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RESUMO

Rocha BMM. Identificacdo e caracterizacdo de células tronco tumorais
em tumores malignos de ovario e sua correlacdo com células tumorais
circulantes. Sao Paulo; 2013. [Dissertagcdo de Mestrado-Fundacao Antdnio

Prudente].

Introducdo: O céancer epitelial de ovario é considerado a malignidade
ginecoldgica mais letal. Evidéncias atuais sugerem que a disseminagao do
cancer necessita da presenga de células tumorais circulantes (CTCs). A
deteccdo primaria dessas células pode ajudar a identificar pacientes em
necessidade de terapias sistémicas adicionais apds ressecgao cirurgica do
tumor primario. Ha um modelo que busca explicar o processo de iniciagao e
progressdo do cancer estabelecendo a existéncia de células mais
indiferenciadas, capazes de se auto-propagar, diferenciando-se em outras
células e com capacidade de recapitular o tumor original in vivo e in vitro.
Elas sdo chamadas de células tronco tumorais (CTTs). Alguns marcadores
de superficie podem ser usados como guias para identifica-las. Apesar dos
relatos na literatura sobre a identificacdo de CTTs e CTCs em tumores,
pouco se tem falado sobre a correlacdo entre esses dois tipos celulares,
principalmente em tumores epiteliais de ovario. Objetivo: Tivemos como
objetivo identificar e caracterizar CTCs em amostras de sangue periférico de
pacientes portadoras de tumor maligno de ovario do tipo seroso. Também
buscamos identificar CTTs em amostras de tecidos parafinados de tumores
malignos de ovario serosos. Tivemos também a intengao de relacionar esses
dois tipos celulares por meio da expressao de mesmos marcadores em
ambos. E, ainda, correlacionar a presenca de CTCs, CTTs e seus
marcadores em CTCs com variaveis clinicas e sobrevida. Metodologia:
Foram coletados 16ml de sangue periférico de pacientes com tumor maligno
de ovario seroso para a identificagcdo de CTCs por meio de duas técnicas

distintas: filtragdo e separagdo magnética. Para analise das CTCs foi



realizada dupla marcacao imunocitoquimica (CD44; ALDH1, c-Kit), buscando
encontrar marcadores de células tronco tumorais. Resultados: Foram
identificadas e caracterizadas CTCs no sangue de 17 pacientes. Ao
correlacionar idade com CTC, os dados mostram que em pacientes mais
jovens a contagem de CTCs foi maior do que a mediana (p < 0,001). Houve
correlagao entre niveis séricos de CA125 e mediana da 12 coleta de CTCs
(p=0,032). Marcadores de CTTs foram identificados em CTCs de pacientes
que apresentaram pior evolugdo. Concluséao: Altos niveis de CTCs no
sangue das pacientes com tumores de ovario se correlacionaram
diretamente com evolugdo tumoral. Pela analise imunocitoquimica, a
expressao de dois marcadores de células tronco em uma mesma célula
tumoral circulante sugere que as CTTs podem se desprender do tecido de
origem e tornarem-se circulantes. Talvez as CTTs sejam uma subpopulagao
de CTCs.



SUMMARY

Rocha BMM. [Identification and characterization of tumor stem cells in
malignant ovarian cancer and their correlation with circulating tumor
cells]. Sdo Paulo; 2013. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

Introduction: Epithelial ovarian cancer is considered the most lethal
gynecologic malignancy. Current evidence suggests that the spread of
cancer requires the presence of circulating tumor cells (CTCs). Primary
detection of these cells may identify patients that need additional systemic
therapy after surgical resection of the primary tumor. There is a model that
tries to explain the process of initiation and progression of cancer by
establishing the existence of undifferentiated cells, capable of self -
propagating, differentiating into other cells and capable of recapitulate the
original tumor in vivo and in vitro. They are called cancer stem cells (CSCs).
Some surface markers can be used as guides to identify them. Despite
reports in the literature on the identification of CTCs and CTTs and tumors,
little has been said about the correlation between these two cell types,
especially in epithelial ovarian tumor. Objective: We aimed to identify and
characterize CTCs in peripheral blood samples from patients with malignant
ovarian serous tumor. We try to identify CTTs in paraffin-embedded tissue
samples of ovarian serous malignant tumors. We also intend to correlate
these two cell types by the expression of the same markers in both. And yet,
to correlate the presence of CTCs, CSCs and markers in CTCs with clinical
variables and survival. Methodology: 16ml of peripheral blood was collected
from patients with malignant ovarian serous tumor to identifying CTCs by two
different techniques: filtration and magnetic separation. For analysis of CTCs
double staining immunocytochemistry (CD44, ALDH1, c-Kit) was performed,
trying to find markers of tumor stem cells. Results: Were identified and

characterized CTCs in the blood of 17 patients. By correlating age and CTCs,



the data show that in younger patients counting CTCs was higher than the
median (p <0.001). There was a correlation between serum CA125 and
median of CTCs’ first collection (p=0.032). CSCs’ markers were identified in
CTCs of patients with poor outcome. Conclusion: High levels of CTCs in the
blood of patients with ovarian tumors correlated directly with tumor
development. For immunocytochemical analysis, the expression of two stem
cell markers in the same circulating tumor cells suggests that CTTs may be
released from the tissue of origin and become current. Possibly CSCs are a

subpopulation of CTCs.
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1  INTRODUCAO

O tumor de ovario é a décima causa de morte por cancer no mundo
(PARKIN et al. 2005; SIEGEL et al. 2011), e o sexto mais frequente
(PARKIN et al. 2005), com uma estimativa de 225 mil novos casos no ano de
2008, com um risco aproximado de 6,3 casos a cada 100 mil mulheres
(Ministério da Saude 2011). Nos Estados Unidos, o cancer de ovario é a
quarta causa de morte por cancer em mulheres (SIEGEL et al. 2011). No
Brasil, foram estimados 6190 novos casos dessa neoplasia para o ano de
2012, com um risco estimado de 6 casos a cada 100 mil mulheres.
Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de ovario é o
sétimo mais incidente na maioria das regides, com um risco estimado de 8
casos novos a cada 100 mil mulheres na regidao Sul, 7 a cada 100 mil na
regido Sudeste, 6 a cada 100 mil na regiao Centro-Oeste e 4 a cada 100 mil
na regido Nordeste. Na regido Norte, o cancer de ovario € o oitavo mais
freqlente, com dois casos novos a cada 100 mil mulheres (Ministério da
Saude 2011).

A neoplasia epitelial de ovario é considerada como a malignidade
ginecoldgica mais letal, com a maioria dos casos sendo diagnosticados apos
metastatizacdo da doenca. Apesar da responsividade a terapia primaria, a
maioria das pacientes apresenta doenca recorrente devido a selecao ou
aquisicdo de quimiorresisténcia por células residuais (VISVADER e

LINDEMAN 2008).



Na sua maioria, os tumores ovarianos se originam do: (1) epitélio
celdbmico superficial, que da origem ao epitélio mulleriano, as tubas uterinas
(células colunares ciliadas serosas), revestimento endometrial (células
colunares aciliadas), ou glandulas endocervicais (células aciliadas
mucinosas), e tem como principais tipos celulares o epitélio seroso, epitélio
mucinoso e epitélio endometridide; (2) estroma do ovario, que inclui os
cordbes sexuais; e (3) células germinativas, que migram para o ovario a
partir do saco vitelino e sdo células pluripotenciais (BOROWITZ et al. 2004,
CRUM 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Dentre os inumeros tipos de neoplasias epiteliais de ovario, existem
as benignas, borderlines ou malignas (BOROWITZ et al. 2004; CRUM 2004).

Os tumores ovarianos benignos correspondem a 80% dos casos e
ocorrem, normalmente, em mulheres jovens entre 20 e 45 anos de idade
(BOROWITZ et al. 2004; CRUM 2004; MENON et al. 2005). As neoplasias
borderlines, ou seja, de malignidade limitrofe ou de baixo grau de
malignidade, diferenciam-se das benignas e malignas por apresentarem
auséncia de invasao estromal dentro do ovario; multiplas camadas epiteliais;
atividade mitética aumentada e atipia nuclear (BOROWITZ et al. 2004;
CRUM 2004). Esse tipo de neoplasia possui baixo potencial de malignidade,
sendo considerada indolente (CADRON et al. 2007). A idade média ao
diagndstico € 40 anos. A sobrevida global em cinco anos é de
aproximadamente 98% para os estadios iniciais (estadio | e 1), e de 86% a
92% para os estadios mais avangados (estadio Il e IV) (BOROWITZ et al.

2004; CADRON et al. 2007; CANNISTRA et al. 2008).



Os tumores malignos sdo mais comuns nas mulheres entre 40 e 65
anos de idade (BOROWITZ et al. 2004; CRUM 2004; MENON et al. 2005).
Aproximadamente 70% das neoplasias epiteliais do ovario sao
diagnosticadas como doenga avangada, que raramente é curavel (EAGLE et
al. 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 celdmico (CRUM 2004;
BOROWITZ et al. 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Estudos demonstram que a sobrevida em cinco anos € de 95% para
0s casos de tumor localizado no ovario, 72% para os casos com implantagao
regional e 31% para os casos com tumor disseminado. No momento do
diagndstico, 29% dos casos apresentam-se com tumor restrito aos ovarios,
6% com tumores disseminados regionalmente e 59% com disseminagéo a
distancia (JEMAL et al. 2004).

Assim como a localizagdo, a histologia e o grau sdo importantes
fatores prognosticos. As pacientes com tumores limitrofes possuem
excelente prognéstico, mesmo quando ha doenga extra-ovariana. No
entanto, mulheres com céancer de ovario invasivo bem-diferenciado (grau
histolégico |) e moderadamente diferenciado (grau histologico 1l) tém
prognéstico melhor do que aquelas com tumores pouco diferenciados ou
indiferenciados (grau histologico Ill) (BOROWITZ et al. 2004; CRUM 2004;
CANNISTRA et al. 2008).

Estudos demonstram que frequentemente ha comprometimento dos

linfonodos regionais, podendo-se encontrar metastase pleural, hepatica,



pulmonar, no trato gastrointestinal e em outros locais (BOROWITZ et al.
2004; CRUM 2004; CANNISTRA et al. 2008).

Numerosos agentes quimioterapicos tém levado a maiores chances
de cura na adjuvancia, ja que as neoplasias de ovario sao quimiossensiveis
(MARKMAN e BOOKMAN 2000; BOROWITZ et al. 2004; OZOLS 2006;
MOBUS et al. 2007). Atualmente, o regime padrdo para tratamento de
cancer ovariano epitelial avangado é composto pela combinacdo de
carboplatina e paclitaxel (OZOLS 2006; ARMSTRONG et al. 2006;
GALLIGIONI et al. 2006), resultando em remissdo completa em
aproximadamente 75% do total de pacientes (MARKMAN e BOOKMAN
2000; OZOLS 2006; PIGNATA et al. 2006; GALLIGIONI et al. 2006; MOBUS
et al. 2007). A combinacao desses dois quimioterapicos tem melhorado tanto
a sobrevida livre de progressédo (tempo entre o inicio do tratamento e a
recidiva ou oObito sem recidiva; varia de 16 a 21 meses dependendo do
volume da doencga e do tempo em que a quimioterapia foi iniciada) quanto a
sobrevida global (tempo entre o inicio do tratamento e o 6bito; varia de 24 a
60 meses e €& dependente também do volume da doenga no diagndstico)

(OZOLS 2006; MOBUS et al. 2007).

1.1 CELULAS TRONCO TUMORAIS (CTTS) E CANCER DE

OVARIO

O céancer é uma doenga multigénica, que de maneira geral representa

proliferacdo descontrolada, diferenciacdo e metastase (SENGUPTA e



CANCELAS 2010; MAENHAUT et al. 2010). Varios pesquisadores tém
buscado explicar o processo de iniciagdo e progressédo do cancer. No
entanto, nos ultimos anos tém sido propostos modelos alternativos que
expliguem a evolucao dessa doenca. Dentre eles, ha um que estabelece a
existéncia de células capazes de auto-propagar, de se diferenciar em outras
células e de iniciar o tumor in vivo e in vitro. Elas sdo chamadas de células
tronco tumorais (CTTs).

HAMBURGER e SALMON (1977) estabeleceram a ideia de que o
cancer pode conter CTTs. Seus experimentos demonstraram que apenas
poucas células tumorais foram capazes de formar colbnias in vitro,
produzindo todos os tipos de células dentro de um tumor e estabelecer
linhagens de células imortais. Isto aumentou a hipétese de que apenas uma
minoria de células auto-propagadas dentro do tumor sido capazes de
sustenta-lo (HAMBURGER e SALMON 1977).

As células tronco adultas normais, com a sua caracteristica de se
auto-propagar infinitamente, estdo susceptiveis ao acumulo de mutacoes
oncogénicas do que as células diferenciadas que apresentam curta
sobrevida. Dessa forma, tem sido proposto que as CTTs originam-se de
transformacdo maligna de células tronco normais adultas ou de células
progenitoras que adquiriram as propriedades de células-tronco. Tem sido
proposto também que células diferenciadas (progenitoras) readquirem
caracteristicas de células tronco por reativacédo de vias de sinalizacdo como

WNT/B catenina, Hedgehog/Ptached, Bmi1, o que facilitaria a auto-



propagacao e a transformagao maligna (GAO 2008; MCDONALD et al. 2009;
WELTE et al. 2010).

As CTTs possuem habilidade de auto-renovacédo e de geracao de
células diversas que compdem o tumor. Inicialmente elas foram identificadas
em leucemia mieldide aguda (LAPIDOT et al. 1994), mas hoje tém sido
identificadas em muitos tumores solidos, como: ovario, mama, cérebro,
préostata, pancreas, figado, cabeca e pescogo e tumores hematoldgicos
(revisado por PONNUSAMY e BATRA 2008; revisado por VISVADER e

LINDEMAN 2008).

1.2 MARCADORESDECTT

Existem marcadores de superficie das células tronco normais que
fornecem um guia para identificar CTTs, que se baseia na premissa de que
CTTs sao derivadas de células tronco normais ou na diferenciacao das
células progenitoras com imunofendtipo similar. Marcadores de superficie
celular como CD24, CD44, CD133, C-KIT e moléculas de adesao epitelial
(EpCAM), fatores de transcrigdo OCT-3/4, AP-2y e NANOG, dentre outros
como CD166, CD31, NESTINA, CD34, CD38, ALDH1, BMI1 sdo utilizados
para identificar CTTs (HILL e PERRIS 2007).

Esses marcadores sao observados por meio da técnica de
imunoistoquimica, identificando CTTs em muitos 6rgaos (BONNET e DICK

1997). O cancer de mama foi o primeiro tumor sélido no qual se identificou e



isolou CTTs, que foram descritas como células com CD44+CD24-/low e com
capacidade para iniciar o tumor (AL-HAJJ et al. 2003).

Considerado um dos mais bem estabelecidos e comuns marcadores
de CTTs, CD44 é uma glicoproteina transmembranica, receptor do acido
hialurénico, com a funcdo de adesao celular, transmissdao de sinais
mediando hematopoiese e apoptose. CD44 tem sido associado ao cancer
clinicamente agressivo, sendo encontrado em células linfo-hematopoiéticas,
tecidos epiteliais e nao epiteliais. Entre os tumores que expressam esta
proteina temos: carcinoma papilifero de tiredide, carcinomas de mama,
gastrointestinal, bexiga, ovario, colo de utero, préstata, melanoma e linfomas
nao Hodgkin (VAN RHIJN et al. 2003). ZHANG et al. (2008) analisaram
esferas tumorais geradas de ascites de 5 pacientes com tumor de ovario
seroso. As células expressavam grande quantidade de CD44 e CD117.
Essas mesmas esferas eram resistentes a quimioterapia e capazes de iniciar
a formacgéao de tumor em camundongos.

O proto-oncogene C-KIT (também conhecido com CD117) codifica
uma proteina transmembranica, o tipo Illl de receptor de tirosina kinase
relacionada ao fator de crescimento derivado de plaquetas. A proteina C-Kit
€ ativada pelo seu ligante, o fator de células-tronco, e tem papel no
desenvolvimento de  muitos processos embrionarios, incluindo
gametogéneses, melanogénese e hematopoiese, bem como algumas
fungdes de transducgao de sinal em muitas células (MIETTINEN e LASOTTA

2005). Estudo demonstra que a proteina C-Kit foi super expressa em



tumores mesenquimais de utero e ovario, sugerindo que Kit tem um papel
significante na oncogenese destes tumores (ERDOGAN et al. 2007).

A familia aldeido desidrogenase (ALDH) catalisa a oxidagao de
aldeidos alifaticos e aldeidos aromaticos a acidos carboxilicos. O marcador
ALDH1 tem papel na conversdo de retinol a acido retindico, o que é
importante para a diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia da célula.
Recentemente, foi mostrada a atividade do ALDH1, também conhecido
como ALDH1A1, para identificar a fragao tumorigénica em cancer de mama
(VISVADER e LINDEMAN 2008). Em outro estudo com cancer de mama, a
superexpressao desse marcador foi identificada em aproximadamente 70%
das amostras de sangue também positivas para células tumorais circulantes
(AKTAS et al. 2009). Estudo analisou a combinagao na expressao de CD133
e ALDH. Os autores observaram que as células que expressavam essas
duas proteinas eram capazes de iniciar tumores em camundongos. No
entanto, essa capacidade foi perdida em células que expressavam apenas
ALDH (KUSUMBE et al. 2009).

Também conhecida como prominina-1, CD133 € uma glicoproteina
transmembranica (CORBEIL et al. 2010). Apesar de ndo ter ainda sua
funcdo bem definida, CD133 ¢é o principal marcador para CTT.
FERRANDINA et al. (2008) analisaram a expressdao de CD133 em 41
tumores malignos de ovario, 5 tumores benignos de ovario e em 8 ovarios
normais. Eles encontraram que as células que expressavam CD133 tinham
maior capacidade de formacao de colénia. Os autores descreveram, ainda,

que as células dos ovarios normais e dos ovarios com tumores benignos



tinham baixa expressao dessa proteina, quando comparadas com as células
dos tumores malignos de ovario. BABA et al. (2009) também demonstraram
em estudo que as células que expressavam CD133 tinham maior
capacidade de iniciacao tumoral e eram mais resistentes a quimioterapia
quando comparadas as células que ndao expressavam a proteina.

NESTINA é um filamento intermediario de proteina do citoesqueleto,
que foi identificado pela primeira vez em células tronco neuroepiteliais, mas
também esta presente em outros tecidos como retina, derme, pancreas, trato
gastrointestinal, alguns tecidos adultos normais, alguns tecidos adultos
lesionados ou em tumores malignos (revisado por WIESE et al. 2004).

A familia de fatores de transcricdo AP-2 é constituida por 5 membros:
Ap-2a, AP-2B, AP-2y, AP-25 e AP-2¢ (revisado por ECKERT et al. 2005).
Alguns dos genes ativados por AP-2 é o TGF-a, o receptor de estrogeno, c-
KIT, colagenase tipo IV e HER2/neu. AP-2 também regula negativamente
alguns genes, dentre eles o MCAM/MUC18, c-EBP-a durante a adipogénese
e c¢-MYC (revisado por HILGER-EVERSHEIM et al. 2000). Niveis
aumentados de AP-2 tém sido encontrados em varios tipos de tumores
(revisado por ECKERT et al. 2005).

A proteina AP-2y é codificada pelo gene TFAP2C, localizado no
cromossomo 20g13.2 em humanos (AUMAN et al. 2002). Alta expressao da
proteina AP-2y foi observada em cancer de mama e de testiculo quando
comparada com tumor benigno dos 6rgaos respectivos (TURNER et al.

1998; HOEI-HANSEN et al. 2004).
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1.3 EVIDENCIAS DE CTT EM TUMORES DE OVARIO

Tem-se sugerido que, apos a ruptura do tecido causado pela
ovulacdo, as células-tronco normais adultas contribuem para o reparo e
regeneragao do epitélio normal do ovario. Sabe-se que dentro do epitélio
ovariano, as células tronco se dividem de maneira assimétrica para manter a
homeostase tecidual. No entanto, repetidas auto-propagacdes podem
acumular mutagdes podendo levar a transformagdes malignas das células
tronco, levando ao surgimento das CTTs (HOMBACH-KLONISCH 2008).

Sabe-se que, na maioria dos casos de neoplasia epitelial de ovario, o
diagnostico é feito apds a metastatizagdo da doencga, fato que a torna a
malignidade ginecolégica mais letal. Mesmo respondendo a terapia primaria,
a maioria das pacientes apresenta doencga recorrente devido a selecdo ou
aquisicdo de quimio-resisténcia por células residuais (VISVADER e
LINDEMAN 2008).

Dentre os fatores que dao suporte a presenca de CTTs em cancer de
ovario, destaca-se a resisténcia a quimioterapia e a diversidade fenotipica
histologica. Tem sido demonstrado que as CTTs, que correspondem a uma
pequena populagdo de células tumorais (menos de 5%), sdo responsaveis
pela agressividade da doenca, metastase e resisténcia a terapia (revisado
por PONNUSAMY e BATRA 2008). Dessa forma, pode-se sugerir que CTTs
contribuem para o cancer de ovario (CHIEN et al. 2007; TILLY e RUEDA

2008).
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Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, realizado em nosso
laboratério, buscou analisar a expressao de marcadores de CTTs em
pacientes com cancer de ovario e correlaciona-la a sobrevidas. Pode-se
observar, por meio de imunoistoquimica, a expressdo alterada de
marcadores de CTTs (CD133, NESTINA, AP-2y, CD44 e CD117) em 129
amostras de neoplasia do epitélio de ovario obtidas do arquivo do
Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center entre
2000 e 2009. Ao final do estudo, a alta expressao da proteina NESTINA foi
associada a tumores malignos (p=0,049), com metastase tumoral (0,087).
Alta expresséo de C-Kit associou-se a tumores metastaticos (p=0,0366).
Baixa expressado de CD44 e AP-2y foram associadas ao baixo estadio clinico
(p=0,0025 e p=0,0004, respectivamente), a tumores sem metastase
(p=0,0137 e p=0,0026, respectivamente), a tumores bem/moderadamente
diferenciados (p=0,0274 e p=0,0263), e a tumores unilaterais (p<0,0001,
ambos). A expressao da proteina CD133 ndo mostrou associagdo com 0s
parametros analisados. Em relagdo a sobrevida global, pacientes com alta
expressdo de C-Kit e CD133 tiveram menor da sobrevida (p= 0,0004 e
p=0,0269, respectivamente) e pacientes com alta expressdo de CD44 e 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= 0,021). O estudo mostrou que as
proteinas relacionadas as CTTs estdo presentes em varios tipos de tumores
epiteliais de ovario e que a sua expressao pode ser uma ferramenta util para

avaliar o progndstico desses tumores. No entanto, embora os marcadores
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CD133, AP-2y, CD44, C-Kit e NESTINA estejam relacionados a presencga de
CTTs, nao foi possivel afirmar com certeza que a populagao de células que
expressa estes marcadores seja realmente CTT (KOHAYAGAWA 2010).
Para a validagdo desses resultados € importante que seja feita uma dupla
marcacao nas células tumorais, a fim de se encontrar células que expressem
simultaneamente dois marcadores especificos para CTTs, conforme ja

descrito na literatura (ZHANG et al. 2008).

1.4 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES (CTC)

Acredita-se que a disseminagao do cancer necessita da presenca de
células tumorais circulantes (CTCs- circulating tumor cells), que sao células
raras circundadas por bilhdes de células hematopoiéticas na circulagao
sanguinea (MEGO et al. 2010).

Atualmente, postula-se que as chamadas CTCs tendem a
metastatizar em certos oOrgaos, que sao seletivos para determinados
tumores, conforme conceito histérico de “solo e semente”, formulado por
Stephen Paget (revisado por LURJE et al. 2010).

A circulagdo esponténea de células tumorais e/ou de microémbolos
determina o comportamento tumoral invasivo (PATERLINI-BRECHOT e
BENALI 2007). Geralmente € indetectavel por analise histopatoldgica
convencional e por exames de imagem de alta resolugdo. Por isso, ensaios
imunoistoquimicos e moleculares mais sensiveis tém sido desenvolvidos e

vém permitindo a detecgao especifica de células tumorais metastaticas em
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linfonodos regionais, sangue periférico e medula 6ssea (M.O.) (MULLER et
al. 2006).

A detecgdo primaria de células tumorais circulantes (CTC) pode
ajudar a identificar pacientes em necessidade de terapias sistémicas
adicionais apos ressecgao cirurgica do tumor primario. Apesar de todas as
terapias serem desenvolvidas para prevenir a recaida metastatica, a selecéo
de pacientes baseia-se no risco estatistico de desenvolverem recorréncia,
sem saber se de fato eles abrigam qualquer CTC. Isto leva a super
tratamento desses pacientes com agentes toxicos com efeitos colaterais
graves (FEHM et al. 2008). Desta forma, incluir a detecgdo ou contagem de
CTCs na analise dos pacientes tornaria o tratamento mais eficiente e com
menor sofrimento para os pacientes.

Acredita-se que CTCs representem células quimiorresistentes que
podem contribuir para uma recorréncia tardia. Como ha concordancia entre
niveis de CTCs e testes radiologicos, as recorréncias podem ser testadas
com mais frequéncia, sem prejuizo aos pacientes (revisado por NAGAIAH e
ABRAHAM 2010).

A presencga de CTC é um marcador de prognéstico independente para
alguns tipos de cancer incluindo mama, prostata e colorretal metastaticos.
Em recente estudo, POVEDA et al. (2011) mostraram que os numeros
elevados de CTC denotam prognéstico desfavoravel para pacientes com
cancer de ovario. Foram selecionadas 672 pacientes de 124 centros em 21
paises entre abril de 2005 e maio de 2007. Eram pacientes com cancer de

ovario avancado previamente tratadas com farmacos baseados em platina.
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Apenas 216 pacientes concordaram em participar do estudo. As CTCs foram
isoladas e enumeradas usando CellSearch System® (Veridex, Jonhson &
Jonhson). Historicamente, 0% dos individuos normais e menos de 1% dos
pacientes com doenga benigna tém duas ou mais CTCs em 7,5ml de sangue
(POVEDA et al. 2011). Dessa forma, para a analise dos resultados, menos
de 2 CTCs por 7,5 ml de sangue foi considerado favoravel e um nivel de 2
ou mais CTCs nesse mesmo volume de sangue foi considerado
desfavoravel. O estudo obteve os seguintes resultados: 14,4% das pacientes
tinham 2 ou mais CTCs no inicio da terapia; no grupo das pacientes
consideradas favoraveis, 68% eram sensiveis a platina, comparadas a 55%
das pacientes do grupo das desfavoraveis. O estudo concluiu que a média
de sobrevida livre de progressdo (SLP) das pacientes com menos de 2
CTCs foi significantemente maior do que a SLP das pacientes com 2 ou
mais CTCs.

Como ja foi dito, as CTCs sdo uma populagédo distinta de células
cancerigenas que se destacaram do tumor primario e cairam na corrente
sanguinea, podendo criar um tumor secundario. O inicio da metastase
envolve a criagdo de CTCs e sabe-se que alguns fatores estimulam a
transicdo epitélio mesénquima (TEM), necessaria para a metastatizagcao.
Nesse processo células cancerigenas epiteliais primarias interagem com a
membrana basal através de fatores bioquimicos, adquirindo fendtipo de
células mesenquimais. Essas células migram para tecidos distantes através
dos vasos sanguineos. Sua sobrevivéncia depende da interagao entre elas e

seu hospedeiro. Durante esse processo também extravasam muitos fatores
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angiogénicos e agentes de sinalizacdo que contribuem para a colonizacéo.
Na TEM os niveis de marcadores epiteliais como E-caderina e citoqueratina
diminuem. Em contraste, muitos marcadores mesenquimais, como vimentina
e fibronectina, sdo expressos em maior quantidade e, entdo, as células
tumorais tém sua capacidade de invasdo aumentada. Dessa forma, a
micrometastase ocorre seguida pela macrometastase. Assim, as CTCs
podem ser consideradas como progenitoras de recidivas. O processo
descrito acima nos faz pensar que as CTCs podem possuir marcadores de
uma célula tronco tumoral, ja que as CTTs tem capacidade de originar um
novo tumor (TOLUDI et al. 2011). Sabendo que as CTTs tem capacidade de
auto-renovacao e divisdo celular assimétrica, estando envolvidas no
processo de metastase e que as CTCs também estdo envolvidas nesse
processo, pode ser que ambas expressem as mesmas proteinas e talvez
sejam até a mesma célula. No entanto, essa hipbétese necessita ser
confirmada.

Segundo KSIAZKIEWICZ et al. (2012), a descoberta de células
tumorais circulantes, responsaveis pela disseminacao tumoral, e de células
tronco tumorais, necessarias para a manutencao do crescimento tumoral, da
maior destaque a cascata metastatica. Parece que CTCs e CTTs n&o sao
necessariamente populacdes separadas de células cancerosas. Assim como
as CTCs podem ser geradas por meio do processo de transigdo epitélio
mesénquima, esse tipo celular pode manter caracteristicas de CTTs.

Apesar dos relatos na literatura sobre a identificagcdo de CTTs e CTCs

em tumores, pouco se tem falado sobre a correlacdo entre esses dois tipos
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celulares, principalmente em tumores epiteliais de ovario. Deve-se destacar
que as andlises realizadas nesse estudo permitirdo uma melhor
caracterizacdo morfoldgica dessas células. E importante também validar os
resultados encontrados em um estudo prévio do grupo, por meio da
realizacao de dupla marcacao imunoistoquimica em células tumorais para se
encontrar células que expressem simultaneamente dois marcadores
especificos para CTTs. Apdés a identificagdo desses marcadores, é
importante compara-los com as proteinas expressas pelas CTCs, ja que
existe uma hipdétese de que esses dois tipos celulares ndo sejam grupos
distintos. E grande a importancia de se correlacionar CTCs e CTTs com
sobrevida livre de recorréncia e sitio metastatico, como forma de entender
melhor a doenga. Finalmente, o estudo da biologia de CTTs e CTCs podera
sugerir o estabelecimento de novas abordagens terapéuticas para o
tratamento deste tipo de tumor, principalmente se, de fato, as CTCs e CTTs

constituirem o mesmo tipo celular.
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2 OBJETVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo identificar e caracterizar as células
tumorais circulantes em amostras de sangue periférico de pacientes
portadoras de tumor maligno de ovario seroso, além de correlaciona-las com
células tronco tumorais obtidas de amostras de tecidos parafinados de
tumores malignos de ovario serosos, buscando encontrar a expressao dos

mesmos marcadores nos dois tipos celulares (CTCs x CTTs).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Confirmar os resultados de um estudo prévio com material parafinado
tumor epitelial de ovario, por meio da realizagdo de uma dupla
marcagao imunohistoquimica para CD44 e ALDH1 nas células
tumorais;

2. Identificar CTTs por meio de uma dupla marcagao imunoistoquimica
em tecidos parafinados de pacientes com tumor maligno de ovario
seroso e correlaciona-las com sobrevida livre de recorréncia e
sobrevida global,

3. Definir dois marcadores de CTTs que sao melhores expressos nos

tecidos das pacientes com tumor maligno de ovario seroso;
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Isolar, identificar e quantificar as CTCs no sangue periférico das
pacientes com tumor maligno de ovario seroso em 3 coletas distintas;
Analisar e caracterizar os dois grupos celulares (CTCs e CTTs)
identificados nas pacientes incluidas no estudo de CTCs, em sangue
e material parafinado, respectivamente;

Correlacionar as CTCs e CTTs por meio dos marcadores expressos
neste tipo celular.

Correlacionar o nivel de CTCs encontradas com as variaveis clinicas

apresentadas pelas pacientes do estudo e niveis séricos de CA125.
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MATERIAIS E METODOS

Tivemos dois grupos de estudo distintos:

Para a pesquisa de marcadores de CTTs selecionamos 25 pacientes
que tiveram tumor maligno de ovario seroso entre os anos de 2000 e
2007, e foram tratadas no A.C. Camargo Cancer Center. Essa
selecao foi feita a partir de um banco de dados montado para estudo
prévio. Reunimos os blocos de parafina armazenados no Arquivo da
Anatomia Patolégica do mesmo hospital e confeccionamos as laminas
para imunoistoquimica.

Para a pesquisa de CTCs no sangue periférico selecionamos 17
pacientes com tumor maligno de ovario seroso que iniciariam o

tratamento no A.C. Camargo Cancer Center.

IDENTIFICACAO DE CTTS EM TECIDO PARAFINADO

Dupla marcacédo imunoistoquimica

Para avaliar a co-expressdao das proteinas CD44/C-Kit e

CD44/ALDH1, cortes histolégicos de 4um foram obtidos dos blocos de

tecidos tumorais fixados em formalina e em parafina de 25 tumores malignos

de ovario serosos de 25 pacientes, armazenados no Arquivo da Anatomia

Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center. A dupla marcagéo
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imunoistoquimica foi realizada manualmente seguindo protocolo adaptado
que utiliza os kits Advance HRP (Dako) e Envision Flex’HRP (Dako).

O tecido foi desparafinizado com banhos de xilol e alcool. A
recuperacao antigénica foi realizada em panela de pressao (Pascal),
seguindo a especificagdo do fabricante dos anticorpos. As laminas foram
banhadas com perdxido de hidrogénio 3% para o bloqueio da peroxidase
endbégena e em seguida foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas por
meio da aplicacdo do Protein Block Serum-Free™ (Dako). O anticorpo
primario foi diluido em Antibody Diluent with Background reducing
components™ (Dako) e incubado em camara Umida por, no minimo, 1 hora.
Ap6s trés banhos em Wash Buffer™ 1x (Dako), foi aplicado o sistema de
deteccdo EnVision+Dual Link System - HRP (Dako), seguido do cromégeno
Liquid DAB (Dako). O segundo anticorpo primario foi incubado por 1 hora,
seguido por outra incubagado de 20 minutos com o Rabbit/Mouse (LINK) (Kit
Envision™ G/2 System/AP). Apds trés lavagens com Wash Buffer™ 1x
(Dako), as laminas foram incubadas por 30 minutos com AP Enzyme
(Enhancer). O segundo anticorpo foi revelado por Permanent Red. A
contracoloragao foi realizada com hematoxilina. Apdés a lavagem em agua
corrente, as laminas foram desidratadas em banhos de alcool e xilol e em
seguida montadas com meio de montagem Entellan (Merk).

A avaliacdo dos resultados do estudo imunohistoquimico e a
digitalizagdo das laminas foi feita utilizando o ScanScope™ (Aperio).

Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle positivo, em

tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado, e de um controle
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negativo da reagao (retirada do anticorpo primario e retirada do complexo

secundario) (Quadro 1).

Quadro 1 - Anticorpos e tecidos utilizados para a padronizagao do controle

positivo.
Anticorpos Diluigdes Clones Cédigos Fornecedores Controle
Positivo
CK7 1:50 OV-TL M7018 Dako Tumor de
12/30 ovario
CD44 1:500 Policlonal HPA Sigma-Aldrich Pele
005785
C-Kit 1:50 YR145 117R-16 Cell Marque Pulmao
normal
ALDH1 1:500 Policlonal HPA Sigma-Aldrich Pele
002123
CD45 1:100 2811+PD MO0701 Dako Leucdcito
7/26

3.2 ANALISE DAS CTCS

3.2.1 Critérios Gerais de Inclusao

Foram incluidas nesse estudo pacientes com tumor maligno de ovario

do tipo seroso, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2.2 Critérios Gerais de Exclusao

Foram excluidas desse estudo pacientes com historia prévia de outro

carcinoma nos Uultimos dois anos e pacientes que tivessem realizado

quimioterapia nos ultimos 15 dias.
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3.2.3 Identificacdo e contagem de CTCs

Amostras de sangue (16,0 mL) foram coletadas em tubos contendo
EDTA no momento da puncdo venosa realizada antes da primeira
quimioterapia. Duas novas amostras de 8,0 ml de sangue periféricos foram
coletadas 60 e 120 dias apds a primeira coleta, respectivamente. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente e processadas dentro de
4 horas. Todo o material foi esgotado. Foi realizado um acompanhamento
das pacientes por meio de busca de dados em prontuarios médicos.

Na primeira coleta a identificagdo e contagem das células foi realizada
por meio da utilizacdo do kit da empresa Miltenyi Biotec Inc., Bergisch
Gladbach, Alemanha. O enriquecimento das CTCs foi realizado por
marcagao direta imunomagnética das células CK positivas pela adicédo de
200uL de bloqueador de FcR e de 200uL anticorpos anti-CK (pool de
citoqueratinas) conjugados a beads magnéticos (ambos da empresa Miltenyi
Biotec Inc., Bergisch Gladbach, Alemanha). Apds a separagao, as células
foram eluidas, permeabilizadas e marcadas com anticorpo anti-
citoqueratinas conjugado com ficoeritrina (reconhece citoqueratinas 7 e 8)
para identificar células epiteliais (MOLL et al. 2008). As laminas foram
coradas com hematoxilina para analise da morfologia nuclear. As células
foram analisadas em microscopio de campo claro e CTCs foram definidas
como células com nucleo oval, positivas para citoqueratinas. Como forma de
selecdo negativa, no mesmo experimento faziamos a técnica de

imunofluorescéncia. Os leucécitos eram marcados com o anticorpo anti-



23

CD45 (1:100, Dako, clone 2811+PD7/26, cédigo M0701) e o nucleo com

DAPI (4'.6'-Diamidino-2-Phenilindole).

3.2.4 Caracterizacdo de CTCs

Para a analise e caracterizagao das CTCs, apenas na primeira coleta
de sangue, usamos o sistema ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor
Cells). Trata-se de um método direto de obtengdo das células epiteliais por
filtracdo. Baseia-se na observacao de que a maioria dos leucdcitos do
sangue periférico (linfécitos e neutréfilos) € composta pelas menores células
do corpo, com um tamanho que varia de 8 a 11 ym. Desta forma, estas
células podem ser eliminadas por filtragdo do sangue através de uma
membrana de policarbonato com poros calibrados de 8 ym. A simplicidade
do método evita a perda de células raras em multiplos passos de isolamento.
Apods isoladas, as CTCs podem ser avaliadas por hematoxilina-eosina, ou
caracterizadas por imunocitoquimica, Fluorescent in situ hybridization (FISH)
ou microdissecadas para analise molecular (PATERLINI-BRECHOT e
BENALI 2007).

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas em
tubos com EDTA e diluidas com ISET Buffer™ (RareCell Diagnostics, Paris,
Franca) 1:10. Ap6s 10 minutos de incubagao as amostras foram depositadas
em um poco de ISET Block™ (RareCell Diagnostics, Paris, Franga), com
spots cilindricos de 8 microns de didametro, aderidos a uma membrana de
policarbonato. A amostra de sangue foi filtrada por aspiragdo sob vacuo e,

em seguida, a membrana foi lavada com Phosphate Buffered Saline (PBS),
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retirada do ISET Block™ e, apds secagem no escuro a temperatura
ambiente, armazenada a - 20 ° C.

Para confirmar a existéncia de células nos spots, foi feita contra
coloracao com hematoxilina- eosina.

Para a realizagdo da iminocitoquimica os spots das membranas foram
cortados e colocados em placas de 24 pogos. Cada spot foi hidratado com
Tris Buffered Saline (TBS) por 10 minutos. As células foram entdo
permeabilizadas com TBS 0.2% Triton X-100 por 5 min a temperatura
ambiente. Apés uma nova lavagem com TBS, as membranas foram
incubadas por 15 minutos, no escuro e a temperatura ambiente, com uma
solugédo a 3% de perdxido de hidrogénio, e lavadas novamente com TBS.
Em seguida o anticorpo foi aplicado aos spots e incubado por uma hora.
Para o controle negativo, o anticorpo primario foi omitido. A membrana foi
lavada novamente com TBS, incubada por 30 minutos em Dual long system
HRP (Dako™) e revelada pelo cromégeno Diaminobenzidina 3,3' (DAB)
(Dako™) (5 min). Para finalizar, os spots foram corados com hematoxilina
por 1 minuto e aderidos as laminas com meio de montagem aquoso
(Mounting Medium, Aqueous - Dako™).

Para a realizacdo da dupla marcagao imunocitoquimica, o mesmo
protocolo descrito acima foi realizado. No entanto, apds a utilizagao do DAB,
realizamos uma incubagao de uma hora com o segundo anticorpo primario,
seguida por outra incubagado de 20 minutos com o Rabbit/Mouse (LINK) (Kit
Envision™ G/2 System/AP). Apés lavar com TBS, o spot foi incubado por 30

minutos com AP Enzyme (Enhancer). O segundo anticorpo foi revelado por
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Permanent Red. Para finalizar, o spot foi corado com hematoxilina. Os
anticorpos utilizados nessa dupla marcacdo imunocitoquimica foram:
anticorpo anti-CD44 (1:500, Sigma, cddigo HPA 005785); anticorpo anti-C-
Kit (1:50, Cell Marque, clone YR145, c4digo117R-16); anticorpo anti-ALDH1
(1:500, Sigma, codigo HPA 002123); anticorpo anti-CD45 (1:100, Dako,
clone 2811+PD7/26, codigo M0701). Com os anticorpos anti-c-Kit, anti-CD44
e anti-ALDH1 buscamos uma marcagdo na mesma célula, sugerindo a
presenca de uma célula tronco tumoral. Com o anticorpo anti-CD45
esperavamos uma marcacdo em leucdcitos, excluindo a possibilidade de
reacao inespecifica e confirmando que as células marcadas pelos demais
anticorpos nao sao leucécitos.

As laminas foram examinadas em microscépio de luz branca. As
CTCs foram caracterizadas de acordo com o0s seguintes critérios: células
negativas para CD45, tamanho nuclear igual ou maior que 12um, nucleo
irregular e hipercromatico, presenga de citoplasma visivel e alta proporgéo
nucleo-citoplasma (> 50%) (KREBS et al. 2012).

Segundo KREBS et al. (2012) leucécitos podem expressar EpCam.
Assim, optou-se pela ndo utilizagao desse anticorpo para identificagcao de

CTCs, ja que se pode obter leucécitos marcados.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma analise descritiva das variaveis clinico-patolégicas.
Para avaliar interferéncia das CTTs nas sobrevidas global e livre de
progressao, foi realizado método de Kaplan-Meier e a diferenca entre as
curvas foi calculada pelo teste de log-rank. Para correlacionar as variaveis
clinicas com os niveis de CTCs foi feito o teste exato de Fisher. Todas as
analises foram feitas no SPSS para Windows, versdo 15. Os valores de p

foram considerados significativos quando < 0,05.

3.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Obtivemos material para a pesquisa de CTCs (sangue periférico) de
17 pacientes. A mediana de idade foi de 53,6 anos (17,8 — 73 anos) e todas
as pacientes tiveram como tratamento inicial a citorreducéo e quimioterapia
adjuvante. Analisando recidiva de doencga, observou-se presengca em 70,6%
das pacientes e auséncia em 29,7% delas. Analisando a presenga de
metastase, 52,9% das pacientes apresentaram, enquanto 47,1% das
pacientes ndo apresentaram.

Até o momento da ultima atualizagao de dados, 23,53% das pacientes
ndo estavam sendo tratadas; 29,42% recebiam Platina e Taxol; 11,77%
recebiam Platina + Taxol + Avastin, e Platina + Gemzar + Avastin; 5,89%

recebiam Gemzar, e Gemzar + Avastin, e Avastin, e Anastrozol (Quadro 2).



Quadro 2 - Regime quimioterapico atual de cada paciente analisada.
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Regime quimioterdpico atual

N° de pacientes

%

Sem tratamento 4 23,53%
Carbo+Taxol 5 29,42%
Carbo+Taxol+Avastin 2 11,77%
Carbo+Gemzar+Avastin 2 11,77%
Gemzar 1 5,89%
Gemzar+Avastin 1 5,89%
Avastin 1 5,89%
Anastrozol 1 5,89%
TOTAL 17 100%

Analisando a graduacéo histolégica, 53% das pacientes tiveram tumor

bem/moderadamente diferenciado; 5,9% das pacientes tiveram tumor pouco

diferenciado e no prontuario médico de 41,2% das pacientes ndo constava

essa informacao.

Do total de pacientes incluidas no estudo de CTCs e analisadas,

82,4% apresentaram implante peritoneal e 17,6% nao apresentaram. A

localizacdo da lesdo encontrada durante a cirurgia citorredutora variou em

ovario, utero, peritbneo, intestino, bexiga, pancreas, pulmao e figado

(Quadro 3).
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Quadro 3 - Localizagao da lesdo em cada paciente incluida no estudo de
CTCs.

Localizac8o da leséo N° de pacientes %
Ovario 2 11,77%
Ovério+Utero 4 23,53%
Ovario+Utero+Peritdneo 4 23,53%
Ovario+Utero+Peritdneo+Intestino 1 5,89%
Ovario+Utero+Peritdneo+Bexiga 1 5,89%
Ovario+Utero+Bexiga 1 5,89%
Ovario+Peritbneo 1 5,89%
Ovario+Peritbneo+Intestino 1 5,89%
Ovario+Intestino 1 5,89%
Ovério+Intestino+Péancreas+Pulméo+Figado 1 5,89%
TOTAL 17 100%

Em relagdo ao tamanho da lesdo encontrada nos ovarios, em 47,1%
das pacientes a lesdo foi maior que 5cm; em 35,3% a lesao foi menor que
5cm e em 17,6% das pacientes ndo se obteve essa informacdo. Das 25
pacientes analisadas, 23,5% apresentaram ascite, enquanto 76,5% nao
apresentaram. Em relacdo a invasao linfonodal, 76,5% das pacientes
apresentaram, enquanto 11,8% das pacientes ndo apresentaram. Essa
informagédo nao foi obtida em 11,8% dos casos. Analisando o atual status
das pacientes, sabe-se que 70,6% delas seguem em tratamento, 17,6% sao

acompanhadas sem tratamento e 11,8% foram a dbito (Quadro 4).
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Quadro 4 - Analise das variaveis clinicas das 17 pacientes com tumor
maligno de ovario seroso incluidas para estudo das CTCs.

Variaveis Pacientes
N° %

Idade

Mediana 53,6

Minimo-Maximo 17,8 - 73
Tratamento Inicial

Citorredugao+Quimio 17 100%
Recidiva

Sim 12 70,6%

Nao 5 29,7%
Metastase

Sim 9 52,9%

Nao 8 47,1%
Estadio (FIGO)

lell 3 17,7%

lelVv 14 82,3%
Implante Peritoneal

Sim 14 82,4%

Nao 3 17,6%
Tamanho da leséo

<5cm 8 47,1%

>5cm 6 35,3%

Sem informagao 3 17,6%
Ascite

Sim 4 23,5%

Nao 13 76,5%
Invasdao linfonodal

Sim 13 76,4%

Nao 2 11,8%

Sem informagao 2 11,8%
Status

Em tratamento 12 70,6%

Sem tratamento 3 17,6%

Obito 2 11,8%
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DE CTTS EM TECIDO PARAFINADO

4.1.1 Dupla marcagdo imunoistoquimica
Obtivemos uma dupla marcacéo imunoistoquimica de boa qualidade,

conforme analisado por médico patologista do nosso hospital.

Figura 1 - Dupla marcag¢ao imunoistoquimica no tecido de tumor maligno de

ovario seroso. A célula esta duplamente marcada com anticorpo anti-CD44 revelado com

o cromoégeno DAB (marcagdo membranar marrom, destacada pela seta) e anticorpo anti-

ALDH1 revelado com fosfatase (marcagéo citoplasmatica rosa, destacada pelo asterisco)
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Foram analisadas laminas de 25 pacientes com tumor maligno de
ovario seroso, dos quais 72% eram tumores bem/moderadamente
diferenciados, 20% pouco diferenciados e 8% sem informag&o no prontuario
médico. A mediana de idade foi de 55 anos (25,9-76,1). Considerando o
estadiamento (FIGO), 20% das pacientes foram classificadas nos estadios |
e Il, enquanto 80% foram classificadas nos estadios Ill e IV. Quando
analisada recidiva, 56% das pacientes apresentaram e 44% néao
apresentaram. Apenas duas pacientes foram tratadas inicialmente com
quimioterapia, enquanto as outras 23 foram submetidas inicialmente a
citorredugdo. Apenas uma paciente foi tratada com doxorrubicina e
ciclofosfamida. As demais 24 foram submetidas a quimioterapia baseada em
platina.

O Quadro 5 abaixo descreve as variaveis clinicas e a presenca de
células duplamente marcadas com CD44 e ALDH1 nas 25 laminas

analisadas.



Quadro 5 - Variaveis clinicas e presencga de células duplamente marcadas

- L. Ndmero de células
Paciente .ldad? a.o . Data} d(.) G.radu,ag.ao Estadio Data da recidiva Ultimo follow-up duplamente
diagndstico diagndstico histologica (FIGO)
marcadas
1 52,6 29/07/2002 Bem/mod dif. \ Sem recidiva 16/08/2003 (6bito) 5
2 62,7 12/12/2002 Bem/mod dif. 1l 01/05/2007 21/12/2011 19
3 48,1 01/12/2002 Bem/mod dif. 1\ 27/06/2003 18/12/2003 (6bito) 24
4 61,5 09/04/2003 Bem/mod dif. 1 13/02/2004 01/02/2006 (6bito) 38
5 25,9 12/05/2003 Bem/mod dif. 1l Sem recidiva 03/10/2008 0
6 449 17/05/2003 Bem/mod dif. | 03/06/2003 24/08/2008 (6bito) 3
7 76,11 17/09/2003 Bem/mod dif. 1l 15/07/2006 25/04/2009 0
8 61,1 26/09/2003 Bem/mod dif. 11 Sem recidiva 01/12/204 (6bito) 1
9 45,6 07/10/2003 Bem/mod dif. 1l 01/07/2005 02/03/2010 0
10 46,1 08/03/2004 Bem/mod dif. \ 01/08/2006 21/05/2009 4
11 62,11 26/04/2004 Bem/mod dif. 1l 31/03/2007 18/03/2009 23
12 68,9 08/07/2004 Bem/mod dif. 11 Sem recidiva 25/02/2006 (6bito) 7
13 33,8 01/09/2004 N/C* 1 Sem recidiva 05/07/2005 0
14 40,1 07/10/2004 Bem/mod dif. 1] 01/07/2006 16/06/2009 66
15 39,1 01/11/2004 Bem/mod dif. 1l 20/05/2011 07/10/2011 6
16 60,6 26/01/2005 Bem/mod dif. I Sem recidiva 05/07/2007 0
17 70 07/03/2008 N/C* 1l Sem recidiva 18/11/2009 0
18 68,1 27/02/2003 Bem/mod dif. 11 10/10/2002 06/02/2005 (6bito) 3
19 50,2 07/03/2003 Pouco dif. Il 24/06/2003 09/10/2003 (6bito) 6
20 61,1 01/06/2003 Bem/mod dif. | 01/03/2005 05/02/2012 (6bito) 3
21 67,11 06/05/2004 Pouco dif. 1l Sem recidiva 05/10/2010 0
22 66,6 18/05/2004 Bem/mod dif. 1 01/02/2006 24/02/2008 (6bito) 0
23 54,9 07/08/2004 Bem/mod dif. I Sem recidiva 09/08/2006 0
24 46,03 30/08/2004 Bem/mod dif. I Sem recidiva 30/01/2007 0
25 55 05/11/2007 Pouco dif. 1l Sem recidiva 14/06/2011 7

*Nao consta informagao
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Foi analisada a presenca de células duplamente marcadas
(CD44/ALDH1), obtendo uma mediana de 3 células. Pode-se observar que
pacientes com numero de células duplamente marcadas acima da mediana
apresentou menor sobrevida quando comparadas as pacientes com numero

de células abaixo da mediana (p= 0,137) (Figura 2).
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Figura 2 - Analise de sobrevida em relagdo ao numero de células tumorais
presentes no material parafinado que apresentavam dupla-marcacédo para
CD44/ALDH1.
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4.2 ANALISE DE CTCS

A contagem de CTCs foi realizada em trés tempos, com intervalos de
60 dias entre cada um deles. Aproximadamente nas mesmas datas foi
realizada dosagem sérica do marcador CA125, cuja mediana foi 185,65 na
primeira coleta, 207,40 na segunda coleta e 79 na terceira coleta. Ja em
relacdo a contagem de CTCs, as medianas foram, respectivamente, em
cada coleta: 3,2 CTCs/mL; 1,1 CTC/mL e 0 (Quadro 6). Das 17 pacientes
analisadas, 9 tiveram os 3 tempos de coleta (Figura 3 e Quadro 7). Os
motivos pelos quais as demais pacientes nao tiveram os 3 tempos de coleta
foram: desisténcia do estudo, obito ou fim do prazo do estudo,

representados pelo sinal — no Quadro 7.

Quadro 6 - Mediana de CTCs e CA125 em cada tempo de coleta

12 coleta 22 coleta 32 coleta
Mediana de CTCs 3,2 1,1 0
Mediana CA125 185,65 207,40 79

(U/ml)
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Contagens de
CTCs par mL
40
35 —Paciente 1
30 —Paciente 2
Paciente3
25 —Paciente 4
—Paciente5
20 Paciente 6
15 Paciente 7
Paciente 8
10 \\ Paciente9
5 iy \‘!’,.«4'
s /)(‘Q'\_
0 A —— ———
12 coleta 22 coleta 32 coleta

Figura 3 - Contagem de CTCs por ml de sangue de cada paciente.

Quadro 7 - Numero de Células Tumorais Circulantes encontradas em 1ml

de sangue de cada paciente.

Paciente 12 coleta 22 coleta 32 coleta
(antes da QT) | (60 dias depois) | (60 dias depois)
1 23,5 - -
2 9,75 0,1 1
3 2 9 0
4 7,5 2,25 0
5 6,25 1,25 0,75
6 8 - -
7 0,25 0 0
8 0,75 31,5 2
9 2,1 1,1 -
10 2 0,9 0
11 2,8 1,1 -
12 0,9 14,5 0
13 37,5 0 0
14 10,75 - -
15 37,5 1,1 -
16 3,2 - -
17 1,25 - -

* Os motivos pelos quais as demais pacientes ndo tiveram os 3 tempos de coleta foram:
desisténcia do estudo, 6bito ou fim do prazo do estudo, representados pelo sinal — no
quadro 7.
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Figura 4 - Imunocitoquimica em CTCs isoladas de pacientes com cancer de

ovario seroso. A. Dupla marcacdo imunocitoquimica em membrana do ISET da paciente

MAAR. O asterisco mostra leucécito positivo para CD45, enquanto a seta preta mostra CTC
com marcacgao negativa para CK e CD45 (10x). B. Dupla marcagédo imunocitoquimica em
membrana do ISET da paciente MAAR. Célula positiva para c-Kit (asterisco) e CD44 (seta)
(10x). C. Imunocitoquimica em membrana do ISET da paciente SC. A seta preta mostra um
microémbolo de CTCs com marcagao positiva para o anticorpo anti-dCk (4x). D. Deteccao
de CTCs, em sangue periférico da paciente MAAR, por marcagdo imunomagnética com kit
da empresa Miltenyi Biotec Inc., Bergisch Gladbach, Alemanha. A seta preta indica CTC

positiva para CK, enquanto o asterisco indica leucdcitos negativos para CK (10x).



37

Ao correlacionar idade com CTC, os dados mostram que em
pacientes mais jovens a contagem de CTCs foi maior do que a mediana (p <
0,001).

Alguns estudos tentam demonstrar a relagdo entre a disseminagao
hematogénica e tamanho do tumor primario. Em nossa amostra os pacientes
com niveis de CTCs superiores a média na primeira coleta tiveram leséo
tumoral primaria menor do que 5 cm (p = 0,085), embora sem significancia
estatistica.

Em alguns estudos, observa-se que pacientes com estadio clinico
avancgado tém elevados niveis séricos de CA125. Nossos pacientes tiveram
CA125 (média = 185,65) mensurado na mesma data da primeira coleta de
CTC e mostraram uma correlagdo negativa entre os dois niveis. Pacientes
com contagem de CTCs superior a média, na primeira coleta, tiveram baixos
niveis séricos de CA125 (p = 0,032).

Analisando marcadores de CTTs em CTCs isoladas na primeira
coleta, observa-se que as CTCs apresentaram expressao fraca e moderada
de c- Kit, fraca de ALDH1 e moderada e forte de CD44/ALDH1, conhecidos
na literatura como marcadores de CTTs. Nenhuma expressao de CK7 foi
observada em qualquer CTC isolada.

No Quadro 8 é possivel comparar o numero de CTCs/ml CTC na
primeira coleta, com variaveis clinicas e os marcadores descritos. Alguns
pacientes nao tiveram os dados disponibilizados. A expressido dos
marcadores foi analisada como: 0 = nenhuma expressao; 1 = expressao

fraca; 2 = expressdo moderada e 3 = expressao forte (ver também Figura 1).



Quadro 8 - Correlagao entre niveis de CTC na primeira coleta e idade das pacientes, tamanho da lesao, niveis séricos de
CA125, expressao de CK7, c-KIT, ALDH1 e CD44/ALDH1.

Paciente CTC/ml Idade | Tamanho daleséo CA125 CK7 C-kit ALDH1 CD44/ALDH1
1 9,75 49 <5cm 640 0 0 3 3
2 2 71 >5cm - 0 0 0 0
3 75 18 <5cm 26,8 0 0 1 2
4 6,25 57 >5cm 17,4 0 0 0 0
5 8 73 >5cm - 0 0 0 2
6 0,25 61 >5cm - 0 0 0 0
7 0,75 58 <5cm - 0 0 1 1
8 2,1 55 >5cm 4746 0 0 0 0
9 2 45 >5cm 63,3 0 1 1 1

10 2,8 61 <5cm 18 0 0 0 0
11 0,9 59 - 716 0 0 0 0
12 37,5 53 <5cm - 0 0 0 0
13 10,75 41 - - 0 0 0 0
14 3,2 56 >5cm 308 0 0 0 0
15 1,25 47 - - 0 2 1 1

38
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Figura 5 - Imunocitoquimica em CTCs isoladas da paciente MAAR, com

cancer de ovario seroso. A. A seta mostra uma CTC negativa para expressédo de CK7
(4x). B. A diferenga entre CTCs (seta) e linfocitos (asterisco), que expressam CD45 (2x). C.
A seta mostra uma CTC expressando dois marcadores de CTT: CD44 (marcagao marrom) e
ALDH1 (marcacao vermelha) (10x). D, E, F. As setas mostram CTCs positivas para

expressao de CD44, c-KIT e ALDH1, respectivamente (10x).
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Nao houve correlacao estatisticamente significativa entre os niveis de
CTCs na primeira coleta e as variaveis clinicas: graduacgao histolégica (p =
0,189), estadio clinico (p = 0,170), ascite (p = 0,502); implante peritoneal (p =
0,273); recidiva (p = 0,479); metastase (p = 0,474) e invasao linfonodal (p =

0,364).
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que células tumorais circulantes (CTC) constituem uma
populacdo de células cancerosas que se destacaram do tumor primario e
ganharam a circulagéo sanguinea, criando um tumor secundario.

Acredita-se que CTCs possam gerar metastases em érgaos distantes,
num processo unidirecional. No entanto, acredita-se que CTCs também
podem gerar e re-colonizar seus proprios tumores primarios. Essas células
circulantes sofrem ao infiltrar-se e crescer em outros 6rgaos, justificando o
fato de apenas as células mais adaptaveis sobreviverem (COMEN et al.
2011).

As CTTs tem sido encontradas em numero crescente de tumores
hematopoiéticos e sélidos e normalmente sao identificadas pela expressao
de marcadores celulares, como CD24, CD44, CD133, c-Kit, ALDH1, entre
outros.

E necessario a expressdo de dois marcadores simultaneamente para
que uma célula seja considerada uma CTT. Tem sido dito que para cada
tumor ha uma dupla especifica de marcadores. Por exemplo, ZHANG et al.
(2008) identificou e analisou oncoesferas originarias de ascite de cinco
pacientes com cancer de ovario. Os autores viram que essas esferas
expressavam CD44 e CD117, simultaneamente. Essas células foram
resistentes a quimioterapia e capazes de iniciar e propagar tumores em

camundongos. KASIMIR-BAUER et al. (2012) estudou a expressao de trés
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marcadores de transicdo epitélio-mesénquima e o marcador de células
tronco tumorais ALDH1, em 502 pacientes com cancer de mama primario. O
autor observou a presenga de ALDH1 em 14% das amostras. Outros
importantes marcadores de CTT foram originalmente descritos em CTTs de
mama: CD44+/CD24-. AL-HAJJ et al. (2003) observaram células com esse
fendtipo e tumorigenicidade. Esse fenétipo tem sido associado a metastase
linfonodal em cancer de mama, metastase pulmonar, quimiorresisténcia e
pior prognéstico. Recentemente esse fendtipo também foi considerado em
CTTs de ovario, com propriedades de auto-renovagao e quimiorresisténcia
(SHI et al. 2010; ALVERO et al. 2009). No nosso estudo, os marcadores que
melhor refletiram propriedades de CTTs em relagdo a progresséao livre de
sobrevida e expressdo proteica em tumores primarios serosos (n=25),
testados previamente (dados ainda nao publicados), foram CD44/ALH1.
Essa é a razio por estarmos buscando por esses marcadores de CTT.

Modelo de progressao paralela foi apresentado por volta dos anos 50
por estudiosos que concluiram que metastases podem ser iniciadas antes do
surgimento dos primeiros sintomas ou até antes do diagnéstico do tumor
primario. Analisando suas taxas de crescimento, as metastases eram muito
grandes para serem explicadas pela iniciacdo em fase avangada do
desenvolvimento do tumor primario (COLLINS et al. 1956).

A progressao paralela ndo contradiz os mecanismos de crescimento
tumoral como selegdo clonal ou aquisicdo de mutagdes genéticas. No
entanto, esse modelo ndo coloca a célula responsavel pela metastase

proxima ao final de desenvolvimento do tumor primario. Além disso, a
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disseminagao de células tumorais pode levar a selegcdo e expansao de
diferentes células adaptadas a microambientes especificos. Dessa forma,
devido a mecanismos de selegdo e a instabilidade genética das células
tumorais, a progressao paralela prediz boa diferenga entre iniciadores de
metastase e células do tumor primario. Assim, o modelo de progressao
paralela faz trés predicbes testaveis. A primeira € o acumulo paralelo e
independente de alteragdes genéticas e epigenéticas no tumor de origem
comparado a metastase. A segunda €& a disseminagao, em paralelo, das
células tumorais em locais distantes. A terceira sao as alteracdes paralelas
de células metastaticas que se disseminaram do sitio primario, em
momentos diferentes. Na progressao paralela, na maioria dos casos, células
fundadoras de metastases sao disseminadas antes da doenca detectavel
clinicamente (KLEIN 2009).

De acordo com o modelo de progressao paralela, nossos dados
mostraram que pacientes com mais CTCs apresentaram menor tamanho de
lesdo tumoral. Independente to tamanho do tumor primario, células podem
ser liberadas e, pelo processo de transicado epitélio-mesénquima, circular em
vasos sanguineos.

Tumores maiores possuem células mais proliferativas e, entdo, eles
sao mais afetados pelo tratamento. Dessa forma, esse tipo de cancer € mais
agressivo localmente e composto por células diferenciadas. Além disso,
células em constante proliferacdo sdo submetidas a mais “pontos de
checagem” do ciclo celular, o que torna mais dificil a sua sobrevivéncia

(PAVEY et al. 2013). Dessa forma, nossos dados mostraram que pacientes
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com menos CTCs detectadas e grande tamanho de lesdo tumoral possuem
maior agressividade local e menor capacidade de disseminacgao.

CA125 é o marcador mais utilizado para o rastreamento do cancer de
ovario. Em condigdes fisioldgicas normais as células epiteliais do ovario ndo
expressam CA125. O nivel sérico desse biomarcador € considerado normal
quando é menor que 35 U/mL. Niveis altos de CA125 sdo encontrados em
90% dos pacientes com doenga em estagio avangado, e em 50% dos
pacientes em estadio | (LONGUESPEE et al. 2012). Tumores de ovario
maiores possuem mais células epiteliais e entdo expressam mais CA125,
como demonstrado pelos nossos dados. Em nosso estudo, pacientes com
mais CTCs detectadas possuem lesao tumoral menor e, consequentemente,
menor expressao de CA125.

Por outro lado, sabe-se que o CA125 é um biomarcador de implante
peritoneal (WON et al. 2013). CTCs sado marcadores de disseminagao
hematogénica. Dessa forma, CTCs e CA125 sdo biomarcadores diferentes
que mostram diferentes rotas de disseminacao do cancer de ovario.

No nosso estudo, pacientes apresentaram expressdo fraca e
moderada de c-KIT e ALDH1. Assim, nossa hipdtese é que algumas CTCs
possuem baixa taxa de proliferagao.

A titulo de comparagao, o pericito € um componente do tecido
vascular e sua delegcdo leva a hipdxia. Sabe-se que esse fato causa
diminuicdo no crescimento tumoral, ativagdo da transicdo epitélio-
mesénquima e consequente migragdo celular (COOKE et al. 2012). De

acordo com essa afirmacgao, as células que estdo migrando (CTCs) possuem



45

baixa atividade proliferativa, o que justifica a expressao fraca e moderada de
c-KIT e ALDH1 nas pacientes com cancer de ovario. Ao contrario, essas
mesmas células sdo mais agressivas e desdiferenciadas, justificando a
perda da expressdo de CK7, fato que indica também um processo de
transicao epitélio-meséquima.

A forte expressdo de CD44/ALDH1 nas CTCs das pacientes do nosso
estudo confirmam a hipotese de que a populacdo de CTCs expressa
marcadores de CTTs. Assim, é possivel pensar que as CTTs estido incluidas
em uma vasta maioria de CTCs. As propriedades das células tronco
tumorais podem justificar a capacidade apresentada pelas CTCs de
migracgao e iniciagdo de metastase.

Pacientes jovens possuiram mais CTCs. Em geral, tumores em
pacientes jovens sao mais agressivos, ja que a proliferagdo celular em
organismos jovens € muito eficaz, e isso inclui as células tumorais.
Pensando que um paciente jovem possui um sistema imunoldgico eficiente,
para passar pelos “pontos de checagem” do ciclo celular € necessario que a
mutacgao celular seja discreta, mas grave (ALBERTS et al. 2002). Pensando
que o idoso possui um sistema imunolégico mais deficiente, mutacdes
simples passam pelos “pontos de checagem” do ciclo celular mais
facilmente, criando tumores menos agressivos.

Por outro ponto de vista, pode-se pensar no cancer hereditario.
Pacientes jovens podem desenvolver tumores por mutagcbes genéticas e

esses tumores sao geralmente mais agressivos.
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CONCLUSAO

Os resultados do estudo prévio do nosso grupo de pesquisa foram
confirmados por meio da observagdo de dupla marcagao
imunohistoquimica (CD44/ALDH1) nas células tumorais de tecido
parafinado de pacientes com cancer de ovario maligno. Ainda no
tecido parafinado, definimos os dois marcadores de CTTs que sao
melhores expressos nos tecidos das pacientes com tumor maligno de
ovario seroso: CD44/ALDH1.

Isolamos, identificamos e quantificamos as CTCs no sangue periférico
das pacientes com tumor maligno de ovario seroso em 3 coletas
distintas. Nosso estudo mostra uma relacdo estatisticamente
significativa entre o numero de CTCs encontradas e idade do
paciente, niveis séricos de CA125 e expressao de marcadores de
células-tronco.

E importante destacar que, atualmente, o estudo de CTC tem um
papel importante na medicina personalizada e pode ser fundamental
na decis&o de tratamento individualizado.

Os dados apresentados em nosso estudo nos fazer acreditar na
hipotese de que o cancer de pacientes jovens € mais agressivo, com
maior capacidade de invasdo, o que justifica o elevado numero de

CTCs.
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Acreditando que tumores maiores sao compostos de mais células
epiteliais do ovario, é possivel justificar a alta expressdo de CA125.

A forte expressao de CD44/ALDH1 em CTCs confirma a hipotese de
que essa populacédo expressa marcadores de CTT. Assim, € possivel
pensar que as CTTs estdo incluidas na grande maioria das CTCs. As
propriedades das CTTs podem justificar a capacidade das CTCs de

migrarem e se disseminarem.
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Anexo 1 - Imagens do Controle Positivo dos anticorpos

Controle Positivo Controle Negative Sem anticorpo

A
Vim

E-cad

N-cad

CD45

CKe

PanCK

A, B e C. Sangue de individuo saudavel com células de cultura A549 (“spiked cells”)
(controle positivo) e sangue do mesmo individuo com células de cultura HCT 116 (“spiked
cells”) (controle negativo) marcados com vimentina, E-caderiane N-caderina,
respectivamente. D. Leucdcitos de individuo saudavel (controle positivo) e células de
linhagem tumoral (HCT 116) colocadas em sangue saudavel (controle negativo) marcadas
com CD45. E e F. Sangue de individuo saudavel com células de linhagem (A549) (controle
positivo) e leucdcitos (controle negativo) marcadas com CK 8 e pan-CK, respectivamente.
Para todas as reagdes um spot sem anticorpo foi mostrado.



Anexo 2 - Termo de consentimento livre esclarecido

Hospital
A.C.Camargo

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do estudo:
IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS TRONCO TUMORAIS
EM TUMORES MALIGNOS DE OVARIO E SUA CORRELACAO COM
CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

Investigador Responséavel: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen

Nome do (a) Voluntario (a)

RGH:

Por favor, leia cuidadosamente este formulario, pois ele informa o que
vocé necessita saber sobre os objetivos deste estudo. Se concordar em tomar
parte neste estudo, devera assinar e datar este formulario. A sua assinatura
significa que recebeu as informagdes necessarias e que deseja participar deste
estudo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Usar um equipamento laboratorial novo no mercado para detectar células
tumorais circulantes (sdo células que se desprendem do tumor) no sangue
periférico e correlacionar seus niveis com:

- marcadores tumorais sanguineos, observados pelo exame de sangue
que vocé faz a pedido do seu médico;

- resposta ao tratamento (verificaremos se ha diminuicdo dos niveis
dessas células durante e apds o seu tratamento);



- genes de resisténcia a drogas;
- tempo de vida apés o tratamento.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Ao concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a trés
coletas de sangue (aproximadamente 20 mL), em trés momentos: antes do
inicio do tratamento sistémico, 3 ou quatro semanas apos o inicio do tratamento
e a cada 9 ou 12 semanas, dependendo do tratamento, por dois anos ou, se a
doenga progredir, até a progressao.

A identificagdo do seu material sera feita por codigos para preservar sua
confidencialidade.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente 0 mesmo, caso vocé participe ou nao
deste estudo. Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua saude,
podera ser decorrente deste estudo.

Os riscos a que vocé estara sujeito sdo os riscos inerentes a qualquer
pungado venosa como: dor local no ato da pung¢do, sangramento no local,
hematoma e raramente flebite (infeccdo na veia puncionada), mas isto sera
evitado pela limpeza adequada do local de puncdo e realizacdo do
procedimento por profissional capacitado. Apesar de raro, pode ser que ocorra
equimose (quando o sangue sai para a pele, resultando em uma mancha azul
ou purpura, redonda nao elevada ou irregular) apds a coleta de sangue. Caso
isso acontega com vocé, ndao ha nada a ser feito, a ndo ser esperar que
desapareca (desaparece em até 7 dias).

Os exames realizados em seu sangue nao implicardo em nenhuma
mudanca em seu tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo
realizada ou venha a ser realizada no seu seguimento, uma vez que a pesquisa
de CTCs no Brasil ainda é experimental, ndo havendo nenhum prejuizo para o
sucesso das condutas médicas outras aos quais vocé esteja se submetendo.

BENEFICIOS

Nao havera beneficios de qualquer espécie para os voluntarios, apenas
a importancia de contribuir para uma pesquisa cientifica cujos dados obtidos
poderao trazer beneficios para pessoas com cancer. A recusa em participar,



nao acarretara prejuizo na qualidade do tratamento. O pesquisador responsavel
se compromete a suspender a pesquisa imediatamente ao perceber algum risco
ou dano a sua saude, que né&o previsto neste termo de consentimento.
METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES

Apesar de métodos alternativos serem aprovados e usados na pratica
clinica em outros paises, no Brasil, esses métodos ainda nao estéo disponiveis.
ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores se comprometem a dar informacao atualizada ao
longo do estudo, caso este seja o seu desejo, porém, por se tratar de nova
tecnologia, os resultados ndo poderao indicar cura ou piora do se quadro, pois
ainda nao temos valores de referéncia para estabelecer uma comparagao.
Contatos dos pesquisadores: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189-5000,
ramal 2776); Dr. Marcello F. Fanelli ( 2189- 5000, ramal 2765).

CUSTOS

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para os voluntarios
por sua participagao neste estudo.
CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seus registros médicos poderao ser consultados pela equipe de
pesquisadores envolvidos neste estudo. Os dados obtidos pela analise do seu
sangue sao confidenciais, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum
participante ainda que informacdes do registro médico sejam utilizadas para
publicacao.
BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou
interromper sua participagado a qualquer momento, sem penalidades ou perda
de beneficios aos quais tem direito.

SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

A eventual inclusdo dos resultados em publicacao cientifica sera feita de
modo a manter seu anonimato. Vocé tera acesso aos seus dados de exames,
atendimentos médicos e administracdo de terapia, quando solicitados.



ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSACOES ou DANOS
RELACIONADOS A PESQUISA

Vocé ndo tera nenhum tipo de remuneracao ao aceitar participar deste
estudo. A pesquisa nao envolve nenhuma forma de compensacao financeira
aos participantes. Nao existe nenhum tipo de indenizacdo para complicacdes
causadas pelo tratamento.

ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO
A PESQUISA

A sua participacao no estudo é voluntaria. Vocé tem o direito de sair do
estudo a qualquer momento e por qualquer motivo. Caso venha a abandonar o
estudo ou decidir ndo participar do mesmo, o seu tratamento nao sera
prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa, devera informar ao

seu médico.

INFORMACOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA
CONTATOS

Esclarecimentos para questbes sobre os direitos dos participantes na
pesquisa e/ou danos relacionados a pesquisa, contatar os pesquisadores Dra.
Ludmilla T. Domingos Chinen (2189 5000 ramal 2776) ou Dr. Marcello F.Fanelli
(2189 5000 ramal 2779). Se o pesquisador principal nao fornecer as
informacdes/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato com o
coordenador do Coordenador do Comité de Etica em Seres Humanos da
Fundacdo Anténio Prudente- Hospital do Céancer- A.C. Camargo/ SP, cujo
horario de funcionamento € de segunda a quinta-feira, das 07:00 as 18:00h e de
sexta-feira das 07:00 as 16:00h ( Telefone 2189-5020; endereco: Rua
Professor Anténio Prudente, 211- Liberdade- Sdo Paulo, SP).

Vocé recebera copia deste documento e o original sera arquivado no
prontuario do médico. Somente assine este documento se consentir
integralmente com seus termos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos lhe estimulamos a fazer perguntas a qualquer momento do estudo.

Se tiver perguntas relacionadas aos seus direitos como participante do estudo



clinico, também pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o Coordenador
do Comité de Etica do Hospital A.C.Camargo.
DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacbdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim
como os beneficios e riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo. Entendo que nao serei submetido a nenhum exame adicional e ndo
receberei compensag¢ao monetaria por minha participagao neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
Assinatura do (a) voluntario (a) dia més ano
Nome do (a) voluntério (a) - letra de forma
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes
deste estudo ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para
consentir pelo paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano




Anexo 3 - Ficha de coleta de dados

Ficha de Coleta de Dados

Nome do estudo: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS
TRONCO TUMORAIS EM TUMORES MALIGNOS DE OVARIO E SUA
CORRELACAO COM CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

Nome da pcte:

estadio:

RGH: sexo_ DN.:
T N M

Em caso de meta, qual o local?

Diag.:

Data Diag.:

Tipo Histologico:

Descricado Anatomopatologico:

Data Anatomopatoldgico:

Tratamento previsto:

Cirurgia:

Sim nao data:

QT:

sim nao inicio previsto:

Ciclos programados:
Progressao da doencga

Sim nao data:

Niveis de CTCs antes da cirurgia.:

Niveis de CTCs no momento da recidiva:

Marcadores expressos nas CTTs:
Marcadores expressos nas CTCs:



Anexo 4 - Folha de aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

O Hospital )
A.C.Camargo Comité de Etica em

Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer
Sao Paulo. 13 de Abril de 2012.

A
Dra. Ludmilla Thomé Domingos Chinen

Aluna: Bruna Maria Malagoli Rocha (Mestrado)

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1653/12
“Identificaciio e caracterizacio de células-tronco tumorais em tumores epiteliais de
ovario”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céancer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de
10/04/2012, apés analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunifio de
28/02/2012, aprovaram a realizagdo do estudo em referéncia (vers3o I de fevereiro/2012), o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tomaram conhecimento dos seguintes

documentos:
> Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos; ey
» Termo de Compromisso do Pesquisador com resolugdes do Conselho Nacional de
Sande; -

» Declaragdo sobre o Plano de recrutamento dos Sujeitos de Pesquisa, Circunstincias e
Responsaveis pela Obtengdo do TCLE; .

» Declaragdo sobre os Dados Coletados, Publicagio dos Dados e Propriedade das

Informagdes Geradas;

Declaragdo sobre Uso ¢ Destino do Material Biolégico, Publicagdo dos Dados e

Propriedade das Informages Geradas;

Declaragdo de infracstrutura e instalagdes do Departamento de Oncologia Clinica;

Orgamento Financeiro detalhado; \

Declaragéo de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Oncologia Clinica;

Declaragdio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Ginecologia.

Y

YV VY

Para iniciar o projeto, ¢ necessdrio aguardar a aprovaciio da CONEP para este centro
unico.

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses.
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Dr. %l;tﬁnio ugo JJE;;B&ﬁE Marques Campos
2° Vice- nador do Comité de Etica em Pesquisa

Atenciosamente,
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