico
Normal Benigno Maligno Total

Gene Wnt7a  Diminuida 18 (69,2%) 13 (52%) 6 (54,5% 37 (59,7%)

Normal 6 (23,1%) 8 (32%) 5 (45,5%) 19 (30,6%)

Aumentada 2(7,7%) 4 (16%) 0 (0%) 6 (9,7%)
Total 26 (100%) 25 (100%) 11 (100%) 62 (100%)
p= 0,450
B Expressao Classificagacde diagnéstico

Benigno/Normal Maligno Total

Gene Wnt7a  Diminuida 31 (60,8%) 6 (54,5%) 37 (59,7%)

Normal 14 (27,5%) 5 (45,5%) 19 (30,6%)

Aumentada 6 (11,8%) 0 (0%) 6 (9,7%)
Total 51 (100%) 11 (100%) 62 (100%)
p=0,419

A: Comparagédo da expressao nos grupos individualizados, normal, benigno e maligno

(p=0,450). B: Comparacgao da expressao isolando os casos tumorais (p=0,419).

Para avaliar a expressdao do gene WNT5a como possivel fator de
risco para o cancer de ovario (Tabela 5) foram avaliados os valores das OR
(odds ratio) sendo o nivel de significancia adotado de 5%. No agrupamento
dos casos normais e benignos, as amostras com expressdo diminuida do
gene possuem 44% (odds 0,56) menos de chance de desenvolver tumor
maligno que as amostras com expressdo aumentada. Nas amostras com
expressdo normal ha 18% (odds 0,82) menos de chance de desenvolver
tumor maligno que as amostras com expressdo aumentada, observando que

o valor de p n&o apresentou significancia estatistica.
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Os niveis de expressdo do gene WNT7A também avaliados
individualizando cada grupo de amostras (A) (normal, benignos e malignos)
sendo observado que 0s casos normais apresentaram mais frequentemente
expressao diminuida do gene (n=18), embora sem significancia estatistica
(p= 0,450) (Tabela 5). Semelhante ao descrito para WNT5A, também foi
realizada a comparacao dos niveis de expressdao de WNT7a agrupando os
casos normais e benignos e comparando-os aos malignos (B). Neste caso
foi detectado um maior numero de casos com expressao diminuida, sem

significancia estatistica (n=31) (p=0,419).

Tabela 5 - Associagdo do risco de neoplasia com os niveis de expressao
génica de WNT5a e WNT7a.

A Risco de neoplasia maligna em relagao ao gene aumentado
Expressao de n Odds ratios 95%ClI p
WNT5a

Diminuida 32 0,56 0,11-2,82 0,48
Normal 24 0,82 0,15-4,25 0,81
B Risco de neoplasia maligna em relagdao ao gene aumentado
Expressao de n Odds ratios 95%ClI p
WNT7a

Diminuida 37 - 0 0,999
Normal 19 - 0 0,999

A; casos malignos isolados dos casos normais e benignos e seu risco em relagao a
expressdo aumentada do gene. B; casos malignos isolados dos casos normais e benignos

onde nao foi possivel dados estatisticos.

A concordancia entre a expressao dos dois genes testados foi
avaliada pelo coeficiente Kappa (Tabela 6). O coeficiente de Kappa é

utilizado para medir a concordancia entre dois ou mais grupos que realizam
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uma mesma analise, sendo 1 o valor de concordancia e, portanto, quanto
mais proximo a 1 maior concordancia ha entre os grupos e menor sera o

valor de p. Foi observado o valor de Kappa de -0,032 (p=0,772).

Tabela 6 - Tabela cruzada de distribuicdo entre os genes WNT5a e WNT7a
e o nivel de concordancia entre a expressao génica.

Expressao Gene WNT7a
Diminuida Normal Aumentada Total
Gene WNT5a Diminuida 16 (50%) 8 (50%) 3 (75%) 27 (51,9%)
Normal 12 (37,5%) 6 (37,5%) 1(25%) 19 (36,5%)
Aumentada 4 (12,5%) 2 (12,5%) 0 (0%) 6 (11,5%)
Total 32 (100%) 16 (100%) 4 (100%) 52 (100%

p= 0,772
Distribuicdo das amostras em relagéo ao nivel de expressao génica.

5.3 ANALISE DOS DADOS DE IMUNO-CITOQUIMICA E

IMUNOHISTOQUIMICA

A marcagdo da expressdo da proteina WNTS5A teve avaliagao
baseada na intensidade da marcacdo e foi dividida em marcagao
inespecifica, ausente, leve, moderada ou intensa. As marcagbes com
granulagdes, fundo e artefatos corados foram consideradas como
inespecificas para evitar erro de especificidade e resultados falsos positivos.
As laminas em que as células ndo apresentavam coloragéo alguma, mesmo
que presente algum artefato, foram consideradas como marcagdes ausentes
(Figura 2). Os mesmos critérios foram utilizados tanto para as laminas

citolégicas, como para os controles e laminas histologicas. A coloragdo da
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marcacgao foi realizada por andlise qualitativa, pois o equipamento é capaz

de quantificar celularidade marcada de laminas especificas teciduais FPPE.

Nuclear Citoplasmati

Membranosa Nuclear + citoplasmatica

Granular

Ponteada

I Coloragdo marrom - reatividade

Figura 2 - llustracdo dos diferentes tipos de marcagdes celulares utilizados
nas analises de Imunocitoquimica, a depender do tipo de antigeno e da

marcagéao alvo do anticorpo.

A Tabela 7 apresenta a distribuicdo geral da marcagdo por imuno-
citoquimica nos diferentes conjuntos de amostras, onde assim como na
expressdo génica, foram separados por duas condi¢cdes, a primeira (A)
individualizando cada grupo de casos (normais, benignos e malignos) afim
de investigar o perfil de expressdo em cada variavel. Esta analise resultou

um valor de p=0,084. Em (B) encontra-se a comparagdo da marcagao
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agrupando os casos normais e benignos separando-os dos malignos (p=

0,999).

Tabela 7 - Distribuicdo dos niveis de expressao proteica de WNT5a nos
distintos grupos.

A Marcagao Classificagao de diagndstico
Normal Benigno Maligno Total
Proteina WNT5a Inespecifica 13 (43,3%) 9 (29%) 3 (17,6%) 25 (32,1%)
Ausente 4 (13,3%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (5,10/0)
Leve 9 (30%) 16 (51,6%) 10 (58,8%) 35 (44,9%)
Moderada ou intensa 4 (13,3%) 6 (19,4%) 4 (23,5%) 14 (17,9%)
Total 30 (100%) 31 (100%) 17 (100%) 78 (100%)
p= 0,084
B Marcagao Classificagao OVARIO
Benigno/Normal Maligno Total
Proteina WNT5a Inespecifica, ausente 51 (83,6%) 13 (76,5%) 64 (82,1%)
eleve
Moderada ou intensa 10 (16,4%) 4 (23,5%) 14 (17,9%)
Total 61 (100%) 17 (100%) 78 (100%)
p= 0,999

A: Comparagédo da expressao nos grupos individualizados, normal, benigno e maligno

(p=0,084). B: Comparagéao da expressao isolando os casos tumorais (p=0,999).

A marcacéo da proteina WNTS5A também foi avaliada em relagdo a
sua razdo de chance de contribuir para o desenvolvimento neoplasico
(Tabela 8). Novamente, foram avaliados os valores das OR e o nivel de
significancia adotado foi de 5%. Na primeira hipétese (A) onde os casos
normais e benignos foram agrupados e separados dos casos malignos a
razdo de chance foi 72% (OR= 0,28) menor da marcagao inespecifica ou
ausente em contribuir para o desenvolvimento maligno em relagdo as
amostras que apresentam marcagdes presentes, sejam leves, moderadas ou
intensas. A hipotese (A) de aumento da expressado proteica conforme

progressao tumoral apresentou um (p=0,07) muito proximo do valor
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considerado estaticamente significativo (p<0,05). Na hipotese (B) quando
agrupada as marcacgodes leves, grupo considerado negativo, o valor de OR
foi de 36,3% menor da marcacao inespecifica, ausente ou leve em contribuir
para o desenvolvimento maligno em relagédo as amostras que apresentam
marcagdes presentes, sejam leves, moderadas ou intensas, no entanto o

(p=0,5) nao foi significativo.

Tabela 8 - Associagado do risco de neoplasia com os niveis de expressao
proteica de WNT5a.

A Risco de neoplasia maligna em relagao a presenca de expressido proteica
Expressiao de n Odds ratios 95%ClI p

WNT5a

Inespecifica ou ausente 29 0,28 0,075-1,10 0,07

B Risco de neoplasia maligna em relagdo a presenga de expressiao proteica
Expressido de n Odds ratios 95%ClI p

WNT5a

Inespecifica, ausente, 64 0,637 0,17-2,36 0,5

ou leve

A e B; casos malignos isolados dos casos normais e benignos e a relagdo com o aumento

da marcagao proteica.

As marcagodes citologicas, e seus controles, foram padronizadas em
diluicbes seriadas e definidas como adequadas em diluicdo 1:500. Os
controles testados foram tecidos de testiculo e cérebro do setor de Patologia
na diluicdo também 1:500. O fabricante padroniza o kit para uso em laminas
histologicas parafinizadas. Na Figura 3 esta representada como as
coloragbes das marcagdes foram identificadas, em (A) uma marcagao

ausente em uma amostra normal, (B) uma marcacdo leve em uma amostra
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benigna, (C) uma marcagao moderada em uma amostra maligna e (D) uma

marcagao intensa em algumas células dispostas com nucleo néo corado no

controle de tecido cerebral.
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Figura 3 - Marcagdes proteicas de WNT5a em diferentes casos clinicos. (A);
marcagao ausente em amostra normal. (B) marcacdo leve em amostra benigna. (C):
marcacao moderada em amostra maligna. (D): marcacdo intensa em algumas células

dispostas em controle de cérebro. 80x.

A proteina WNT7a também teve sua marcacao dividida em marcacgao
inespecifica, ausente, leve, moderada ou intensa. Na Tabela 9 & possivel
observar a marcacédo nos diferentes grupos clinicos. O nivel de expresséo
proteica comparada aos casos individualizados (A) apresentou valor de

(p=0,252). Abaixo (B) encontra-se a comparagao da marcagao agrupando os
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casos normais e benignos separando-os dos malignos onde o valor de

(p=0,999).

Tabela 9 - Distribuicdo dos niveis de expressao proteica de WNT7a nos
distintos grupos.

A Marcagao Classificagao OVARIO
Normal Benigno Maligno Total
Proteina WNT7a Inespecifica 2 (11,8%) 2 (11,8%) 3 (25%) 7 (15,2%)
Ausente 8 (47,1%) 3(17,6%) 1(8,3%) 12 (26,1%)
Leve 3(17,6%) 8 (47,1%) 5(41,7%) 16 (34,8%)
Moderada ou intensa 4 (23,5%) 4 (23,5%) 3 (25%) 11 (23,9%)
Total 17 (100%) 17 (100%) 12 (100%) 46 (100%
p= 0,252
B Marcagao Classificagao OVARIO
Benigno/Normal Maligno Total
Proteina WNT7a Inespecifica, ausente 26 (75,5%) 9 (75%) 35(76,1%)
e leve
Moderada ou intensa 8(23,5%) 3(25%) 11(23,9%)
Total 34 (100%) 12 (100%) 46 (100%
p= 0,999

A: Comparagao da expressao nos grupos individualizados, normal, benigno e maligno. B:

Comparacgao da expressao isolando os casos tumorais.

A razao de chance dos niveis de expressado da proteina de WNT7a
contribuir para o desenvolvimento neoplasico esta representada na Tabela
10. Na hipétese (A) onde os casos normais e benignos foram agrupados e
separados dos casos malignos a razao de chance foi 37% (odds 0,63)
menor da marcagao inespecifica ou ausente em contribuir para o
desenvolvimento maligno em relagdo as amostras que apresentam
marcagoes presentes, sejam leves, moderadas ou intensas. Essa hipotese
nao apresentou significancia estatistica. Na hipotese (B) os casos normais e
benignos também foram agrupados e separados dos casos malignos, porém

cruzados com as marcagdes inespecificas, ausentes e leves, onde a razao
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de chance foi 7,7% (odds 0,923) menor dessas marcagbes em contribuir
para o desenvolvimento maligno em relagédo as amostras que apresentam
marcagdes moderadas ou intensas, ndo mostrando diferenca significativa

entre as marcagoes.

Tabela 10 - Associacao do risco de neoplasia com os niveis de expressao
proteica de WNT7a.

A Risco de neoplasia maligna em relagao a presenca de expressido proteica
Expressido de n Odds ratios 95%ClI p

WNT7a

Inespecifica ou ausente 19 0,63 0,16-2,51 0,51

B Risco de neoplasia maligna em relagao a presenca de expressado proteica
Expressido de n Odds ratios 95%ClI p

WNT7a

Inespecifica, ausente, 35 0,923 0,20-4,25 0,91

ou leve

A; casos malignos isolados dos casos normais e benignos e a relacdo com o aumento da
marcagao proteica. B: agrupamento dos casos benignos/malignos e sua relagdo com o

aumento da marcagéo proteica.

Para a proteina WNT7a as padronizagbes em diluicbes seriadas
foram testadas e definidas como adequadas em diluicdo 1:100 tanto para as
amostras como para os controles, testados em tecidos de testiculo e cérebro
do setor de Patologia. Na Figura 4 é possivel visualizar uma marcagéao
ausente em uma amostra normal (A), uma marcagao leve em uma amostra
benigna (B), uma marcacg&o intensa em uma amostra maligna (C), e uma

marcacgao intensa também no tecido cerebral como controle. Assim como em
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WNT5a, a progressdao da marcacao nao foi presente em todas as amostras

conforme progressao do diagndstico.

WNT7a

Figura 4 - Marcagdes proteicas de WNT7a em diferentes casos clinicos. (A);
marcagao ausente em amostra normal. (B) marcagdo leve em amostra benigna. (C):
marcagao intensa em amostra maligna. (D): marcagdo intensa em algumas células

dispostas em controle de pancreas. 80x.

O nivel de concordancia entre as proteinas (Tabela 11) também foi
calculado pelo coeficiente de Kappa. O valor de Kappa foi de 0,178 e p=
0,020 para todas as variaveis isoladas (A). Nesta analise, é possivel
observar uma concordancia fraca (entre 0 e 0,2 segundo referéncia de

Kappa) entre a expressao da proteina WNT5A com a expressao da proteina
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WNT7A, com diferenca estatisticamente significante. Em (B) onde foram
agrupados o0s grupos que caracterizaram marcagao negativa (inespecifica,
ausente e leve) versus marcagao positiva (moderada e intensa), o valor de

concordancia foi 0,273 com p=0,310, portanto, ndo significativo.

Tabela 11 - Tabela cruzada de distribuicdo entre as marcagdes das
proteinas WNT5a e WNT7a e o nivel de concordancia entre a expressao
proteica, em amostras citologicas.

A Marcacao Proteina WNT7a
Inespecifica Ausente Leve querada ou Total
intensa
Proteina WNT5a Inespecifica 3 (50%) 6 (50%) 3(18,8%) 2 (18,2%) 14 (31,1%)
Ausente 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2,2%)
Leve 2 (33,3%) 5 (41,7%) 11 (68,8%) 6 (54,5%) 24 (53,5%)
Moderada ou Intensa 1 (16,7%) 0 (0%) 2 (12,5%) 3 (27,3%) 6 (13,3%)
Total 6 (100%) 12 (100%) 16 (100%) 11 (100%) 45 (100%)
p= 0,020
B Marcagao Proteina WNT7a
Inespecifica, Moderada ou Total
ausente ou leve intensa
Proteina WNT5a Inespecifica, ausente 3 (50%) 6 (50%) 9 (75%)
eleve
Moderada ou Intensa 1(16,7%) 0 (0%) 3 (25%)
Total 6 (100%) 12 (100%) 12 (100%)

p=0,310
A; marcagdes individualizadas entre as proteinas. B: agrupamento das marcagdes

negativas e positivas entre as proteinas.

Algumas amostras, mostradas a seguir, foram selecionadas para
passarem por imuno-histoquimica nos tecidos FPPE para comparagao entre
as técnicas de imuno-citoquimica e imunohistoquimica, sendo essas
mesmas amostras também as selecionadas para a expressao global de
transcritos. A coloracdo da marcacdo também foi realizada por analise

qualitativa. A expressao de WNT5A em histologia (Figura 5) dos 4 casos
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malignos apresentaram marcagédo intensa, um dos trés casos benignos
apresentou marcagao leve e dois apresentaram marcagao moderada, e por

fim o Unico caso normal selecionado apresentou marcagao leve.

Figura 5 - Marcacgdes proteicas de WNT5a em diferentes casos clinicos de

histopatologia FPPE. (A) marcagéo leve em tecido normal. (B) marcagdo moderada em

amostra benigna. (C): marcagao intensa em amostra maligna. (D): marcagdo moderada em

células do controle normal de cérebro. 200x.

A expressado da proteina WNT7A por imunohistoquimica (Figura 6)
dos dois carcinomas de ovario mostrou um deles com marcagao leve e outro

moderada; entre os dois casos benignos um apresentou marcacgéo leve e
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outra marcagdo ausente. Entre os dois casos normais, um apresentou

marcacao leve e o outro ausente.
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Figura 6 - Marcacgdes proteicas de WNT7a em diferentes casos clinicos de

histopatologia FPPE. (A) marcagéo ausente em tecido normal. (B) marcagdo leve em
tecido benigno. (C): marcagao intensa em amostra maligna. (D): marcagdo moderada em

controle normal de pancreas. 200x.

A concordancia entre os resultados da expressao das proteinas pelas
técnicas de imuno-citoquimica e imunohistoquimica foi testada pelo
coeficiente Kappa (Tabela 12). (A) Para WNT5A o valor de Kappa foi (0,200)

sugerindo uma concordancia fraca entre as duas técnicas (p=0,346). (B) O
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valor de Kappa néo pbde ser calculado para WNT7A porque esta proteina
em histologia se apresentou como uma variavel constante.
Devido ao baixo numero amostral usado imuno-histoquimica, € pouco

assertivo avaliar e tomar conclusdes apenas em face desses resultados.

Tabela 12 - Tabela cruzada entre as marcacdes das proteinas WNT5a e
WNT7a e o nivel de concordancia entra as técnicas de imuno-citoquimica e
imuno-histoquimica.

A Proteina WHT5a HISTOLOGIA
Marcacdo Marcacio moderada
inespecifica, ausente ou irtensa Total
ou leve
Proteina WHNT5a Marcac 3o
CITOLOGIA inespecifica, 2 (100%) 4 (66, 7%) 6 (75%)
ausente ou leve
Marcag 30 0 (0%a) 2133,3%) 2(25%)
moderada ou
intensa
Total 2{100#) 6 (100%) 8 (100%:)
B Proteina WHNT7a HISTOLOGIA
M arcacdo
inespecifica, ausente Total
au leve

Proteina WNT7a Marcagio
CITOLOGIA iﬂESpEEiﬁE& 3 (m%} 2 MU%}
ausente ou leve

Marcacio
moderada ou 3 (60%) 3 (B0%)
intenza

Total 5 (100%) 5 (100%)

Numero de casos correlacionados entre expressdo da proteina WNT5a em citologia x
expressao da proteina WNT5a (A) em histologia com valor de Kappa (0,130) e (p=,433) (B)
mesma analise para a proteina WNT7aavaliada em amostras citolégicas e em FFPE. Os

valores estatisticos nao foram apresentados.
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5.4 EPIDEMIOLOGIA ASSOCIADA AO DIAGNOSTICO

Os prontuarios foram revisados a fim de encontrar todos os dados
clinicos referente a habitos de vida ou condi¢gdes de saude que pudessem se
destacar como fatores de risco ou fatores de prote¢ao ao cancer de ovario, e
os dados encontrados se resumiam a tabagismo, etilismo, numero de filhos,
uso de contraceptivo e diagnodstico prévios de outros tumores. Todos os
critérios mencionados foram correlacionados com as condigdes clinicas
(Tabela 13) divididas em duas hipéteses; (A) a primeira individualizando os
casos em normais, benignos e malignos e a segunda hipotese agrupando os
normais com benignos e separando-os dos casos malignos, a fim de
observarmos qual das hipoteses poderiam mostrar um aumento de
associacdo com fatores de risco de protecdo em comparagdo com a

literatura.
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Tabela 13 - Representagao estatistica da associagao dos dados clinicos e
sociolégico com o diagndstico.

A

Associacdo diagnodstica x fatores de risco

Normal # Benigno

Normall Benigno #

# Maligno Maligno
P P
Dado clinico Tabagismo 0434 0,234
Etilismo 07 1,000
Filhos 0658 0 448
Contraceptivo 0793 0,586
Qutros tumores 0083 0,045
Idade =60 anas 0472 0,530
B Razdo de chance de desenvolvimento maligno
HormalBenigno # Maligno Hormal # BenignoMaligno
Odds ratio 85%Cl p Odds ratio 85%CI p
Dadoclinico  Tabagismo 2445 0,78-7,59 0,122 1123 0,37-3,36 0,836
Etilismo 1167 0,35-377 0,797 1584 0,54-518 0,364
Filhos 1639 0,58-4,60 0,343 1,118 045277 0,808
Contraceptivo 0636 021-1,28 0,415 0,833 0,32-215 0707
Outros tumores 0,165 0,020 33 0,041 0,313 0,10-0 95 0,042
ldade > 60 anos 0668 0,20-219 0,505 0452 0,13-1,53 0,203
A: nivel de significancia do critério clinico referente a progressao tumoral. B: razdo de

chance de a paciente desenvolver neoplasias em relagéo as condi¢des sociais e clinicas.

5.5 EXPRESSAO GENICA E PROTEICA ASSOCIADAS AOS

FATORES EPIDEMIOLOGICOS

Os fatores epidemiolégicos como habitos de vida e condigdes clinicas

também foram associados separadamente tanto a expressao génica quanto

a expressao proteica. Abaixo (Tabela 14) observa-se que o tabagismo nao

mostrou associagdo com a expressdao dos genes e das proteinas, assim
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como o etilismo e o diagndstico prévio de outros tumores. O aumento do
numero de filhos nao apresentou diferenga significativa relacionada a
expressdo do gene WNT7a e nem da proteina WNT7a, no entanto
apresentou um valor significante de associagcdo com a expressao do gene
WNTba (p=0,005) e da proteina WNT5a (p=0,044). O uso de contraceptivo
(p=0,011) e a idade acima de 60 anos (p=0,012) apresentaram valores
significativos apenas associados a expressao do gene WNTba, porém nao
houve significancia entre o gene WNT7a e entre as proteinas, em ambos os

Casos.

Tabela 14 - Associacao entre as variaveis qualitativas e as expressdes dos
genes e das proteinas mostrando valor de p (significancia p<0,05).

Associacado diagnostica x expressdo génica e proteica

Gene Wnt5a Proteina Wnt5a Gene Wnt7a  Proteina Wnt7a

P p p p
Dado clinico Tabagismo 0,785 0,932 0,268 0,150
Etilismo 0,912 0,701 0,748 0,385
Aumento n° filhos 0,005 0,044 0,550 0,121
Contraceptivo 0,011 0,311 0,382 0,788
Outros tumores 0,999 0,857 0,710 0,731
Idade > 60 anos 0,012 0,123 0,450 0,224

Foram utilizados os testes de Fisher e Qui-quadrado.
Comparacgao dos valores estatisticos dos critérios epidemioldgicos vs. a expresséo génica e

proteica
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5.6 EXPRESSAO GENICA ASSOCIADA A EXPRESSAO

PROTEICA

A expressao dos genes foi associada a expressao das proteinas por
imuno-citoquimica (Tabela 16). Em uma parcela dos casos as amostras
onde o gene WNT5A apresenta expressao diminuida ou normal mostra uma
marcacao inespecifica a leve da proteina WNT5a. Quando o gene WNT5A
apresenta expressdao aumentada, a maior parte dos casos apresenta
marcagao proteica moderada a intensa embora sem diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,067). Da mesma forma, as amostras
onde o gene WTN7A tem expressado diminuida ha maior correlagcdo com a

marcagao ausente ou leve da proteina (p = 0,698).
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Tabela 15 - Associagado entre expressao génica e expressao proteica por
imuno-citoquimica.

A Proteina WNT5a
Marcacdo Marcacdo
inespecifica, moderada ou
ausente ou leve intensa Total
Gene WNT5a Diminuida 27 (55,1%) 4 (30,8% 31 (50%)
MNormal 18 (36,7%) 5(38,5%) 23 (37,1%)
Aumentada 4 (8,2%) 4 (30,8%) 8(12,9%)
Total 49 (100%) 13 (100%) 62 (100%)
p= 0,067
B Proteina WNTTa
Marcacdo Marcacio
inespecifica, moderada ou
ausente ou leve intensa Total
Gene WNT7a Diminuida 21(70%) 6 (66,67%) 27 (69,2%)
Mormal 6 (20%) 3(33,3%) 9(23,1%)
Aumentada 3(10%) 0 (0%) 3(7,7%)
Total 30 (100%) 9 (100%) 39 (100%)
p= 0,698

A: correlacéo entre a expressdo do gene WNTb5a e as marcagdes da proteina WNT5a. B:

correlacdo entre a expressdo do gene WNT7a e as marcacgdes da proteina WNT7a.

Foi comparada a expressdo dos genes WNT5A e WNT7A e suas
proteinas avaliadas por imuno-histoquimica (Tabela 16). As duas unicas
amostras com marcacdao leve de WNT5a apresentaram resultados
contraditorios, uma apresentou expressdo do gene aumentada e a outra
diminuida enquanto as amostras com marcagdes moderadas ou intensas
apresentaram expressao normal, diminuida e aumentada do gene (p=0,999).
Nao foi obtido resultado estatistico entre o gene WINT7a e sua proteina por
imuno-histoquimica, pois todas as amostras apresentaram expressao

diminuida do gene.
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Tabela 16 - Associagao entre expressdao génica e expressao proteica por
imuno-histoquimica.

Expressao Proteina WHNT5a
Marcacio Leve Marcacio Total
Moderada ou
Intensa

Gene WHNT5a Diminuida 1 (50%) 2(33,3%) 3 (37,5%)

Marmal 0 (0%) 2(33,3%) 2 (25%)

Aumentada 1 (50%) 2 (33,3%) 3 (37,5%)
Total 2 (100%) G (100%) & (100%

p= 0,999

5.7 ANALISE DA EXPRESSAO GLOBAL DE TRANSCRITOS

A andlise da expressao global dos transcritos foi realizada em 17
amostras categorizadas trés grupos distintos, como previamente descrito. Os
grupos foram analisados individualmente e também relacionados entre
Normal vs. Benigno, Benigno vs. Maligno e Normal vs. Maligno (Figura 7).
Os valores de FDR foram selecionados entre os grupos para sele¢cao dos
genes de interesse (FDR <0.05). Com a comparagao entre grupos é possivel
fazer selegdo de genes exclusivos e comuns nas analises, além de um
enriquecimento génico feito com o pacote EnrichR.

Foram identificados 2.207 transcritos DE (ANOVA com p < 0.05),
sendo 1.377 codificadores, 1.082 ndo codificadores e 360 sem identificacdo
chamados de “unassigneds” (este ultimo foi excluido das analises
subsequentes). Para a comparagcdo entre os grupos (Figura 5) foram
considerados log2 FC (log2-fold-change) < -2 como expresséo diminuida e =
2 como expressao aumentada e p < 0.05, para ambas as condi¢gdes. A

comparacgao entre o perfil dos tumores malignos vs. tecido normal e tecido
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benigno foi realizada para identificar as particularidades de expressao de
cada grupo. Aplicando os filtros estatisticos acima, foram identificados, para
comparagao entre o grupo Benigno vs Normal, 54 genes com expressao
aumentada (34 codificadores, 11 nao codificadores e 9 unassigneds) e 310
genes com expressao diminuida (154 codificadores e 61 nao codificadores).
Nestas comparagdes nao houve genes expressos com FDR < 0.05.

Para a comparagao entre os grupos Normal vs. Maligno, foram
identificados 232 genes codificadores e 51 n&o codificadores com expressao
aumentada e 625 genes com expressao diminuida (492 codificadores e 133
nao codificadores). Apenas dois genes apresentaram expressao aumentada
e 21 expressdes diminuidas considerando o FDR < 0.05. Na comparagéao
entre 0os genes dos grupos Benigno vs. Maligno, foram identificados 287
genes com expressao aumentada (229 codificadores e 58 nao codificadores)
e 394 com expressao diminuida (309 codificadores e 85 nao codificadores).
Deste total, 11 genes com expressao aumentada e 46 com expressao

diminuida apresentaram FDR < 0.05.
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Comparagao Grupo 1 Grupo2 n-Grupo1 n-Grupo 2 aun?glllltea.isdos dilﬁlﬁi?os Total
Benigno vs. Normal Benigno MNormal 7 3 54 310 : 364
Maligno vs. Normal — Maligno MNormal 7 3 320 814 1134
Benigno vs. Maligno  Benigno Maligno 7 7 332 457 ’ 829
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Figura 7 - Descricdo da distribuicdo dos transcritos diferencialmente
expressos entre os grupos comparativos e a predominancia dos genes

aumentados e diminuidos nas 17 amostras analisadas.

Para visualizacdo da distribuicdo do numero de transcritos presentes
nos grupos e entre eles, foi construido um Diagrama de Venn (Figura 8)

usando software Venny 2.1 (https://bit.ly/2NilIxB
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Total:
1.411

Benigno vs. Normal Benigno vs. Maligno

Normal vs. Maligno

Figura 8 - Diagrama de Venn representativo da comparacgao e distribuigcao
do numero de transcritos diferencialmente expressos em comum nos

diferentes grupos (Venny 2.1 - http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

A analise de agrupamento das 17 amostras usando as sondas com
maior variagao entre os casos permitiu a detecgao de trés grupos distintos
(Figura 9) apresentados nos heatmaps nas comparagdes entre 0os grupos
(ANOVA) e entre os pares Maligno vs. Benigno, Maligno vs. Normal e

Benigno vs Normal quando p<0.05 e FC >2 e <-2.
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Maligno
I Benigno
B Hormal

Figura 9 - Heatmaps demonstrativos do perfil de expressao dos transcritos
diferencialmente expressos nas diferentes comparagbes entre grupos. As
linhas representam os transcritos e as colunas, as amostras. Os valores de
expressao estdo representados por cores, onde vermelho e azul
representam maior e menor expressao respectivamente. Os valores
correspondem a expressdo dos transcritos, em log2, e s&o variados
dependendo da sua matriz de expressao. A: expressédo comparativa entre amostras

normais, benignas e malignas. B: comparacdo da expressao entre os grupos Maligno vs.
Benigno mostrando 1 amostra tumoral entre as amostras benignos. C: comparagéo entre os
grupos de amostras benignas vs. normais. D: comparacdo entre os grupos de tumores

malignos vs. normais.

Exprassso
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Na matriz completa do banco de dados diversos genes foram filtrados
e removidos da analise pois ndo atendiam aos critérios estatisticos, incluindo
os genes alvo do estudo WNT5A e WNT7A. O dataset TCGA nao apresenta
amostras normais de ovario o que nao permite uma validagao criteriosa dos
dados. No entanto outros genes diferencialmente expressos e pertencentes
a via de sinalizacdo WNT foram encontrados alterados como; RORA (nao
codificador), e os genes codificadores WNT2B, RNF213, FZD6, TBL1XR1,
PRKCI, PRKACA, SMAD3, PPAR e CAMK?2.

A Figura 10 ilustra os genes relacionados a via WNT (circulados em
vermelho) que foram detectados como alterados em nosso estudo (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG; https://bit.ly/2GVe8ry). Os
genes encontrados pertencem a possiveis vias de ativagao; via candnica B-
catenina dependente e a via ndo canbnica, sendo esta ultima subdividida

entre a via Calcio dependente e a via de polaridade da célula planar.
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Fonte: Adaptado de KEGG (2019)
Figura 10 - Genes envolvidos nas trés vias mais conhecidas de ativagcéo de

WNT. Em vermelho, os genes diferencialmente expressos nas comparacgoes.
(A): A via canbnica, que controla a regulagdo da expressado génica por induzir a ativagéo
mediada por B-catenina, e se acumula no citoplasma translocando-se para o nucleo em
caso do receptor presente. Na auséncia de sinal, ocorre a degradagdo da B-catenina,
ubiquitinada e degradada por proteassoma, pela fosforilagdo (+p) do complexo de
destruigdo formado por Axina, APC e GSK3. A via n&do candnica se divide em duas vias;
(B): Na via de polaridade da célula planar, onde FZD funciona através das proteinas G para
ativar a DVL, que entdo sinaliza para as GTPases Rho ou Rac, que se ativa induzindo
mudancgas no citoesqueleto. (C): Na via de calcio, onde o calcio intracelular € liberado pela
ativacdo de DVL que ativa a proteina quinase C (PKC) e a proteina quinase Il dependente

de calcio/calmodulina (CaMKII).
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Para avaliar a correlagéo entre os genes alvos deste estudo WNTba e
WNT7a com os genes diferencialmente expressos encontrados da mesma
via na expressao global de transcritos, foi utilizado o teste de Spearman nao
paramétrico. O Pvalor também foi adotado para indicar a significancia
quando p<0.05. Nessa analise, quanto mais forte fosse associagao, seja
positiva ou negativa, mais significativo foi o valor de p. O gene WNT5a
mostrou correlagao significativa apenas com os genes SMAD3 (p=0,049) e
PRKCI (p=0,025) e 0 gene WNT7a nao apresentou correlacédo significativa
com nenhum dos genes. No entanto, os outros genes transcritos
relacionados a via WNT e diferencialmente expressos apresentaram

diversas correlagdes estatisticamente significante entre si (Tabela 17).

Tabela 17 - Significancia da associagdo entre os genes WNT5a e WNT7a
com os genes da via WNT encontrados diferencialmente expressos no
transcriptoma.

Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene
SMAD3  PPAR CaMK2 WNT2 RORA  RNF213 FZD6 PRKCI PRKACA TBL1XR1 Wnt5a Whnt7a

Gene SMAD3 0004 0007 0003 0010 0135 0004 0000 0058 0130 0049 0308
Gene PPAR 0086 0006 0000 0004 0038 0000 0052 0144 0144 0729
Gene CaMK2 0029 008 012 0051 0088 003 0208 089 0863
Gene WNT2 0003 013 0018 0004 0098 0024 0541 0829
Gene RORA 0057 0078 0003 0026 0029 0181 0457
Gene RNF213 0006 0001 0064 0125 0194 0602
Gene FZD6 0001 0130 001 0642 0090
Gene PRKCI 0013 003 0025 0106
Gene PRKACA 0162 0316 0063
Gene 0920 0331

TBL1XR1
Gene Wnt5a 0,546




60

A forca da associacao entre os genes € medida por valor =1 quando
positiva e =-1 quando negativa (Figura 11). Quando a correlagdo apresentou
valor préximo ou igual a 1 demonstrou uma forte associagao positiva, o que
significa uma correlagéo diretamente proporcional entre os genes. O valor
préximo ou igual a =-1 demonstrou uma forte associagao, porém negativa,

significando uma correlagao inversamente proporcional entre os genes.

FZD6
PRKACA
TBLIXR1
WINTSA
WINTTA

SMAD3
PPAR
CaMK2
WNT2
RORA
RFN213
PRKCI

SMAD3

-0.38

0.8
PPAR

0.6

CaMK2

WNT2

RORA

RFN213

FZD6

PRKCI

PRKACA

BL1XR1

WNT5A

WNTTYA | -0.32

Figura 11 - Grau de associagéo entre os genes WNT5a e WNT7a com os
genes transcritos encontrados como diferencialmente expressos e dos

outros genes entre si. Forte associagéo positiva =1 e forte associagdo negativa quando
=1.
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Na Tabela 18 esta representada a significAncia dos transcritos
diferencialmente expressos. Quando agrupados os casos normais e tumores
benignos versus os tumores malignos observou-se que todos os genes
apresentaram diferenga estatistica significante em relagdo a progresséao

neoplasica, com excegao de WNT5A (p=0,445) e WNT7A (p=0,214)
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Tabela 18 - Genes diferencialmente expressos da via WNT em relacédo a
distribuicdo das amostras normais, benignas e malignas. Estéao
apresentados os valores de n, valor minimo e maximo, média, mediana,
desvio padréo e valor de p.

Gene N Minimo Média Mediana Maximo Desvio P
padrao

SMAD3 Total 17 5,19 6,23 5,81 7,64 0,75 0,002
Maligno 8 5,19 5,68 5,61 6,58 0,42
Benigno/Normal 9 5,74 6,72 6,81 7,64 0,63

PPAR Total 17 3,92 4,53 433 5,56 0,46 0,004
Maligno 8 4,29 4,82 4,69 5,56 0,49
Benigno/Normal 9 3,92 4,27 4,21 4,65 0,23

CaMK2 Total 17 3,83 4,38 433 513 0,42 0,015
Maligno 8 3,83 4,14 4,05 478 0,31
Benigno/Normal 9 410 4,60 4,56 513 0,39

WNT2 Total 17 3,50 4,65 4,40 6,21 0,84 0,001
Maligno 8 3,50 4,06 4,02 5,09 0,50
Benigno/Normal 9 4,37 5,17 5,16 6,21 0,75

RORA Total 17 3,19 4,29 4,32 5,91 0,80 0,027
Maligno 8 3,19 3,93 3,56 5,91 0,90
Benigno/Normal 9 3,73 4,61 445 5,57 0,57

RNF213 Total 17 4,02 485 483 6,06 0,51 0,011
Maligno 8 472 5,19 5,14 6,06 0,43
Benigno/Normal 9 4,02 4,55 4,61 5,04 0,37

FZD6 Total 17 427 585 535 9,05 1,37 0,001
Maligno 8 4,94 6,88 6,61 9,05 1,35
Benigno/Normal 9 4,27 4,93 4,87 5,35 0,40

PRKCI Total 17 5,26 6,30 5,83 8,13 0,94 0,000
Maligno 8 583 7,05 6,91 8,13 0,81
Benigno/Normal 9 5,26 5,63 5,562 6,42 0,35

PRKACA Total 17 3,51 5,08 515 6,70 0,85 0,027
Maligno 8 3,51 4,67 4,46 6,70 0,94
Benigno/Normal 9 4,34 5,44 5,29 6,14 0,58

TBLIXR1 Total 17 5,68 8,07 8,09 11,26 123 0,046
Maligno 8 7,18 875 8,61 11,26 1,28
Benigno/Normal 9 5,68 747 7,67 8,27 0,84

WNT5a Total 13 0,09 2,23 1,64 10,02 2,91 0,445
Maligno 6 0,38 2,29 1,67 6,48 2,18
Benigno/Normal 7 0,09 2,17 0,47 10,02 3,60

WNT7a Total 12 0,06 0,88 0,38 517 1,43 0,214
Maligno 4 0,37 0,85 0,60 1,82 0,68
Benigno/Normal 8 0,06 0,90 0,35 517 1,74
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A Figura 12 representa as cinco estatisticas pelos box splots criados,
onde os dados minimos e maximos mostram a variabilidade de cada gene

entre cada grupo.
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Figura 12 - Os box plots representam a distribuicdo dos niveis de
expressao dos 12 transcritos SMAD3, PPAR, CAMK2, WNT2, RORA,
RNF213, FZD6, PRKCI, PRKACA, TBL1XR1, WNT5a e WNT7a nos grupos

normais+benignos comparados aos carcinomas de ovario.
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6 DISCUSSAO

6.1 EPIDEMIOLOGIA ASSOCIADA AO DIAGNOSTICO E AS

ALTERAGOES GENICAS E PROTEICAS

Alguns estudos, como de BEREK et al. (2010) mostram que alguns
fatores de riscos e condigdes, como a menopausa, podem aumentar a
chance de cancer de ovario. Este mesmo autor mostrou que a incidéncia de
malignidade foi de 30% em mulheres na pés-menopausa contra apenas 7%
dos tumores epiteliais de ovario em mulheres ainda menopausadas.

Diversos autores na literatura também relatam o wuso de
contraceptivos orais e aumento do numero de filhos como fatores de
protecdo, provavelmente devido a inibicdo da ovulagdo, mostrando uma
relacao inversa entra a paridade e o uso de ACO, sendo a contracepgédo um
dos principais fatores favoraveis contra mortalidade por cancer de ovario nos
paises desenvolvidos (LA VECCHIA. 2017; KIM. et al. 2018). Segundo
PEARCE et al. (2009), o risco de vida na populagcado geral pode variar de
0,35% (IC95% = 0,29% a 0,42%) a 8,8% (IC95% = 7,1% a 10,9%)
dependendo da exposigcdo para seis fatores: uso de ACO, paridade e
nuamero de filhos, laqueadura, endometriose, escore de risco genético e
histérico familiar de cancer de ovario de primeiro grau. No entanto, em uma

primeira analise comparativa nos grupos individualizados mencionados

anteriormente, nao houve significAncia estatistica das pacientes que
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relataram fazer uso de anticoncepcional oral ou terem parido um ou mais
filhos, embora o numero das pacientes que tenham relatado fazer uso de
ACO ter sido quase a metade dos casos (47,2%) e a maior parte terem
gestado anteriormente (59,8%). Estes achados podem ter relacdo com o fato
da maioria das pacientes que relataram nao usar ACO terem idade acima de
40 anos (n=31) e ja ndao mais fazerem uso continuo da contracepgao,
seguindo 0 mesmo principio para o numero de filhos onde a maioria das
pacientes com 2 ou mais filhos ja estarem em idade acima dos 50 anos
(n=22) se aproximando da idade descrita como risco para cancer de ovario
(> 60anos). KIM et al. (2018) estratificando o resultado pela duragéo do uso
de ACO, relatou que o uso de 1 a 5 anos exibiu efeito protetor diferencial
entre os gendtipos podendo trazer beneficios as pacientes, porém apods a
correcao de multiplos testes também nao encontrou interacdo considerada
estatisticamente significativa.

Segundo LA VECCHIA (2017), existe uma forte associagdo com
histérico familiar de cancer de ovario, e mesmo algumas outras neoplasias
selecionadas como o colorretal e 0 endométrio, com o surgimento de um
cancer de ovario. Outro estudo multicéntrico caso-controle de cancer de
ovario epitelial em pacientes afro-americanas (PARK. et al. 2018) foi
realizado para estimar a associacao entre historia de endometriose, doenca
inflamatdria pélvica, mioma e cisto ovariano com cancer de ovario epitelial e
relatou uma associagao entre histérico de endometriose com cancer de
ovario (OR 1,78; IC 95% 1,09-2,90). Os resultados de histérico de cancer

previamente a realizagdo deste projeto revelou que 16 pacientes foram
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diagnosticadas no passado com algum outro tipo de cancer anterior, sendo
10 pacientes com tumores de mama representando a maioria (62,5%) dos
casos. Das 10 pacientes com cancer de mama anterior ao projeto, 5 delas
relataram fazer uso de ACO, porém nenhuma delas estavam no grupo dos
casos malignos para ovario, as outras 5 pacientes ndo responderam ao
prontuario. Com relacdo a um tumor mamario anteriormente, este dado,
embora com n pequeno, corrobora a teoria que sugere que contraceptivos
conferem pequeno aumento no risco de cancer de mama, doenca horménio
dependente, mas um efeito protetor sobre tumores epiteliais de ovario,
embora o Pvalor ndo tenha sido significativo estatisticamente mostrando o
ACO como fator protetor e um histérico familiar de cancer de mama que
possa ter origem na mutacdo herdada dos genes BRCA1 ou BRCAZ2,
também poder causar cancer de ovario. Contudo, como mostrando
anteriormente (Tabela 14), houve diferencga significativa estatisticamente nas
pacientes que apresentaram tumores prévios (p=0,049), principalmente
tumores de mama, podendo afirmar que ter um diagndstico anterior de
cancer pode elevar as chances de desenvolver cancer de ovario.

Segundo a ACS (2019), a idade aumenta o risco de desenvolver
cancer de ovario, que geralmente se desenvolve apds a menopausa, onde
metade dos casos é diagnosticado em mulheres acima de 63 anos e
raramente diagnosticado em mulheres com menos de 40 anos. Na analise
estatistica ndo encontramos diferenga significativa da idade pois das 19
mulheres acima de 60 apenas 7 eram diagnosticadas com tumor maligno, e

diminuindo a idade das 40 mulheres acima de 50 anos apenas 13 eram
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diagnosticadas com tumor maligno. Segundo INCA, cerca de metade (50%)
das pacientes diagnosticadas com cancer possuem idade superior a 63
anos, no entanto com idade proxima a este dado das 22 pacientes com
tumor maligno no estudo, haviam 2 pacientes com 60 anos, 1 com 61 anos e
3 com 62 anos, e apenas 1 havia mais de 63 anos que representa 4,54%
dos casos (Ministério da Saude 2018b).

Também nao foram encontradas associagdes entre o tabagismo e o
etilismo no presente estudo em relagdo ao diagnédstico, corroborando a
literatura (LA VECCHIA 2017) que mostra ndo haver associagoes fortes com
alcool e tabaco de forma geral, embora tenha sido relatada uma ligagéo
direta com o tabaco e canceres mucinosos (limitrofes). Porém associagao
esta de significancia limitada no que diz respeito a mortalidade geral por
cancer de ovario.

Nos Estados Unidos, o risco médio vitalicio de diagndstico de cancer
de ovario para mulheres é de 1,3% que depende do histérico de exposigao
aos fatores de risco e fatores de protecédo (KIM et al. 2017). A baixa
significancia dos fatores epidemiolégicos talvez seja pelo fato dos fatores de
risco descritos na literatura serem relacionados apenas a uma proporgao
limitada de casos de cancer de ovario a nivel populacional. Um viés de
analise de dados epidemiolégicos pode ser a questdo ainda néo resolvida da
falta de padronizacdo nos preenchimentos de prontuarios. De todos os
casos, 37,1% nao possuiam informagdo sobre etilismo, 24,7% sobre
tabagismo, 7,9% sobre paridade e multiparidade e 19,1% sobre uso de

anticoncepcionais.
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Os fatores epidemiolégicos e sociais foram também cruzados com a
expressao génica e proteica de WNT5a e WNT7a; o critério dos tumores
previamentes diagnosticados nao apresentou diferenga estatistica quando
relacionados as expressdes, diferentemente do apresentado quando
relacionado com os quadros clinicos mencionados acima. Assim como na
associacdo aos quadros clinicos, também ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre o tabagismo e o etilismo com expressao
tanto génica quanto proteica. No entanto, ha indicios que alguns fatores
epidemioldgiocs possam estar associados diretamente com a expressao de
genes e proteinas, como no estudo de HEIJINK et al. (2016), foi analisada a
expressao da proteina WNT5b no tecido pulmonar de pacientes com DPOC
(doenga pulmonar obstrutiva crbénica) e os efeitos da exposi¢cao a fumaga de
cigarro em WNT5b em PBECs (células epiteliais brénquicas primarias
derivadas de controle). O estudo tambem avaliou os genes fibronectina,
metaloproteinase de matriz (MMP-2 e MMP-9) e Snail em PBEC cultivadas,
que fazem parte desta remodelacdo. Os autores relataram que a expressao
de WNT5b foi maior significativamente no tecido pulmonar de pacientes com
DPOC do que nos controles e que o extrato de fumacga de cigarro aumentou
significativamente a expressdao de mRNA do WNT5b na DPOC. E que a
mediagao pela sinalizagdo do fator de crescimento transformador (TGF)-
B/SMAD3 aumentou a expressao de genes relacionados a remodelagao pela
adicdo exdégena de WNT5b, mostrando evidéncias de que a expressao

exagerada de WNT5b na exposigcdo a fumacga de cigarro no epitélio de
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pacientes com DPOC leva a expressao dependente de genes como TGF-
B/SMADZ3 relacionados ao remodelamento das vias aéreas.

O critério de multiparidade e aumento do numero de filhos, que
embora nao tenha apresentado significAncia quando comparado aos
quadros clinicos, na associagao com o gene e a proteina WNT7a, nao
mostrou resultado significativo porém apresentou diferenca estatisticamente
significante quando relacionado diretamente com expressao do gene WNT5a
(p=0,005) e da proteina WNT5a (p=0,044). Nos dados, 88,9% das amostras
com genes aumentados eram de pacientes de 0 a 1 filho vs. 11,1% com 2
filhos, que 55,5% das amostras com gene diminuido eram de mulheres de 0
a 1 filho vs. 31% com 2 filhos, e que 58,7% das amostras com genes
expressos normalmente eram de pacientes com 2 filhos ou mais. A
associacdo da multiparidade com a expressao da proteina WNT5a se
mostrou significativa pois os dados mostram que de todas as laminas com
marcagao proteica ausente, 50% nao tinham filhos e 50% tinham 3 filhos,
que as laminas com marcacao leve se distribuiu até 4 filhos de forma
decrescente, e que 100% das laminas com marcacao intensa foram em
amostras de pacientes com no maximo 2 filhos. Esse dado mostra que o
aumento do numero de filhos pode ser um fator protetor contra a
desregulacdo génica e proteica. Alguns estudos, como de MEIER et al.
(2013) e MEIER e BENTIRES (2014), mostraram que a paridade, e também
gestagdes precoces, podem estar associadas a regulagéo da expressao de
genes da via WNT e a um forte efeito protetor contra o cancer de mama.

Estes estudos recentes foram realizados em subpopulacdes de células
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epiteliais isoladas de glandulas mamarias de camundongos e humanos e
mostraram que a gravidez precoce diminui a propor¢ao de células positivas
para receptores hormonais provocando mudangas na expressao génica e
possivelmente um mecanismo que diminua a sinalizacdo de WNT em células
tronco/progenitoras basais. Um dos estudos encontrou uma redugéo de mais
de trés vezes na expressdo do ligante secretado WNT4 em células
mamarias levando a uma diminuicdo na propor¢cao de WNT4 secretor e
receptores de estrogénio/progesterona. Segundo os autores, essa agao
resgatou o defeito de proliferagcao de células basais in vitro e concluiram que
a reducao da secrecdo de WNT4 parece estar relacionada a paridade e
alteragdes das propriedades da célula basal/progenitoras. Foi observado
também uma diminuicdo da proliferagdo em células troncos, que incluem
transformacao da sinalizagcdo do TGF-B e também regulagdo negativa de
WNT como prevencao do cancer de mama.

A diferenga significativa também foi encontrada entre o uso de
anticoncepcional vs. expressdo do gene WNT5a (p=0,011) e da idade vs.
expressao do gene WNTba (p=0,012). Dos genes diminuidos que possuiam
informacdo de contracepcdo oral, 61,5% tinham histérico do uso
anticoncepcionais e 100% das amostras com genes aumentados nao
relataram uso de anticoncepcional em nenhum momento da vida. E sabido
que o0s anticoncepcionais promovem a manutengcdo constante dos
horménios estrégeno e progesterona, tanto no ciclo menstrual, como na
gestacdo, que por sua vez superam os hormdnios desencadeantes da

ovulagado e se mantém constantes, mantendo os évulos em “stand by” o que
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impede a ovulagdo. Essa acao é realizada mecanismo chamado de
“feedback”, capaz de inibir a secrecao hipofisaria de FSH e LH. Ha décadas,
como é possivel observar no estudo de GWINN et al. (1990), os efeitos da
amamentacado, de cumulativos meses de gravidez e do uso de
anticoncepcionais vem sendo associados com o risco de desenvolver cancer
de ovario epitelial. Neste estudo multicéntrico, caso controle, os autores
usaram dados de 436 mulheres com idade entre 20-54 anos com céncer de
ovario epitelial recém-diagnosticado e de 3833 mulheres com idade entre 20-
54 anos, e puderem avaliar que a estimativa dos riscos relativos de cancer
de ovario epitelial foram 0,6 (IC 95% 0,5-0,8) para mulheres que ja haviam
engravidado, 0,6 (IC 95% 0,5-0,8) para mulheres que ja haviam
amamentado e 0,5 (95 IC% 0,5-0,7) para mulheres que ja haviam usado
contraceptivos orais, o que mostrou forte tendéncia na diminuicdo do risco
de cancer de ovario epitelial com o aumento dos meses acumulados de
gravidez e o fato de amamentarem e usarem ACO reduziu fortemente o risco
de cancer. Segundo YU et al. (2015), ainda ndo estad completamente
elucidado a forma com que o endométrio se desenvolve nem quais vias de
sinalizagao estao totalmente presentes neste processo e relata como o utero
se desenvolve nos ductos mullerianos onde as células, com expressao de
WNT7a, dao origem a células epiteliais do utero e trompas de faldpio, e as
células com expressao de WNT5a dao origem a células estromais.
Atualmente, 20 tipos de proteinas WNT secretadas ja foram
estabelecidas que podem combinar-se com o receptores da familia Frizzled

na superficie celular, podendo ativar as trés vias diferentes de sinalizagao ja
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mencionadas anteriormente. Alguns desses membros da via WNT, como
alguns ligantes, componentes da sinalizagao, inibidores e receptores sao
expressos no endométrio, como € o caso de um potente inibidor da via,
chamado de Dkk-1 (Dickkopf-1), descoberto recentemente sendo regulado
positivamente na decisdo das células estromais endometriais durante a fase
secretora da menstruagao, sugerindo a regulagcéo pela progesterona, uma
justificativa plausivel do motivo dos ACOs agirem como fator protetivo contra
cancer de ovario, devido a associagcao na fisiologia do aparelho reprodutor
como ovulagao, mesmo os canceres de origem nas células germinativas ou
de células estromais (OEHLER et al. 2002; WEN-ZHU et al. 2015; TULAC et
al. 2016).

Para que mais dados epidemioldégicos possam ser avaliados como
fatores de risco ou fatores de protecéo, é necessario que se mude o habito
cultural do preenchimento dos prontuarios médicos de forma metddica, nao
apenas para que se conheca mais o historico do paciente, mas também para
que se possa conhecer melhor a doenga, pois um “dado” registrado é

matéria prima geradora de informacao.

6.2 ASSOCIAGCAO DO RISCO DE CANCER DE OVARIO NCOM

EXPRESSAO GENICA E PROTEICA

A associagao entre as variaveis qualitativas e sua correlagdo com os
marcadores, genes e proteinas, foi realizada pelo teste qui-quadrado ou o

teste exato de Fisher considerando uma significancia de p<0,05. A principio,
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seguindo o objetivo do projeto, era esperado que os todos 0s casos normais
apresentassem expressao génica diminuida ou normal e uma marcagao
ausente ou leve da proteina, que o0s casos benignos apresentassem
expressao génica normal e proteina também expressada de forma normal, e
que os casos malignos apresentassem expressdo génica aumentada e
expressao proteica intensa, confirmando a hipotese levantada. No teste de
associagao o gene WNT5a nao apresentou diferenca estatistica significante
quando comparados os grupos individualizados, nem quando comparado a
jungdo dos grupos normais e benignos vs. malignos. No entanto, do n
amostral dos casos normais e benignos a maior predominancia se manteve
nos casos com expressao diminuida enquanto a distribuicdo dos casos
malignos se manteve em maior equilibrio entre as expressdes diminuidas a
aumentadas (Tabela 3).

Embora sem valor de p significativo, a regressao logistica mostrou
forte associacdo entre os grupos, mostrando que ja juncdo dos casos
normais e benignos ha uma 44% menos de chance dos casos que possuem
expressao diminuida de desenvolver malignidade comparada a expressao
aumentada e 18% menos de chance dos casos de expressdao normal de
desenvolvimento tumoral maligno comparada a expressao aumentada do
gene WNTb5a. Na associacdo da expressao génica de WNT7a com os
quadros clinicos, igualmente para WNT5a, nao houve diferenga significativa
entre a expressédo dos genes vs. 0s casos normais, benignos e malignos.
Para o agrupamento entre os casos normais e benignos, o odds nao se

obteve valores estatisticos devido aos valores ausentes em algumas
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comparagdes, que pode ter origem no n amostral pois n&o haviam casos na
categoria de expressdo aumentada.

Nossos dados foram homogéneos com alguns resultados de
BADIGLIAN FILHO et al. (2009), comparando os alguns critérios
epidemioldégicos com os casos clinicos, como tabagismo p=0,443 vs.
p=0,443, idade p=0,145 vs p=0,472. Ja no estudo de BADIGLIAN FILHO et
al. (2009) a idade foi significativa em relagdo ao diagnédstico (p=0,061) e
neste estudo atual a idade foi significativa quando associada ao gene
WNTba (p=0,012).

A regressao logistica da proteina WNT5a com os casos clinicos
individualizados apresentou um valor préximo da significancia para
(p=0,084) com a maior parte das marcagdes inespecificas ou ausentes
tenham sido nos casos normais e as marcacoes leves em diante nos casos
malignos. Nao apresentou diferenga significativa na associagcdo entre a
proteina e a jungcédo dos casos normais com benignos (p=0,999) e embora no
odds ratio a chance do grupo normal/benigno com marcagao inespecifica e
ausente de desenvolver tumor seja 72% menor do que as amostras com
marcagao leve, moderada ou intensa com valor significativo de p=0,07, as
amostras consideradas como marcagao negativa que incluem as marcagdes
leves nao apresentaram diferengca estatistica (p=0,5) em relagdo as
marcacgoes positivas. Para a proteina WNT7a também nao houve diferenga
significativa quando comparada aos grupos individualizados (p=0,252) pois
tanto as marcacgdes inespecificas e ausentes como as moderadas e intensas

se mantiveram em equilibrio entre os grupos. Quando agrupados o0s casos
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normais e benignos a significancia se manteve ausente com valor p=0,999
com odds ratio mostrando chance 7,7% menor da marcagao negativa em
contribuir para tumores malignos do que as marcagdes moderadas ou
intensas, consideradas positivas.

Pensando na hipotese dos genes estarem diretamente relacionados
entre si, foi testado a concordancia de Kappa entre os genes (-0,032) o que
nao mostrou diferenga significativa (p=0,772) entre os grupos, mostrando
nao haver concordancia entre ambas expressdes. Entre a associagao das
proteinas WNT5a e WNT7a houve concordancia fraca (0,178) relevando
uma diferenga significativa (p=0,020) entre si. SHOUKRI (2004) em seu livro
sobre medidas e Confiabilidade relata também que alguns testes apesar de
terem alta sensibilidade e especificidade podem apresentar baixa
capacidade preditiva e que é possivel existe uma alta concordancia entre
dois avaliadores, mas com um baixo valor de Kappa. A fim de validar a
técnica citolégica, se realizou a técnica de imun-histoquimica também em
tecidos, ja estabelecida na literatura pela busca de biomarcadores, no
entanto houve uma fraca concordancia entre as técnicas (p=0,346) que pode
ser resultado dos testes primarios em citologia e do baixo numero amostral
para tal correlacdo. A maior parte dos casos com expressao diminuida do
gene WNTb5a também terem apresentado expressao diminuida do gene
WNT7a, a falta de significancia do dado pode ser resultado de ndo haver
amostras nos grupos com expressao aumentada vs. expressao diminuida ou

ainda por participarem de tipos distintos da via, WNT7a pela via canbnica e
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WNTba pela via Ca2+ nao canbnica, e segundo FENGLEI et al. (2008), uma
das fungdes da via ndo-candnica é também inibir a sinalizacdo candnica.

Em teoria, seria ideal dentro de uma pesquisa termos a capacidade
de controlar as variaveis e fatores que nao fazem parte do objetivo do
estudo, onde o fendmeno estudado seria de fato a unica variacdo de
resultado dando forcas para a verdade da hipétese. O que acontece na
pratica € que se torna impossivel ter controle sobre variaveis diversas como
fatores genéticos, habitos sociais, epidemiologia e fatores geogréficos, e
para essa correcao usa-se estatistica, muitas vezes pareando os grupos.
MOORE et al. (2014) em um estudo sobre medicamentos, mostraram que
nao havia diferenca estatistica significativa de tratamentos entre eles, porém
do ponto de vista clinico seria altamente significativa a morte de um paciente
em um dos tratamentos. Todo Pvalor esta associado a uma hipotese e no
caso da razao de chance entre os grupos (odds ratio), o valor OR=1 da
hipotese significa que o evento tem chances iguais entre as categorias.
Quando o valor de p € baixo indica evidéncias contra essa hipotese, e
quando o valor alto indica pouca evidéncia contra essa hipotese. Segundo
RUMSEY (2009), ao encontrar uma diferenca estatistica significativa
tomamos como verdade que o resultado é devido aos efeitos maiores
investigados e nao a erros, fatores ndo controlados ou a obra do acaso.
Portanto € necessario a cautela na interpretacdo dos dados, na forma de
usar o valor de p<0,05 como unico parametro para se avaliar um resultado,
pois embora ele complemente a analise e a forgca de associagao, a analise

descritiva das dos dados e tabelas também é essencial.
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E sabido que o RNAm é traduzido em proteina e por isso se assume
a verdade que exista algum tipo de correlagao entre eles, porém ha diversos
mecanismos pos-transcricionais variados envolvidos neste processo, ainda
nao totalmente definidos, pela capacidade de avaliar a quantidade de
proteinas do RNAm. Além disso, segundo GREENBAUM et al. (2003), é
possivel que haja tanto uma diferenga substancial na sua meia vida in vivo
como uma quantidade significativa de erros experimentais causando viés e
limitagdes nos dados, portanto ndo é incomum surgir uma correlagao inversa
entre gene e sintese final da proteina nativa, podendo nao haver correlagéo
significativa, que, em si, ja € uma conclusao informativa. Com o passar dos
ultimos anos foi notavel o desenvolvimento de tecnologias para quantificar
proteinas. Ainda segundo GREENBAUM et al. (2003), os valores de
expressao de RNAm sao uteis em um amplo espectro da saude, como em
diagndsticos, e que, porém, sdo certamente resultados mais correlativos do
que causativos, onde a verdadeira forgca causadora com a célula seja a
concentracao de proteinas e suas interagdes celulares.

ANDERSON e SEILHAMER (1997) em um dos primeiros estudos com
objetivo de obter uma estimativa do nivel global de correlagdo entre 0 RNAm
e 0s niveis de abundancia de proteinas, analisou 19 proteinas no figado
humano e encontrou uma correlagdo um pouco positiva de 0,48, mostrando
que dos 50 RNAs'm mais abundantes no figado, 29 eram codificadores para
proteinas secretadas, enquanto nenhuma das 50 proteinas mais abundantes
pareceu ser produtos secretados, o que corroborou com os dados do estudo

de KAWAMOTO et al. (1996) sobre a abundancia de RNAs'm para proteinas
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plasmaticas secretadas pelo figado onde sugeriu que mensagens de maior
abundancia sao fortemente enriquecidas em sequéncias secretadas.
LICHTINGHAGEN et al. (2002) estudaram trés genes MMP-2, MMP-9 e
TIMP-1 em cancer de préstata humano, em uma analise limitada que nao
mostrou correlagdo entre genes e proteinas. Porém alguns estudos no
mesmo ano como de CHEN et al. (2002) e ORNTOFT et al. (2002)
mostraram uma correlagao significativa em apenas um pequeno subconjunto
das proteinas e uma correlagdo altamente significativa em carcinomas
humanos, respectivamente. Sao diversos os estudos que buscam
correlacionar RNAm com e dados de proteina, para que seja possivel
determinar a quantidade e abundancia proteica, onde a maioria mostrou uma
baixa ou limitada correlagdo. Quando nao ha correlagao positiva, é possivel
que os dados sejam utilizados como variaveis independentes de informacéo,
por exemplo, para prever interacdes de proteina, avaliadas através de outros
métodos.

A expressao das proteinas foi avaliada por imuno-citoquimica e para
evitar resultados falso-positivos e classificagdo como marcacgao “leve”, as
laminas citolégicas que apresentaram marcacgado intensa granular ou de
fundo (background) na imuno-citoquimica foram classificadas como
marcagao inespecifica. Algumas causas deste resultado podem ser a ligagéo
do anticorpo aos componentes tecidulares ou a presenca de enzimas
endodgenas, ou ainda no caso do background, a coenzima biotina enddégena

(LOPES 2016).
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Alguns estudos como de KRAJEWSKA (1996) apresentam outra
forma de analisar a marcagcao proteica, pela multiplicacdo do escore da
percentagem de positividade celular com o escore de intensidade de
marcagao, definindo o resultado das marcagdes como positiva ou negativa.

Sao muitas as técnicas para se verificar a expressao da proteina e
mesmo sua inativagcdo, porém, a imuno-histoquimica e a imuno-citoquimica
sao mais frequentes. Pode existir um viés experimenta dependendo do tipo
do anticorpo, tempo de incubacdo, diferentes métodos de recuperacao
antigénica em laminas histolégicas, uma interpretacao falta um de cutoff
homogéneo em caso de positividade além muita subjetividade sobre a
intensidade de marcacdes ou de escores, dependendo da analise utilizada.
SHOUKRI (2004) em seu livro sobre medidas e Confiabilidade relata que
alguns testes apesar de terem alta sensibilidade e especificidade podem
apresentar baixa capacidade preditiva e que é possivel existir uma alta
concordancia entre dois avaliadores, mas com um baixo valor de Kappa.

De forma geral, a expressdo genica de WNT5a nao foi significativa
nos casos clinicos, porém houve diferenca significativa da proteina WNT5a
com algumas situagbes agrupadas. Quando associados os fatores
epidemioldgicos com os casos clinicos houve diferenca significativa apenas
com os tumores previamente diagnosticados, mas quando associados esses
fatores diretamente aos genes e proteinas, o numero aumentado de filhos, o
uso de anticoncepcional e a idade foram associadas significativamente entre

o gene WNTb5a, e o numero de filhos também associado a proteina WNT5a.
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A expressao génica de WNT7a também nao apresentou significancia
quando associada aos casos. Ja a proteina WNT7a ndo apresentou
significAncia quando associada aos casos embora o odds tenha dado um
valor significativo.

Os fatores epidemiolégicos ndao se mostraram significativos entre o
gene WNT7a nem a proteina WNT7a. Portanto, os casos clinicos foram mais
associados ao fato de outros tumores prévios terem sido diagnosticados, a
expressdo do gene WNT5a se mostrou significativa em alguns fatores
epidemioldgicos e a expressao da proteina WNT5a se mostrou significativa
em alguns casos clinicos agrupados e a fatores epidemioldgicos isolados. O
gene WNT7a nao apresentou diferenga significativa nem entre os casos
clinicos nem com fatores epidemioldgicos e a expressao da proteina WNT7a
apresentou certa significancia apenas em um dos agrupamentos clinicos.
Nao houve concordancia entre os genes entre si, porém houve concordancia
significativa entre as proteinas entre si. Esperava-se que para ambas
proteinas, a marcacao leve estaria presente nas amostras normais para
ovario e assim progressivamente até uma marcagao intensa em casos
malignos, o que nao foi observado em todos os casos testados.

A expressao mais significativa das proteinas em relagao a expressao
dos genes sugere que outros mecanismos relacionados as proteinas
envolvidas no ciclo celular possam estar alterados independente da
integridade da via WNT. No entanto, € preciso cuidado ao avaliar a
correlacdo da proteina pois podem estar presentes fatores limitante na

deteccdo por imuno-citoquimica como a rapida degradagado da proteina.
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Esses resultados corroboram com a informagcdo do The Human Protein
Atlas-THPA ilustrado na Figura 13, que relatam uma maior evidéncia
proteica de WNT5a e WNT7a do que génica, onde a coloragédo do anticorpo
de WNT7a nao consiste com os dados de expressdo de RNA, e, portanto, se
tratando da confiabilidade da imuno-histoquimica pode haver diferenca na
correlacao entre a proteina secretada e a localizacao do tecido do RNA e da
proteina. Para WNT5a ainda ha auséncia de informacao sobre os tecidos de

maior confiabilidade em relagdo aos anticorpos disponiveis.
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Cromossomo 3

*
WNT7a LSM3 XPC TMEM43  CHCHD4  _WNTTA FELIZ HDACI!  NUP21D IQSECL
1a4mbl 5 cens GRIPZ ~ CCDC174 C3orf20 FGDS NR2C2 MRPS25  RBSH CAPHT Evidéncia a nivel
—I T . proteico

WNT5a Evidéncia a nivel
CACHAID DCPLA TKT PRKCD RFT! SFMET1 TMEM110  TMEM110-MUSTHIMUSTNL s
de trasncrigao

b *

5.8 M CHDH IL17RE ACTRS  SELENOK CACNA203 LRTM1 WITSA ERC2 CCDCE6

WNT7a Expressio de RNA Expressdo da proteina ~ WNTba Expressao de RNA Expresséo da proteina
Famale tissues 6 Female tissues 6

Trompa de Falopio Trompa de Falopio

Mama

Vagina
Cérvice, uterino
Endométrio
Ovério

Placenta

Fonte: Adaptada The Human Protein Atlas (2019a e b).
Figura 13 - Representacdo dos niveis de evidéncia a nivel proteico e
transcricional de WNT5a e WNT7a no cromossomo 3 e diversos tecidos do

trato reprodutor feminino.

A maior concentragcao de proteinas em relagao aos genes, bem como
as razbes aumentadas dos genes e proteinas em determinadas variaveis
muitas vezes com p nao significativo, provam o desequilibrio proteolitico no
cancer de ovario, que nao parece estar associado necessariamente com a
evolucdo crescente do grau do cancer. A comparagado entre expressao de
gene e proteina, respectivamente, ndo mostrou correlagcbes significativas
entre si, ilustrando a necessidade de estudar esses componentes por outros

meios experimentais, a fim de corrobar nossos resultados.
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6.3 ANALISE DA EXPRESSAO GLOBAL DE TRANSCRITOS E

SUA ASSOCIAGAO COM A VIA WNT

A nova tecnologia de microarrays tem capacidade de analisar o
genoma e mapear as caracteristicas da expressao génica. O ensaio Clariom
D, considerado a proxima geracdo de ferramentas de perfil de expresséao
fornece uma visdo detalhada de todo o transcriptoma, para previsao e
direcionamento da area molecular baseando-se em medicamentos e terapia
molecular. Essa técnica possibilita as assinaturas de biomarcadores de alta
fidelidade com rapidez e facilidade.

E possivel identificar pelos Heatmaps que os genes diferencialmente
expressos diferem nitidamente sua expressao entre os grupos malignos e os
demais, normais e benigos. Em todos os heatmaps se pode observar que os
genes aumentados no grupo dos malignos estao diminuidos nos grupos dos
normais e benignos e vice-versa. Esse dado indica ndo apenas a relevancia
que os genes podem mostrar na progressdo maligna e no suporte a
carcinogénese, ja que é esperado que em tumors malignos haja alteracao
molecular, mas também a confiabilidade da expressédo dos genes analisados
individualmente relacionados a via WNT.

Buscando validar nossos resultados e encontrar outros possiveis
biomarcadores da via, analisamos o material genético das amostras
microdissecadas de tecido parafinizado e foram encontrados no total 18
DEGs WNTs codificadores (WNT1, WNT2, WNT2b, WNT3, WNT3a, WNT4,

WNTba, WNTS5b, WNT6, WNTr7a, WNT7b, WNT8a, WNT8b, WNT9a,
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WNT9b, WNT10a, WNT10b, WNT11 e WNT16) e 3 nao codificadores
(WNT3, WNTb5a, WNTb5a-AntiSense). Na analise do transcriptoma o foco na
busca se limitou aos genes relacionados com a via WNT e sua fungao e os
genes que foram encontrados diferencialmente expressos com dados
significativos serdo discutidos a seguir. Como citado anteriormte, o gene
WNT2b se mostrou diferencialmente expresso com significancia entre o
grupo maligno comparado ao grupo benigno. Acredita-se que WNT2b seja
capaz de desempenhar importante papel nao sé no desenvolvimentto celular
a niveis normais, bem como na carcinogénese, possuindo multiplas
variantes de transcricéo, resultado de splicing alternativo. Nao s&o muitos os
estudos que correlacionam o WNT2b com o cancer de ovario, porém alguns,
como de WANG et al. (2012) mostrou que a regulagao negativa de WNT2,
avaliada por técnicas de Western Blot e apoptose, inibiu formagao e invasao
de colbnias celulares sugerindo que WNT2b possa desempenhar um
importante papel em metastase do cancer de ovario e resisténcia a drogas.
Segundo alguns estudos como de MIKELS e NUSSE (2006) e
YAMAMOTO et al. (2007), o receptor ROR2, uma tirosina quinase orfa
também chamada de RORA, pode mediar o inicio da sinalizacdo nao-
candnica de WNTb5a sendo necessario para a inibicdo da sinalizacao
candnica mediada por WNTb5a, além de ser importante para a migragéao de
células induzidas por WNT5a, o que pode envolver a estimulacido
intracelular. O RORA apresentou diferenga préxima de significancia entre os
tumores malignos comparados ao grupo normal e diferenca significativa

entre os grupos malignos vs. normais e benignos. A estimulagao celular pela
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via ndo canbnica de WNT5a pode ativar FZD, liberar Ca2+ e ativar PKC e
CaMKIl, que se mostraram diferencialmente expressos porém com valor de
FRD ajustado ndo mostrando concorancia co o Pvalor significativo, provavel
resultado da auséncia de expressao significativa de WINT5a, precurssor da
via ndo candnica. O gene CaMKI| foi relatado por HUANG et al. (2016) como
potencial alvo terapéutico em canceres de ovarios quimioresistentes pois foi
visto correlagdo entre a expressdo de alguns gebes e quimiorresisténcia
induzida por cisplatina, pela avaliagdo de células SKOV3 tratadas com
cisplatina onde a viabilidade, a proliferacao e a citotoxicidade celular foram
medidas por contagem de células colorimétricas sensiveise e os niveis de
expressao detectados por Wstern Blot e imunofluorescéncia, onde
concluiram que a via de sinalizacdo WNT/Ca2+ reduz a resisténcia a
cisplatina, diferentemente da via canbnica onde pB-catenina e JNK
promoveram resisténcia a cisplatina nas células ovarianas. O Pvalor
ajustado por FDR é sempre a melhor escolha por diminuir a quantidade de
falso-positivos, mas infelizmente ndo podem ser utilizados sempre devido ao
N amostral, por isso é preciso cuidado ao avaliar os resultados apenas pelo
FDR ajustado.

A expressao gene WNTba resultado da técnica de gRT-PCR mostrou
correlagao significativa apenas com os genes diferencialmente expressos
SMAD3 e PRKCI. DI RENZO et al. (2016) mostrou em um estudo com
células musculares lisas cultivadas que o TGF-B/SMAD3 elevado aumenta a
expressao de varios genes da via WNT. Investigando o crosstalk entre a

sinalizagcado de TGF-B/SMAD3 e WNT/B-catenina os autores observaram as
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células tratadas com adenovirus expressando SMAD3 seguido de
estimulacdo com TGF-B1 regulou positivamente WNT2b, WNT4, WNT9a,
WNT11 aumentando a proteina B-catenina, o que sugere um novo
mecanismo pelo qual o TGF-B/SMAD3 elevado estimula a secrecao de
genes WNTs candnicos, assim como estudo de SHI et al. (2019). No entanto
houve regulagdo positiva também em WNTba, pertencente a via néao
canbnica. O gene WNT7a nao apresentou correlagdo significativa com
nenhum dos genes diferencialmente expressos relacionados a via WNT. O
gene PRKCI/ é um gene membro da familia PKC, uma familia que
compreende pelo menos oito membros, que sao expressos diferencialmente
e sao envolvidos em uma ampla variedade de processos celulares. QI et al.
(2014) com objetivo de investigar a relagdo entre WNT5a e do mimetismo
vasculogénico no cancer epitelial de ovario pela amostra de 79 pacientes,
mostrou que a coloracdo da proteina WNT5a por imuno-histoquimica
(diluicado 1:100) foi significativamente correlacionada com metastases. Por
outros métodos in vitro, como construcdo de plasmideos, Western Blot e
motilidade celular, os resultados mostraram que WNTb5a aumentou a
capacidade vasculogénica, motilidade e invasividade de células cancerosas,
mas houve bloqueio desses efeitos pelo inibidor PKCa e nao houve
alteracdo em [-catenina, indicando que WNT5a foi associado com
mimetismo vasculogénico e transigao epitélio-mesénquima podendo estar
ligado a via PKC.

O gene RNF213 foi significativo quando comparado entre amostras

normais e benignas com os tumores malignos. Alguns estudos, como de ER
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et al. (2016) sugerem que a endometriose possa servir como precursora
para alguns tipos de cancer de ovario, principalmente os endometridides e
de células claras. Os autores avaliaram 10 pacientes com amostras FPPE e
macrodissecadas para avaliagdo de 409 genes relacionados a tumores de
ovario associados a endometriose, onde o sequenciamento relevou diversos
genes mutados, inclusive o RNF213. A familia dos genes RNF sao descritos
como tendo papel importante na tumorigénese e progressao tumoral, como o
RNF13 que quando superexpresso aumenta o potencial invasivo e a
atividade gelatinolitica do cancer pancreatico levando a um aumento da
atividade da metaloproteinase de matriz-9 (MMP9), ou ainda o RNF183
importante na contribuicdo da progressao para a malignidade no cancer
colorretal.

O microarray pode ser bastante util para os diferentes tipos de genes
que podem ser obtidos por diferentes plataformas de tecnologia e quando os
rankings completos de RNAs'm nao estdo disponivel, podendo validar ou
confrontar dados de outras plataformas. YANG et al. 2018, em um estudo
utiizando bioinformatica integrada identificou os principais genes
patogénicos envolvidos no cancer de ovario e seus potenciais mecanismos
moleculares utlizaddo o banco de dados GEO (Gene Expression Omnibus)
onde selecionaram 85 amostras de cancer de ovario e 30 amostras
ovarianas normais. Para analise, os autores integraram os dados do
microarray para obter genes DE, assim como realizado o enriquecimentos
das vias de ontologia génica (GO) e de KEGG. Na analise de GO foi visto

que fungdes biolégicas dos DEGs focavam na regulagdo da proliferagao,
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adesao e diferenciacdo e cascatas de sinal intracelular e que fungoes
moleculares incluiam atividade do fator de crescimento, regulacdo de
quinase, ligacao ao DNA e atividade de transporte de oxigénio. Na analise
da via KEGG os autores mostraram que os DEGs estavam envolvidos,
dentre outras vias, na via de sinalizacdo WNT, principalmente, concluindo
que o uso de bioinformatica poderia auxiliar ndo s6 no entendimento dos
mecanismos moleculares, mas também na prevengao e diagndstico.

No entanto, os genes transcritos diferencialmente expressos
apresentaram diversas correlagbes estatisticamente significantes entre si
(ver Tabela 18). Curiosamente, é possivel observar que nem todos os genes
da via ndo canbnica possuem associagao significativa positiva com o
WNTb5a e que nenhum gene da via candnica possui associagao significativa
positiva com o gene WNT7a, no entanto varios genes da via candnica
possuem associagao significativa negativa com alguns genes da via néo
candnica (ver Tabelas 18 e 19). Segundo GORDON e NUSSE (2006) a
inibicdo da via candnica pela inibicdo do complexo B-cateninA-TCF/Let
ocorre pela liberagdo de Ca+ que ativa CamKIl. Isso corrobora a sugestao
dos estudos de OLSON e GIBO (1998) e ISHITANI et al. (2003) que o gene
WNTba é antagonista da atividade canbénica de WNT em Xenopus e
embrides e células de mamiferos e também como é possivel que HUANG et
al. (2016) correlacionou de forma inversa a quimioresisténcia de ambas as
vias. Porém ainda sdo necessarios mais estudos sobre o funcionamento

claro e direto da interagdo antagbnica das vias WNT.
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CONCLUSOES

O diagndstico prévio de outros tumores, nao apenas ginecologicos, se
mostrou como um fator de risco que pode aumentar a chance de
desenvolver cancer de ovario. O aumento do numero de filhos, o uso
de anticoncepcional e a idade avancada parecem aumentar a
expressdo de WNT5a. O aumento no numero de filhos foi associado
ao aumento da proteina WNT5a.

Nao houve concordancia dos genes WNT5a e WNT7a entre si ou com
diferentes estados clinicos. Houve correlacdo significativa das
proteinas entre si, mostrando um possivel crosstalk a nivel proteico,
descartando a hipotese que a expressao génica sirva para validar a
expressao proteica, obrigatoriamente.

O ensaio global de expressao génica mostrou que outros genes da
via WNT podem estar associados a progressao tumoral, podendo ser
também estudados a nivel de expressao proteica por citologia liquida,
e embora WNT5a e WNT7a ndo apresentem significancia, obtivemos
outros candidatos para estudos futuros.

Os resultados da citologia liquida como premissa de diagndstico
permitem apenas uma conclusao definitiva em alguns critérios, com
alta viabilidade de sucesso, no entanto novos estudos deverao
envolver maior numero amostral para validar os resultados, visando a
pesquisa de rotina para diagndstico precoce e um efetivo método

diagnostico.
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Anexo 2 - Carta de colaboragao da University of Southern Denmark

UNIVERSITY OF [SOUTHERN DENMARK

To whom it may concern:

Research Project: Comparag3o da expressdo génica e protéica de marcadores da via
Whnt em amostras endocervicais de tumores de ovério maligno e benigno.

The experimental practice (expression arrays) and the data analysis of the above-
mentioned study will be performed by Erika Regina Matheus Malentacchi in the
Laboratory under my supervision at Vejle Hospital, University of Southern Denmark, Vejle,
DK. This collaboration is performed between our group and Dr Levon Badiglian Filho. In
particular, our aim is to molecularly characterize the expression profile of ovary tumors.
To develop the study, Erika and her supervisor, Dr Badiglian-Filho will be responsible for
bringing the samples to the laboratory. We declare that exceeding material (RNA) will be
discharged after the conclusion of this study.

We also affirm that we agree on supervising Erika Regina Matheus Malentacchi
during her activities in my laboratory and emitting a final report with the results.

Please do not hesitate to contact us if you have any questions or need any further

information.

Best regards,

Silvia Regina Rogatto, MSc, PhD, Professor
Email: silvia.regina.rogatto@rsyd.dk
Department of Clinical Genetics, Vejle Hospital
University of Southern Denmark

Denmark



Anexo 3 - Carta de estagio realizado no Departamento de Genética Clinica
da University of Southern Denmark

SDU-& Vejle Sygehus

UNIVERSITY OF = en del af Sygehus Lillebzit

SOUTHERN DENMARK Department of Clinical Genetics
Vejlo Hospital , Vejle, Denmark
Deriderbnkken 4, 7100 Vejlo - DK
Direkte t1f. 0045 7910 GGG

December 17", 2018.

Ref. Research Project: WNT pathway In endocervical samples from ovary tumors

PhD student: Erlka Regina Matheus Malentacchl

I certify that the Erika Regina Matheus Malentacchi (Advisor: Dr Levon Badiglian Filho,
co-advisor: Silvia R Rogatto), Graduation Program in Science (Oncology), AC Camargo
Cancer Center, SP Brazil visit our Institution (Vejle Hospital, Institute of Regional Health
Research) to develop a set of experiments at Clinical Genetics during December 7 to 18",

2018.

Silvia Regina Rogatta, MSc, PhD, Professor
Department of Clinical Genetics

Vejle Hospital

Institute of Regional Health Research
University of Southern Denmark
Beriderbakken 4, 7100 Vejle - DK

silvia.regina.rogatto@rsyd.dk
Direkte tIf. 0045 7940 6669

Region Syddanmark



Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

A.C.Camargo
Cancer Center

TERMO DE CONSENTIM ENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESCUCAC) L0671 2 CNS/S

I - DADOS DE IDENTIFICACAQ DO PARTICIPANTE DA PESQUISA  OL
RESPONSAVEL LEGAL

LNOME DO PARTICIPANTT i
DOCUMENTO DE IDENTIRAI N7
DATA NASCIMENTO: ..
ENDERECO.

BAIRRSY: ...,
[of 1 T TR

S “. |

SRRy 1 | o | [ e

2 RESPONSAVEL LHGAL oy A ok el
NATURESA (orau de parcitescin, tuloe, ciarsdor e, )

DOCUMBENTO DE [IDENTIDADE N e e v

DATA NASCIMEN T

FNDERECO s i N APTEE e,
BARRIE icimieras PRSI | 1.1 1| iU

CEP e s TR RN DM ) s .

II - DADOS SORRE A PESQUISA CIENTIFICA

L. TTTULC IO PROTOCOLO DE PESQLUISA:
Comparagio da expressiio génica ¢ protéica de marcadores da via WN'T em amostras
endocervicais de tumores de ovirio maligno ¢ benigno.

2. PESOUISADOR RESPONSAVED
. Levon Badiglian Filhoe

I PESINISADORES ENVOLVIDOS:
Aluna Doutoranda: Erika Regina Matheus Malentacchi
Co-orientador: Dr. Rafael Malagoli Rocha
Co-orientadora: Dra. Louise de Brot Andrade

4. DURACAO DA PESOUISA:
42 meses

11 - INFORMACOES A () PARTICIPANTE

O (A} sembar (a) estd senda convidado (a) a paticipar do projeto de pesyuisa “Comparacio
da expressao génica ¢ protéica de marcadores da vin WNT em amosiras endocervicais
de tumores de ovirio maligne ¢ benignoe™ yue serd realizada no AC. Camarge Cancer Center,

O participantes sie comvidados a pzu‘iicipﬂr no MOMento anferiar a qug spbmeiersio a cirurgin.
o hospitad A Comarga, Se disponivets. poderio aceitar ¢ assinar o terma na amba laléeio,

A Bt b e A
: Mbrigz i

| rerliipinie: -
'

i

' onespiownan ol

. i S o s I P e R



A.C.Camargo
Cancer Center

XI - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Unalguier dano sesultante da sua participagio no estido sera avaliado ¢ tatado de acordo com
v benelicios ¢ aundados a que voee e direito, Ao assinar esie formularnio de consentimen s voce nao
st abrindo mio de qualguer win dos seus diveitos legais.

XI1 - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVELS

O pesguisador ¢ o equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar mformacio atualizada
a0 longo do estude, ciso st segja o sen desgjo, TELEFONES PARA CONTATO EM CASO DI
INTERCORRLENCIAS CLINICAS. REACOES ADVERSAS OU QUALQUER DUVIDA SOBRE O
ESTUDO: (00 ] 321 80-500M) — pamais: 5110, entrar em contato com Dr. Levon Hadiglian Filho.

XIL QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsivel: Dr. Levon Badiglian Filho

Departamenta de Ginecologia Oncologica do A.C. Camargo Cancer Center - $do Paulo.
lelefones para contato; (11) 2 189-5000 ramais 5110

Endereeo: Rua Prolessor Antdmio Prodente, 211 = Liberdade  S8o Paulo.

Se o pesquisador responssive] nd@o fomecer as infomaenes’ csclarecimentos sulicientes, por favor,
entre em contato com o Comilé de Clica em Pesquisa em Scres Humanos da Fundsclo Antdnio
Prudente - Hospital do Cineer - AC. Camarpo/SP pelo telefone (11) 2180-5000. ranais 2069 ou 5020
de segunda-teira 4 quinta-feira das 7 horas ds 18 horas ¢ sexta-feim das 7 horas ds 16 horas.

st documento ser elaborado em 2 (duas) vias. () (a) senhor (2) reoeberd uma das vias originais ¢ a
ouln serd arquivada pelo pesquisador vm seu arquive de pesquisa.

ki,

declare ter lido, compreendido ¢ discutido o conteddo do presenie fermo de Consentimento e
comcords cm participar desse estudo de forma livre © esclarecida:

(ot £ L
Assimatura do participante on responsavel legal Assinatuen o responsive] pela pesquisa
Dr. Levon Badiglian Filho

Drata % AR
[Xala



A.C.Camargo
Cancer Center

IV OBIETIVOS DA PESQUISA

0 objetive desie esindo consistird em investigar, em pacientes portadoras de massa anexial, alguns
possiveis marcadores wmorais para saber se hd diferenga de marcagio entre os tumores ovarianos

benignos ¢ malignos ¢ ambém pao-tumornes,

V-JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESOUISA

Oy cimcer de ovario & hoge responsavel por 3% de todos 08 cinceres femininos. Sao lwmores de
dificil diagndsiico ¢ quande dingnosticados 8 maioria das pacicntes encontia-se em esthgios
avangados. tomando-o de dificl] diagnostico, atinginde na maioria dos casus mulheres com adade
swperion & 50 anos, Apenas o Brasil. em 2004, sd0 espermde 5,680 novos casos. Os aspectos ainda
incertos do aineer de ovitio ¢ da auséncia de mais testes efetivos no rastreamento ¢ detoccho precoce
leva 2 um aumento da monalidade ¢ morbidade. lsso destaca a necessidade de sensibilizar o
pesquisadores para noves métodos de auxilio progndstice ¢ diagndstive. coma ox marcadonss
brogquinuiens ¢ moleeulanes que se¢ lomam varidveis eadn vez mais importanles.

V1= DESENHO DA PESQUISA

A populag@io a ser pesguisada serd pacienles poriadoras de massa anexial. Serd realizado wm
estindo exploratonio prospective, onde 2 1éenica de amostragem escolhida € a de Amosiry Nio
Aleatdria Consecutiva, onde seriio coletadas amostras realizadas no centro cimingion (s enitérios de
inclusdic serdio as pacientes do hospital AC Camargo, submetidas & laparotomia ou laparoseopia com
posterivr diagndstico hisiopatoldgico pars tumor ovariano maligno, benisne ou ovarios normais com
asencia e neoplasia.

VI DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Serid aplicada um gquestiondrin pam posterior comparagio com o5 fatores de sco ja
estabelecidos ma lilerature, Apds questiondrio, que levard win lempo médio de 2 minutos, ¢ autorizagiio
deste o {TCLE). serd realivnda colera de eslvegaco endometrial por um métado convencional.
semellimile av exame preventive, A eoleta serd no pré-operatons mediato, logo apds a rcalicagdo da
ameslesia, As amosiras coletadas ¢ preparadas serdo enviadas wo luboratdrio, ¢ passariio por 1Genivas Je
Imunocitoguimica para expressio protéica ¢ por PCR em tempo real pars expressio géniea O paciente
et ndo responder alguma guestio do questiondriv case ndo se sinta confoniavel ou constrangido
para lal. ¢ ndo precisan retornar ao hospital paa eutnos provedimentos referenies a esic estuda.

VIH - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DA PESQUISA

0 prajete nio apresenla desconloro ou riseo parn a5 pacientes. A coletn ¢ simples. rapida ¢
idlolor ¢ serl realizada com a pacienle j4 anestesiada, O pesquisadonss estardo disponivels para
CrnversEr © prestar apeic s necessanios, lrente a qualquer siniagio

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS
Os benelicios poderio ser oblidos a longo praza, beneticiando pacientes com ¢ancer de ovirio,
ne ggue iz respeilo a prevengiio ¢ prognisticn,

N -CONFIDENCLALIDADL

A conldensialidade de suas informagoes serd mantida ¢ sua wWentidade serid preservada., sende
gue somenle os membros da equipe médica ¢ do Comité de Ctica em Pesguisa lerfio scosso aos
registros. A sua participacio nesle estudo ¢ velungiria, tende o dircite de relivir-se o gualgquer
momento. A recusa oo desistencia da pamicipagio  nesse ostude wdo im prejudicar  seu
acompanhamento médico ¢ ralamento,

] E Fi - 3 ;
o Hodhre dis > f 1 v Kibrec do
T pesquismlor /g'//%v'{j : D parmicmile
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Apéndice 2 — Formularios de alteracao de titulo

@ A.C Camargu Cancer Center Formulario de Solicitacoes

Ceniro Integrado de Disgndstico, Tratamenta, Ensing ¢ Pesquisa

Eu, Erika Regina Matheus Malentacchi, Mivel Doutorado, orientando(a) do(a) Dr{a) Levon
Badiaglian Filho solicito:

( X ) Mudanca de Titulo

Se houver alteracio no Conteddo do Projeto — Anexar cépia do projeto para a CPG e para o Comité de Etica

De: Comparacdo da expressdo génica e proteica de marcadores da via WNT em amostras
endocervicais de tumores de ovario maligno e benigno.

Para: 0 USO DO ESFREGAGO CERVICO-VAGINAL PARA AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA E
PROTEICA DE MARCADORES DA VIA WNT ASSOCIADOS A TUMORES DE OVARIO
( ) Co-Orientaggo Dr(a)

Anexar curricubs do co-orientador caso ainda nao seja credenciado no programa.
Anexar carta de aceite do Co-orientador pretendido.

( ) Trancamento Periodo: meses
J0

( ) Cancelamento de Matricula em Disciplina
Arear carta para o professor responsavel pela disciplina justficando o cancelamento, Antzs de transcomide 25% do twotal das
aules dadas,

() Validacdo de Crédito

Anexar Declaragdo da Instituic3o (contendo conceito, carga hordrio, freqiéncia) & Programa da Disciplina.

( ) Auxilio Financeiro

Anexar solicitacdo contendo Mome do Congresso, Local, Perindo & Titulo do Trabalho a ser apresentado (Valor da Passagem
Agrea, Insorigao, Didria, Transporte = Refeican).

( ) Justificativa de auséncia nas reunides de quarta-feira
As faltas ndo serdo abonadas,

( ) Outro
Anexar justificativa

, Na Reunido do Conselho em
gy

540 Paulo, 15/01/2019

Carimba e Assinatura do Presidents do Conssho de Pos-Graduacao

Cosentrt i 21RO
Dr. Levmﬂacl;iaﬂ Filho Erika Regina Mam{w{ Malentacchi
Orientador Aluna

Mantido pela Fundagao Antdnio Prudents — Depto, de Pos-Graduagao
Rua Prof, Antdnio Prudents, 211 — Liberdade — Sao0 Paulo — CEP 01509-900
11 2189-5113 f 2189-5000 — Ramal 2031
Site: Www.arcamargosorg.br e-mail: posgrad@eccamarnoo.org.br



e A.C Camargn Cancer Center Formulario de Solicitacoes

Contro Integrada de Diaqnistico, Tratamanio, Enuino o Paiquisa

Eu, Erika Regina Matheus Malentacchi, Mivel Doutorado, orientando(a) dofa) Dr{a) Levon
Badiglian Filho solicito:

({ X ) Mudanca de Titulo

Se houver alteracio no Conteddo do Projeln — Anesar cipia do projeto para a CPG & pars o Comibé de Elica

De: Comparacdo da express3o génica e proteica de marcadores da via WNT em amostras
endocervicais de tumores de ovario maligno & benigno.

Para: © USO DO ESFREGAGO CERVICO-VAGINAL PARA AVALIACAC DA EXPRESSAC GENICA E
PROTEICA DE MARCADORES DA VIA WNT ASSOCIADOS A TUMORES DE OVARIO
{ )} Co-Orientacdo Dr(a)

Anexar currioulo o co-orentador caso ainda ndo seja cedenciato No programa.
Ansar carta de aceite do Co-orfentador prefendido.

{ )} Trancamento Periodo: mesas
]

{ ) Cancelamento de Matriculz em Disciplinza
Anesar cafa para o professor responsivel pela dscipling justificando o cancelamento. Antes de transcormido 25% do total das
ailas dadas.

( ) validacdo de Crédito
Anexar Dedaracio da Insttuicao (contendo conceito, carga horario, freqléncia) e Programa da Disciplina.

( ) Auxilio Financeiro
Aresar sobdtacdo contendo Mome do Congresso, Local, Perodo e Tituke do Trabalho a ser apresentado (Valor da Passagem
Aérea, Inscricho, Dida, Transporte e Refeicdo).

( )} Justificativa de auséncia nas reunites de quarta-feira
As faltas ndo serao abonadas,

{ ) lustificativa de auséncia nas reunites de qguarta-feira
As faltas ndo serdo abonadas.

() Outro

Anestar justificativa
, Na Reunido do Conselho em

S S

S3o0 Paulo, 15/01/2019

Carimibo & Assinatura do Presidents do Consaiho de Pds-Graduagio

Coretime btk
Dr. mmﬂm Filho Erika Regina Mattieus Malentacch
Orientador Aluna

Mantido pela Fundagio Anbdnio Prudente — Depto. de Pds-Graduacio
Fua Prof. Anitfinio Prudente, 211 - Uberdade - S30 Paulo — CEP 01509-500
W11 2189-5113 § 21E9-5000 — Ramal 2031
Sle: wiwi S0CEMang 0.0, b e-mail: posgradiSatcamangi.ong. by



