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RESUMO

Kohayagawa MH. Analise da expressiao protéica de marcadores de células-
tronco tumorais em neoplasias ovarianas epiteliais. Sdo Paulo; 2010. [Dissertacdo

de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Muita atengdo tem sido dada no papel das células-tronco tumorais (CTTs) na
iniciacdo e progressao de tumores solidos. Determinados antigenos tém demonstrado
ser marcadores de CTTs. Como os carcinomas epiteliais de ovario possuem uma
heterogeneidade histopatologica ¢ a grande maioria das pacientes apresenta
recorréncia da doenca apds quimioterapia, a identificagdo das CTTs pela expressao
antigénica poderia contribuir para o conhecimento de seu papel na carcinogénese e
desenvolvimento de novas terapias. Objetivos: analisar a expressdo de marcadores
de CTTs (CD133, Nestina, AP-2y, CD44 ¢ CD117) em tumores epiteliais benignos,
borderlines e malignos ¢ correlacionar com parametros clinico-patologicos.
Metodologia: Foi realizado a técnica de imunoistoquimica em 99 casos de neoplasia
epitelial de ovario para as proteinas CD133, Nestina, AP-2y, CD31, CD44 e c-Kit em
de tumores epiteliais de ovario incluidos em dois Tissue Microarray (TMA).
Resultados. Alta expressao da proteina Nestina foi associada a tumores malignos
(p=0,049) e com metastase tumoral (0,087). A alta expressao de c-Kit associou-se a
tumores metastaticos (p=0,0366). Baixa expressao de CD44 e AP-2y foi associada ao
baixo estddio clinico (p=0,0025 e p=0,0004, respectivamente) e a tumores sem
metastase (p=0,0137 e p=0,0026, respectivamente), tumores bem/moderadamente
diferenciados (p=0,0274 e¢ p=0,0263), a tumores unilaterais (p<0,0001, ambos). A
expressdo da proteina CD133 ndo mostrou associagdo com os parametros analisados.
Em relacdo a sobrevida global, pacientes com alta expressdo de c-Kit e CD133
tiveram menor da sobrevida (p= 0,0004 ¢ p=0,0269, respectivamente) e pacientes
com alta expressdao de CD44 ¢ AP-2y apresentaram melhor sobrevida (p=0,0221 e
p=0,0269, respectivamente). Para sobrevida livre de progressao, pacientes com pior
sobrevida foram aqueles com baixa expressao de CD44 (p=0. 0021). Conclusdes:

Sugerimos com esse trabalho que as proteinas relacionadas as CTTs estdo presentes



em varios tipos de tumores epiteliais de ovario e podem ser uma ferramenta util para
avaliar o progndstico desses tumores. Embora os marcadores avaliados neste trabalho
estejam relacionados a presenga de CTTs, ndo podemos afirmar com certeza que essa

populacdo de células seja realmente CTT.



SUMMARY

Kohayagawa MH. [Analysis of protein expression of tumor stem cell markers in
epithelial ovarian neoplasms]. Sdo Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagdo Antonio Prudente].

Recently much attention has been given to the role of tumor stem cells (TSC) in the
initiation and progression of solid tumors. Various antigens have been shown to be
markers for TSC. As ovarian epithelial carcinomas are histopathologically
heterogeneous, and a large majority of patients have recurrence of their disease after
chemotherapy, identification of TSC by their antigen specificity would be very
helpful in understanding their role in cancer initiation as well as in development of
new therapies. Objectives: To analyze the expression of the following TSC markers
(CD133, Nestin, AP-2y, CD44 and CD117) in benign, borderline and malignant
epithelial ovarian tumors, and to correlate these findings with clinical and
pathological parameters. Methods: Protein expression of CD133 in 99 epithelial
ovarian neoplas, Nestin, AP-2y, CD31, CD44 and c-Kit were evaluated using
immunohistochemical methods, by two Tissue Microarray (TMA). Results: Higher
levels of Nestin expression were found in malignant tumors (p=0.0499), with tumor
metastasis (0,0087). The protein expression of c-Kit showed statistical significance
only in relation to metastatic capacity (p= 0.0366). Low expression of CD44 and
AP-2y were linked to early initial clinical stage (p=0.025 and p= 0.004, respectively).
They were associated with tumors without metastasis (p= 0.0137 and 0.026,
respectively). Low expression of CD44 and AP-2 y were also associated with
moderately well differentiated and well differentiated tumors (p=0.0274 e p=0.0263)
and to one-side tumors (p<0.0001). There was no association between the clinical
and pathological variables with the expression of CDI133. In relation to overall
survival (OS), patients with high expression of c-Kit and CD133 had low survival
(p= 0,0004 and p=0,0269, respectively) and patients with high expression of CD44
and AP-2y showed better OS (p=0.0221 e p=0.0269, respectively). For disease free

survival (DFS), patients with a shorter survival time were those who had a low



expression of CD44 (p=0. 0021). Conclusions: This study has shown that proteins
related to TSC are present in various types of ovarian epithelial tumors: their
expression characteristics could be a useful marker for prognosis in these tumors.
Although the markers evaluated in this study have been associated with the presence

of TSC, it is impossible to state with absolute certainty that it is TSC.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE OVARIO: VISAO GERAL DE EPIDEMIOLOGIA,

PATOLOGIA E TRATAMENTO

O cancer de ovario ¢ o sexto tumor mais freqiiente na populagdo geral
(PARKIN et al. 2005), sendo considerada a décima causa de morte por cancer no
mundo (PARKIN et al. 2005, JEMAL et al. 2009). As maiores taxas de incidéncia
sao observadas na América do Norte ¢ na Europa (World Health Organization -
WHO 2008). No Brasil, o cancer de ovario ndo consta das estimativas nacionais mais
recentes de incidéncia ou mortalidade. Em estimativa para o ano 2000, esperava-se
que o cancer de ovario fosse a 15° causa de morte por cancer em mulheres brasileiras
(Ministério da Saude 2008).

Os tumores ovarianos originam-se na sua maioria do: (1) epitélio celdomico
superficial, que da origem ao epitélio miilleriano, as tubas uterinas (células colunares
ciliadas serosas), ao revestimento endometrial (células colunares aciliadas) ou as
glandulas endocervicais (células aciliadas mucinosas); (2) células germinativas, que
migram para o ovario a partir do saco vitelino e sdo células pluripotenciais; e (3)
estroma do ovario, que inclui os corddes sexuais (ABELOFF et al. 2004, COTRAN
et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Os principais tipos celulares do epitélio celomico superficial sdo: (1) epitélio

seroso, contém glandulas similares as da tuba uterina; (2) epitélio mucinoso, contém



glandulas similares as do colo uterino; (3) epitélio endometridide, apresenta
glandulas similares as do endométrio.

Existem inimeros tipos de neoplasias epiteliais de ovario, sejam benignas,
borderlines ou malignas (ABELOFF et al. 2004; COTRAN et al. 2004).

Aproximadamente 80% dos tumores ovarianos sdo benignos e ocorrem,
sobretudo, em mulheres jovens entre 20 e 45 anos de idade (ABELOFF et al. 2004;
COTRAN et al. 2004; MENON et al. 2005). Os tipos histologicos mais comuns de
neoplasias benignas epiteliais do ovario, segundo o Comité de Junta Americana
sobre o Cancer (AJCC) (FLEMING et al. 2010), sdo: cistoadenoma seroso,
cistoadenoma mucinoso, cistoadenoma endometridide, tumores de células claras
benignos e Tumor de Brenner (Quadro 1).

As neoplasias epiteliais de ovario de malignidade limitrofe ou de baixo grau
de malignidade (borderline) formam uma entidade separada dentro do grupo de
tumores ovarianos. Diferenciam-se das benignas e malignas por apresentarem as
seguintes caracteristicas: 1) auséncia de invasdo estromal dentro do ovario; 2)
multiplas camadas epiteliais; 3) atividade mitdtica aumentada; 4) atipia nuclear
(ABELOFF et al. 2004; COTRAN et al. 2004). Apesar de células do tumor primario
do ovéario poderem se alojar dentro da cavidade peritoneal causando implantes que
envolvem intestino, omento ¢ abdomen superior, as neoplasias de ovario epiteliais
borderline possuem baixo potencial de malignidade, sendo consideradas indolentes
(CADRON et al. 2007). A idade média ao diagnostico € 40 anos. A sobrevida global
em 5 anos para os estadios iniciais (estadio I e II) é de aproximadamente 98% e para
os estadios mais avancados (estadio III e IV) varia entre 86% e 92% (CADRON et

al. 2007; ABELOFF et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008). Podem ser associadas



com lesdes extra-ovarianas em 35% das pacientes (ABELOFF et al. 2004; CADRON
et al. 2007).

Os tipos histologicos mais comuns dos tumores borderlines sdo: seroso
(50%), mucinoso (46%), endometrioide, células claras, tumor de Brenner e epitelial
misto (3,9%) (Quadro 1) (FLEMING et al. 2010).

Os tumores malignos sdo mais comuns nas mulheres idosas entre 40 e 65
anos de idade (ABELOFF et al. 2004; COTRAN et al. 2004; MENON et al. 2005).
Aproximadamente 70% das neoplasias epiteliais do ovario sdo diagnosticadas com
doenca avancada, que raramente ¢ curavel (EAGLE ¢ LEDERMANN 1997,
MENON et al. 2005; ARMSTRONG et al. 2006; OZOLS 2006; MOBUS et al. 2007;
CANNISTRA et al. 2008). Aproximadamente 90% das neoplasias primarias
originam-se no epitélio celomico (COTRAN et al. 2004; ABELOFF et al. 2004,
CANNISTRA et al. 2008).

Os principais tipos histologicos epiteliais malignos incluem: seroso, mucinoso,
endometri6ide, células claras, tumor de Brenner, carcinoma indiferenciado e epitelial

misto (Quadro 1) (FLEMING et al. 2010).



Quadro 1 - Classificagdo histologica das neoplasias epiteliais de ovario.

Tipos Tumorais Benigno Borderline Maligno
Tumores Serosos cistoadenoma cistoadenoma seroso cistoadenocarcinoma
SEroso borderline SEroso
Tumores Mucinosos cistoadenoma cistoadenoma mucinoso cistoadenocarcinoma
mucinoso borderline mucinoso
Tumores Endometridides cistoadenoma Cistoadenoma cistoadenocarcinoma
endometridide mucinoso borderline endometridide
Tumores de Células tumores de células Tumores de células cistoadenocarcinoma de
Claras claras benignos claras borderline células claras
Tumores de Brenner Brenner benigno Brenner borderline Brenner maligno / de
células transicionais
Tumores de Células ausente ausente presente
Escamosas
Carcinoma Indiferenciado ausente ausente presente
Tumor Epitelial Misto presente presente presente

Fonte: FLEMING et al. (2010)

Os tumores serosos constituem o tipo mais comum de neoplasia ovariana
epitelial (ABELOFF et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008). Cerca de 75% destes sdo
benignos ou de malignidade limitrofe e 25% sdo malignos. Os cistoadenocarcinomas
serosos respondem por aproximadamente 40% de todos os canceres do ovario. Estdo
associados, frequentemente, com eleva¢do do CA 125 (antigeno cancerigeno). CA-
125 ¢ uma glicoproteina de alto peso molecular que se encontra elevada no sangue
em mais de 80% das pacientes com carcinomas epiteliais de ovario malignos. Existe
também em fluidos de secrecdo peritoneal e pleural. Esse marcador tumoral ¢
sensivel em monitorar resposta ao tratamento e desenvolvimento de doenga
recorrente em pacientes que possuem niveis elevados (ABELOFF et al. 2004;
COTRAN et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Os tumores mucinosos sao muito semelhantes aos serosos, sendo menos
comuns e correspondendo a cerca de 25% de todas as neoplasias do ovario e de 7 a

14% de todos os canceres ovarianos epiteliais. Oitenta por cento sdo benignos ou




limitrofes e cerca de 15% sdo malignos (HESS et al. 2004). Como os tumores
serosos, os mucinosos de ovario podem comprometer as superficies peritoneais e
determinar acimulo de material mucinoso semelhante ao do cisto dentro da cavidade
peritoneal (COTRAN et al. 2004).

Tumores endometridides sdo responsaveis por cerca de 20% das neoplasias
ovarianas. Por razdes desconhecidas, 15 a 30% dos carcinomas endometridides sdo
acompanhados por carcinoma do endométrio ¢ o prognostico relativamente bom
nesses casos sugere que os dois podem surgir independentemente e nao por
disseminagdo metastatica um do outro (COTRAN et al. 2004; CANNISTRA et al.
2008).

Adenocarcinoma de células claras ¢ um tipo incomum de tumor do epitélio
superficial ovariano. Pode ser predominantemente sélido ou cistico. O indice de
sobrevida em 5 anos ¢ de aproximadamente 50% quando os tumores estdo restritos
aos ovarios; todavia estes tumores tendem a ser agressivos € uma sobrevida de 5-
anos ¢ rara quando ha propagac¢ao para além do ovario (COTRAN et al. 2004).

Os tumores de Brenner sdo adenofibromas incomuns onde o componente
epitelial consiste em nichos de células de transi¢ao lembrando aquelas que revestem
a bexiga. A grande maioria destes tumores € benigna, porém foram descritas
variantes borderlines e malignas (COTRAN et al. 2004).

O carcinoma indiferenciado ¢ um tumor maligno de estrutura epitelial que
possui diferenciagdo muito pobre para ser classificado em outro grupo (FLEMING et
al. 2010).

O tumor epitelial misto é um tumor composto por dois ou mais tipos celulares

de tumores epiteliais comuns (FLEMING et al. 2010).



O tipo histologico e o grau de diferenciagdo sdo importantes fatores
prognosticos. As mulheres com tumores limitrofes possuem excelente prognodstico,
mesmo quando hd doenga extra-ovariana. Pacientes com cancer de ovario invasivo
bem-diferenciado (grau histologico I) e moderadamente diferenciado (grau
histologico II) tém prognodstico melhor do que aquelas com tumores pouco
diferenciados ou indiferenciados (grau histolégico III) (ABELOFF et al. 2004;
COTRAN et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Em todos os carcinomas epiteliais de ovario pode haver ascite volumosa
quando os tumores atravessam a capsula tumoral e se implantam na cavidade
peritoneal. Os linfonodos regionais sdo frequentemente comprometidos, podendo-se
encontrar metastase pleural, hepatica, pulmonar, no trato gastrointestinal e em outros
locais (ABELOFF et al. 2004; COTRAN et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Os carcinomas ovarianos s3o tumores quimiossensiveis € numerosos agentes
quimioterapicos tém levado a maiores chances de cura na adjuvancia (MARKMAN e
BOOKMAN 2000; ABELOFF et al. 2004; OZOLS 2006; MOBUS et al. 2007).
Atualmente, a combinagdo de carboplatina e paclitaxel constitui regime padrao para
cancer ovariano epitelial avangado (OZOLS 2006; ARMSTRONG et al. 2006;
GALLIGIONI et al. 2006), resultando em uma taxa de remissdo completa em
aproximadamente 75% do total de pacientes (MARKMAN ¢ BOOKMAN 2000;
OZOLS 2006; PIGNATA et al. 2006; GALLIGIONI et al. 2006; MOBUS et al.
2007). Além disto, a combinagdo desses dois quimioterapicos tem melhorado a
sobrevida livre de progressdo e a sobrevida global. A sobrevida livre de progressao
(tempo entre o inicio do tratamento e a recidiva ou 6bito sem recidiva) varia entre 16

a 21 meses dependendo do volume da doenga e do tempo em que a quimioterapia foi



iniciada (OZOLS 2006; MOBUS et al. 2007). A sobrevida global (tempo entre o
inicio do tratamento e o Obito) varia entre 24 a 60 meses ¢ ¢ dependente também do
volume da doenca no diagnéstico (OZOLS 2006; MOBUS et al. 2007).

Apesar da atividade da carboplatina, muitas pacientes apresentam recorréncia
da doenca apés o uso deste quimioterapico em primeira linha. A recorréncia é
frequentemente manifestada pelo aumento do CA125, apesar da auséncia de

sintomas ou evidéncia objetiva da doenga avaliada pelo exame fisico ou tomografias

(ABELOFF et al. 2004, CANNISTRA et al. 2008).

1.2 CELULAS-TRONCO TUMORALIS (CTT)

O cancer ¢ uma doenga multigénica, que de maneira geral representa
descontrolada proliferacdo, diferenciacdo e metéstase. Varios pesquisadores tém
explicado o processo de iniciagdo e progressao do cancer por meio do modelo
estocastico, cuja hipdtese ¢ a de que um grupo de células torna-se tumorigénica
depois de sofrer mutagdes somaticas ou germinativas. O acimulo dessas mutagdes
resulta em proliferacdo e vantagem na sobrevida dos clones selecionados. Estes
apresentam capacidade de produzir células cancerosas idénticas para manter o tumor
e conservam a capacidade de iniciar outro tumor depois de transplantados em
modelos animais. O modelo estocastico assume que o cancer ¢ composto de clones
com similar propor¢do de crescimento, que apresenta um padrdo morfologico
homogéneo e que dentro dele todas as células poderiam iniciar e propagar o tumor

(SENGUPTA e CANCELAS 2010; MAENHAUT et al. 2010).



Em relagdo ao modelo estocastico existem duas importantes limitagdes,
baseadas em observagdes ¢ dados experimentais. Primeiro, os tumores so
morfolégio e funcionalmente heterogéneos. As mutagdes genéticas no contexto de
monoclonalidade de muitos canceres podem nao explicar essa heterogeneidade
celular. Segundo, o modelo estocastico diz que todas as células sdo capazes de iniciar
um tumor. Mas modelos experimentais afirmam que nem todas as células do tumor
apresentam essa capacidade (SCHATTON et al. 2009; SENGUPTA ¢ CANCELAS
2010).

Nos ultimos anos, modelos alternativos da evolucdo do cancer tém sido
propostos. Um deles estabelece a existéncia de células programadas e re-
programadas, chamadas de células-troncos tumorais (CTT), que possuem a
capacidade de auto-propagacdo, de se diferenciar em outras células ¢ o mais
importante, de iniciar o tumor in vivo e in vitro (VISVADER ¢ LINDEMAN 2008;
SENGUPTA e CANCELAS 2010).

Por muitos anos, tem sido evidente que células-tronco estdo envolvidas em
processos diversos como cicatrizagdo, metaplasias e cancer. Mas a idéia que o cancer
pode conter CTT apenas ganhou aceitagdo com os experimentos de HAMBURGER e
SALMON (1977), que demonstraram que poucas células tumorais foram capazes de
formar coldnias in vitro, produzindo todos os tipos de células dentro de um tumor e
estabelecer linhagens de células imortais. Isto aumentou a possibilidade que apenas
uma minoria de células auto propagadas dentro do tumor é capaz de sustenta-lo. Esse
experimento corrobora com a observagdo de MAKINO (1959), de que o tumor

poderia surgir de células raras com capacidade de auto-propagagao.



Tem sido proposto que as CTTs originam-se de transformagdo maligna de
células-tronco normais adultas ou de células progenitoras que adquiriram as
propriedades de células-tronco. As células-tronco adultas normais, durante a vida,
com a sua caracteristica de auto-propagacdo infinita estdo mais suscetiveis ao
acumulo de mutagdes oncogénicas do que as células diferenciadas que apresentam
curta sobrevida. Outra hipotese € que células diferenciadas (progenitoras) readquirem
caracteristicas de células-tronco por reativagdo de vias de sinalizacdo como, Wnt/3
catenina, Hedgehog/Ptached, Bmil, o que facilitaria a auto propagacdo e a
transformag¢@o maligna (GAO 2008; McDONALD et al. 2009; WELTE et al. 2010).

As CTTs s3o um subtipo de células tumorais que assim como as células-
tronco normais, possuem habilidade de auto-renovacdo (por divisdo simétrica e
assimétrica) e de geracdo de células diversas que compdem o tumor. CTTs tém sido
encontradas em diversos tipos de céancer. Foram identificadas inicialmente em
leucemia mieloide aguda (LAPIDOT et al. 1994) e sua presenga tem sido relatada em
muitos tumores sélidos, incluindo: ovario, mama, cérebro, prostata, pancreas, figado,
cabeca e pescoco e tumores hematologicos (PONNUSAMY e BATRA 2008;
VISVADER e LINDEMAN 2008).

Trés observagdes classicas definem a existéncia de CTT: a) somente uma
minoria de células dentro de cada tumor tem potencial tumorigénico quando
transplantadas em camundongos imunodeficientes; b) células cancerosas
tumorigénicas sdo caracterizadas pelo perfil distinto de expressdo de marcadores de
superficie e podem ser isoladas das células ndo-tumorigénicas por procedimentos de

imuno-sele¢do; c) tumores que crescem a partir de células tumorigénicas contém
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populagdes mistas de células cancerosas tumorigénicas e nao-tumorigénicas,
recriando a heterogeneidade do tumor de origem (DALERBA et al. 2007).

As CTTs sao clinicamente importantes por serem mais resistentes a
radioterapia e quimioterapia do que as outras células do tumor. Esta resisténcia tem
sido atribuida ao aumento do reparo de DNA, bem como sua capacidade de expulsar

a droga e pelas proteinas anti-apoptéticas (GILBERT e ROSS 2009).
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Figura 1 - Origem das células-tronco tumorais



1.3 MARCADORES MOLECULARES PARA CELULAS-TRONCO

TUMORAIS

Os marcadores de superficie das células-tronco normais fornecem um guia
para identificar CTTs, baseando-se na premissa de que CTTs sdo derivadas de
células-tronco normais ou na desdiferenciacdo das células progenitoras com similar
imunofendtipo. Varios marcadores de superficie celular como CD24, CD44, CD133,
c-Kit e moléculas de adesao epitelial (EpCAM), fatores de transcrigao Oct-3/4, AP-
2y e Nanog, entre outros como CD166, CD31, Nestina, CD34, CD38, ALDH1, Bmil
sao utilizados para identificar CTTs (HILL e PERRIS 2007).

A identificacdo de marcadores por meio da imunoistoquimica tem ajudado a
identificar CTTs em muitos orgdos. As CTTs foram identificadas em leucemia
mieldide contendo antigeno de superficie celular CD34 CD38 e com capacidade de
reproduzir tumor em animais transplantados (BONNET e DICK 1997). Similar ao
sistema hematopoiético foram identificados marcadores de superficie em tumores
solidos. O cancer de mama foi o primeiro tumor solido no qual se identificou e isolou

CTTs, que foram descritas como células com CD44'CD247"

e com capacidade para
iniciar o tumor (AL-HAJJ et al. 2003). Posteriormente, foi demonstrado que CD133
marcava CTTs em diferentes tipos tumorais incluindo glioblastoma, medulobastoma
e ependinoma (SINGH et al. 2004; TAYLOR et al. 2005). Em adigao, a expressao de
CD133 foi observada em CTTs presentes em carcinoma colorretal e de pancreas
(O’BRIEN et al. 2007; HERMANN et al. 2007).

Tem sido descrito que o fendtipo de CTT pode ndo ser necessariamente igual

entre subtipos de cancer e até mesmo em subtipos do mesmo tumor. Em leucemias,
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as CTT sdo isoladas por meio da sele¢do do marcador de superficie CD34" e CD38",
em tumores solidos, incluindo os de mama, as CTT sio selecionas com marcagdes
CD24™°%; CD44" em cérebro, CD133" em colon, CD133" ou CD44" em prostata,
(revisado em RAJAN e SRINIVASAN 2008).

CDI133 ¢ uma glicoproteina transmembranica, também conhecida como
prominina-1, originalmente descrita como marcador de célula-tronco hematopoiética.
Posteriormente, sua expressao foi observada em células progenitoras, incluindo as do
epitélio, onde sdo encontradas na superficie apical das células (CORBEIL et al.
2010).

O gene CD133 codifica dois splices variantes: Prom-1.s1 ¢ Prom-1.s2 e as
proteinas resultantes sdo reconhecidas por trés anticorpos dirigidos contra epitopos
diferentes (YU et al. 2002). Apesar do pouco conhecimento sobre as fungdes
bioldgicas destas duas variantes de CD133, tem sido especulado que possam exercer
algum papel na interagao célula-célula e que possam estar diferentemente envolvidas
no desenvolvimento fetal e na homeostase de 6rgaos maduros (YU et al. 2002).

A Nestina ¢ um filamento intermediario de proteina do citoesqueleto, que foi
identificado pela primeira vez em células-tronco neuroepiteliais. E amplamente
expressa durante embriogénese de mamiferos. Sua expressdo ¢ abundante durante
fases iniciais da neurogénese do sistema nervoso central e periférico, sugerindo que
células nestina-positivas sejam cruciais para o desenvolvimento embrionico neural.
Apesar desta predomindncia no sistema neural, nestina também esta presente em
outros tecidos como retina, derme, pancreas, trato gastrointestinal, alguns tecidos
adultos normais, alguns tecidos adultos lesionados ou em tumores malignos (WIESE

et al. 2004). Em tecido diferenciado Nestina é pouco expressa, mas pode ser super-
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expressa em tecidos adultos sob certas condigdes patologicas, como em injurias no
SNC e no tecido muscular, e em tumores neuroepiteliais, o que pode demonstrar
remodelagdo ou reversdo de um fendtipo imaturo. Assim, a sua expressdo pode
indicar populagdo de CTT (WIESE et al. 2004; FUSI et al. 2010). Em melanoma,
Nestina tem sido considerada marcador adicional para identificar CTTs (FUSI et al.
2010).

A familia de fatores de transcricdo AP-2 ¢é constituida por 5 membros: Ap-2a,
AP-2B, AP-2y, AP-25 e AP-2¢. Localiza-se predominantemente no nucleo, onde se
liga a seqiiéncias alvo e regula a transcri¢ao de determinados genes (ECKERT et al.
2005). Alguns dos genes ativados por AP-2 ¢ o TGF-a, o receptor de estrogeno, c-
KIT, colagenase tipo IV ¢ HER2/neu. AP-2 também regula negativamente alguns
genes, dentre eles o0 MCAM/MUCI1S, c-EBP-a durante a adipogénese ¢ c-MYC
(HILGER-EVERSHEIM et al. 2000). Os membros desta familia sdo requeridos para
o crescimento normal e morfogéneses durante o desenvolvimento dos mamiferos. A
proteina AP-26 tem sua expressdo restrita ao coragdao, SNC e retina, todos em estado
de desenvolvimento. Porém, os fatores de transcrigdo AP-2 ndo estdo implicados
apenas no desenvolvimento normal, mas parecem também estar envolvidos na
neoplasia celular. Niveis aumentados de AP-2 tém sido encontrados em varios tipos
de tumores (ECKERT et al. 2005).

A proteina AP-2y ¢ codificada pelo gene TFAP2C localizado no cromossomo
20q13.2 em humanos. AP-2y ¢ essencial para o inicio do desenvolvimento
embriondrio, para implantagdo placentaria e esta envolvida na auto-proliferacdo e
sobrevivéncia das células germinativas (AUMAN et al. 2002). A relagao entre AP-2y

e canceres humanos foi documentada em cancer de mama foi demonstrado aumento



do numero de copias do l6cus de AP-2y no cromossomo 20q13.2, tanto em tumores
primarios como em linhagens celulares (TANNER et al. 1994). Alta expressdo da
proteina AP-2y também foi observada em cancer de mama e de testiculo quando
comparada com tumor benigno dos 6rgdos respectivos (TURNER et al. 1998; HOEI-
HANSEN et al. 2004).

A proteina CD44 ¢ um receptor da superficie celular que € provavelmente um
dos mais bem estabelecidos e comuns marcadores de CTTs. CD44 ¢ uma
glicoproteina transmembranica, receptor do acido hialurdnico. Apresenta a fungdo de
adesdo celular, transmissao de sinais mediando hematopoiese e apoptose. CD44 tem
sido associado ao cancer clinicamente agressivo. Pode ser encontrado em células
linfo-hematopoiéticas, tecidos epiteliais e ndo epiteliais. Entre os tumores que
expressam esta proteina temos: carcinoma papilifero de tiredide, carcinomas de
mama, gastrointestinal, bexiga, ovario, colo de tutero, prostata, melanoma e linfomas
ndo Hodgkin (RHIJIN et al. 2003).

A proteina CD44 tem sido identificado sozinho ou combinado com outro
marcador em CTTs em varios tipos de cancer, como cabeca e pescogo (CD44"),
colon (CD44 /antigeno epitelial especifico -ESA+), pancreas (CD44"/CD24"/ESA")
(SENGUPTA e CANCELAS 2010) e cincer de mama (CD44"/CD24"°") (AL-HAJJ
et al. 2003; HWANG-VERSLUES et al. 2009). Alguns trabalhos afirmam que a
inibi¢do da expressdo de CD44 tem impedido a formagdo de nodulos tumorais
metastaticos em camundongos transfectados com células de carcinoma hepatocelular
CD90'CD44" no pulmio, sugerindo uma dependéncia de CTT CD44+ no
crescimento tumoral (YANG et al. 2008). Estudo realizado por ZHU et al. (2010)

demonstrou que o fenoétipo de CTTs em hepatocarcinoma pode ser definido por
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CD133°CD44" na superficie da célula. As células do hepatocarcinoma mostraram
propriedade de CTTs, incluindo auto-propagacao e diferenciacdo, e o transplante em
camundongos revelou alta capacidade tumorigénica em células CD133"'CD44".

O proto-oncogene ¢-KIT codifica uma proteina transmembranica, o receptor
tipo III de tirosina quinase, que tem estrutura semelhante ao receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas ( PDGF-R) e ao do receptor do fator estimulador
de coldnia tipo I ( CSF1-R). A proteina c-Kit tem papel no desenvolvimento de
muitos processos embrionarios, incluindo gametogéneses, melanogénese e
hematopoiese, bem como algumas funcio de transdugdo de sinal em muitas células
(MIETTINEN e LASOTTA 2005). Normalmente, a proteina Kit ¢ ativada por
fosforilagdo, levando a uma cascata de ativacdo de varios fatores de transcrigdo,
como de genes que controlam a apoptose, diferenciacdo celular, proliferagao,
quimiotaxia e adesdo celular. Vérios tipos de células s3o dependentes da ativagdo de
c-Kit, como mastocitos, células-tronco hematopoéticas, células germinativas,
melanocitos, células de cajal do trato gastrointestinal (MIETTINEN ¢ LASOTTA
2005).

A expressao de c-Kit foi observada em tumores germinativos de testiculo,
carcinomas epiteliais e tumores germinativos de ovario, leucemia mieloide aguda e
tumor estromal gastrointestinal (HEINRICH et al. 2002). ERDOGAN et al. (2007),
relataram que a proteina c-Kit foi superexpressa em tumores mesenquimais de utero
e ovario, sugerindo que c-Kit tem um significante papel na oncogeneses desse

tumores.
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1.4 CELULAS- TRONCO TUMORAIS E TUMOR DE OVARIO

Tem sido sugerido que as células-tronco normais adultas contribuem para o
reparo e regeneragdo do epitélio normal do ovario apds a ruptura do tecido causado
pela ovulacdo. Dentro do epitélio ovariano, as células- tronco se dividem de maneira
assimétrica para manter a homeostase tecidual. Como ja foi dito, repetidas auto-
propagagdes podem acumular mutagdes podendo levar a transformagdes malignas
das células-tronco, levando ao surgimento das CTTs (HOMBACH-KLONISCH et al.
2008). Processos inflamatérios e oxigénio reativo gerado durante a ovulagdo e
cicatrizacdo ovulatoria podem ser fatores importantes que contribuem para a
carcinogénese da superficie do epitélio ovariano, levando a quebras na fita do DNA e
mutagdes causadas por danos oxidativos (NESS e COTTREAU 1999).

Como citado anteriormente, neoplasia epitelial de ovario é considerada como
a malignidade ginecoldgica mais letal, com a maioria dos casos sendo diagnosticados
apds metastatizagdo da doenga. Apesar da responsividade a terapia primdria, a
maioria das pacientes apresenta doenca recorrente devido a selecdo ou aquisicdo de
quimio-resisténcia por células residuais (VISVADER e LINDEMAN 2008).

A resisténcia & quimioterapia ¢ um dos fatores que suportam a existéncia de
CTT em céncer de ovario. Nos ultimos anos vem sendo demonstrado que uma
pequena populacdo de células tumorais (menos do que 5%), as CTTs, sdo
responsdveis pela agressividade da doenga, metdstase e resisténcia a terapia
(PONNUSAMY e BATRA 2008). Estas células sdo isoladas, geralmente, usando-se
marcadores especificos para células-tronco normais do mesmo 6rgdo (VISVADER e

LINDEMAN 2008). Outro fator que comprova a existéncia de CTTs em tumores de
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ovario ¢ a diversidade fenotipica histologica deste cancer. Pode ser que essa
diversidade se deva a aquisi¢ao de plasticidade celular. Com isso, ¢ possivel sugerir
que CTTs existem e contribuem para o cancer de ovario (CHIEN et al. 2007; TILLY
e RUEDA 2008).

A possivel multipontencialidade dos clones em tumor de ovério foi relatada
pela expressdo de trés marcadores de célula-tronco tumoral: Oct4, Nanog e Nestina
em trabalho feito por BAPAT et al. (2005). Neste trabalho foram estudados 65 clones
celulares provenientes de uma cultura de células derivadas de ascite de uma paciente
com cancer de ovario maligno estadio IV (adenocarcinoma seroso). Foi observado
que 19 clones imortalizaram espontaneamente. Todos estes clones co-expressavam
citoqueratina e vimentina, E-caderina e CD44. Este padrdo de expressdo indicava a
natureza mesotelial destas células, o que estd de acordo com o entendimento de que
carcinoma de ovario epitelial resulta da transformaciao do mesotélio primitivo. Dois
clones imortalizados foram analisados para a expressdo de marcadores especificos
associados com CTT e/ou com células progenitoras, incluindo Nestina (marcador de
células progenitoras), Oct 3/4 e Nanog (essenciais para a manuten¢do do estado
indiferenciado). Os trés marcadores foram encontrados em culturas celulares dos dois
clones, indicando sua natureza multipotencial. Esses 2 clones foram capazes de
formar tumores em camundongos nude (sem imunidade), com caracteristicas
histopatologicas similares ao tumor de origem.

Mais recentemente, FERRANDINA et al. (2008) estudaram 41 pacientes com
cancer de ovario, ¢ observaram por imunoistoquimica, que células de cancer de
ovario primario expressavam mais CD133-1 e CD133-2 do que células de ovarios

normais e do que tumor benigno. Além disso, a maioria das células CD133" reagiu
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com anticorpo monoclonal anti-citoqueratina-7, confirmando a origem epitelial
destas células. Quando colocadas em cultura, células CD133" exibiram maior
eficiéncia clonogénica e maior potencial proliferativo do que células CD133". Foi
observado também que a porcentagem de células expressando CD133 diminuiu ao
longo do tempo de cultura, enquanto seu niimero absoluto aumentou, denotando sua
capacidade de auto-renovacdo. Houve também uma correlagdo direta entre a
porcentagem de células CD133-1" ¢ CD133-2", sugerindo que as duas isoformas
podem ser usadas indiferentemente para selecionar ¢ marcar células ovarianas com
capacidade de célula-tronco.

BABA et al. (2009) analisaram 42 linhagens de cancer de ovério e
observaram que 15 linhagens foram positivas para expressao de CD133. Partindo do
principio que CTTs, incluindo as que sio CD133", podem apresentar resisténcia
inerente a agentes quimioterapicos e sabendo que derivados da platina sdo
geralmente usados como quimioterapia de primeira linha no tratamento de cancer de
ovario, estes autores observaram que nas 42 linhagens tratadas aleatoriamente,
células CD133" foram mais resistentes a cisplatina do que as CD133".

Existem poucos trabalhos relatando o envolvimento da proteina AP- 2 y em
cancer de ovario. @DEGAARD et al. (2006), relataram aumento da expressdo
nuclear de AP-2y em carcinomas de ovario malignos quando comparados com lesdes
benignas e borderlines.

Outros estudos também mostraram que células com CD44" originadas de
ascite de cancer de ovario estadio avancado (III/IV) mantiveram o fenotipo maligno
in vitro por mais de 20 passagens, sugerindo que essas células apresentam

capacidade de auto-proliferagdo. Além disso, essas células foram capazes de formar
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tumores em camundongos nhude, determinando o seu potencial tumorigénico
(ALVERO et al. 2009).

Muitos estudos tém investigado a expressdo da proteina c-Kit no epitélio de
ovario maligno. Estes estudos tém incluido tipos histoldgicos heterogéneos e os
resultados tém sido divergentes. KHALIFEH et al. (2005), observaram que 21% dos
carcinomas serosos malignos de ovario eram positivos para c-Kit. Outros estudos
observaram que a proteina c-Kit foi expressa em 71% dos carcinomas serosos de
ovario (TONARY et al. 2000), em 87% dos casos de disgerminomas de ovarios
(SEVER et al. 2005) e em 52% dos casos de carcinoma seroso em estadio avancado
(RASPOLLINI et al. 2004).

Enquanto a etiologia do cancer ainda permanece a ser elucidada, muitas
teorias sobre a tumorigénese tém sido propostas. Considerando que as neoplasias
epiteliais de ovario apresentam heterogeneidade de fendtipos histologicos, de graus,
de diferenciagdo, de niveis de recorréncia ¢ de metastase, a identificagdo de CTTs
poderia contribuir para o conhecimento do seu papel na carcinogénese. Se
confirmada a presenga de CTTs em tumores de ovario, poderemos tentar desenvolver
novas terapias, dirigidas a essas células, como forma de melhorar o resultado do

tratamento do cancer ovariano.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo de marcadores de células-tronco tumorais (CD133,
CD44, c-KIT, Nestina ¢ AP-2y) em tumores epiteliais benignos, borderlines e

malignos de ovario.

2.2  OBJETIVO ESPECIFICO:

Analisar a expressao das proteinas CD133, CD44, ¢-KIT, Nestina e AP-2y em
tumores epiteliais benignos, borderlines e malignos de ovario, por meio da técnica de

imunoistoquimica.

Correlacionar a expressao das proteinas (CD133, CD44, c-KIT, Nestina e AP-

2y) com parametros clinico-patologicos.



3 MATERIAIS E METODOS

31 AMOSTRAS DE TECIDOS E CARACTERIZACAO DAS

PACIENTES

Foram selecionadas 99 amostras de neoplasia do epitélio de ovario fixadas em
formalina e embebidas em parafina, obtidas do arquivo do Departamento de
Anatomia Patologica do Hospital A.C. Camargo-Sdo Paulo. Todas as pacientes
foram operadas e tratadas neste mesmo hospital, entre os anos de 2000 ¢ 2009. As
amostras foram colhidas previamente a qualquer procedimento. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital A.C. Camargo pelo niimero 1255/09.

Novos cortes histologicos foram obtidos de cada bloco para a classificacao e
coleta dos dados morfoldgicos. Todos os casos foram re-classificados de acordo com
o esquema proposto pela AJCC tanto para o tipo tumoral quanto o grau histoldgico
por um patologista experiente (Dr. Gilles Landman). Os prontudrios das pacientes
foram analisados para a obtengao dos dados clinicos.

Para as analises de imunoistoquimica foram montados dois Tissue
Microarray (TMA), um contendo 47 casos unilaterais e 7 casos indeterminados e

outro contendo 45 casos bilaterais.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes atendidas e tratadas no Hospital A.C. Camargo.
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3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Insuficiéncia de material no bloco de parafina.

Auséncia de dados suficientes no prontuario médico.

3.4 CONSTRUCAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

Para realizag¢do das analises imunoistoquimicas foram construidos dois Tissue
Microarrays (TMA).

A organizacdo dos blocos de TMA seguiu os passos tradicionalmente
descritos na literatura. Brevemente, a partir do corte do bloco de parafina original
corado por H&E (hematoxilina e eosina), as areas de tumor viavel foram
selecionadas e marcadas com caneta. Estas areas tinham equivaléncia no bloco de
parafina original, identificado como bloco doador. A partir deste ponto, as areas
selecionadas foram transferidas para o bloco receptor através do uso do Tissue
Microarrayer (Beecher Instruments Microarray Technology, Silver Spring, MD,
USA). Assim, foi confeccionado o bloco de TMA com cilindros de 1,0 mm (Figura
2). Em cada caso foram selecionadas duas regides (chamadas de core) para serem
montadas no TMA.

A partir destes blocos foram preparados cortes histologicos seriados em
laminas de vidro, previamente tratadas com pelicula aderente especial (Instrumedics
Inc, Hackensack, NJ USA) (Figura 2), em duplicatas. Os blocos foram cortados por
meio de micrétomo mecanico na espessura de 4um, As laminas contendo os cortes

histologicos foram banhadas em parafina para evitar a oxidacao e guardadas a —20°C.
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Para controle da representatividade do material, foram confeccionadas laminas
coradas por hematoxilina e eosina (H&E) em varios niveis de profundidade do bloco
de TMA.

Em seguida, as laminas obtidas foram submetidas a técnica de
imunoistoquimica para cada marcador. A técnica utilizada seguiu os passos
tradicionais e rotineiros do laboratorio. Para cada marcador, foi usada a melhor
técnica testada e estabelecida de diluigdo, recuperagdo antigénica, revelagdo e
cromégeno. Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle positivo, em
tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado ¢ de um controle negativo da

reacdo (retirada do anticorpo primadrio e retirada do complexo secundario).

Figura 2 - Representacdo esquematica da montagem do TMA

3.5 IMUNOISTOQUIMICA (THC)

Para a avaliar a expressao das proteinas CD44, c-KIT, CD133, Nestina e AP-

2y, cortes histologicos de 4um foram obtidos do bloco de TMA. Os cortes foram
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desparafinizados em estufa a 60 °C por 6 horas e em xilol, 3 banhos de 5 min cada e
re-hidratados em alcool (100%, 95%, 70%) e posteriormente adgua corrente por 5
min. A recuperagdo antigénica foi realizada com tampao citrato ( pH 6,0) ou
EDTA+TRIS (pH 9,0) ¢ aquecidos em panela de pressdao por 15 min. A Tabela 1
apresenta os tipos de recuperagdo antigénica e as solucdes utilizadas. Depois da
recuperagdo antigénica as laminas histologicas foram resfriadas por 15 min em
temperatura ambiente e lavadas com agua corrente por 5 min.

As laminas foram colocadas em peréxido de hidrogéneo 3% (10V) 3 vezes
por 5 min cada, para o bloqueio da peroxidase endogena e entdo lavadas em agua
corrente por 5 min. Os cortes foram submetidos ao bloqueio de proteinas
inespecificas com caseina (Protein Block Serum-Free- DakoCytomation, Carpinteria,
USA) por 20 min a temperatura ambiente em camara umida.

Os anticorpos primdarios foram diluidos em diluente contendo 0,05 mol/L de
tampdo Tris-HCl e 0,1% de Tween 20 (Antibody Diluent with Background Reducing
Components, DakoCytomation, Carpinteria, USA) e as laminas foram entdo
incubadas a 4 °C, overnight (12 a 14 horas) em camara tmida. A diluigdo dos
anticorpos esta representada na Tabela 1. Apds 3 lavagens com tampao PBS 1X por
5 minutos cada, as ldminas foram incubadas com anticorpo secundario, contendo
pool de anticorpos anti-camundongo, anti-coelho ou anti-cabra , utilizando-se o Kit
Advance ™ HRP (DakoCytomation, Carpinteria, USA), ou o kit LSAB+ System —
HRP (DakoCytomation, K0690, Carpinteria, CA, EUA), conforme as necessidades
do anticorpo primario (Tabela 1), por 1 hora em cadmara escura, e lavadas com PBS 3
vezes por 5 minutos cada. A coloragdo foi realizada utilizando-se 3,3’

diaminobenzidine tetrachloride (DakoCytomation, Carpinteria, USA). Os espécimes
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foram contra-corados com hematoxilina, desidratadas com alcool e xilol e montadas

com meio permanente ¢ laminula.

Tabela 1 - Anticorpos, clones, fontes, dilui¢do e tipo recuperacdo antigénica
utilizadas para a técnica de imunoistoquimica.

Anticorpo Recuperacio Sistema de
Clone Fonte Diluicao
primario antigénica deteccdo
Policlonal de EDTA-TRIS 1mM, LSAB+ System
AP2 gama cabra R&D 1:50 pH 9.0; panela de —HRP
pressao
Monoclonal de ) ) Advance ™
Leica Citrato 10mM pH®6.0;
CD44 camundongo- ) 1:25 HRP
Microsystems panela de pressdo
DF1485
Policlonal de Advance ™
Citrato 10mM pH®6.0;
CD133 coelho Abcam 1:100 P HRP
panela de pressao
Polyclonal de Advance ™
Citrato 10mM pH6.0;
c-Kit coelho Dako 1:200 HRP
panela de pressao
Monoclonal de Advance ™
Citrato 10mM pH6.0;
Nestina camundongo- Abcam 1:400 HRP
panela de pressao
10C2
3.6 INTERPRETACOES DAS REACOES DE
IMUNOISTOQUIMICA

A avaliagcdo dos resultados do estudo imunoistoquimico foi feita para cada

anticorpo utilizando o Sistema Automatizado de Imagem Celular (ACIS III, DAKO,

Carpinteria, CA, EUA).

De maneira resumida, os componentes do ACIS III consistem de um

microscopio digital automatizado e de um computador com um programa de captura



de imagem e um sistema de processamento de imagens. Cada lamina corada por
imunoistoquimica foi digitalizada e as imagens capturadas foram revisadas pelo
patologista na tela do computador. O ACIS III é capaz de detectar, contabilizar e
classificar os tipos celulares baseados nos niveis de matiz, saturacao e luminosidade.
O sinal ¢ entdo convertido para mensuracido de densidade numérica. Para analisar a
expressdo das proteinas foi utilizado o programa computacional membrana e
cytoplasm e nuclei, residente no sistema. Este programa mede a intensidade da
coloracdo do citoplasma e da membrana e fornece um resultado em variaveis
continuas que vao de 0 a 256. Para isso ¢ atribuido o threshold, ou seja, indica-se
para o software as células com imuno-reatividade e as células sem imuno reatividade

As areas a serem analisadas de cada 1amina foram selecionadas manualmente,
utilizando-se ferramentas de sele¢do do ACIS III. Para as analises estatisticas foram
utilizadas as médias de duas regides de cada caso, pois o bloco de TMA foi

construido em duplicata.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A distribuigdo de freqiiéncias foi utilizada para descrever as varidveis
categdricas (faixa etdria, faixa de expressdo dos marcadores moleculares, tipo
patoldgico, lados, local estadiamento, invasdo e linfonodos) e as medidas de
tendéncia central (media e mediana) e de variabilidade (minimos, maximos e desvio

padrao (dp) para descrever as varidveis numéricas (idade e as medidas de expressao).
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O teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a associagdo entre a
expressdao dos marcadores e as variaveis clinico-patoldgicas com duas categorias € o
teste de Kruskal-Wallis para com trés categorias.

O teste qui-quadrado foi utilizado para verificar a correlagdo entre os
marcadores, em tabelas 2X2 onde pelo menos uma freqiiéncia foi menor do que 5, o
teste exato de Fisher foi adotado.

O tempo de seguimento foi calculado da data do inicio do tratamento até o
obito ou até a ultima informacao e até a data de ocorréncia de recidiva para o periodo
livre de doenga.

Pontos de corte foram criados a fim de utilizagdo nos testes estatisticos e de
sobrevida. Para idade, c-kit, Nestina ¢ AP-2y a mediana foi considerada e o segundo
tercil para CD44 ¢ CD133.

A técnica de Kaplan-Meier foi aplicada para estimar a probabilidade de
sobrevida e o teste de log-rank para comparar as curvas de sobrevida. O nivel de
significancia de 5% foi cotado em todos os testes estatisticos. O modelo de regressao
de COX foi utilizado para estimar os riscos relativos para morte e seus respectivos
intervalos de confianga de 95%.

Para célculo de todas as analises estatisticas foi utilizado o programa de
computador estatistico STATA versdao 7.0. (StataCorp. 2001. Stata Statistical

Software. Release 7.0. College Station, TX: Stata Corporation)
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4 RESULTADOS

Neste estudo foram analisadas a expressao das proteinas relacionadas a CTTs
(CD44, CD133, c-Kit, Ap-2y e Nestina) em 99 casos de neoplasia epitelial de ovario
por meio de imunoistoquimica. A Tabela 2 mostra as caracteristicas demograficas e
os parametros clinico-patologicos das pacientes.

Entre as 99 amostras de neoplasia epitelial de ovario, 47 casos (47,5%) eram
unilaterais e 45 casos (45,5%) eram bilaterais, o tumor comprometia os dois ovarios.
Nao foi possivel obter informagdes em 7 casos (7%). A grande maioria dos tumores
bilaterais era composta do mesmo subtipo histologico, entretanto em 6 casos eram de
subtipos  diferentes, mas o mesmo tipo histolégico (benigno/benigno;
borderline/borderline ou maligno/maligno) e em um caso era de sub-tipo diferente ¢
de tipo histologico também diferente (begnino/borderline). A idade das pacientes

variou de 16 a 89 anos, com mediana de 53 anos.
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Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e clinico-patoldgicas das pacientes

portadoras de tumores epiteliais de ovario.

Parametros Clinicos e Patoldgicos Total ( %)
Tipo patologico

Benigno 18 (18)

Borderline 9(8)

Maligno 72 (74)
Lateralidade

Unilateral 47(47,5)

Bilateral 45 (45,5)

Indeterminado 7(7)
Grau Histologico

Bem/Moderadamente diferenciado 47 (70)

Pouco diferenciado 20 (30)

Nao avaliados 32
Metéastase a distancia

Sim 46 (46,5)

Nao 53 (53,5)
Extravasamento de Cépsula Linfonodal

Sem invasdo 22 (34)

Com invasio 43 (66)

Nio avaliados 34
Estadio clinico agrupado

I+1I 16 (22,5)

I +1v 55(77,5)

Nao avaliados 28




4.1 ASSOCIACOES ENTRE EXPRESSAO DOS MARCADORES E

PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

A analise de associacdo entre a expressao dos marcadores e os parametros
clinico-patologicos foi realizada por meio dos valores continuos, obtidos pelo ACIS,
sem categorizar; neste caso foi aplicado o teste de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis.
A associacdo entre a variavel graduacao histologica e os marcadores foi realizada
com os tumores malignos e associagdo entre estddio clinico foi realizada com os
tumores borderline e malignos, as associa¢des entre as outras variaveis foram
realizadas com todos os tumores estudados, benigno, borderline e maligno. Entre os
99 casos estudados alguns deles ndo puderam ser analisados por imunoistoquimica,
pois houve descolamento do material na lamina ou por ndo ter representagdo tumoral,
desse modo para cada marcador houve uma perda de casos avaliados. A Tabela 3
mostra as medidas de tendéncia central e de variabilidade da expressdao de cada
marcador.

Em relagdo a associacdo entre as varidveis clinico patologicas e os
marcadores

Neste estudo foi observado que o marcador de células-tronco, CD133,
apresentou expressao positiva forte ou moderada em todos os tumores analisados,
benignos, borderline e malignos. As Figuras 3, 4 e 5 mostram imagens
representativas da reagdo de imunoistoquimica. Dos 99 casos estudados 11 ndo
puderam ser analisados por imunoistoquimica para o anticorpo Nestina, pois houve
descolamento do material na ldmina ou por ndo ter representacao tumoral.

Nao foi encontrada qualquer associagdo entre as varidveis clinico-patologicas

e a expressao de CD133. A Tabela 4 mostra os resultados das analises.
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Figura 3 - Andlise representativa da reagdo de imunoistoquimica, mostrando

expressao positiva da proteina CD133 em tumores epiteliais benignos de ovario.

Figura 4 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica, mostrando
expressdo positiva da proteina CD133 em tumores epiteliais borderline de ovario,

marcagdo de membrana e citoplasma. Aumento de 200X.



Figura 5 - Andlise representativa da reagdo de imunoistoquimica, mostrando
expressdo positiva da proteina CD133 em tumores epiteliais malignos de ovario.

Aumento de 100X e 200X.
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Tabela 3 - Medidas de tendéncia central e de variabilidade da expressao de cada

marcador.
Marcador Medidas Resultado
Nestina N 88
Variagido 0,0-117,6
Mediana 39,9
Média 46,0
Desvio Padriao 34,9
c-Kit N 80
Variagdo 0,0-97.8
Mediana 473
Média 47,1
Desvio Padrao 26,7
CD44 N 82
Variagao 0,8 —150,7
Mediana 36,3
Média 47,9
Desvio Padrao 39,4
AP-2y N 85
Variagdo 0,0 -100,0
Mediana 65,4
Média 62,7
Desvio Padrao 35,1
CD133 N 84
Variagao 1,3-144,0
Mediana 83,8
Média 79,4
Desvio Padrao 35,4
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Tabela 4 - Distribuicdo das varidveis demograficas, clinicas e relativas ao tumor, de
acordo com expressdao CD133.

Variavel Categoria N Variagao Mediana  Média (dp) p-valor
Faixa etéria <53 38 1,3-1440 84,3 77,0 (39,0) 0,5611
(anos) >53 44  2,0-137,7 81,6 82,3 (32,6)

Tipo patoldogico Benigno 14 37,2-144,0 96,8 95,9 (27,0) 0,1069*
Borderline 4  12,8-113.2 84,8 73,9 (44,5)
Maligno 64  1,3-1437 77.4 75,6 (36,1)

Lados Bilateral 41 1,3-143,7 68,0 73,6 (43,0) 0,1778
Unilateral 36 37,2-144,0 87,3 86,4 (24,6)

Capsula Sem invasdo 13 12,8-127,6 84,1 75,9 (36,4) 0,6493
Com invaséo 40  1,3-143,7 66,7 73,1 (37,1)

Graduagéo Bem/Moderadamente 41 1,3-127,8 68,0 68,4 (31,8) 0,0782

histologica Pouco 18  2,0-143,7 87,9 87,3 (43,4)

Estadio FIGO 1+1I 14 12,8-1273 77,3 72,2 (33,5) 0,6433
I +1v 47  1,3-143,7 78,4 77,4 (38,5)

Metastase a Sim 45  1,3-143,7 81,0 78,8 (38,9) 0,9785

distancia Nao 39 12,8-144,0 85,0 80,1 (31,4)

p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney ou *Kruskal-Wallis

A proteina Nestina foi encontrada expressa em maior quantidade nos tumores
malignos (p=0,0499). Da mesma forma, foi observada uma alta associacdo entre
metastase tumoral e expressao de Nestina (p=0,0087). Tumores que apresentaram
metastase a distancia tiveram maior expressao de Nestina quando comparados com
os tumores sem metastase. Em relagdo as demais variaveis estudadas, ndo houve
diferenca significativa para expressdo de Nestina. A Figura 6 mostra imagens
representativas das reacdes de imunoistoquimica com expressao da proteina Nestina.
A Tabela 5 mostra os resultados das associagdes entre a proteina Nestina e as

caracteristicas clinico-patoldgicas.



Figura 6 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando a
expressao positiva da proteina Nestina (marcacdo citoplasma e membrana). A, tumor

epitelial borderline de ovario; B, tumor epitelial maligno de ovario. Aumento de 200X.
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Tabela 5 - Distribuicao das variaveis demograficas, clinicas e relativas ao tumor, de
acordo com expressao de Nestina.

Variavel Categoria N Variagao Mediana Meédia (dp)  p-valor
Faixa etaria <53 41 0,0-117,6 33,6 45,6 (35,9) 0,8317
(anos) >53 46 0,0-114,2 45,5 47,0 (34,4)
Tipo patolégico ~ Benigno 18 0,0-112,1 19,9 33,4 (38,8) 0,0499*
Borderline 5 0,0 — 86,5 24,1 30,9 (34,4)
Maligno 65 0,2-117,6 48,9 50,6 (33,1)
Lados Bilateral 41 1,3-117,6 40,1 46,8 (32,0)  0,6462
Unilateral 41 0,0-112,1 41,1 45,7 (37,9)
Cépsula Sem invasao 15 0,0-93,5 28,4 35,6 (29,5  0,1509
Com invaséo 40 0,2-114,2 48,9 50,1 (34,3)
Graduacao Bem/Moderadament 42 0,2-117,6 42,6 47,5 (34,9) 0,1067
histologica e 18  104-114,2 57,9 60,9 (25,3)
Pouco
Estadio FIGO I+11 14 1,3-98,4 48,8 47,0 (28,2)  0,5968
I +1v 49 0,2-117,6 52,8 53,8 (33,6)
Metastase a Sim 47 0,2-117,6 53,2 54,2 (33,4)  0,0087
distancia Nao 41 0,0-112,1 28,7 36,5 (34,6)

p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney ou *Kruskal-Wallis

A andlise estatistica da expressdo da proteina c-Kit mostrou associagdo

apenas em relacdo a capacidade de metastatizacdo, ou seja, tumores com metastase

expressaram mais c-Kit do que os ndo tumores sem metastase (p= 0,0366). (Figura 7;

Tabela 6).
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Figura 7 - Andlise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando a
expressdo positiva da proteina c-Kit em tumores epiteliais de ovario, marcagdo

citoplasmadtica. A, tumor benigno; B, tumor borderline; C, tumor maligno. Aumento de
200X.
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Tabela 6 - Distribuicdo das varidveis demograficas, clinicas e relativas ao tumor, de
acordo com expressdo c-Kit.

Variavel Categoria N Variagdo Mediana  Média (dp) p-valor

Faixa etaria <53 36 0,0-97,8 39,6 42,7 (28,4) 0,2030

(anos) > 53 42 2,4-9338 48,1 49,9 (25,2)

Tipo patolégico  Benigno 14 1,5-97.8 30,0 40,5 (35,4) 0,4903*
Borderline 5 5,2-79,9 24,6 40,1 (35,2)
Maligno 61 0,0 -93,8 47,8 49,1 (23,7)

Lados Bilateral 39 12,8-90,3 47,8 49,5 (19,8) 0,3305
Unilateral 34 0,0-97.8 41,9 43,6 (32,0)

Cépsula Sem invasido 15 5,2-93,8 53,5 49,0 (30,7) 0,7087
Com invasio 37 0,0-92,1 46,9 46,8 (23,1)

Graduacao Bem/Moderadamente 40 0,0 -93,8 45,8 48,5 (25,5) 0,3456

histologica Pouco 16 19,2-90,3 53,3 54,6 (16,2)

Estadio FIGO I+10 14 0,0 -93,8 42,1 46,3 (28,7) 0,4346
m+1v 44 12,8-92,1 50,9 52,3 (21,7)

Metastase a Sim 42 12,8-92,1 53,3 52,8 (20,4) 0,0366

distancia Nio 38 0,0 -97.8 36,8 40,7 (31,2)

p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney ou *Kruskal-Wallis

Em relagdo a expressdo de CD44, houve uma associagdo estatistica entre
lateralidade do tumor e a expressdo desta proteina. Os tumores unilaterais
apresentaram maior expressdo desta proteina em relacdo aos tumores bilaterais
(p<0,0001). Também foi possivel associar a expressdo de CD44 com estadiamento
clinico (p<0,0025), com metastase a distancia (p=0,0137) e com graduacgdo
histologica (p=0,0274). Os tumores bem/moderamente diferenciados, de estadios
clinicos iniciais (I e II) e sem metéstase a distdncia apresentaram maior expressao de
CD44 quando comparados com as variaveis respectivas (Tabela 7). A Figura 8

mostra imagem representativa das reagdes de imunoistoquimica para CD44.



Figura 8 - Andlise representativa da reacdo de imunoistoquimica mostrando a
expressao da proteina CD44 em tumores epiteliais de ovario, marcagdo de membrana
e citoplasmatica. A, tumor borderline com CD44 positivo; B, tumor maligno com CD44

negativo; C, tumor maligno com CD44 positivo. Aumento de 200X.
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Tabela 7 - Distribuicdo das varidveis demograficas, clinicas e relativas ao tumor, de
acordo com expressdo CD44.

Variavel Categoria N Variagdo Mediana Média (dp) p-valor

Faixa etaria <53 37 0,8-127,0 24,9 42,7 (38,2) 0,1464

(anos) >53 43 2,4-150,7 40,6 51,6 (40,5)

Tipo patolégico ~ Benigno 13 2,9-1372 30,6 45,6 (39,6)  0,06437*
Borderline 5 2,7—-48.8 32,3 28,6 (17,7)
Maligno 64 0,8 —150,7 37,7 49,9 (40,5)

Lados Bilateral 41 0,8-578 24,9 24.8 (14,2) <0,0001
Unilateral 34 2,9-149,1 61,4 67,2 (42,3)

Cépsula Sem invasio 15 2,7-127,0 38,4 46,9 (36,6) 0,2505
Com invasdo 39 0,8 -149,1 26,9 39,4 (36,2)

Graduagao Bem/Moderadamente 41 3,6 —150,7 46,2 55,6 (40,7) 0,0274

histologica Pouco 18 24-1154 25,7 32,6 (26,9)

Estadio FIGO I+11 14 19,5 — 149,1 84,8 81,7 (46,9) 0,0025
I +1v 47 0,8 —150,7 29,7 37,5(31,1)

Metastase a Sim 45 0,8-1154 29,7 35,8 (26,6) 0,0137

distancia Nio 37 2,4—150,7 48,8 62,6 (47,1)

p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney ou *Kruskal-Wallis



Em relagdo a expressao da proteina AP-2y observamos uma associacao entre
os lados tumoral (p<0,0001). Os tumores unilaterias expressaram mais AP-2y do que
os bilaterais. Também foi possivel associar a expressdo desse marcador com
graduagdo histoloégica (p=0,0263), onde os tumores pouco diferenciados
apresentaram menor expressao de AP-2y do que os tumores bem/moderadamente
diferenciados. O mesmo foi encontrado em estadio clinico (p=0,0004). Tumores com
estadio III e IV apresentaram menor expressao de AP-2y e tumores com invasdo
tumoral tiveram expressao reduzida de AP2y (p=0,0026). A Tabela 8 apresenta os
resultados da associacao entre AP-2y e fatores clinico-patoldgicos. Figura 9 mostra
as analises representativas das reagdes de imunoistoquimica, com a expressao

positiva para proteina AP-2y em tumores epiteliais de ovario.
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Figura 9 - Anadlise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando a
expressdo positiva da proteina AP-2y em tumores epiteliais de ovario, marcagdo

nuclear. A, tumor benigno. B tumor borderline ¢ C, tumor maligno. Aumento de

200X.
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Tabela 8 - Distribuicdo das varidveis demograficas, clinicas e relativas ao tumor, de
acordo com expressao AP-2y.

43

Variavel Categoria N Variagao Mediana Média (dp)  p-valor

Faixa etdria <53 39 0,6 —99,8 65,4 63,9(33,3) 0,9563

(anos) >53 44 0,0 -100,0 68,8 63,0 (37,1)

Tipo patologico Benigno 17 0,0 -99,8 65,4 62,7 (35,2) 0,6624*
Borderline 4 49,6 — 99,2 82,9 78,7 (24,1)
Maligno 64 0,6 — 100,0 61,3 61,7 (35,8)

Lados Bilateral 41 0,0-99,2 38,3 42,9 (30,7)  <0,0001
Unilateral 37 0,0 —100,0 98,5 81,3 (27,8)

Capsula Sem invasio 14 6,5—-100,0 59,0 64,1 (34,6) 0,3334
Com invasio 40 0,6 —100,0 48,3 55,2 (35,6)

Graduagéo Bem/Moderadamente 41 0,6 —100,0 85,0 68,6 (34,0)  0,0263

histologica Pouco 18 1,3-100,0 38,1 45,6 (34,6)

Estadio FIGO [+11 14 45,6 —100,0 98,6 92,5(15,9)  0,0004
I + 1V 47 0,6 —100,0 47,6 53,6 (35,8)

Metastase a Sim 45 0,6 —100,0 47,6 52,4 (35,3)  0,0026

distancia Nio 50 0,0 — 100,0 96,4 74,3 (31,3)

p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney ou *Kruskal-Wallis

4.2 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL EM 5-ANOS

Em relacdo a analise de sobrevida global, o tempo médio analisado foi de
39 meses (desvio padrao=34,2) e mediana de 24,5 meses. Neste periodo ocorreram
34 6bitos (26%) e a sobrevida global em 5 anos foi de 62,7%.

Foi observada diferenga significativa na sobrevida global em 5-anos em
relagdo ao tipo patologico. Pacientes que apresentaram melhor sobrevida foram as

portadoras de tumores benignos (87%) e borderline (100%) quando comparadas com
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as que tinham tumores malignos (55,7%) (p=0,0434). Figura 10 mostra o grafico de

sobrevida em relacdo ao tipo patoldgico.

Kaplan-Meier survival estimates, by tipo patoldgico
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Figura 10 - Curvas de sobrevida global em 5 anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario comparando os tipos patoldgicos.

Em relagdo aos lados do comprometimento tumoral, pacientes com tumores
unilaterais apresentaram maior sobrevida global em 5-anos (71%) do que as
pacientes com tumor bilateral (51%) (p=0,0136) (Figura 11). Também pudemos
observar houve diferenga entre graduagdo histoldgica; pacientes com tumores bem
ou moderadamente diferenciados apresentaram melhor sobrevida em 5 anos (64,4%)
em relacdo as pacientes com tumores pouco diferenciados (41%) (p=0,0382). O

mesmo foi mostrado em relacdo a estadiamento clinico e invasdo tumoral, a
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sobrevida global em 5 anos foi maior em pacientes com estadio I e II (100%) do que
em estadio III e IV (43%) (p=0,0017). Pacientes sem invasdo tumoral mostraram
melhor sobrevida (95%) do que pacientes com invasdo tumoral (42%) (p<0,0001).
As Figuras 12, 13 e 14 mostram os graficos de sobrevida em 5-anos comparando a
graduacdo histologica, estadiamento clinico e invasdo tumoral. As outras variaveis
clinico-patologicas analisadas (faixa etaria, invasdo de capsula e comprometimento

linfonodal) nao tiveram diferengas significativas em relagdo a sobrevida global.
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Figura 11 - Curvas de sobrevida global em 5-anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario comparando a lateralidade dos tumores.



Kaplan-Meier survival estimates, by grau histologico
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global em 5-anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario comparando graduagao histologica.

Kaplan-teier survival estimates, by estadio agrupado
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Figura 13 - Curvas de sobrevida global em 5-anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario comparando o estadiamento clinico.



Kaplan-Wleigr survival estimates, by invasao
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Figura 14 - Curvas de sobrevida global em 5-anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario comparando a invasdo tumoral.

Em relacao aos marcadores moleculares, as analises de sobrevida foram
realizadas com os tumores benigno, borderline ¢ maligno ¢ observam-se diferengas
nas curvas de sobrevida global em c-Kit, CD44, AP-2y e CD133. Pacientes com
tumor de ovario com baixa expressdo da proteina c-Kit apresentaram melhor
sobrevida (87%) do que pacientes com alta expressdo desta proteina (40%)
(p=0,0004). O mesmo foi observado em relagdo a expressdo de CD133. Pacientes
com baixa expressdo da proteina CD133 tiveram melhor sobrevida (69,8%) do que as
com alta expressdo da mesma (37%) (p=0,0269). As Figuras 15 e 16 mostram os
graficos de sobrevida em relagdo aos marcadores c-Kit e CD133.

O oposto foi observado em relagdo a expressdo da proteina CD44 e AP-2y.

Nestes casos foi observado que pacientes com menor sobrevida global foram as que

47



tiveram expressao reduzida de CD44 (52,7%) e AP-2y (44,8%) quando comparadas

com as pacientes com tumores com alta expressdo de CD44 (84%) ¢ AP-2y (74,7%)

(p=0,0221 e p=0,0026, respectivamente) (Figuras 17 e 18).
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Figura 15 - Curvas de sobrevida global em 5 anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario em relagdo a expressao da proteina c-Kit.
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Figura 16 - Curvas de sobrevida global em 5 anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario em relagdo a expressao da proteina CD133.
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Kaplan-Meier survival estimates, by CD44

1.00
© | CD44 > 50
T
3 075
o
o
A CD44 < 50
ko] _|
050
©
©
i)
5 025 -
8 =0,0221
n’: P ’
0.00

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Meses

Figura 17 - Curvas de sobrevida global em 5 anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario em relagdo a expressao da proteina CD44.

Kaplan-Meier survival estimates, by AP2y
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Figura 18 - Curvas de sobrevida global em 5 anos de pacientes portadoras de tumor

epitelial de ovario em relacdo a expressdo da proteina AP-2 gama.
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43 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA EM 5-ANOS

O tempo médio de recorréncia para recidiva foi de 17,2 meses e mediana de
9,8 meses. Neste periodo ocorreram 33 recidivas. A sobrevida livre de recidiva foi de
62%. Notamos diferengas entre as curvas de sobrevida livre de recidiva nas
varidveis: tipos patologicos, lateralidade, estadiamento clinico, invasdo tumoral. A
Tabela 9 mostra a probabilidade de sobrevida livre de recidiva 5-anos de acordo com
variaveis demograficas e clinico-patolédgicas.

Em relacdo a expressdo das proteinas, foi observado que as pacientes com
menor freqiiéncia de expressdao da proteina CD44 mostraram menor sobrevida livre
de recidiva (47,8%) do que as pacientes com maior expressdo de CD44 (84,2%)

(p=0,0021) (Figura 19).
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Figura 19 - Curvas de sobrevida livre de recidiva em 5 anos de pacientes portadoras
de neoplasias epiteliais de ovario em relagdo a expressdo da proteina CD44.
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Tabela 9 - Probabilidade de Sobrevida Livre de Recidiva 5-anos de acordo com
variaveis demogréaficas e clinico-patolédgicas.

Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida (%) p-valor

Faixa etaria <53 74,8 0,2359

(anos) >53 52,2

Tipo patologico Benigno 100,0 0,0012
Borderline 100,0
Maligno 50,2

Lados Bilateral 41,0 0,0287
Unilateral 75,6

Capsula Sem invasido 63,8 0,3975
Com invasio 45,9

Graduagdo histolégica Bem/Moderadamente 46,8 09111
Pouco 63,0

Estadio FIGO I+1I 85,4 0,0010
m+1v 36,0

Metastase a distancia Sim 36,9 <0,0001
Nio 91,6

p-valor obtido pelo teste de log-rank

A Tabela 10, andlise univariada da sobrevida global em 5-anos, mostra a
estimativa dos riscos relativos de morte das variaveis que mostraram curvas de
sobrevida significativas. Pela andlise de seus resultados, pode-se perceber que
corroboram ndo apenas o que ja estad estabelecido na literatura, como por exemplo, o
fato de tipo patologico maligno e estddio clinico avangado apresentarem riscos
relativos maiores para pior prognostico, como também nossos achados. Assim como
foi observado pela analise univariada, c-Kit e CD133 expressos em alta quantidade
representam fatores de risco de pior progndstico para cancer de ovario epitelial.

Apods realizagdo da técnica stepwise, o modelo multivariado de regressdo de

Cox (Tabela 11) mostrou que somente c-Kit e lados foram fatores progndsticos
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independentes. Portanto, c-Kit e lados mostram serem possiveis fatores progndsticos

independentes para dbito.

Devido a pequena casuistica, esses resultados devem ser considerados com

cautela. Para este modelo multivariado, somente 71 casos foram considerados, que

foi a casuistica com informagao disponivel. Nesses 71 casos, somente 20 6bitos

ocorreram, o que permitiu somente a inclusdo de duas varidveis ao modelo. Mais

estudos serdo necessarios, com maior casuistica com relagao aos marcadores ¢ um

seguimento maior para obtencdo de eventos.

Tabela 10 - Analise univariada. Risco relativos (RR) para morte e respectivos
intervalos de confianga de 95% estimados pelo modelo de regressdao de Cox.

Variavel Categoria RR (95% 1C)
Univariado

Tipo patologico Benigno 1,0 (ref)

Maligno 3,95 (0,9-16,5)
Lados Bilateral 1,0 (ref)

Unilateral 0,41 (0,2-0,8)
Graduagio histologica Bem/Moderadamente 1,0 (ref)

Pouco 2,20 (1,0-4,7)
Estadio clinico I+1 1,0 (ref)

I +1v 12,23 (1,7-289,9)
Metastase a distancia Sim 1,0 (ref)

Nio 0,07 (0,0-0,3)
c-Kit < 47 1,0 (ref)

> 47 5,84 (1,9-17,5)
CD44 <50 1,0 (ref)

> 50 0,27 (0,1-0,9)
AP-2y < 65 1,0 (ref)

> 65 0,28 (0,1-0,7)
CD 133 < 96,6 1,0 (ref)

> 96,6 2,38 (1,1 -5,2)




Tabela 11 - Fatores prognosticos independentes - Riscos relativos para morte e
respectivos intervalos de confianca de 95% estimados pelo modelo de regressdao de
Cox.
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RR (95% IC) RR (95% IC)
Variavel Categoria Bruto Multivariado
c-Kit < 47 1,0 (ref) 1,0 (ref)
> 47 5,84 (1,9-17.5) 6,42 (2,1-19,6)
Lados Bilateral 1,0 (ref) 1,0 (ref)

Unilateral 0,41 (0,2-0,8) 0,21 (0,1 -0,6)




5 DISCUSSAO

As CTTs sao especialmente significativas em relagao a resisténcia as drogas,
laténcia dos tumores, doencas residuais e recorréncia (SENGUPTA e CANCELAS
2010).

O isolamento e identificacdo de células-tronco em tumores solidos tém sido
extensivamente estudados nas ultimas décadas. Alguns parametros classicos como,
1solamento de clones de CTTs, analise da sobrevida dessas células, avaliagao dos
marcadores de superficie, efluxo de corantes, t€ém sido aplicados juntos para
identificar e isolar CTTs. Em muitos tumores tem sido possivel identificar as células-
tronco tumorais, dentre eles: prostata, colon, figado, mama. Essas células vém sendo
também identificadas em tumores por meio da expressdo de alguns marcadores de
superficie, dentre os quais encontram-se: CD133, Nestina, CD44, c-KIT ¢ AP-2y
(HILL e PERRIS 2007).

CD133 (Prominina-1) ¢ uma glicoproteina transmembranica, expressa em
células-tronco hematopoéticas, células—tronco epiteliais e CTTs. CDI133 foi
primeiramente usada como marcador de célula-tronco hematopoética (MIRAGLIA et
al. 1997). Em tumores do sistema nervoso central, como glioma e neuroblastoma,
também tém sido identificadas células CD133" (SINGH et al. 2004; LIU et al, 2006).
Em tumores de prostata, pancreas, pele, colon também tém sido encontradas CTTs
com expressdo positiva de CDI133 (COLLINS et al. 2005; YIN et al. 2007

MONZANI et al. 2007).
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Pouco se sabe sobre a fun¢do de CD133, mas recentes relatos demonstram
que sua expressdo pode ser dependente do ciclo celular e da proliferacdo. Alguns
autores sugerem que CD133 pode ser identificado apenas em CTTs ou em células
progenitoras. Entretanto, tumores com células CDI133" ainda demonstram
propriedade de células-tronco, como auto-propagac¢ao, diferenciagdo e formagdo de
tumores em xenotransplantes (FERRANDINA et al. 2009).

Algumas evidéncias suportam a hipétese de que CDI133 é um marcador
candidato a identificar CTTs em tumor de ovario. FERRANDINA et al. (2008),
observaram que as células dos tumores de ovario CD133" tinham maior capacidade
proliferativa e clonogéncia do que as células CD133. BABA et al. (2008), em estudo
com células CD133" derivadas de ascite de tumor primario de ovario, notaram que
essas células foram capazes de auto-propagar e que se associaram com aumento da
agressividade tumoral em xenotransplantes, mais do que com células CD133".
Também observaram aumento de resisténcia a terapia baseada em platina e outras
drogas usadas para tratamento de tumor de ovario. Além disso, esses autores também
relataram provavel tumorigenicidade da expressdo de CD133 em tumor de ovario.
Observaram que fendmenos epigenéticos em CD133, como metilagdo no promotor ¢
modificacdo de histonas, podem estar associados a transformacdo maligna. Mais
recentemente, outro estudo identificou que o tumor de ovario contém populagdo de
CTTs com CD133". Estas células foram capazes de gerar um tumor heterogéneo, em
xenotransplantes, similar ao tumor do qual foi originado (CURLEY et al. 2009).

Em nosso estudo observamos que a proteina CD133 foi expressa em maior
quantidade em tumores benignos, embora sem significAncia estatistica. Foi mais

expressa em tumores pouco diferenciados em relacdo aos bem/moderadamente
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diferenciados, embora também sem significancia. Podemos sugerir o envolvimento
de CDI133 na capacidade de propagacdo e malignizacdo de tumores de ovario.
Contudo, ndo pudemos associar a expressdo positiva de CDI33 com as
caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor de ovario. Apesar de ndo se saber
exatamente a funcdo da proteina CD133, notamos que a sobrevida global foi maior
em pacientes com baixa expressdo da mesma (p=0,0269), o que corrobora os achados
acima, ou seja, parece que CD133 esta envolvida no processo de malignizagao.

FERRANDINA et al. (2009), em analise da expressio de CD133 por
imunoistoquimica em 160 tumores de ovdario, observaram maior expressao desta
proteina em tumores com grau histoloégico avangado ¢ em estadio FIGO III. Porém,
ao contrario do nosso estudo, esses autores ndo encontraram diferenca nos tempos de
sobrevida global e livre de progressdo de acordo com o status de CD133.

KUSUMBE et al (2009) caracterizaram as células CD133" em modelos in
vitro e in vivo e verificaram que as células CD133" podem contribuir para o
estabelecimento da vascularizagdo do tumor, que ¢ um fendmeno critico para a
sobrevida durante a progressdo do tumor. Demonstraram que células CD133" sdo
recrutadas para gerar microvasos tumorais através da neoangiogénese.

A proteina AP-2 age como fator de transcri¢do e estd envolvida em muitas
neoplasias. Existem poucos trabalhos relatando o envolvimento da proteina AP-2y
em canceres humanos, quase todos sdo relacionados ao AP-2a. Em tumores de
ovario, os estudos com AP-2 sdo escassos. ANTTILA et al. (2000) mostraram que
em ovario normal havia expressdo da proteina AP-2o. apenas no citoplasma e em
carcinomas foram observados expressao desta proteina no citoplasma e nucleo. Os

autores observaram que os pacientes com carcinoma de ovario que apresentaram
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expressao nuclear de AP-200 e auséncia de coloragao no citoplasma tiveram pior
sobrevida. ODEGAARD et al (2006), analisaram a expressdo nuclear de AP-2y em
carcinomas de ovario comparando lesdes benigna e borderline. Os autores
observaram que os carcinomas em estadio avangado sO apresentaram marcacoes
nucleares enquanto os carcinomas em estadios iniciais ¢ tumores borderline
apresentaram imuno-reatividade no nticleo e no citoplasma, sugerindo que diferentes
isoformas de AP-2y podem estar envolvidas na evolugdo de diferentes tipos de
cancer.

No presente estudo foi avaliada a expressao nuclear de AP-2y, mas diferente
dos achados de ODEGAARD et al. (2006), ndo encontramos associacdo entre
expressdo da proteina AP-2y e os tipos patoldgicos do tumor. Entretanto, a alta
expressdo nuclear de AP-2y previu piores sobrevidas global (p=0,0026) e livre de
recidiva (p=0,0978). AP-2y foi mais expressa em tumores unilaterias (p<0,0001) em
relacdo aos bilaterais, bem/moderadamente diferenciados (p=0,0263) em relagdo aos
pouco diferenciados, em estadios FIGO iniciais (p=0,0004) e em tumores ndo
invasivos (p=0,0026).

CD44 ¢ uma glicoproteina que se liga com alta afinidade a
glicosaminoglicanas hialurénicas encontradas na matriz extracelular. Tem afinidade
também por outros componentes da matriz como fibronectina, coldgeno tipo IV e
laminina (ARUFFO et al. 1990). E considerado um dos marcadores mais usados para
identificar subpopulagdes de células tumorigénicas. Recentemente, foi demonstrado
que CD44 ¢ um util marcador para isolar CTTs de carcinoma de ovario (ZHANG et
al. 2008). Foi descrito que a adesdo de células de carcinoma de ovario a

monocamada de células mesoteliais e que a migracdo destas células através da
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ligacdo com proteinas fibronectina, colageno tipo IV e laminina sdo mediadas por
CD44, in vitro (STROBEL et al. 1997; CASEY e SKUBITZ 2000).

Em nosso estudo, ndo foi encontrada diferencga estatistica na expressdo de
CD44 em relagdo ao tipo patologico. Foi encontrada alta expressdo de CD44 em
tumores com  melhor  progndstico:  tumores  unilaterais  (p=0,0001),
bem/moderadamente diferenciados (p=0,0274), estadios FIGO iniciais (p=0,0025) e
tumores ndo metastaticos (p=0,0137). Ainda, observamos que as sobrevidas global
(p=0,0221) e livre de recidiva (p=0,0221) em 5-anos foram maiores em pacientes
com alta expressao de CD44.

Assim como em nosso estudo, alguns grupos mostraram expressdo da
proteina CD44 em carcinoma epitelial de ovario (BAPAT et al. 2005; ZHANG et al.
2008). BAPAT et al. (2005) isolou clones de ascite de carcinoma seroso de ovario
grau IV e observou que 30% dos clones foram imortalizados, mostrando variacao
morfoldgica e de crescimento € que a maioria apresentou super expressao de CD44.
ZHANG et al. (2008) também identificaram e caracterizaram CTTs em cultura
primaria de células de adenocarcinoma seroso de ovario humano e mostraram que
essas células superexpressaram CD44. As células com esse fendtipo apresentaram
alta tumorigenicidade, enquanto que as células CD44" permaneceram nao
tumorigénicas.

Os nossos resultados corroboram os resultados de CONCIN et al. (2003) que
encontraram, por meio da técnica de IHC, expressdo de CD44 em apenas 19% dos
tumores de epiteliais de ovario; em 11% dos casos mostraram expressao positiva da
variante CD44v6. Mas diferente do nosso, os autores ndo encontraram nenhuma

associagcdo entre a expressao de CD44 e sobrevida global e livre de doenca.
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RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al. (2003), analisaram a expressdo da proteina CD44
por IHC e, semelhante aos resultados do presente trabalho, mostraram associa¢ao
com sobrevida. Pacientes que apresentaram baixa expressao de CD44 tiveram menor
sobrevida em relacdo aos que apresentaram alta expressao de CD44.

Usando um TMA contendo 23 tumores serosos benignos, 40 borderline ¢ 95
malignos, também pela técnica de IHC, CHO et al. (2006) observaram que a super
expressdo de CD44 foi mais freqliente em tumores borderline do que em tumores
benignos e malignos. Os autores observaram associacao entre a expressao de CD44 e
estadio tumoral e grau histolégico, resultados semelhantes aos nossos, pois os
tumores com estadio clinico avangado e alto grau histologico apresentaram menor
freqiiéncia de expressdo de CD44 em relagdo aos tumores em fase inicial e de baixo
grau.

Embora a expressdo de CD44 tenha sido identificada como marcadora de
CTT, neste trabalho ndo pudemos constatar sua importancia em relagdo ao tipo
patolégico. Contudo, apesar das controvérsias na literatura, CD44 tem sido
investigado como marcador para prognostico em tumor de ovario. Alguns
investigadores tém demonstrado associacdo entre CD44 ¢ fatores de prognoésticos e
sobrevida, enquanto outros ndo demonstraram qualquer associagdo. Os nossos
resultados sugerem que a expressdo de CD44 ¢ diminuida durante a progressdo do
tumor e sobrevida. Pode ser que a redugdo na expressdo dessa molécula reduza a
adesao célula-célula podendo ser um evento para o avango tumoral ¢ metastase.

O proto-oncogene c-Kit codifica o receptor transmembranico tirosina-
quinase, tendo papel na transducdo de sinal. C-kit ¢ um componente chave do

controle da proliferacdo celular, diferenciacdo e metéstase. A proteina Kit ¢ ativada
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pelo seu ligante, (Kit ligante, KL) para induzir a proliferagdo, reparo, diferenciacao,
migracdo e sobrevida celular (ERDOGAN et al, 2007). A mutacdo ou super
expressao de c-kit pode desorganizar o crescimento celular e resultar na formacao do
tumor. A proliferacdo de células orientadas por Kit em resposta ao seu ligante, KL,
tem sido relatada em numerosas patologias e varios tumores humanos, como tumor
estromal gastrointestinal (GISTS), tumores de pulmao, ovario, células germinativas,
células-tronco hematopoéticas, em mastocitose, endometriose, melanoma e tumores
epiteliais (MIETTINEN E LASOTA 2005).

A proteina c-Kit tem sido usada como marcador para CTTs. Em estudos de
identificagdo de CTT, em de cancer de ovario, observaram que as células com
caracteristicas de CTTs apresentaram expressao de c-Kit positiva (BAPAT et al.
2005; SZOTEK et al. 2006; ZHANG et al. 2008).

Muitos estudos tém investigado a expressao de c-Kit no epitélio maligno de
ovario por imunoistoquimica. Estes estudos tém incluido tipos histolégicos
heterogéneos fornecendo resultados bastante diferentes. Tem sido relatado que a
expressdo de c-kit estende-se de 0 a 87% em tumores de ovario (MIETTINEN E
LASOTA 2005).

Um dos primeiros relatos sobre a expressdao de c-kit em tumor ginecoldgico
foi feito por INOUE et al (1994). Tumores benignos e malignos de ovario foram
estudados e observou-se que dos 9 carcinomas serosos estudados, 22% apresentaram
expressdo de c-Kit. Outro estudo com 567 tumores de diferentes 6rgdos relatou
positividade de c-kit em 87% dos casos de diferentes tipos histoldgicos de carcinoma

de ovario (ARBER et al. 1998). KHALIFEH et al (2005) estudaram 118 casos de
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carcinoma seroso de ovario de alto grau e observaram que 21% dos casos
apresentaram expressao de c-kit.

No presente trabalho observamos que cerca de 50% dos tumores analisados
apresentaram a expressdo de c-Kit. Observamos uma associacdo entre metastase
tumoral e expressdo de c-Kit, ou seja, em tumores com invasao a expressao de c-Kit
foi maior do que em tumores sem invasdo (p=0,0366). SCHMANDT et al. (2003),
estudaram carcinomas de ovario de baixo e alto grau e observaram que c-Kit foi
expressa em 26% dos tumores de alto grau e nenhum tumor de baixo grau apresentou
positividade para essa proteina. Em nosso estudo, pudemos observar também que
pacientes com baixa expressao de c-Kit tiveram maior sobrevida global em 5-anos do
que pacientes com alta expressao de c-kit, podendo ser um possivel fator prognostico
independente. Resultados opostos foram encontrados por KHALIFEH et al. (2005),
que observaram que a falta de c-kit estd associada a curta sobrevida em pacientes
com carcinoma seroso de ovario. O mesmo foi observado por TONARY et al. (2000)
que estudaram diferentes tipos de tumor epitelial de ovério, relatando curta sobrevida
em pacientes com baixa expressdo de c-kit. Os autores hipotetizaram que seus
achados de melhora na sobrevida com alta expressdo de c-Kit podem ser um
resultado da localizagdo citoplasmatica ao invés da localiza¢ao usual na membrana,
que pode contribuir com a disfungao de c-kit.

Os nossos resultados corroboram com os dados da literatura que afirmam que
a super expressao de c-Kit pode levar ao pior progndstico em tumor de ovario.
LASSUS et al. (2004), associaram a positividade de c-Kit com alto grau histologico,

alto indice proliferativo e baixa sobrevida. Outro estudo sugeriu que positividade de
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c-Kit em carcinoma de ovario estd associada a resposta ruim a quimioterapia
(RASPOLLINI et al.. 2004).

Nestina ¢ um filamento intermediario de proteinas do citoesqueleto, que foi
identificada pela primeira vez em células-tronco neuroepiteliais. E amplamente
expressa durante embriogénese de mamiferos. Encontra-se em niveis abundantes
durante fases iniciais da neurogénese do sistema nervoso central (SNC) e periférico,
sugerindo que células Nestina positivas sejam cruciais para o desenvolvimento
embridnico neural. A expressao de Nestina também estd presente em outros tecidos
como retina, derme, pancreas, trato gastrointestinal, alguns tecidos adultos normais,
alguns tecidos adultos lesionados ou em tumores malignos (WIESE et al. 2004). Em
tecidos diferenciados, Nestina ¢ pouco expressa, mas pode ser superexpressa em
tecidos adultos sob certas condigdes patologicas, como em lesdes no SNC e no tecido
muscular ¢ em tumores neuroepiteliais, o que pode demonstrar remodelacdo ou
reversdo de um fenotipo imaturo. Assim, a sua expressao pode indicar populacao de
CTTs (WIESE et al. 2004; FUSI et al. 2010).

Existem poucos trabalhos na literatura relatando o envolvimento de Nestina
em CTTs em tumor de ovario. BAPAT et al. (2005), analisaram marcadores
especificos de CTTs e encontraram Nestina expressa em clones caracterizados como
CTTs em cancer de ovario. Outros dois trabalhos também encontraram Nestina
presente em CTT de tumor de ovario. LAI et al (2009), estudaram células de tumor
primario de ovario de alto grau e observou, por meio das técnicas de PCR
quantitativa e citometria de fluxo, superexpressao de marcadores de célula-tronco,
como Nang, Oct-4, Sox-e, Nestina, ABCG2, CD133 e CD117 (c-Kit). GAO et al.

(2010), isolaram uma série de clones com crescimento heterogéneo de tumores de
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ovario. Experimentos in vitro desses clones revelaram que se tratava de
subpopulagdes de CTTs que permaneceram quiescentes, quimioresistentes e que
foram positivos para Nestina e outros marcadores de células-tronco tumorais.

Nosso estudo fez uma associacdo entre a proteina Nestina e parametros
clinico-patologicos. Observamos que a alta expressdo de Nestina foi associada ao
pior prognodstico. Em tumores malignos foi encontrada maior expressdo de Nestina
do que nos outros tipos patologicos (p=0,0499). Em tumores metastaticos também foi
possivel observar maior expressao desta proteina (p=0,0087).

Em outros tumores, o valor progndstico de Nestina também foi identificado,
como por exemplo, astrocitoma e melanoma, onde Nestina foi observada como
indicador da desdiferenciagdo celular e progressio (EHRMANN et al. 2005). Em
melanoma, Nestina foi encontrada como um marcador adicional em células
circulantes de melanoma (FUSI et al. 2010). O filamento Nestina foi associado a

migragdo e metastase em tumor de prostata (KLEEBERGER et al. 2007).
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6 CONCLUSOES

Com esse trabalho pudemos sugerir que:

e A expressdo da proteina CD133 esta presente em todos os tipos patoldgicos
do tumor epitelial de ovario e que esta relacionada a pior sobrevida,
fornecendo informagdes uteis quando ao prognostico da doenga.

e Baixa expressdo da proteina AP-2y pode predizer progndstico ruim e curta
sobrevida em pacientes com tumores de ovario.

e A expressao reduzida de CD44 estd envolvida na progressdao do tumor e
piores sobrevida global e livre de recidiva em 5-anos.

e A expressdo elevada de c-Kit estd associada ao pior progndstico e menor
sobrevida em mulheres portadoras de tumor epitelial de ovario.

e A expressdo aumentada da proteina Nestina associou-se a pior progndstico
em pacientes com tumores de ovario.

Concluimos que as proteinas relacionadas a CTTs estdo presentes em varios
tipos de tumores epiteliais de ovario e que a expressdo dessas moléculas pode ser
uma ferramenta util para avaliar o progndstico desses tumores. Embora os
marcadores avaliados neste trabalho estejam relacionados a presenga de CTTs, ndo
podemos afirmar com certeza que essa populacdo de células que expressou CD133,

AP-2y, CD44, c-Kit e Nestina seja realmente CTT.
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“Aniilise da Expressdo Imunohistoquimica de Proteinas de Células Tronco Tumorais em
Neoplasias Ovarianas Epiteliais®.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
"Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de
I'1/08/2009, ap6s analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reuniio de
09/06/2009, aprovaram a realizagio do estudo em referéncia — versio [, datado de Julho de
2009 e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

FFolbh de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do CNS;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Orgamento Financeiro detalhado;

Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncologia;
Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do departamento de Anatomia Patoldgica.

YYVYVYYY

Informagdes a respeito do andamento do referido. projeto deveriio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses. .

/\w|1cinsa|11eple.

J— e
r. Ale'xand!% Andrade
2° Vice-Cdordenador do Comité e Etica em Pesquisa
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