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RESUMO

Silva FIB. Avaliagao do perfil de expressao proteica de OLFM4, GRIM-19,
NFKB-p65, NFkB-p50, IKK2 e caspase-3 e sua relagdo com resposta a
quimioterapia em pacientes com carcinoma seroso de ovario de alto
grau. Sao Paulo; 2016. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Anténio

Prudente].

Dentre as neoplasias ginecologicas, o cancer de ovario apresenta a maior
taxa de mortalidade. O cancer de ovario do tipo epitelial € mais frequente,
dentre os quais se destacam os serosos de alto grau. O carcinoma seroso
de alto grau de ovario (CSAGO) é um tumor de carater agressivo, e cerca de
80% das pacientes diagnosticadas com a doenga apresentam estadios
avancados, com disseminacao pélvica e peritoneal, e podem adquirir
resisténcia a quimioterapia baseada em platina. Entretanto, na pratica
clinica, ndo ha conhecimento sobre marcadores para predizer resisténcia a
quimioterapia. Um dos mecanismos de resisténcia sugerido € a evasao da
apoptose, processo resultante do efeito citotdxico da droga na célula. Neste
contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expresséo de proteinas
envolvidas com o processo de apoptose, como OLFM4, GRIM-19, NFkB-
p65, NFKkB-p50, IKK2 e caspase-3 e sua associagcdo com resposta a
quimioterapia em CSAGO. Também avaliamos a expressdo dessas
proteinas em tumores primarios de alto grau, suas recidivas, e em tumores
serosos de baixo grau, borderline, e tecidos normais, e correlacionamos a
expressao destas com expressdao de Caspase-3, parametros clinico-
patolégicos e tempo de sobrevida. Nossos resultados mostraram que IKK2
foi relacionada com resposta a quimioterapia (p = 0,04) e esteve presente
nos implantes (p = 0,003), além de ser um fator de risco para recidiva (p =
0,026), e estar associada com pior sobrevida livre de doencga (p = 0,041). A
positividade de [|IKK2 em associacio com NFkB-p65 esteve

significativamente presente em pacientes resistentes a quimioterapia



baseada em platina (p = 0,036) e associada com uma pior sobrevida global
(p = 0,026). A positividade de NFkB-p65 também apresentou associagao
com pior sobrevida global (p = 0,001). A expressao de GRIM-19 foi
observada em tumores serosos de baixo grau e borderline (p = 0,011) e
associados com melhor sobrevida livre de doencga (p = 0,028). Entretanto,
OLFM4, GRIM-19 e NFKB nao exibiram relagcdo com resisténcia a
quimioterapia. Ainda, OLFM4, GRIM-19, NFkB e IKK2 nao apresentaram
correlacdo com a expressao de Caspase-3. O processo de apoptose pode
ser uma via chave capaz de conferir resisténcia ou sensibilidade a terapia
com platina. Estudos mais profundos acerca de vias regulatérias de
apoptose, incluindo os marcadores aqui estudados, podem ser importantes
na tentativa de prover valores prognosticos e preditivos de resposta ao
tratamento de pacientes com cancer de ovario a partir de testes imuno-

histoquimicos no momento da bidpsia.



SUMMARY

Silva FIB. [Profile assessment of OLFM4, GRIM-19, NFKBp65, NFkB-p50,
IKK2 and caspase-3 protein expression and their relationship with
response to chemotherapy in patients with high-grade serous ovarian
carcinoma]. Sdo Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio

Prudente].

Among the gynecologic neoplasms, the ovarian cancer (OC) presents the
highest mortality rate. The epithelial type is the most frequent, among which
highlight the high-grade serous subtype. The high-grade serous ovarian
carcinoma (CSAGO) is an aggressive tumor, and about 80% of the patients
diagnosed with the disease are diagnosed in advanced stages, presents
pelvic and peritoneal spread, and can acquire resistance to platinum-based
chemotherapy. However, there is no knowledge about markers able to
predict resistance to chemotherapy in clinical practice. One of the resistance
mechanisms proposed is apoptosis evasion that is triggered by drug
cytotoxic effect in the cell. In this context, the aim of this study was to
evaluate the expression of proteins involved in the apoptosis process, such
as OLFM4, GRIM-19, NFkB-p65, NFkB-p50 and IKK2, and their association
with chemotherapy response in CSAGO. We also evaluated the expression
of these proteins in primary high-grade tumors, and paired relapses, in low-
grade serous tumors, borderline tumors and normal tissues, and correlated
their expression with Caspase-3 expression, clinicopathological parameters,
and overall and disease-free survival. Our results showed that IKK2 was
related to chemotherapy response (p = 0.04) and it was present in the
implants (p = 0.003). The IKK2 expression was also associated to worse
disease-free survival (p = 0.041) and it was a risk factor for relapse (p =
0.026). The association between IKK2 and NFkB-p65 positivity was
significantly present in patients resistant to platinum-based chemotherapy (p

= 0.036) and it was associated to worse overall survival (p = 0.026).



Likewise, the NFkB-p65 positivity was associated to worse overall survival (p
= 0.001). The GRIM-19 expression was observed in low-grade and
borderline tumors (p = 0.011) and it was associated to better disease-free
survival (p = 0.028). Nevertheless, OLFM4, GRIM-19 and NFkB expression
did not relate to chemotherapy response. In addition, OLFM4, GRIM-19,
NFkB and IKK2 expression did not correlate with Caspase-3 expression. The
process of apoptosis can be a key pathway able to confer resistance or
sensibility to platinum therapy. Deeper studies on apoptosis regulatory
pathways, including the markers studied here, may be important in
attempting to provide prognostic and predictive values for response to
treatment of patients with ovarian cancer from immunohistochemistry at the

time of biopsy.
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1 INTRODUGAO

11 O CANCER DE OVARIO

Os canceres ginecologicos compreendem um grupo de neoplasias
que podem acometer o colo e corpo uterino, 0os ovarios, a vagina e a vulva
(FAUBION et al. 2015). A mais recente estimativa mundial apontou uma
incidéncia superior a um milhdo de novos casos diagnosticados por ano,
com 500 mil 6bitos (FUNG-KEE-FUNG et al. 2015).

Dentre as neoplasias ginecolégicas, o céancer de ovario (CO)
apresenta a maior taxa de mortalidade (AL BAKIR e GABRA 2014), e é
classificada como quinta causa de morte por cancer nos Estados Unidos. A
doenca acomete principalmente mulheres idosas, com pico de incidéncia por
volta da sexta e sétima década de vida, e que, geralmente, s&o
diagnosticadas tardiamente (CHO e SHIH 2010; JELOVAC e ARMSTRONG
2011). Nos Estados Unidos, a incidéncia desta doenca foi de 21 mil novos
casos e 14 mil mortes em 2015 (SIEGEL et al. 2015). De acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, 3.283 mulheres foram a 6bito
em 2013 e estima-se que sejam diagnosticados 6.150 novos casos da
doenca em 2016 (Ministério da Saude 2016).

Dados clinicos e epidemiologicos sugerem que o desenvolvimento do
cancer de ovario se da por um processo multifatorial, dependente da

interagcéo entre fatores genéticos e ambientais. Além da idade, mulheres que



nunca engravidaram e que apresentaram menarca precoce ou menopausa
tardia estdo dispostas a desenvolver a doencga por terem maior numero de
ovulagdes durante a vida. A endometriose e a reposi¢cao hormonal por mais
de cinco anos também podem predispor a paciente a um risco aumentado
para a aquisigdo do CO (VARGAS 2014; MINION et al. 2015).

A maioria dos COs ocorre de maneira esporadica. No entanto, cerca
de 15 a 20% dos casos apresentam um componente hereditario
(WEISSMAN et al. 2012). A sindrome mama-ovario hereditario (HBOC),
relacionada a mutagao nos genes BRCAL e BRCAZ2, e a sindrome de Lynch
(SL), que envolve a perda de fungdo dos genes de reparo da via do
mismatch repair, sdo as principais sindromes hereditarias associadas ao
risco de desenvolver CO (AL BAKIR e GABRA 2014). Pacientes portadoras
de HBOC ou que apresentam histérico familiar de SL exibem um risco
estimado em 30-62% e 8% de desenvolver a doenga, respectivamente (
WATSON et al. 2008; MINION et al. 2015).

O CO ¢é uma doenga notavelmente heterogénea, tanto em niveis
celulares quanto moleculares, devido a alta complexidade do tecido ovariano
e a varios componentes distintos que estao presentes no ovario (VAUGHAN
et al. 2011). Aproximadamente 90% dos casos de CO se desenvolvem a
partir de células que revestem o epitélio ovariano, e o restante dos casos
podem se desenvolver a partir de células germinativas e células estromais
(DAVIDSON e TROPE 2015).

Os tumores epiteliais do ovario apresentam cinco principais subtipos

histolégicos, com suas proprias caracteristicas morfolégicas, moleculares e



clinicas, e, desta forma, sdo considerados doencas completamente distintas
(PRAT 2012a). Estes subtipos histolégicos incluem: carcinoma seroso de
alto e baixo grau, carcinoma endometridide, carcinoma de células-claras e
carcinoma mucinoso (DAVIDSON e TROPE 2015) (Tabela 1). Ainda, os
tumores epiteliais sdo subdivididos em benigno, borderline (baixo potencial
de malignidade) e maligno, de acordo com o grau de proliferacao e atipia
nuclear, e se ha presenca ou auséncia de invasdo tumoral no estroma

(PRAT 2012b).

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

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

Fonte: Adaptado de PRAT (2012a)

Os carcinomas serosos representam a grande maioria dos tipos de
carcinomas epiteliais de ovario (PRAT 2015a). Os carcinomas serosos de
baixo grau sdo tumores menos agressivos, com baixa atividade mitotica e
mutagdes nos oncogenes KRAS ou BRAF, além de estarem associados a
tumores serosos borderline (IMAMURA et al. 2015; PRAT 2015b). Por outro
lado, os carcinomas serosos de ovario de alto grau sdo tumores mais
agressivos, com elevado indice mitético e mutagdes no gene TP53

(IMAMURA et al. 2015). Apesar de pertencerem ao grupo de carcinomas



serosos, sao classificados como doengas completamente diferentes entre si

(PRAT 2015b; RAMALINGAM 2016).

1.1.1 Carcinoma seroso de alto grau de ovario (CSAGO)

O CSAGO é o subtipo histolégico mais frequente. Este tumor
apresenta carater agressivo, e cerca de 80% das pacientes diagnosticadas
com a doenca apresentam estadios avangados, com disseminacéo pélvica e
peritoneal (PRAT 2015b).

Em termos morfolégicos, o0 CSAGO apresenta estruturas sélidas de
padrao papilifero e com alto grau de diferenciacdo celular (PRAT 2012a).
Segundo MALPICA et al. (2004), neste tumor, é evidenciado um acentuado
pleomorfismo nuclear, com nucleo variando em trés vezes o tamanho

habitual, e alto indice mitético (>12 mitoses/10 campos) (Figura 1).



(40x)

Fonte: Adaptado de PRAT (2012a).
Figura 1 - Imagem representativa de CSAGO, corada com hematoxilina e

eosina (HE). Observam-se estruturas sélidas de padrao papilifero, pleomorfismo nuclear

e atividade mitotica (setas).

O CSAGO apresenta uma variedade de sintomas que podem ser
facilmente confundidos com outras doengas. Dentre eles, esta a presenca
de massa abdominal, dor abdominal e pélvica, aumento da frequéncia
urinaria, aumento da distensao abdominal e, com a progressao da doenca,
pode ocorrer ascite, obstrugédo intestinal e de vias urinarias (EBELL et al.
2016).

Raramente CSAGO é detectado precocemente, o qual somente 25%
das pacientes sao diagnosticadas em estadios iniciais (EBELL et al. 2016).
Além disso, o diagnéstico tardio dificulta o tratamento destas pacientes
(JELOVAC e ARMSTRONG 2011).

O primeiro marcador estudado para detectar estes tumores foi o

cancer antigen 125 (CA125). Atualmente, este marcador, em combinacgao



com exames de imagem, como ultrassonografia e ressonancia magnética,
tem sido considerado o “padrao ouro” para a deteccdo e 0 acompanhamento
da doenga (HUANG et al. 2010).

Os niveis de CA125 estdo elevados em aproximadamente 85% dos
carcinomas serosos. A avaliacdo dos niveis desse marcador pode preceder
uma deteccao clinica, e € usado para o diagndstico precoce e também como
um valor clinico durante o tratamento (NOWAK et al. 2015). No entanto, o
CA125 encontra-se normal em 20% dos casos de CSAGO e esta elevado
em algumas condicbes benignas, tais como cirrose e endometriose,
diminuindo sua significAncia como biomarcador de deteccédo precoce da
doenca (SAROJINI et al. 2012).

O sistema de estadiamento clinico € adotado de acordo com o
proposto pela Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
(PRAT 2015a). No estadio I, o tumor esta confinado nos ovarios ou nas
tubas, além de poder haver células tumorais no lavado peritoneal e, no
estadio Il, o tumor é estendido para a cavidade pélvica (PRAT 2015a). O
estadio Ill é definido como disseminagcdo do tumor para a cavidade
abdominal, comprometendo  peritbnio  abdominal e linfonodos
retroperitoneais, e cerca de 80% das pacientes sdo diagnosticadas neste
estadio (PRAT 2015a). O estadio IV é caracterizado por metastases a
distancia, incluindo metastases nos parénquimas hepaticos/esplénicos e
extra-abdominais (PRAT 2015a).

Em estadios mais avancados, CSAGO pode se disseminar para a

cavidade abdominal através de vasos linfaticos e sanguineos, que resultam



em comprometimento dos linfonodos e implantes (ndédulos) na superficie
peritoneal. Além disso, as células tumorais que atingem a corrente
sanguinea podem causar metastases extra-abdominais, como figado,
pulméo e cérebro (ROMERO e BAST 2012).

Apesar de o diagndstico precoce ser extremamente importante para o
tratamento de CSAGO, ainda ndo existe um método acurado para detectar o
tumor nos estadios iniciais e também auxiliar no acompanhamento do
tratamento (SHAPIRA et al. 2014). Assim, novas moléculas tém sido
descritas a fim de auxiliar na deteccéo precoce, como proteina do epididimo
humano 4 (HE4), haptoglobina e osteopontina. Entretanto, ndo sdo usadas
na pratica clinica, sendo necessarios mais estudos para comprovar a
eficacia dessas moléculas (NOWAK et al. 2015), além da busca de novos

marcadores que contribuam para o acompanhamento do tratamento.

1.1.2 Tratamento do CSAGO

O tratamento para o cancer epitelial de ovario, em geral, se baseia em
cirurgia, e a quimioterapia é indicada de acordo com o estadiamento da
doenca e grau de diferenciacdo (DESAI et al. 2014). O objetivo da cirurgia é
diminuir o tamanho da massa tumoral, processo conhecido como
citorreducao, sem que haja leséo residual visivel, considerada citorredugéo
o6tima (BOOKMAN 2016). A citorreducédo 6tima tem um importante valor
prognéstico em CSAGO, a qual melhora a sobrevida das pacientes (DESAI

et al. 2014).



Para doenca em estadios avancados (FIGO estadio IIl/IV), a forma
padrdo de tratamento é a citorredugcédo primaria seguida por quimioterapia
baseada em platina, como cisplatina e carboplatina, combinada com
taxanos, geralmente paclitaxel. Drogas do grupo das platinas apresentam
um efeito citotdoxico na célula, causando quebra da dupla fita de DNA e
ativacdo da cascata de apoptose e morte celular. Muitos estudos tem
relatado que pacientes portadoras de mutagdo no gene BRCA apresentam
uma maior taxa de resposta a terapias baseadas em platina, uma vez que o
gene BRCA esta envolvido no reparo das lesdes de dupla fita de DNA
participando da via da recombinagdo homdéloga, e pode diminuir o efeito
danoso provocado por essas drogas (VENCKEN et al. 2011).

Apesar de, inicialmente, os CSAGOs apresentarem uma boa resposta
a quimioterapia baseada em platina, cerca de 70% das pacientes recidivam,
podendo apresentar resisténcia a essa droga (COLOMBO et al. 2014). Isso
se deve a aquisigdo de alguns mecanismos que levam a limitagao do efeito
citotoxico na célula e evasao da morte celular resultante da agado da droga
(GALLUZZI et al. 2012).

O comportamento clinico de resisténcia a platina é caracterizado de
acordo com a resposta a partir do término do tratamento. O tratamento dura
em média 21 semanas e consiste em seis ciclos de quimioterapia a cada
trés semanas. Aquelas pacientes que apresentam recidiva nos seis
primeiros meses apdés o término completo da quimioterapia séao
consideradas resistentes a platina e menos de 10% destas pacientes

respondem ao segundo tratamento com platina (COOKE e BRENTON



2011). Pacientes que recidivam entre seis a 12 meses apds o término do
tratamento sdo classificadas como parcialmente sensiveis, e, neste grupo,
30% das pacientes respondem ao segundo tratamento baseado em platina.
Ja aquelas pacientes que apresentam recidivas apés 12 meses do término
do tratamento, ou que nao recidivam, sao consideradas sensiveis a platina.
Neste caso, mais de 60% delas respondem a reintroducédo da platina.
Raramente sdo observados casos em que ha piora da doengca menos de um
més apods o término da quimioterapia inicial. Nestes casos a doenca é

considerada refrataria a platina (COOKE e BRENTON 2011) (Figura 2).

6 ciclos de guimioterapia

Refratario | Resistente Parcialmente sensivel | Sensivel ~ Tempo
| | | " (meses)

6 12
<10% 30% >60%

0]
Probabilidade
de resposta

Fonte: Adaptado de COOKE e BRENTON (2011).
Figura 2 - Classificagdo do comportamento clinico de resisténcia a platina

de acordo com a resposta a partir do término da quimioterapia.

Pacientes resistentes geralmente recebem monoterapia como
segunda linha de tratamento, sem administragdo de drogas baseadas em
platina, devido a baixa taxa de resposta (COLOMBO et al. 2014). Drogas
como paclitaxel administrada semanalmente (OSMAN et al. 2016),

doxorrubicina lipossomal (GORDON et al. 2004), gencitabina (FERRANDINA
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et al. 2008), topotecano (TEN BOKKEL HUININK et al. 1997) e inibidores da
angiogénese, como o bevacizumabe (CANNISTRA et al. 2007), tém sido
descritos como alternativas para o tratamento quimioterapico, uma vez que

aumentam a sobrevida livre de doencga das pacientes.

1.2 MECANISMO DE APOPTOSE E RESISTENCIA A

QUIMIOTERAPIA

A aquisicao de resisténcia a quimioterapia baseada em platina tem se
tornado um problema no tratamento dos carcinomas epiteliais de ovario,
diminuindo a sobrevida das pacientes (LEDERMANN e KRISTELEIT 2010).
Um dos mecanismos de resisténcia sugerido é a evasdo da apoptose,
processo resultante do efeito citotoxico da droga na célula (VENCKEN et al.
2011). Neste sentido, o microambiente tumoral exerce atividade importante,
uma vez que fornece sinais de sobrevivéncia que estimulam a expressao de
fatores anti-apoptéticos, inibindo, assim, a agao citotdoxica da droga
(YAACOUB et al. 2016).

Apoptose € um processo de morte celular programada importante na
regulacdo do desenvolvimento e homeostase da célula normal. Entretanto,
células tumorais perdem a capacidade de controlar o processo de apoptose,
permitindo, dessa forma, uma maior sobrevivéncia da célula tumoral
(HASSAN et al. 2014).

O controle molecular da apoptose ocorre através da ativacdo de duas

vias bem estabelecidas, a via extrinseca e a via intrinseca. Ambas resultam
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na ativacdo de caspases, moléculas proteoliticas que sao sintetizadas na
célula como precursores inativos, chamados de procaspases, e, quando
ativadas, ativam as caspases efetoras. A ativagao de caspases promove a
cascata de sinalizagao da apoptose (YAACOUB et al. 2016).

A via extrinseca € iniciada pela ativacdo dos receptores de morte,
como receptores Fas e receptores da familia do fator de necrose tumoral
(TNF). A ativacédo destes receptores recruta a proteina adaptadora FADD,
que se associa com procaspase-8, formando o complexo de sinalizacdo de
indugdo de morte (DISC). Esse complexo é responsavel por ativar as
caspases efetoras, como caspase-3, -6 e -7, levando a morte celular
(YAACOUB et al. 2016). Por outro lado, a via intrinseca € ativada por sinais
intracelulares, como danos no DNA e estresse oxidativo, e é dependente da
mitocondria. Estes sinais induzem a liberagdo de varias proteinas pro-
apoptéticas da mitocdndria, como, por exemplo, citocromo c. Este se liga ao
fator-1 de ativagao da protease apoptotica (APAF1), e forma o apoptossomo,
um complexo que ativa caspase-9 e -3 (YAACOUB et al. 2016) (Figura 3). A
via intrinseca € regulada por proteinas da familia células B de linfoma 2
(Bcl2), que consistem em proteinas pré-apoptéticas, como Bax, e proteinas
anti-apoptéticas, como Bcl2 e Bel-XL, que podem induzir ou inibir a liberagao
de proteinas apoptaéticas, respectivamente (HASSAN et al. 2014).

Sinais de sobrevivéncia e alteracbes moleculares que resultam em
aumento de expressao de proteinas anti-apoptéticas podem levar a evasao
do processo de apoptose, e consequentemente resisténcia a agentes

apoptéticos (HOLOHAN et al. 2013). Expressao elevada de Bcl2 e Bcl-XL
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tem sido correlacionada com resisténcia a platina em tumores de ovario
(YANG et al. 2004; WILLIAMS et al. 2005) e cabega e pescogo (MICHAUD
et al. 2009). Além disso, mutagdes em TP53, que exerce uma importante
funcdo na regulacdo do ciclo celular e esta envolvido na indugdo da
apoptose, estdo frequentemente associada a resisténcia a drogas

(HOLOHAN et al. 2013).

Via extrinseca

ligantes

Receptores de morte: CD95, TRAIL,
THFR1

FADD DiscC
Pro-caspase 8
Caspase 8 e ; 2 ’
/ Via intrinseca
Dano ao DNA
Procaspase 3 Estresse oxidativo
—_— caspase 3
Ativacdo da cascata de
caspases
APOPTOSE Caspase

Apoptossomo

Fonte: Adaptado de YAACOUB et al. (2016)

Figura 3 - Representagdo esquematica da via de apoptose. A ativagédo da via
extrinseca é dependente de receptores de morte, que levam a formagéo do complexo DISC
e ativacado de caspase-8 e caspase-3. Na via intrinseca, condi¢cdes de estresse permitem a
liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria, e, juntamente com APAF1, forma o complexo
apoptossomo. Esse complexo ativa caspase-9, que desencadeia ativagdo da cascata de

caspases.
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Ao passo que alguns mecanismos de resisténcia a platina estao
comegando a ser compreendidos em CSAGO, como a participagao do
microambiente tumoral na evaséo da apoptose (LOAR et al. 2010; KOTI et
al. 2015), o conhecimento acerca de biomarcadores capazes de predizer
efetivamente resisténcia a essa droga ainda é limitado (WANG et al.
2014). Determinar esses marcadores poderia, além de ampliar os
conhecimentos sobre a doenca, direcionar as pacientes para o tratamento

mais adequado.

1.3 POTENCIAIS BIOMARCADORES PARA PREDIGAO DE

RESPOSTA

1.3.1 Olfactomedina-4

A Olfactomedina-4 (OLFM4) pertence a um grupo de proteinas que
exibem um dominio na parte C-terminal semelhante ao dominio da proteina
olfactomedina. Esta proteina foi primeiramente encontrada na matriz
extracelular do neuroepitélio olfatério, desempenhando um papel na
quimiorrecepgao (SNYDER et al. 1991; MORENO e BRONNER-FRASER
2001, 2005; TSUDA et al. 2002).

Originalmente, o gene OLFM4 foi identificado e clonado em células
precursoras da linhagem mieloide humanas, e mapeado no cromossomo
13q14.3. O gene consiste em cinco éxons abrangendo 23 kb, que variam
seus tamanhos entre 156 a 801 pb, no qual seu RNA mensageiro codifica

uma proteina contendo 510 aminoacidos (ZHANG et al. 2002).
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Atualmente, sabe-se que esta proteina apresenta um padréo de
expressao muito difundido e tecido-especifico, como notado na prostata,
estdbmago, intestino delgado, célon e medula éssea, e desempenha
inumeras atividades bioldgicas (TOMAREV e NAKAYA 2009).

ZHANG et al. (2002) demonstraram que OLFM4 esta presente nos
estagios iniciais do desenvolvimento da linhagem mieloide, especificamente
em células precursoras granulociticas e concluiram que OLFM4 parece
controlar o desenvolvimento dos granulécitos durante a diferenciacéo.
Adicionalmente, LIU et al. (2006) identificaram a proteina OLFM4 na matriz
extracelular, desempenhando papel na adesdo célula-célula e célula-
substrato, interagindo-se com lectina e caderina. Além disso, esta proteina
parece ser também um marcador de células-tronco intestinais, pois
apresenta uma intensa expressao em células-tronco multipotentes presentes
na base das criptas do intestino delgado e célon (VAN DER FLIER et al.
2009).

Outro papel importante de OLFM4 foi observado por ZHANG et al.
(2004) que demonstraram que esta proteina esta envolvida na regulagao da
apoptose. Além do processo de apoptose, outros mecanismos envolvidos
com o desenvolvimento tumoral, como progressao do ciclo celular e
proliferagcéo, tém sido associados com a expressdo de OLFM4 (KOBAYASHI
et al. 2007; KOSHIDA et al. 2007).

Neste contexto, OLFM4 parece ser uma proteina presente em
mecanismos comuns no desenvolvimento do tumor, tais como adesédo

celular, regulagdes do processo de apoptose e ciclo celular (Figura 4). O



15

aumento de expressao desta proteina tem sido relatado em diversos
canceres, tais como pancreas (GRUTZMANN et al. 2003), estdmago (LIU et
al. 2007; OUE et al. 2009; RAN et al. 2015), pulmdo (SU et al. 2015),
préstata (LI et al. 2013), cdlon (LIU et al. 2008; VAN DER FLIER et al. 2009;
SEKO et al. 2010), colo do utero (YU et al. 2011), adenocarcinoma
endometrial (DUAN et al. 2014) e adenocarcinoma de ovario (MA et al.
2016). Geralmente, o aumento de expressao de OLFM4 estava associado a

tumores bem diferenciados, estagios iniciais da doenga e melhor prognéstico

(LIU et al. 2007; LI et al. 2013; SU et al. 2015; MA et al. 2016).

Adesdo
celular

[

h‘

Ciclo
celular

Figura 4 - OLFM4 desempenha papel em mecanismos envolvidos no

desenvolvimento tumoral.

Assim, OLFM4, uma glicoproteina secretada, tem surgido como um
possivel marcador para deteccdo e progressdo tumoral (GUETTE et al.
2015). OUE et al. (2009) observaram que a concentragao de OLFM4 no soro
de pacientes em estagios iniciais de cancer gastrico foi significantemente

maior quando comparado ao soro de individuos saudaveis. Resultados
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similares tém sido observados em cancer colorretal (KARAGIANNIS et al.
2014).

A proteina OLFM4 pode ser potencial biomarcador em estagios
iniciais de diversos tumores, e parece estar envolvida na progressao do
tumor (GUETTE et al. 2015). Devido a sua atividade anti-apoptotica, OLFM4
pode conferir resisténcia a agcao de drogas antitumorais (GROVER et al.
2010), e, neste contexto, mais estudos sdo necessarios para melhor

compreender a fungcao de OLFM4 na resisténcia a quimioterapia.

1.3.2 Gene relacionado a mortalidade induzida por IFN-B/acido
retindico (GRIM-19)

Interferons (IFNs) e acido retindico sdo descritos como moléculas que
regulam o desenvolvimento tumoral e inibem o crescimento do tumor e
angiogénese, potencializando a apoptose (BOOY et al. 2015; URAY et al.
2016). Além disso, drogas baseadas nestes compostos podem ser usadas
no tratamento de varios canceres (AASS et al. 2005; HUANG et al. 2007;
SONG et al. 2014). ANGELL et al. (2000), com o objetivo de buscar genes
associados a exposigdo a IFN-B/acido retindico, identificaram um gene
associado a mortalidade induzida por IFN-B/acido retindico, GRIM-19,
descrito como um novo fator apoptético (KALVAKOLANU et al. 2010).

O gene que codifica GRIM-19 apresenta 13 kb e consiste em cinco
éxons, mapeados no cromossomo 19p13.2 (CHIDAMBARAM et al. 2000). A

proteina, de massa molecular de aproximadamente 16kDa, apresenta 144
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aminoacidos, e pode estar expressa tanto no nucleo quanto no citoplasma
(ANGELL et al. 2000).

O envolvimento de GRIM-19 com a morte celular foi demonstrado em
linhagem celular de carcinoma de mama, na qual a expressao tanto do RNA
mensageiro quanto da proteina aumentaram na presenca de IFN-B/acido
retindico, e induziu apoptose nestas células, conferindo aumento de
sensibilidade da célula a morte induzida por IFN-B/acido retindico. No
entanto, a auséncia de GRIM-19 confere crescimento e sobrevivéncia celular
(ANGELL et al. 2000).

O mecanismo de agao da proteina GRIM-19 ocorre pela interagao
direta com o transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), um
fator de transcricdo que esta constitutivamente ativo em diversos canceres e
€ responsavel pela indugdo da expressao de varios oncogenes relacionados
a apoptose, sobrevivéncia, proliferacdo e angiogénese (CHAI et al. 2016).
Por meio dessa interagdo, GRIM-19 inibe a agdo de STAT3 (LUFEI et al.

2003; ZHANG et al. 2003) (Figura 5).
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Fatores de crescimento IEN/RA
Oncogenes 1
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Fonte: Adaptado de KALVAKOLANU (2004).
Figura 5 - Modelo de inducdo a morte celular por IFN/RA. Fatores de

crescimento e oncogenes ativam STAT3 para suprimir a apoptose, através de indugéo de
moléculas anti-apoptéticas (Bcl2 e Bcel-XL) e reprimindo receptor de morte (Fas). IFN/RA
aumenta expressao de GRIM-19, o qual interage com STATS3, inibindo sua fungédo, e,

consequentemente, promovendo apoptose.

Além de GRIM-19 apresentar fungdo regulatéria da apoptose,
também esta presente nas mitocdndrias, como um componente do complexo
1 da cadeia respiratoria (HUANG et al. 2004, 2007; LU e CAO 2008). Assim,
de acordo com os resultados de HUANG et al. (2004) a auséncia de GRIM-
19 leva a desmontagem do complexo 1 mitocondrial e interrupgdo da
transferéncia de elétrons para a sintese de ATP.

Devido a interacdo com STAT3 e a acado apoptotica mediada por IFN-
B/acido retindico, GRIM-19 tem sido destacada como uma nova proteina
supressora de tumor, e estudos tém sido realizados a fim de compreender
seu papel como um potencial alvo terapéutico (ZHANG et al. 2008;
OKAMOTO et al. 2010). Entretanto, n&o ha relatos na literatura associando

expressao de GRIM-19 e resposta ao tratamento.



19

1.3.3 Fator nuclear kappa-beta (NFkB)

NFkB é uma importante familia de fatores de transcricdo envolvidos
em varios processos celulares, como respostas imune e inflamatdria,
proliferacdo, diferenciagcdo e apoptose (OECKINGHAUS e GHOSH 2009).
Essa familia foi descrita pela primeira vez por SEN e BALTIMORE (1986)
como uma reguladora da cadeia leve k das moléculas de imunoglobulinas
das células B. A partir disso, intensas pesquisas demonstraram que NFkB é
expressa em praticamente todas as células, e é capaz de se ligar a regides
promotoras e regular um amplo numero de genes (HAYDEN e GHOSH
2008).

A familia NFKB é composta por cinco subunidades, p65, p52, p50,
RelB e c-Rel, codificados respectivamente pelos genes RELA, NFKB2,
NFKB1, RELB e REL (HAYDEN e GHOSH 2008). Os membros p50 e p52
sao produzidos como proteinas precursoras, chamadas p105 e p100,
respectivamente, e necessitam de atividade proteolitica para se tornarem
ativas (MIYAMOTO 2011). Estas subunidades podem formar homo- e
heterodimeros, sendo os mais comuns p65/p50 e RelB/p52, e todas elas
compartiiham um dominio de homologia Rel (RHD), responsavel pela
dimerizagao e pela ligacao ao DNA (SHIH et al. 2011).

As proteinas p65, RelB e c-Rel apresentam em sua estrutura o
dominio de ativacdo da transcricao (TAD), essencial para a regulagéo
positiva da expressao génica. Entretanto, p50 e p52 n&do apresentam esse
dominio, e por isso podem reprimir a transcricdo quando nao estao

associadas a p65, RelB ou c-Rel (HAYDEN e GHOSH 2008).
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Em auséncia de estimulo, os dimeros de NFkB estdo presentes na
forma inativa no citoplasma da célula, os quais estdo associados a proteinas
inibidoras de kB (IkBs) e impedem a translocagdo dos dimeros para o
nucleo. Os precursores p105 e p100 também sao considerados inibidores,
uma vez que exercem a mesma funcdo das |kBs (OECKINGHAUS e
GHOSH 2009). O complexo IKK é responsavel por liberar NFkB para o
nucleo através da degradacgao de IkBs e € composto por duas subunidades
cataliticas, IKKa (IKK1) e IKKB (IKK2), e uma subunidade regulatéria, a IKKy
(NEMO) (OECKINGHAUS e GHOSH 2009).

Diversas vias de sinalizagdes desencadeadas por uma variedade de
fatores de crescimento e citocinas sdo capazes de ativar a via de NFKB,
como exemplo, as vias Ras/MAPK e PI3K/Akt, relacionadas a sobrevivéncia
da célula (DOLCET et al. 2005). A ativacdo de NFkB requer a atividade do
complexo de quinases de IkBs (IKKs), e sao controlados por duas vias de
ativagdo: a via classica e via ndo-classica (SUN e LEY 2008)

Na via classica, diversos estimulos, como fator de necrose tumoral
(TNF) e interleucina-1 (IL-1), ativam IKK2, que fosforila IkB, direcionando
esta proteina para a degradacgéao proteolitica. A degradacao de IkB libera o
dimero NFkB, e este se desloca para o nucleo para regular a transcrigdo de
genes alvo. O dimero mais bem estudado nesta via é p65/p50 (SKAUG et al.
2009). Ja na via nao classica, a ativagcdo de NFkB ocorre por meio de
estimulos de subgrupos especificos de receptores TNF, como receptores
BAFF e CD40, que ativam IKK1, mas nao IKK2 e NEMO. Quando IKK1 esta

ativada, leva a fosforilagcdo da subunidade p100 associada a RelB, que é
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degradada por um complexo proteolitico e forma p52. O dimero p52/RelB se
desloca para o nucleo para exercer atividade transcricional (MIYAMOTO
2011) (Figura 6).

NFkB atua na resposta imune inata e adaptativa, regulando a
expressao de varios genes que codificam, por exemplo, citocinas (IL-1, IL-2,
IL-6, TNFa, linfotoxinas e IFNy) e moléculas de adesdo. Além disso, exerce
um papel no desenvolvimento de linfocitos T, por regular a expressao de IL-
2 e aumentar a proliferagao e diferenciacdo dessas células. A regulagédo da
ativacao de NFkB ainda pode ser controlada pela expressao de IL-1 e TNFaq,

resultando em um ciclo auto regulatério (LIANG et al. 2004).
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Fonte: Adaptado de GILMORE (2006).

Figura 6 - Via classica e n&o classica de sinalizacdo de NFkB. A via classica &
induzida por receptores de TNF e IL-1, que recrutam adaptadores de sinalizac&o e ativam o
complexo IKK, e este fosforila 1kB, marcando-o para degradagédo por proteossomo, no
citoplasma. Isso resulta na liberagao do dimero p50/p65, que se desloca para o nucleo,
onde induz a transcricdo de genes alvo. A via ndo-classica é induzida por receptores BAFF
e CD40, que ativa NIK, a qual fosforila e ativa complexo IKK1 (IKKa). IKK1 ativada fosforila
a subunidade p100, levando-a a um processamento proteolitico para p52. O dimero

p52/RelB ¢ liberado e se desloca para o nucleo, onde induz a transcrigdo de genes alvo.
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Além de fatores inflamatdrios, varios oncogenes sao capazes de
ativar a via de NFkB, como o oncogene RAS, que leva a uma proliferagcéo
celular anormal, e oncogene BCR-ABL, que induz a sobrevivéncia celular
em leucemia mieldide crénica (LEE et al. 2007).

A ativacdo de NFkB estimula a expressao de genes que induzem a
invasao celular (RANGASWAMI et al. 2004), a angiogénese (HUANG et al.
2000) e progressao do ciclo celular (PHAM et al. 2003). Além disso, exerce
também um efeito anti-apoptotico em células tumorais, por levar a ativacao
de genes, como Bcl2, survivina e IAP, e, inibigdo de genes, como receptores
de morte, Fas, TNF e caspase-1, que favorecem a apoptose (SHISHODIA e
AGGARWAL 2002).

NFkB tem sido relacionada a resisténcia a diferentes compostos
quimioterapicos e agentes ionizantes, uma vez que evita que a célula ative o
processo de apoptose devido a danos causados por esses compostos (LEE
et al. 2007). Isto tem sido descrito em recentes trabalhos, em especial, nos
tumores de ovario que nédo respondem a terapia (WANG L et al. 2015;
SHUANG et al. 2016). Em virtude de sua importante fungao, NFkB tem sido
sugerido como um possivel alvo para terapia de cancer (LEE et al. 2007). A
inibicdo de IKKs e proteassomos tem sido descritos como estratégias para

inibir a atividade de NFkB (LEE et al. 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

O CSAGO ¢ o tumor ginecoldgico que aponta maior dificuldade de ser
diagnosticado, e o que apresenta menor chance de cura, sendo responsavel
por 3% de todos os canceres femininos (SIEGEL et al. 2016). Em estadios
mais avangados, 70% das pacientes recidivam, e cerca de 10% destas
adquirem resisténcia a platina, sendo necessaria a alteracido da estratégia
terapéutica (COLOMBO et al. 2014).

Tendo em vista a necessidade de entender melhor mecanismos que
tornam pacientes com CSAGO resistentes a quimioterapia, a busca por
marcadores capazes de predizer resisténcia ou sensibilidade é de suma
importancia, uma vez que, na pratica clinica, ndo ha o conhecimento sobre
marcadores com essa finalidade. Tais marcadores poderiam direcionar para
um tratamento mais adequado e eficaz dessas pacientes, uma vez que
CSAGO é responsavel por altas taxas de mortalidade.

Uma vez que estudos tem relacionado OLFM4, GRIM-19, NFkB e
IKK2 no controle de ativacao de caspase-3, uma molécula efetora da
apoptose, e a evasao deste processo de apoptose pode levar a resisténcia a
quimioterapia, estas proteinas podem ser potenciais marcadores de

predicao de resisténcia e sensibilidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao proteica das proteinas OLFM4, GRIM-19, NFkB e
IKK2 e sua associagdo com resposta a quimioterapia em pacientes com

carcinoma seroso de ovario de alto grau.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar, através de imuno-histoquimica, a expressao protéica de
OLFM4, GRIM-19, NFKB e IKK2 em diferentes grupos de pacientes
com distintas respostas a quimioterapia;

2 Avaliar, através de imuno-histoquimica, a expressao protéica de
OLFM4, GRIM-19, NFkB e IKK2 em tumores primarios de carcinoma
seroso de ovario de alto grau e suas recidivas, bem como em tumores
serosos de baixo grau, borderline e tecidos normais;

3 Correlacionar a expressao de OLFM4, NFkB, GRIM-19 e IKK2 com a
expressao de Caspase-3, fatores progndésticos bem estabelecidos em
anatomia patologica, dados clinicos das pacientes e tempo de

sobrevida.
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4 METODOS E CASUISTICA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao Anténio Prudente — A.C.Camargo Cancer Center, registrado sob o
namero 1863/14B (Anexo 1).

O desenho experimental esta descrito na Figura 7.

Coletz de dados dinicos ¢ anatomopatologicos
I
Dbtengsio dos blocos de parafina & laminas de
HE
Revisao das laminas de HE
;
Selecin de pacientes diagnosticadas com
HGSC [N = 54)
I
€onstrugio do TMA
:
Anélise 1 Anéllse proteica Andlise 2
' I
™A ™A
I
! I | I
Tumaores primarios Tecidos Tumores Recidivas Tumares
AG [N =54} normais primarios AG M=15) primrics BG/BL
l H =20 = E = 111
I I I
Imunohistoquimica I
| ‘ | | Imunohistoquimica
NFkB
K 3
DI.Flm Gillr 19 (065, p54) Caspase-: Ilﬂ|ﬂ | I . I
RIM- [
OLFM4 | | GRIM-19 {05, 50} aspase-3
Grupos resposta
I
I I
Dados dlinlco-patolégicos Sobrevida

Figura 7 - Fluxograma de delineamento dos experimentos e analises.
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41 COLETA DE DADOS

Toda a coleta de dados clinicos e anatomopatolégicos das pacientes
foi realizada utilizando a ferramenta de busca de documentos de paciente
H2TC disponivel no sistema online do A.C.Camargo Cancer Center. As
variaveis analisadas neste estudo foram:

¢ |dade ao diagnéstico;

Data do diagnéstico;

e Data de cirurgia;

e Tipo de cirurgia;

e Tratamento quimioterapico;

e Data de inicio e fim da quimioterapia;

e Valores do marcador CA 125 pré-cirurgico, pds-cirurgico e de
seguimento;

e Data de recidivas;

e Status no ultimo seguimento;

e Data de obito;

e Estadiamento FIGO;

e Tipo histolégico;

e Invasdes vascular e linfatica;

e Acometimento linfonodal;

e Comprometimento da capsula ovariana e da tuba uterina;

e Necrose; e

e indice mitotico.
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Todas as amostras de tecido utilizadas no estudo foram coletadas
entre 2000 e 2013 e rotineiramente fixadas em formol 10% tamponado e
incluidas em parafina. Este material foi obtido do arquivo da Anatomia
Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center. As caracteristicas
anatomopatolégicas dos casos utilizados foram revisadas e confirmadas por
uma patologista especialista em ginecopatologia (Dra. Louise de Brot
Andrade), por meio de laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE). O
indice mitdtico foi determinado pela contagem do numero de mitoses em 10
campos avaliados em maior aumento (40x).

Foram selecionadas neste estudo 54 pacientes que atenderam aos
seguintes critérios de inclusdo: diagnostico de adenocarcinoma seroso de
alto grau de ovario, realizagao de cirurgia citorredutora considerada étima no
A.C. Camargo Cancer Center, utilizacdo de quimioterapia adjuvante
baseada em platina e disponibilidade de material em bloco de parafina.

As pacientes deste estudo foram classificadas em resistentes,
parcialmente sensiveis e sensiveis a fim de avaliar a expressdo das
proteinas em relagcado a taxa de resposta a platina. Os grupos parcialmente
sensivel e sensivel foram agrupados, os quais, em relagdo ao grupo
resistente, buscou-se avaliar a expressao proteica de acordo com resposta a

platina (Figura 8).
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6 ciclos de quimioterapia
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N =43

Figura 8 - Classificagdo das pacientes (N=54) de acordo com taxa de

resposta a platina e resposta a quimioterapia.

4.2 DETERMINAGAO DA EXPRESSAO DE OLFM4, GRIM-19,

NFKB-p65, NFKB-p50, IKK2 E CASPASE-3

4.2.1 Construgao do Tissue microarray (TMA)

Para avaliar proteinas com potencial para biomarcador em carcinoma
de seroso de alto grau, adotamos a estratégia de imuno-histoquimica em
microarranjo de tecido (TMA). A constru¢ao da lamina de TMA foi a partir de
blocos de parafina de amostras de tumores primarios de adenocarcinoma
seroso de alto grau (TMAT1), recidivas sensiveis (TMA2), recidivas
resistentes (TMAS3), e outras classificacbes histopatolégicas (TMA4), com
tumores primarios serosos de baixo grau e boderline. Os tumores serosos
de alto grau compreenderam tanto ovarios comprometidos pela neoplasia
quanto implantes abdominais e pélvicos.

As areas tumorais foram selecionadas cuidadosamente por uma
patologista (Dra. Louise de Brot Andrade) e as areas representativas do

tumor nas laminas de HE foram demarcadas para transferéncia ordenada, e
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em duplicata, do bloco de parafina original (doador) para um novo bloco de
parafina (receptor), utilizando agulha de 1mm de didmetro. O equipamento
utilizado nesta técnica foi Manual Tissue Microarrayer (Beecher Instruments,
modelo MTA-I).

A construcdo do TMA foi realizada em colaboragdo com o Dr.
Fernando Augusto Soares e Carlos Ferreira Nascimento, do Departamento

de Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo Cancer Center.

4.2.2 Imuno-histoquimica

Foram realizados cortes de 4um de espessura do bloco receptor
utilizando um micrétomo (Leica®) e aderidos a laminas carregadas
positivamente (Superfrost Plus) e mantidos em estufa a 60°C. A recuperagéo
antigénica por calor foi realizada em equipamento automatizado (BenchMark
XT/LT — Ventana), utilizando-se o kit ultraView Universal DAB-Ventana, que
consiste de um sistema de deteccido biotina livre e, portanto, elimina a
coloragdo nao-especifica resultante da biotina enddégena. A peroxidase
enddgena foi bloqueada com reagente do mesmo fabricante por 5 minutos.
Os cortes foram incubados com anticorpo primario (Tabela 3), e
posteriormente incubados com o anticorpo secundario. Em seguida, as
laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, xilol, e
montadas em equipamento automatizado (Tissue-Tek film). As laminas de
IHQ foram digitalizadas no equipamento digitalizador de Iaminas
(APERIO®). Foi utilizada como controle negativo a auséncia do anticorpo

primario.
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Tabela 2 - Lista dos anticorpos primarios utilizados na imuno-histoquimica.

Anticorpo Fabricante Controle positivo  Diluicdo
Anti-OLFM4 . NOYUS NBP2-24535 Figado 1:150
Biologicals®
Anti-GRIM-19 GeneTex® EPR4471(2) Rim 1:100
Anti-NFKB-p65 Abcam® E379 Carcinoma de 1:250
mama
Anti-NFkB- Carcinoma de .
p105/p50 Abcam® E381 préstata 1:1000
Anti-IKK2 Biorbyt® orb86857 Placenta 1:750
Anti-caspase-3 ol Signaling - q00 Linfonodo 1:300
Technology®

4.2.3 Anadlise das proteinas e determinagao do score

A leitura das laminas de TMA, bem como os tecidos normais
analisados, foi feita em microscépio 6tico por um patologista, o qual ndo teve
acesso aos dados clinicos das pacientes.

Os niveis de expressado citoplasmatica de OLFM4, GRIM-19 e
Caspase-3 foram representados pela porcentagem de células positivas e a
intensidade de marcacao, seguindo a férmula HScore = Z(porcentagem de
células positivas x intensidade de marcagado). A porcentagem de células
marcadas variou de 0 a 100%, e intensidade de marcagao variou entre 0
(auséncia de marcagao), 1 (marcagao fraca), 2 (marcagdo moderada) e 3
(marcacéao forte), podendo classificar o HScore de 0 a 300 (ALVARENGA et
al. 2013).

Para a avaliagao da expressao nuclear de NFkB-p65, NFkB-p105/p50
e IKK2, foi empregado método adaptado para a analise, onde 10% de
células marcadas ou auséncia total de marcagao, foi considerada O

(negativo); 11% a 49% de células marcadas, considerada 1 (marcacgéo
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irregular); e acima de 50% de células marcadas, considerada 2 (marcagao
difusa). As categorias 1 e 2 foram consideradas positivas para expressao

desses marcadores (SEO et al. 2009).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi usado o programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS), para Windows, versao 22.0, e o programa
R, versdo 3.2.4. Os graficos foram feitos através do programa GraphPad
Prism, verséo 5.01.

O teste de Qui-Quadrado e o teste Exato de Fisher foram usados para
verificar a associagao entre variaveis categodricas (expressdo proteica de
NFkB-p65, NFkB-p105/p50, IKK2 e dados clinico-patolégicos). Para verificar
a associagao entre variaveis numéricas (expressao proteica de OLFM4,
GRIM-19 e Caspase-3) e variaveis categoricas (dados clinico-patolégicos e
expresséo proteica de NFkB-p65, NFkB-p105/p50, IKK2), foi usado o teste
de Mann-Whitney. O teste de correlagcdo de Spearman foi usado para
verificar correlagdo entre variaveis numéricas (expressdo proteica de
OLFM4, GRIM-19 e Caspase-3).

As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenga foram
feitas pelo método de Kaplan-Meier, e a comparacao das diferencgas entre as
curvas foi feita pelo teste de significancia de Log-Rank. O ponto de corte
utilizado para as variaveis numéricas foi determinado pela maximizagao da

estatistica Log-Rank (LAUSEN e SCHUMACHER 1992).
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A determinacdo do efeito independente de um fator patoldgico,
molecular e clinico foi realizada através da analise multivariada utilizando
modelo regressao de Cox e modelo de regressao logistica multipla.

Para todos os testes realizados, foram considerados estatisticamente

significativos valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

51 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

A Tabela 3 apresenta caracteristicas clinico-patolégicas da amostra
estudada. Esta amostra foi composta por mulheres com média de idade de
55,89 anos (£ 10,787). Destas, 48 (88,9%) pacientes foram diagnosticadas
em estadios avangados da doencga (lll-IV). Dos 54 tumores analisados, 45
(83,3%) foram localizados no ovario e nove (16,7%) foram implantes. Em
relacdo a classificagdo dos grupos de resposta a platina, apenas 6/54
(11,1%) foram resistentes e 48/54 (88,9%) foram consideradas sensiveis a
platina apdés seis meses do término da quimioterapia. Foi observado,
também, que 29/45 (64,4%) apresentaram invasao vascular linfatica e que
42/45 (93,3%) exibiram comprometimento da superficie ovariana. As
pacientes resistentes a platina apresentaram pior sobrevida global quando
comparadas as pacientes parcialmente sensiveis e sensiveis apdés 12 meses
(p < 0,001) (Figura 9). Os demais dados clinico-patolégicos nao

apresentaram associagao com sobrevida.
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Figura 9 - Curva de sobrevida global de pacientes resistentes, parcialmente

sensiveis e sensiveis a platina.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes com
adenocarcinoma seroso de alto grau (N=54).

Variaveis clinico-patolégicas Categoria n/Total(%)
55,89 (33-76) -

Idade (anos), média (série)

Desvio-padrao +10,787

Estadiamento =1 6/54 (11,1)
" —1v 48/54 (88,9)
Grupo resposta Resistente 6/54 (11,1)
Parcialmente sensivel 10/54 (18,5)
Sensivel (ap6s 12 meses) 38/54 (70,4)
Sensivel (apos seis meses) 48/54 (88,9)

Seguimento (meses), média (série) 64,5 (27-110) -
Obito Sim 17/54 (31,5)
Nao 37/54 (68,5)
Recidiva Sim 39/54 (72,2)
Nao 15/54 (27,8)
Localizagao do tumor Ovario 45/54 (83,3)
Implantes 9/54 (16,7)
Acometimento bilateral Sim 31/45 (68,9)
N&o 14/45 (31,1)
Invasao vascular linfatica Sim 29/45 (64,4)
Nao 16/45 (35,6)
Invasao vascular sanguinea Sim 7/45 (15,6)
Nao 38/45 (84,4)
Necrose Ausente 5/45 (11,1)
Focal 16/45 (35,6)
Extensa 24/45 (53,3)
Comprometimento da superficie Sim 42/45 (93,3)

ovariana Nao 3/45 (6,7)

Comprometimento da tuba uterina Sim 31/45 (68,9)
Nao 14/45 (31,1)
Metastase linfonodal Sim 27/48 (56,3)
Nao 21/48 (43,8)

indice mitético, mediana (quartil1- 26 (21-33) -

quartil3)
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5.2 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE OLFM4, GRIM-19, NFKB-

p65, NFKB-p50, IKK2 E CASPASE-3

5.2.1 Expressao de OLFM4

A expressao de OLFM4 apresentou um padrdao de marcacao
citoplasmatica nitida e bem localizada (Figuras 10A e B). A positividade para
OLFM4 foi observada no grupo resistente em 6/6 (100%), no grupo
parcialmente sensivel em 9/10 (90%), no grupo sensivel apés 12 meses em
32/38 (84,2%) e no grupo sensivel apds seis meses em 41/48 (85,4%) dos
casos. Ja para as histologias, a positividade para OLFM4 foi observada no
tecido normal em 20/20 (100%), nos tumores serosos de baixo grau e
borderline em 16/16 (100%), nos tumores serosos de alto grau em 13/16
(81,2%) e nas recidivas dos tumores serosos de alto grau em 16/16 (100%).

Os maiores niveis de expressdo para a proteina foram
significativamente associados com comprometimento da superficie ovariana
(p = 0,047; Tabela 4). Por outro lado, ndo houve associacdo significativa
entre OLFM4 e estadiamento, localizagdo do tumor, invasao vascular
sanguinea e linfatica, necrose, metastase linfonodal, comprometimento da
tuba uterina (Tabela 4), sobrevida global (Figura 10F) e livre de doenca
(Figura 10G). Além disso, nao foi notada diferenga de expressao de OLFM4
entre os grupos de resposta a platina (Figura 10C e D), bem como entre
tumores primarios de alto e baixo grau e borderline, recidivas e tecidos

normais (Figura 10E).
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5.2.2 Expressao de GRIM-19

A expressao de GRIM-19 exibiu um padrdo de marcacao
citoplasmatica, com caracteristica granular e bem localizada (Figuras 11A e
B). A positividade para GRIM-19 foi observada no grupo resistente em 3/6
(50%), no grupo parcialmente sensivel em 7/10 (70%), no grupo sensivel
apos 12 meses em 28/38 (73,6%) e no grupo sensivel apos seis meses em
35/48 (72,9%) dos casos. Ja para as histologias, a positividade para GRIM-
19 foi observada no tecido normal em 11/18 (61,1%), nos tumores serosos
de baixo grau e borderline em 16/16 (100%), nos tumores serosos de alto
grau em 9/16 (56,2%) e nas recidivas dos tumores serosos de alto grau em
8/16 (50%).

Nao houve diferenga significativa entre a expressdo da proteina e
variaveis clinico-patolégicas (Tabela 4), bem como entre os grupos de
resposta a platina (Figura 11C e D) e sobrevida global (Figura 11F). Os
niveis de expressao de GRIM-19 observados em tumores serosos de baixo
grau e borderline foram significativamente maiores quando comparados com
tecido normal, tumores serosos de alto grau e recidivas dos tumores de alto
grau (p = 0,011; Figura 11E). Ainda, pacientes com maior expressao de
GRIM-19 apresentaram uma maior probabilidade de sobrevida livre de
doenca (p = 0,028; Figura 11G). Quanto a analise multivariada, o aumento
de expressao de GRIM-19 foi independentemente associado com melhor

taxa de sobrevida livre de doencga (p = 0,016; Tabela 8).
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5.2.3 Expressao de NFkB-p65

A expressao de NFkB-p65 exibiu um perfil de marcagcdo homogénea
tanto no citoplasma quanto no nucleo (Figura 12A e B). A positividade para
NFkB-p65 foi observada no grupo resistente em 4/6 (66,6%), no grupo
parcialmente sensivel em 6/10 (60%), no grupo sensivel apés 12 meses em
12/38 (31,5%) e no grupo sensivel apds seis meses em 18/48 (37,5%) dos
casos. Para outras histologias, a positividade da proteina foi observada no
tecido normal em 17/18 (94,4%), nos tumores serosos de baixo grau e
borderline em 1/15 (6,6%), nos tumores serosos de alto grau em 8/17
(47,1%) e nas recidivas dos tumores serosos de alto grau em 5/16 (31,2%).

Nao houve associagao significativa entre a positividade da proteina,
dados clinico-patoldgicos (Tabela 5) e sobrevida livre de doenga (Figura
12G). Ainda, nao houve diferenga entre positividade nuclear de NFkB-p65 e
grupos de resposta a platina (Figura 12C e D). Entretanto, a positividade da
proteina nos tecidos normais foi significativamente maior quando comparada
aos tumores serosos de baixo grau e borderline, tumores serosos de alto
grau e recidivas dos tumores serosos de alto grau (p < 0,001; Figura 12E).
Além disso, positividade de NFkB-p65 foi associada a menor taxa de
sobrevida global (p = 0,001; Figura 12F). O modelo de Cox mostrou que a
positividade desta proteina foi independentemente associada a pior

probabilidade de sobrevida global (p = 0,006, Tabela 7).
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5.2.4 Expressao de NFkB-p50

A expressdao de NFkB-p50 apresentou um padrdo de marcagao
citoplasmatica e nuclear, bem localizada e homogénea (Figura 13A e B). A
positividade nuclear de NFkB-p50 foi observada no grupo resistente em 2/6
(33,3%), no grupo parcialmente sensivel em 5/10 (50%), no grupo sensivel
apos 12 meses em 21/38 (55,2%) e no grupo sensivel apos seis meses em
26/48 (54,1%) dos casos. Para outras classificagdes anatomopatoldgicas, a
positividade da proteina foi observada no tecido normal em 18/18 (100%),
nos tumores serosos de baixo grau e borderline em 8/15 (53,3%), nos
tumores serosos de alto grau em 7/17 (41,1%) e nas recidivas dos tumores
serosos de alto grau em 9/15 (60%).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre a positividade
de NFkB-p50, dados clinico-patoldgicos (Tabela 5), os grupos de resposta a
platina (Figuras 13C e D) e sobrevidas global (Figura 13F) e livre de doenga
(Figura 13G). Em contraste, a positividade desta proteina esteve
significativamente presente nos tecidos normais quando comparadas aos
tumores serosos de baixo grau e borderline, tumores serosos de alto grau e

recidivas dos tumores serosos de alto grau (p < 0,001; Figura 13E).

5.2.5 Expressao de IKK2

A expressdao de |IKK2 apresentou um perfii de marcacéo
citoplasmatica e nuclear, bem localizada e homogénea (Figura 14A e B). A
positividade nuclear de IKK2 foi observada no grupo resistente em 4/6

(66,6%), no grupo parcialmente sensivel em 5/10 (50%), no grupo sensivel
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apos 12 meses em 8/37 (21,6%) e no grupo sensivel apds seis meses em
13/47 (27,6%) dos casos. Para outras histologias, a positividade da proteina
foi observada no tecido normal em 18/18 (100%), nos tumores serosos de
baixo grau e borderline em 12/16 (75%), nos tumores serosos de alto grau
em 5/16 (31,2%) e nas recidivas dos tumores serosos de alto grau em 14/16
(87,5%).

A positividade de IKK2 esteve significativamente presente nos
implantes quando comparado com o ovario (p = 0,03; Tabela 5), e aumentou
a chance de causar implantes peritoneais, de acordo com o modelo de
regressao logistica multipla (Tabela 6). Similarmente, IKK2 esteve presente
prevalentemente no grupo resistente quando comparado com 0s grupos
parcialmente sensivel e sensivel apés 12 meses (p = 0,04; Figura 14C). A
proteina IKK2 apresentou uma menor expressao nos tumores serosos de
alto grau, quando comparados aos tecidos normais, tumores serosos de
baixo grau e borderline e recidivas dos tumores primarios (p < 0,001; Figura
14E). Pacientes com presenga de IKK2 apresentaram uma menor
probabilidade de sobrevida livre de doenca (p = 0,041; Figura 14G).
Adicionalmente, o modelo de Cox mostrou que a positividade desta proteina
foi independentemente associada a pior taxa de sobrevida livre de doencga (p

= 0,026; Tabela 8).

5.2.6 Expressao de Caspase-3
A expressao de Caspase-3 apresentou um perfil de marcacao

citoplasmatica, bem localizada e focal (Figuras 15A e B). A positividade
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citoplasmatica de Caspase-3 foi observada no grupo resistente em 3/6
(50%), no grupo parcialmente sensivel em 4/10 (40%), no grupo sensivel
apos 12 meses em 17/35 (48,6%) e no grupo sensivel apds 12 meses em
21/45 (46,7%) dos casos. Ja para os tecidos tumorais, a positividade para
Caspase-3 foi observada nos tumores serosos de baixo grau e borderline
em 2/15 (13,3%), nos tumores serosos de alto grau em 7/17 (41,1%) e nas
recidivas dos tumores serosos de alto grau em 5/13 (38,5%).

Nao houve diferencga significativa de expressdo de Caspase-3 entre
os parametros clinico-patolégicos (Tabela 4), os grupos de resposta a
platina (Figuras 15C e D) e entre os tumores serosos e as recidivas (Figura
15E). Também nao houve associagao significativa com sobrevida global e

livre de doencga (Figuras 15F e G).
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Tabela 4 - Expressao de OLFM4, GRIM-19 e Caspase-3 e dados clinico-

patologicos (N = 54).

Expressao L.
Variaveis

Categoria

n(%)

Média (DP)

Mediana (min-

Valor de p

proteica

max)

=1 6 (11,5) 198,33 (4,1) 200 (190-200)
Estadiamento 0,572
=1V 46 (88,5) 194,35 (20,61) 200 (100-210)
) Ovério 44 (84,6) 193,86 (21,1) 200 (100-210)
Localizagédo do tumor 0,644
Implante 8(15,4) 200 (0) 200 (200-200)
Acometimento Sim 30 (68,2) 194,67 (20,63) 200 (100-210) 060
bilateral Nao 14 (31,8) 192,14 (22,6) 200 (130-210) '
Invaséo vascular Sim 28 (63,6) 195 (21,17) 200 (100-210) 0.522
linfatica Néo 16 (36,4) 191,88 (21,36) 200 (130-210) '
Invasao vascular Sim 7 (15,9) 202,86 (4,88) 200 (200-210) 09
OLFM4 sanguinea Nao 37 (84,1) 192,16 (22,5) 200 (100-210) '
Ausente 5(11,4) 190 (22,36) 200 (150-200)
Necrose Focal 15 (34,1) 199,33 (7,1) 200 (180-210) 0,632
Extensa 24 (54,5) 191,25 (26,1) 200 (100-210)
Comprometimento da Sim 41 (93,2) 192,51 (21,5) 200 (100-210) e
superficie ovariana Nao 3(6,8) 206,67 (5,77) 210 (200-210) ’
Sim 27 (58,7) 194,81 (19,1) 200 (130-210)
Metastase linfonodal 0,266
Néo 19 (41,3) 193,16 (23,1) 200 (100-200)
Comprometimento da Sim 31(70,5) 193,23 (21,66) 200 (100-210) 06
tuba uterina Nao 13 (29,5) 195,38 (20,22) 200 (130-210) '
=1 6(11,1) 191,67 (20,41) 200 (150-200)
Estadiamento 0,484
-1V 48 (88,9) 183,33 (33,28) 200 (100-200)
) Ovério 45 (83,3) 186,44 (30,1) 200 (100-200)
Localizagao do tumor 0,281
Implante 9 (16,6) 173,33 (40,1) 200 (100-200)
Acometimento Sim 31(68,8) 183,55 (34,4) 200 (100-200) 0.912
bilateral Néo 14 (31,2) 192,86 (16,37) 200 (140-200) '
Invaséo vascular Sim 29 (64,4) 182,76 (35,34) 200 (100-200) G
linfatica Nao 16 (35,6) 193,67 (15,8) 200 (140-200) '
Invas&o vascular Sim 7 (15,6) 180 (36,96) 200 (100-200) 0156
GRIM-19 sanguinea Néo 38 (84,4) 187,63 (29,1) 200 (100-200) '
Ausente 5(11,1) 184 (26,1) 200 (140-200)
Necrose Focal 16 (35,6) 181,88 (34,5) 200 (100-200) 0,326
Extensa 24 (53,3) 190 (28,43) 200 (100-200)
Comprometimento da Sim 42 (93,3) 185,53 (30,93) 200 (100-200) 0.289
superficie ovariana Nao 3(6,7) 200 (0) 200 (100-200) '
Sim 27 (58,7) 194,81 (19,1) 200 (130-210)
Metastase linfonodal 1,000
Nao 19 (41,3) 193,16 (23,1) 200 (100-200)
Comprometimento da Sim 31 (70,5) 193,23 (21,66) 200 (100-200) 0175
tuba uterina N&o 13 (29,5) 195,38 (20,25) 200 (130-200) '
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Cont/ Tabela 4

Expressao Mediana
Variaveis Categoria Média (DP) 3
proteica (min-max)
=1 6 (11,8) 5,33 (8,16) 1 (0-20)
Estadiamento 0,898
-1V 45 (88,2) 5,53 (13,02) 1 (0-80)
Localizagéo do Ovario 42 (82,3) 4,17 (6,96) 0,5 (0-30) 0.688
tumor Implante 9(17,7) 11,78 (25,92) 1 (0-80) '
Acometimento Sim 29 (69) 3,83 (6,77) 1 (0-30) Qe
bilateral Nao 13 (31) 4,92 (7,6) 0 (0-20) '
Invas&o vascular Sim 28 (66,7) 4,39 (7,03) 1,5 (0-30) 0.683
linfatica Néo 14 (33,3) 3,71 (7,06) 0 (0-20) '
Invaséao vascular Sim 7(16,7) 6,14 (11,11) 1 (0-30) 75
sanguinea Nao 35 (83,3) 3,77 (5,97) 0 (0-20) '
Caspase-3
Ausente 5(11,9) 4 (8,94) 0 (0-20)
Necrose Focal 16 (38,1) 4,12 (6,2) 2 (0-20) 0,610
Extensa 21 (50) 4,24 (7,38) 1 (0-30)
Comprometimento
Sim 39 (92,8) 3,92 (6,71) 0 (0-30)
da superficie 0,545
i Nao 3(7,2) 7,33 (11,01) 2 (0-20)
ovariana
Sim 24 (53,3) 2,54 (4,96) 0 (0-20)
Metastase linfonodal 0,082
Néo 21 (46,7) 6,1(8,17) 2 (0-30)
Comprometimento Sim 29 (69) 4,66 (7,48) 0 (0-30) .
da tuba uterina Nao 13 (31) 3,08 (5,75) 2 (0-20) '

*Teste Mann-Whitney. Nivel de significancia p<0,05.
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Tabela 5 - Expressao de NFkB-p65, NFkB-p50/105 e IKK2 e dados clinico-
patologicos (N = 54).

Expressao

L Variaveis Categoria Positividade/Total (%) Valor de p
proteica
. =1 1/6 (16,7)
Estadiamento Ty, 21/48 (43.8) 0,383
o Ovério 17/45 (37,8)
Localizagdo do tumor Implante 5/9 (55,6) 0,461
. . Sim 12/31 (38,7)
Acometimento bilateral No 5/14 (35.7) 0,848
= o Sim 13/29 (44,8)
Invaséao vascular linfatica N30 4/16 (25) 0,186
= . Sim 4/7 (57,1)
NFKB-p65 Invasédo vascular sanguinea Nio 13/38 (34,2) 0,399
Ausente 3/5 (60)
Necrose Focal 7/16 (43,8) 0,333
Extensa 7124 (29,2)
Comprometimento da Sim 16/42 (38,1) 0903
superficie ovariana Nao 1/3 (33,3) ’
. . Sim 12/27 (44,4)
Metastase linfonodal No 8/21 (38,1) 0,658
Comprometimento da tuba Sim 14/31 (45,2) 0188
uterina Nao 3/14 (21,4) ’
. =1 5/6 (83,3)
Estadiamento . 23/48 (47.9) 0,194
o Ovério 24/45 (53,3)
Localizagdo do tumor Implante 4/9 (44,4) 0,724
. . Sim 16/31 (51,6)
Acometimento bilateral Nio 8/14 (57,1) 0,731
= ool Sim 14/29 (48,3)
Invaséo vascular linfatica Nio 10/16 (62.5) 0,396
= . Sim 5/7 (71,4)
NFKB-p50 Invasédo vascular sanguinea N30 10/38 (50) 0,422
Ausente 4/5 (80)
Necrose Focal 6/16 (37,5) 0,193
Extensa 14/24 (58,3)
Comprometimento da Sim 22/42 (52,4) 1000
superficie ovariana Nao 2/3 (66,7) ’
. . Sim 14/27 (51,9)
Metastase linfonodal No 12/21 (57.1) 0,715
Comprometimento da tuba Sim 18/31 (58,1) 0344
uterina Nao 6/14 (42,9) ’
. =1 1/6 (16,7)
Estadiamento Ty, 16/47 (34) 0,651
o Ovério 10/44 (22,7) *
Localizagdo do tumor Implante 7/9 (77.8) 0,003
. . Sim 5/30 (16,7)
Acometimento bilateral No 5/14 (35.7) 0,160
= el Sim 5/28 (17,9)
Invaséo vascular linfatica N30 5/16 (31.3) 0,280
= . Sim 0/7 (0)
IKK2 Invasédo vascular sanguinea No 10/37 (27) 0,308
Ausente 3/5 (60)
Necrose Focal 3/15 (20) 0,099
Extensa 4/24 (16,7)
Comprometimento da Sim 9/41 (22) 1.000
superficie ovariana Nao 1/3 (33,3) ’
. . Sim 4/27 (14,8)
Metastase linfonodal N30 7120 (35) 0,165
Comprometimento da tuba Sim 6/31 (19,4) 0.449
uterina Nao 4/13 (30,8) ’

*Teste Qui-quadrado/Teste exato de Fisher. Nivel de significAncia p<0,05.
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Tabela 6 - Estimativa dos parametros do modelo de regresséo logistica
multipla para variavel dependente de localizagdo do tumor (implante).

Localizagao do tumor Valor
Variavel Categoria OR IC (95%) OR
Ovario (%) Implante (%) de p
Positivo 10/44 (22,7) 7/9 (77,8)
IKK2 30,51 2,54-365,9 0,007

Negativo 34/44 (77,3) 2/9 (22,2)

* Variaveis independentes: IKK2, GRIM-19 e NFkB-p65. OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de
Confianga. Nivel de significancia p<0,05.

Tabela 7- Estimativa dos parametros do modelo de regressao de Cox para
evento de interesse obito.

Variavel HR IC (95%) HR Valor de p

NFkB-p65 4,291 1,529; 12,039 0,006

* Variaveis independentes: NFkB-p65, IKK2, GRIM-19 e OLFM4. HR = Hazard Ratio; IC =
Intervalo de Confianga. Nivel de significancia p<0,05.

Tabela 8 - Estimativas dos parametros do modelo de regressdo de Cox para
evento de interesse recidiva.

VELE HR IC (95%) HR Valor de p
IKK2 2,240 1,103; 4,552 0,026
GRIM-19 0,320 0,127; 0,806 0,016

* Variaveis independentes: NFkB-p65, IKK2, GRIM-19 e OLFM4. HR = Hazard Ratio; IC =
Intervalo de Confianga. Nivel de significancia p<0,05.
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Figura 10 - Expressdo de OLFM4. Representagdo imuno-histoquimica de expresséo
fraca (A) e forte (B); Comparagao dos niveis de expressao proteica entre grupos de
resposta a platina (C e D) e entre tecido normal e tecidos tumorais (E); Curvas de sobrevida
global (F) e livre de doenga (G). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12 = sensivel
apos 12 meses; S6 = sensivel apés 6 meses; N = tecido normal; BG/BL = tumor primario
seroso de baixo grau e borderline; AG = tumor primario seroso de alto grau; RAG = recidiva

do tumor primario de alto grau.
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Figura 8 - Expressao de GRIM-19. Representagéo imuno-histoquimica de expresséo
forte (A) e fraca (B); Comparagao dos niveis expressao proteica entre grupos de resposta a
platina (C e D) e entre tecido normal e tecidos tumorais (E); Curvas de sobrevida global (F)
e livre de doenga (G). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12 = sensivel apds 12
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Figura 9 - Expressdo de NFkB-p65. Representagdo imuno-histoquimica de
expressao nuclear negativa (A) e positiva (B). Comparagado da expressao proteica entre
grupos de resposta a platina (C e D) e entre tecido normal e tecidos tumorais (E); Curvas de
sobrevida global (F) e livre de doenga (G). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12
= sensivel apos 12 meses; S6 = sensivel apds 6 meses; N = tecido normal; BG/BL = tumor
primario seroso de baixo grau e borderline; AG = tumor primario seroso de alto grau; RAG =

recidiva do tumor primario de alto grau.
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Figura 10 - Expressdo de NFkB-p50. Representagdo imuno-histoquimica de

expressado nuclear negativa (A) e positiva (B). Comparagado da expressao proteica entre

grupos de resposta a platina (C e D) e entre tecido normal e tecidos tumorais (F); Curvas de

sobrevida global (G) e livre de doenga (H). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12

= sensivel apos 12 meses; S6 = sensivel apds 6 meses; N = tecido normal; BG/BL = tumor

primario seroso de baixo grau e borderline; AG = tumor primario seroso de alto grau; RAG =

recidiva do tumor primario de alto grau.
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Figura 11 - Expressdo de IKK2

51

. Representagdo imuno-histoquimica de expressao

nuclear negativa (A) e positiva (B). Comparagao entre os niveis de expressao proteica entre

grupos de resposta a platina (C e D) e entre tecido normal e tecidos tumorais (E); Curvas de

sobrevida global (F) e livre de doenga (G). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12

= sensivel apos 12 meses; S6 = sensivel apds 6 meses; N = tecido normal; BG/BL = tumor

primario seroso de baixo grau e borderline; AG = tumor primario seroso de alto grau; RAG =

recidiva do tumor primario de alto grau.
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Figura 12 - Expressdo de

Caspase-3. Representacdo imuno-histoquimica de

expressao positiva (A) e negativa (B); Comparagao dos niveis expressao proteica entre

grupos de resposta a platina (C e D) e entre tecidos tumorais (E); Curvas de sobrevida

global (F) e livre de doencga (G). R = resistente; PS = parcialmente sensivel; S12 = sensivel

apos 12 meses; S6 = sensivel apdés 6 meses; BG/BL = tumor primario seroso de baixo grau

e borderline; AG = tumor primario seroso de alto grau; RAG = recidiva do tumor primario de

alto grau.
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5.2.7 Correlacao e comparacgao entre expressoes de OLFM4, GRIM-19,
NFkB-p65, NFkB-p50/105, IKK2 e Caspase-3

Quando se comparou a relagéo entre as expressdes das proteinas,
nao foi observada correlagcao entre as expressées de OLFM4, GRIM-19 e
Caspase-3 (Tabela 9) e ndo houve diferenga de expressdo de OLFM4,
GRIM-19 e Caspase-3 entre as expressdes positivas e negativas de NFkB-

p65, NFKkB-p50 e IKK2 (Tabela 10).

Tabela 9 - Correlagao entre as expressdes de OLFM4, GRIM-19 e Caspase-
3.

Expressao Desvio padrao Coeficiente de Valor de p
proteica correlagao
OLFM4 194,81 19,452
0,11 0,348
GRIM-19 184,26 32,072
OLFM4 194,81 19,452
-0,114 0,437
Caspase-3 5,51 12,486
GRIM-19 184,26 32,072
0,037 0,796
Caspase-3 5,51 12,486

*Teste de correlagdo de Spearman. Nivel de significancia p<0,05.

Tabela 10 - Comparagao da expressdao de OLFM4, GRIM-19 e Caspase-3
entre as expressodes positivas e negativas de NFkB-p65, NFkB-p50 e IKK2.

Valor Valor Valor
Variavel Categoria OLFM4 GRIM-19 Caspase-3
de p de p de p
Positivo 198,64 179,55 3.9
NFkB-p65 0,126 0,166 0,138
Negativo 192 187,5 6,63
Positivo 196,3 187,5 3,6
NFkB-p50 0,317 0,715 0,068
Negativo 193,2 180,77 7,35
Positivo 199,37 192,35 7,18
IKK2 0,470 0,057 0,826
Negativo 192,78 180 3,6

*Teste Mann-Whitney. Nivel de significancia p<0,05.
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5.2.8 Positividade de IKK2 em conjunto com positividade de NFkB-p65

Casos  IKK2PS™O/NFKB-p65P°™°  foram  predominantemente
encontrados nas pacientes resistentes apds seis meses do término da
quimioterapia (p = 0,036; Figura 16A). Além disso, pacientes que
apresentaram este padrdo de positividade (IKK2P°S"™°/NFKkB-p65P°siiv)

exibiram menor probabilidade de sobrevida global (p = 0,026; Figura 16B).
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6 DISCUSSAO

A resposta a quimioterapia baseada em platina € considerada um dos
mais importantes fatores progndsticos em pacientes com CSAGO
(TRILLSCH et al. 2016). Apesar de exibirem boa resposta a platina, 20-30%
das pacientes apresentam resisténcia a terapia, resultando na recorréncia
da doenca dentro de seis meses apds a quimioterapia completa (NAUMANN
e COLEMAN 2011). Nestes casos, as opgoes terapéuticas sao limitadas
(COLOMBO et al. 2014), e as pacientes apresentam menores chances de
sobrevida global (SLAUGHTER et al. 2016).

A resisténcia a platina pode derivar de mecanismos que aumentam o
efluxo da droga ou que afetam a ativacdo da cascata de apoptose
(GALLUZZI et al. 2012). Muitos estudos tém mostrado que o aumento de
fatores anti-apoptéticos, como Bcl2, BclX, ou diminuicdo de expressao de
proteinas pré-apoptoéticas, como Bax e caspases, correlacionam com
resisténcia a platina em cancer de ovario (YANG et al. 2004; WILLIAMS et
al. 2005; ZIOLKOWSKA-SETA et al. 2009). Desta forma, investigamos a
expressao proteica de NFkB, IKK2, OLFM4 e GRIM-19 em uma série de 54
casos de CSAGO. Além disso, foi avaliada a imunoexpressdo dessas
proteinas em diferentes grupos de respostas a quimioterapia e em tumores
de grau de diferenciacao distintos. O objetivo foi determinar se a expresséo
destas moléculas estaria relacionada a aquisicdo de resisténcia e a

progressao dos tumores serosos de ovario. Ainda, foi avaliado se a
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expressao de NFkB, IKK2, OLFM4 e GRIM-19 se correlacionavam com a
expressao de Caspase-3, e se esta estava envolvida na resposta a
quimioterapia e progressao tumoral em CSAGO.

NFkB é uma importante familia de fatores de transcricdo, com cinco
subunidades p65, p52, p50, RelB e c-Rel, envolvidos na regulagdo do
desenvolvimento e da homeostase da célula normal, como nas respostas
imune e inflamatéria, nos processos de proliferacdo, diferenciagcdo e
apoptose (OECKINGHAUS e GHOSH 2009). Sabe-se que fatores
inflamatdrios presentes no microambiente ovariano, devido a ruptura dos
foliculos para posterior ovulagédo (BOOTS e JUNGHEIM 2015), ativam a via
de NFkB. Neste contexto, observamos no presente estudo uma elevada
positividade para NFkB-p65 e NFkB-p50 nos tecidos normais de tuba uterina
e ovario (Figuras 12E e 13E, respectivamente), demonstrando que estas
proteinas estavam expressas neste tecido.

Diversas vias de sinaliza¢gdes desencadeadas por uma variedade de
fatores de crescimento e citocinas sdo capazes de ativar a via de NFkB em
muitas doencas, como no cancer, levando a uma resposta anti-apoptética
nas células durante a progressao tumoral (GAIKWAD et al. 2015). Tendo em
vista que agentes quimioterapicos eliminam as células tumorais através da
ativacdo da via de apoptose, a ativagdo da via de NFkB pode conferir
resisténcia a quimioterapia.

Ensaios in vitro tem associado a ativacdo de NFKB com resisténcia a
quimioterapia em diversos tumores, tais como mama (WANG W et al. 2015),

pancreas (FUJIOKA et al. 2012) e célon (KORBER et al. 2016). SHUANG et
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al. (2016) mostraram em tumores epiteliais de ovario que a positividade
nuclear de p50/p105 foi significativamente maior em tecidos resistentes do
que em tecidos sensiveis. Similarmente, WANG W et al. (2015) observaram
que a positividade de p65 foi maior no grupo resistente em relagéo ao grupo
sensivel. Entretanto, nosso trabalho n&o apresentou relagdo entre a
resposta a quimioterapia e as subunidades p65 (Figuras 12C e D) e
p50/p105 (Figuras 13C e D) de NFkB.

NFkB ¢é expresso em diferentes tipos de tumores sdlidos,
desempenhando varios mecanismos que favorecem a tumorigénese (WU et
al. 2015), e apresenta pior prognéstico em muito destes tecidos tumorais,
tais como colorretal (YU et al. 2003), colo de utero (LI et al. 2009) e eséfago
(HATATA et al. 2012). Varios estudos tém demonstrado que as subunidades
p65 e p50 ativam a transcricdo de muitos oncogenes, levando a evolugao
tumoral. MOORCHUNG et al. (2014) observaram que a positividade de p65
foi significativamente maior em adenocarcinoma colorretal pouco
diferenciado quando comparado ao adenocarcinoma bem diferenciado.
GIOPANQOU et al. (2014) observaram maior positividade de p50 em
carcinoma de ovario em comparacao a tumores borderline e cistoadenomas.
Corroborando com estes resultados, nosso estudo mostrou que a
subunidade p65 apresentou uma positividade aumentada em tumores
serosos de alto grau, considerados mais agressivos em comparagao aos
tumores serosos de baixo grau e borderline, considerados tumores de baixo
grau de malignidade (Figura 12E). Além disso, o modelo de Cox indicou que

NFkB-p65 foi um fator independente associado com menor sobrevida global
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em pacientes positivas para a proteina (Tabela 7). Por outro lado, néo
observamos uma diferenga significativa na expressdao de p50 entre os
tumores serosos baixo grau e borderline, alto grau e recidivas dos tumores
de alto grau. Estas observagdes nos levaram a hipotese de que NFkB-p65
pode estar relacionado a tumores mais agressivos, ativando transcricdo de
genes que levam a progresséo do tumor.

IKK2 é uma proteina que apresenta um papel importante para
aquisicao de resisténcia a quimioterapia, por participar da ativacdo da via
classica de NFkB, atuando na fosforilagdo de moléculas inibitérias (IkBs) e
levando-as para degradagao proteolitica, permitindo a liberagcdo de NFkB
para o nucleo (MIYAMOTO 2011). A atividade de IKK2 ocorre
predominantemente no citoplasma. Entretanto, no presente estudo,
observamos positividade desta proteina no nucleo. BUSS et al. (2004)
demonstraram que IKK2 no nucleo pode fosforilar e regular a atividade
nuclear de NFkB-p65. Apesar de IKK2 ser uma molécula ativadora de NFkB,
principalmente dos dimeros de p65, ainda nédo esta claro seu papel na
aquisicao de resisténcia a terapia em cancer de ovario. Porém, SAKAMOTO
et al. (2013) demonstraram que a translocagao de IKK2 para o nucleo
promove o reparo de DNA por fosforilagdo da proteina ataxia-telangiectasia
mutada (ATM) sob estimulo genotdxico. Na série estudada, identificamos
uma significativa positividade de IKK2 em pacientes resistentes a platina
(Figura 14C), sugerindo que esta proteina pode participar da aquisicédo de

resisténcia a quimioterapia em CSAGO.
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A atividade de IKK2 pode desempenhar um papel importante no
cancer de ovario devido ao seu envolvimento em diferentes eventos
bioldgicos necessarios para proliferacéo e disseminagao de células tumorais
(HERNANDEZ et al. 2010). Em tumores epiteliais de ovario, SINGHA et al.
(2014) demonstraram que a ativagéo da via de sinalizagao IKK2 aumentou a
expressao de IL-8, citocina que contribui para a sobrevivéncia, angiogénese
e metastase. Além disso, a ativacdo de IKK2 foi positivamente
correlacionada com alta expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (KINOSE et al. 2015). HERNANDEZ et al. (2010), ainda,
observaram que a expressao de IKK2 foi relacionada a pior sobrevida global.
No presente trabalho, a positividade de IKK2 foi significativamente
relacionada a localizagdo do tumor, exibindo maior positividade nos
implantes em relagdo aos ovarios (Tabela 5). Esta proteina se mostrou um
fator independente para aumentar as chances de disseminacéo peritoneal
(Tabela 6). Além disso, esta proteina foi encontrada predominantemente nos
casos recidivados e nos tumores primarios de alto grau (Figura 14E), e
relacionada com pior sobrevida livre de doenga (Tabela 8). De acordo com
nossos resultados, e em conjunto com a literatura, concluimos que IKK2
pode representar uma importante ferramenta para estabelecer o prognéstico
de pacientes com CSAGO e a resposta a quimioterapia.

NFkB e o complexo IKK tém sido descritos como possiveis alvos
terapéuticos para o tratamento de cancer de ovario. MABUCHI et al. (2004)
demonstraram que a inibicado da fosforilacdo IkBs diminui a atividade de

NFkB e aumenta a eficacia da cisplatina em modelos in vitro e in vivo. No
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presente estudo, observamos que foi significativo o padrao de expressao
NFKB-p65P°SVo/[KK2PS® em casos resistentes (Figura 16A), os quais
apresentaram pior taxa de sobrevida global (Figura 16B). Recentemente,
SINGHA et al. (2015) demonstraram que a inibicdo de IKK em células
tumorais de ovario aumentou a eficacia de bortezomibe, um inibidor de
proteassomo utilizado como opcéo para o tratamento de mieloma multiplo.
Estudos clinicos iniciais tém considerado o uso de bortezomibe em
combinagdo com drogas baseadas em platina como uma opg¢ao no
tratamento de cancer de ovario (AGHAJANIAN et al. 2005, 2009). Portanto,
a combinacgado entre inibidores de IKK e NFkB, bortezomibe e drogas
baseadas em platina poderia aumentar a eficacia do tratamento de CSAGO.

OLFM4 é um fator anti-apoptotico que esta presente em mecanismos
comuns no desenvolvimento do tumor, tais como adesao celular, regulacdes
do processo de apoptose e ciclo celular. O aumento de expressido desta
proteina tem sido relatado em diversos canceres (GRUTZMANN et al. 2003;
LIU et al. 2007, 2008; OUE et al. 2009; VAN DER FLIER et al. 2009; SEKO
et al. 2010; YU et al. 2011; LI et al. 2013; DUAN et al. 2014; RAN et al. 2015;
SU et al. 2015). CHIN et al. (2008), analisando células da linhagem mieldide,
demonstraram que NFkB se liga na regiao promotora de OLFM4 e induz a
expressao desse gene. Similarmente, KIM et al. (2010) confirmaram que a
expressao de OLFM4 é dependente da atividade transcricional de NFkB, e
apresenta propriedades anti-apoptéticas em células de cancer gastrico. No
presente estudo, ndo houve associagao significativa entre a positividade das

subunidades p65/p50 e a expressao de OLFM4 (Tabela 10).
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Muitos estudos tém relacionado a expressdo de OLFM4 com bom
prognéstico. JANG et al. (2015) demonstraram que a expressdo de OLFM4
estava aumentada nos adenomas, nos tumores bem diferenciados e em
estagios iniciais, em comparagao aos tumores pouco diferenciados e em
estagios avangados, sugerindo que OLFM4 estd envolvido nos estagios
iniciais da carcinogénese do cancer gastrico. Em adenocarcinoma seroso de
ovario, MA et al. (2016) observaram que a expressdao de OLFM4 foi maior
em adenocarcinoma bem diferenciado em relagao ao tecido normal, e que a
expressao diminuiu com o grau de diferenciagdo. De acordo com esses
resultados, a atividade antiapoptética de OLFM4 parece estar relacionada
aos estagios iniciais da tumorigénese em diferentes tecidos tumorais. No
entanto, no presente estudo, ndo foi observada diferenca nos niveis de
expressao de OLFM4 entre os tecidos normais, tumores serosos de baixo
grau e borderline, serosos de alto grau e recidivas dos tumores serosos de
alto grau, e também nao foi encontrada relagcdo de OLFM4 com parametros
clinico-patolégicos e sobrevidas. Estes resultados sugerem que OLFM4
parece nao ter relacdo com CSAGO.

Outra proteina envolvida na regulagdo do processo de apoptose é
GRIM-19, que foi descrita pela primeira vez por ANGELL et al. (2000) como
uma proteina indutora de apoptose na presenca de IFN-B/acido retindico. LI
et al. (2014) mostraram que o aumento da expressao de GRIM-19 aumentou
as taxas de apoptose em linhagem de carcinoma de celulas escamosas

orais.
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GRIM-19 interage com STAT3, inibindo a atividade oncogénica deste
fator de transcricao (LUFEI et al. 2003; LI Y-G et al. 2015). Ensaios in vitro e
in vivo demonstraram que a diminuicdo da expressao de GRIM-19 aumentou
a ativacdo de STAT3 em células tumorais de mama e colo de utero (ZHOU
et al. 2009, 2013). Além disso, LI M et al. (2015) demonstraram que o
aumento da expressdo de GRIM-19 aumentou a sensibilidade a cisplatina
em células de carcinoma de células escamosas orais, sugerindo que a
combinagdao de drogas que potencializam a expressdo de GRIM-19 com
cisplatina pode ser uma potente estratégia para tratamento deste tipo de
tumor. No entanto, nossos resultados ndo encontraram uma diferenca
significativa na expressao desta proteina entre os pacientes resistentes, os
parcialmente sensiveis e os sensiveis (Figuras 11C e D).

A proteina GRIM-19 tem sido descrita como supressor tumoral em
diversos tipos de tumores, tais como cabega e pescogo (LI M et al. 2015,
2014; ZHANG X-Y et al. 2015), mama (ZHANG W et al. 2015), colo de utero
(CHENG et al. 2014; ZHOU et al. 2011) e pulmao (FAN et al. 2012). HAO et
al. (2015) mostraram em tumores colorretais que a diminuicdo da expressao
de GRIM-19 foi associada com tumores pouco diferenciados, presenca de
linfonodos, invasdo vascular e pior sobrevida. Achados similares foram
mostrados por SHAO et al. (2012) em tumores epiteliais de ovario, onde a
expressao de GRIM-19 foi significativamente maior em tumores benignos, e
estava associada com maior tempo de sobrevida. Nossos resultados
mostraram que a expressao de GRIM-19 foi maior nos tumores serosos de

baixo grau e borderline quando comparados aos tumores serosos de alto
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grau e recidivas. HAO et al. (2015), observaram que o aumento de
expressao proteica de GRIM-19 foi associado com melhor sobrevida livre de
doenca, o que corrobora com nossos resultados, onde o modelo de Cox
mostrou que GRIM-19 é um fator independente de melhor prognédstico
(Tabela 8). Assim, estes resultados sugerem que GRIM-19 pode ser um
possivel fator prognéstico para predizer recorréncia da doenga.

Modelos experimentais realizados demonstraram que OLFM4
interage com a proteina apoptética GRIM-19, e essa interagdo bloqueia a
atividade de GRIM-19 como indutor da apoptose (ZHANG et al 2004).
Recentemente, CHEN e WU (2015) mostraram uma correlagdo negativa
entre as expressbes de OLFM4 e GRIM-19 em tumores colorretais, que
apresentaram forte expressdao de OLFM4 e diminuicdo da expressido de
GRIM-19, sugerindo que essas duas moléculas podem estar envolvidas na
proliferacédo celular e desenvolvimento desses tumores. No presente estudo,
nao encontramos correlagado significativa entre os niveis de expressao
proteica de OLFM4 e GRIM-19 (Tabela 9).

Apesar de OLFM4, GRIM-19 e NFkB serem descritas como
reguladores da via de apoptose, ndo esta claro o mecanismo pelo qual essa
regulagdo ocorre em CSAGO. ZHANG et al. (2004) demonstraram que a
expressao de OLFM4 inibiu a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria e a
ativacao de caspase-3 e -9, atenuando, assim, a apoptose de células
induzidas por estresse oxidativo em células de cancer gastrico.
Similarmente, LIU et al. (2012) demonstraram que a inibicdo de OLFM4

aumentou a atividade da caspase-3 em tumores gastricos. Alguns trabalhos



65

tém mostrado que o aumento da expressdo de GRIM-19 aumenta a
expressdo de caspases-3, -8 e -9 em céancer gastrico e carcinoma
hepatocelular (BU et al. 2013; KONG et al. 2014). Além disso, a expressao
das caspases tem se correlacionado negativamente com a expressao de
NFkB e Bcl-2 em células de cancer de ovario (GAIKWAD et al. 2015). De
acordo com nossos resultados, a expressdao de OLFM4, GRIM-19, NFkB e
IKK2 ndo apresentaram correlagdo com a expressao de caspase-3 (Tabelas
9 e 10). Entretanto, dada a complexidade da via de apoptose e sua
regulagcdo, mais estudos envolvendo outras moléculas relacionadas a esta
via sdo necessarios a fim de elucidar o papel desses marcadores na
regulagéo da apoptose em CSAGO.

A familia das caspases estdo compreendidas em uma ampla
variedade de subunidades, que exercem um importante papel na ativagao
da cascata de apoptose. As caspases-8 e -9 sdo moléculas iniciadoras da
via de apoptose através da via extrinseca e intrinseca, respectivamente, e
culminam na ativagédo das caspases efetoras 3, 6 e 7 (KIRAZ et al. 2016). A
caspase-3 ativa a morte celular através da fragmentagdo do DNA (LAKHANI
et al. 2006), e sua diminuigao tem sido associada a resisténcia a drogas que
induzem apoptose (FRIEDRICH et al. 2001; DEVARAJAN et al. 2002).
KATO et al. (2015) observaram que a expressao positiva de caspase-3 foi
significativamente correlacionada com alta sensibilidade a platina em cancer
de colo do utero. YANG et al. (2004) demonstraram que a expressao de
caspase-3 foi significativamente menor em linhagens de cancer de ovario

resistentes a platina em comparacéo as linhagens sensiveis. No presente
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estudo, ndo observamos diferenga significativa na expressdo de caspase-3
entre os grupos de resposta a platina (Figuras 15C e D), sugerindo que
outras subunidades das caspases, além de proteinas anti-apoptdticas,
podem estar relacionadas com aquisicdo de resisténcia a quimioterapia em
CSAGO.

A perda da capacidade de controlar o processo de apoptose permite
uma maior sobrevivéncia da célula tumoral, e, consequentemente, a
progressao do tumor. GU et al. (2015) observaram que a expressao de
caspase-3 foi significativamente menor em cancer de prostata em relagéo
aos tecidos de hiperplasia prostatica. Além disso, a expressao de caspase-3
foi associada com melhor sobrevida global e livre de doenga em carcinoma
seroso de ovario (KLEINBERG et al. 2009). Nossos resultados néao
mostraram diferenga significativa na expressao de caspase-3 entre os
tumores serosos de baixo grau e borderline, alto grau e recidivas (Figura
15E). Assim, sugerimos que outras moléculas podem estar envolvidas na
desregulacao deste processo, desencadeando a progressao do tumor.

O processo de apoptose pode ser uma via chave capaz de conferir
resisténcia ou sensibilidade a terapia com platina. Estudos mais profundos
acerca de vias regulatérias de apoptose, incluindo os marcadores aqui
estudados, podem ser importantes na tentativa de prover valores
prognoésticos e preditivos de resposta ao tratamento de pacientes com
cancer de ovario a partir de testes imuno-histoquimicos no momento da
bidpsia. Aqui, GRIM-19 representa um possivel marcador de progndstico e

predicao de recorréncia da doencga. A positividade da subunidade p65, em
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associagao com IKK2, podem representar uma importante ferramenta para
estabelecer o prognéstico de pacientes com CSAGO e a resposta a
quimioterapia. Além disso, a positividade de IKK2 esteve presente
predominantemente nos casos de implantes peritoneais/pélvicos e recidiva,
demonstrando estar envolvida com a disseminacdo de células tumorais e
recorréncia da doenca, e também foi associada com pior sobrevida livre de
doenca e resisténcia a quimioterapia. No cenario clinico, a avaliacido imuno-
histoquimica de IKK2 podera vir a ser considerado um importante marcador
de resposta a quimioterapia e progressdo do tumor em pacientes

diagnosticadas com CSAGO.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:
A positividade para IKK2 foi associada a resisténcia a quimioterapia.
A expressdao conjunta de NFkB-p65 e IKK2 (NFkB-
pB5POSIIVO/|KK2POS ) também apresentou associacdo com resisténcia
a quimioterapia e pior sobrevida global,

As proteinas IKK2 e NFkB-p65 podem ser potenciais preditoras de
resposta a quimioterapia em CSAGO;

A expressao de IKK2 foi relacionada a recorréncia e progressao do
tumor, e foi associada a pior sobrevida livre de doenca, indicando ser
um potencial marcador de pior progndstico em pacientes com
CSAGO;

A proteina IKK2 pode ser um possivel alvo terapéutico para o
tratamento de pacientes com CSAGO;

As proteinas NFkB-p50, OLFM4 e GRIM-19 parecem néo ter relagao
com aquisig¢ao de resisténcia a quimioterapia em CSAGO;

Os maiores niveis de expressdao de GRIM-19 foram associados a
tumores menos agressivos e melhor sobrevida livre de doenca,
indicando ser um possivel marcador de melhor progndstico e preditor
de recidiva em CSAGO;

A proteina NFkB-p65 mostrou ser um marcador de pior progndstico,

associada a pior sobrevida global.
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As proteinas OLFM4, NFkB, GRIM-19 e IKK2 podem estar
associadas a outros fatores apoptoticos que levam a resisténcia a
quimioterapia, uma vez que nao observamos associacao entre estas

proteinas com caspase-3.
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relagiio com resposta a quimioterapia em pacientes com carcinoma seroso de ovirio de
alte grau™.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundaciio
Antonio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center, em sua tltima reunifio de 14/05/2016.

tomaram eonhecimento do seguinte documenta:

# Comunicagio e justificativa de alteragiio de titulo do estudo acima mencionado, de
“Vallduydo ¢ aniilise da expressdo génica de OLFM4 em carcionma seroso de
ovarie de alfo gran’’ para “Avaliacdo do perfil de expressdo proteica de OLFM4.
GRIM-19, NFER ¢ IKK2 e sug relagdo com rm,mn.ra i quimicierapia em pacienies
com carcingme Seroso de ovdrie de alfo gron®, em carta datads de 09 de maio de
2016;

= Alteragiio na metodologin, em documento datado de 09 de maio de 2016,

Alenciosamente,
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