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RESUMO

O cancer de ovério é o sétimo cancer mais incidentes na populacdo feminina brasileira e a
neoplasia ginecoldgica de maior letalidade. Os tumores epiteliais serosos de ovario sdo os
mais frequentes (~80%) e 0s seus subtipos mais comuns sdo cistoadenomas, tumores
borderline e adenocarcinomas. A origem dos adenocarcinomas de modo geral ocorre a partir
de lesdes que seguem a sequéncia cistoadenoma-borderline-adenocarcinoma (baixo grau)
ou de células das tubas uterinas (alto grau). Parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 séo proteinas
envolvidas na supressao, desenvolvimento, sobrevivéncia e progressao tumoral e, desta
forma, o estudo da sua expressao tem como objetivo prospectar novos marcadores tumorais
gue possam ser empregados na estratificacdo de riscos, na indicacao de prognostico e de
manejo das pacientes, além de auxiliar na caracteriza¢@o dos subtipos de tumores de ovario.
Neste contexto, os perfis de expressdo imunoistoquimica destas quatro proteinas foram
avaliados em 58 amostras de tumores serosos: cistoadenomas (n=20), borderlines (n=15) e
adenocarcinomas (n=23). Parkina (p=0,001), APEX1 (p=0,000) e BCL2L1 (p=0,001) foram
diferentemente expressas entre os trés subtipos serosos estudados. Quando a expressao
das proteinas foi comparada considerando apenas dois subtipos tumorais, foi possivel
observar que: todas as proteinas tiveram diferenca de expressédo entre cistoadenomas e
adenocarcinomas; entre cistoadenomas e tumores borderline, apenas BCL2L1 néo
apresentou diferenca; e entre os tumores borderline e adenocarcinomas apenas APEX1 foi
diferentemente expressa (p=0,005). APEX1 também demonstrou diferenga significativa de
expressao de acordo com a classificacdo dos adenocarcinomas em seroso em alto e baixo
graus. Uma curva ROC foi ajustada para a expressdo de APEX1 nos subtipos
adenocarcinoma e borderline, sendo possivel encontrar uma correlagdo entre as duas
variaveis (p= 0,010), com ponto de corte equivalente ao Escore de Allred 7, sensibilidade de
77,3% e especificidade de 73,3%. Estes resultados indicam que APEX1 é capaz de
discriminar bem entre os tumores borderline e adenocarcinoma e podera auxiliar em uma
melhor diferenciacdo entre estes subtipos.

Palavras-chave: cancer de ovério epitelial; tumor seroso borderline; adenocarcinoma seroso;
parkina; APEX1.



LISTA DE ABREVIATURAS

APEX1 — do inglés, apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease 1;
BAK - do inglés, BCL2 antagonist/killer 1;

BAX — do inglés, BCL2 associated X, apoptosis regulator;
BCL-2 — do inglés, BCL2 apoptosis regulator;

BCL2L1 — do inglés, BCL2 like 1;

BRCAL — do inglés, BRCA1 DNA repair associated,;

BRCA2 — do inglés, BRCA2 DNA repair associated;

BRIP1 — do inglés, BRCAL1 interacting protein C-terminal helicase 1;
CA 125 — antigeno do cancer 125;

CA 15.3 — antigeno do céancer 15.3;

CA 72.4 — antigeno do cancer 72.4;

CD36 — do inglés, CD36 molecule;

CO - cancer de ovario;

COE - céncer de ovério epitelial;

CTLA-4 — do inglés, cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4;
FIGO — Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia;
HE - hematoxilina-eosina;

HEG — Hospital Erasto Gaertner;

HIF-1a — hypoxia inducible factor 1;

HNSG — Hospital Nossa Senhora das Gracas;

HSC - Hospital Santa Cruz;

HTRA1 — do inglés, HtrA serine peptidase 1,

INCA — Instituto Nacional do Céancer;

KRAS — do inglés, kristen ras;

LSD - do inglés, least significant difference;

MCA — antigeno mucindide associado ao carcinoma,;

MLH1 - do inglés, mutL homolog 1;

NF-Kb — do inglés, nuclear factor kappa B subunit 1;

OMS - Organizacdo Mundial da Saude;

PD1 — do inglés, programmed cell death-1;

PINK1 — do inglés, PTEN induced kinase 1,



PLAP — fosfatase alcalina placentéria;

PRKN — do inglés, parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase;
PTEN — do inglés, phosphatase and tensin homolog;
PUCPR - Pontificia Universidade Catolica do Parana;
RAD51D - do inglés, RAD51 paralog D;

ROS — do inglés, reactive oxygen species;

ROC - do inglés, receiver operating characteristic;

STIC — do inglés Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma;
TMA — do inglés, Tissue Micro-Array;

TP53 — do inglés, tumor protein p53;

pim — micrémetro.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os tumores de ovario

Os tumores de ovario sao heterogéneos, apresentam comportamentos clinicos
distintos e sua caracterizacdo histopatolégica € complexa (Cannistra, 2004). A
etiologia, patogénese e progresséao de alguns destes tumores ainda constituem temas
de intensa discussao (La Vecchia, 2017; Meinhold-Heerlein e Hauptmann, 2014).

Os tumores de ovario podem ser classificados em tumores de células
germinativas, que se originam a partir das células produtoras de 6vulos e tendem a
acometer mulheres mais jovens; tumores estromais, desenvolvidos a partir de células
produtoras de horménios e geralmente diagnosticados em estadios iniciais; e 0s
tumores epiteliais, que se desenvolvem no epitélio dos ovarios e tubas uterinas,
correspondendo a ~80% dos casos e sendo os mais incidentes em mulheres acima
dos 50 anos (Capriglione et al., 2017; INCA, 2019). Os tumores germinativos,
estromais e epiteliais podem ainda ser sub-classificados (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos tumores de ovério.

GERMINATIVOS ESTROMAIS EPITELIAIS
Disgerminoma Células granulosas Serosos
Seio endodérmico Granulosa-teca Mucinosos
Carcinoma embrionario Sertoli-Leydig Endometridides
Polioembrioma Tecomas Células claras

Coriocarcinoma Fibroma Brenner
Teratoma Indiferenciados
Formas mistas

Adaptado de: American Cancer Society, 2018; World Health Organization, 2014.

O estadiamento é fator progndstico essencial para os tumores de ovario, descreve
importantes aspectos destas neoplasias, tais como sua localizacdo e disseminacao,
e auxilia na definicdo do tratamento. O estadiamento dos tumores de ovario e de
trompas de Faldpio geralmente é realizado pelo sistema da Federacao Internacional
de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) (Tabela 2), que é fundamentado nos resultados

de cirurgia para determinacao do tamanho do tumor e de auséncia ou presenca de



metéstase nos linfonodos e a distancia. O estadiamento dos casos de tumores de
ovario € especialmente Util para estimativa das taxas de sobrevida, visto que a
sobrevida global em cinco anos pode chegar em até ~95% para 0s casos de tumores
localizados, enquanto para aqueles com implantacdo regional e disseminacao
tumoral, as taxas caem para ~70% e ~30%, respectivamente (Capriglione et al., 2017,
Song et al., 2018).

Tabela 2. Estadiamento para tumores de ovario estabelecido pela FIGO.

Estadios | Caracteristicas

| Tumor limitado aos ovarios.

IA Tumor limitado a um ovario.
B Tumor envolvendo os dois ovarios.
IC Tumor no estadio IA ou IB, mas com tumor na superficie ou com ascite ou lavado

peritoneal com células neoplasicas presentes.

I Tumor com extensao a pélvis ou primario do peritdnio.

A Tumor com extensdo e/ou metastases para Utero e/ou tuba uterina.

1B Tumor com extensao para outros tecidos pélvicos.

I Tumor com implantes além da pélvis e/ou linfonodos intra-abdominais

comprometidos.
A Linfonodos comprometidos e/ou disseminagdo peritoneal microscopica além da
pélvis.
B Tumor em um ou ambos ovarios com implante peritoneal extra-pélvico = 2 cm.
e Tumores com implantes peritoneais > 2cm e/ou linfonodos inguinais ou

pélvicos/retroperitoneais positivos.

v Tumor com metastases a distancia.

IVA Derrame pleural com citologia positiva.

VB Metéstases para parénquima hepético ou esplénico. Metdstases para 6rgaos
extra-abdominais, incluindo linfonodos inguinais e linfonodos fora da cavidade
abdominal.

Fonte: Adaptado de Mutch e Prat, 2014.

No triénio de 2020-2022, sao esperados ~6.650 novos casos por ano de cancer
de ovario (CO) na populacdo brasileira. Esta neoplasia passa a ser a sétima mais
incidente no Brasil (Figura 1), com um risco estimado de 6,18 casos a cada 100 mil

mulheres. O CO ocupa a sétima posicao nas Regides Nordeste (5,67 /100 mil) e Norte
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(3,28/100 mil). Nas Regides Sudeste (7,01/100 mil) e Centro-Oeste (5,09/100 mil)
ocupa a oitava posicao e, na regido Sul (7,06/100 mil), a nona (INCA, 2020). Todas

as estimativas citadas desconsideram o cancer de pele n&o melanoma.

Figura 1. Distribuicdo estimada para 2020-2022 dos dez tipos
de cancer mais incidentes em mulheres no Brasil, exceto

cancer de pele nao melanoma.

Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.470 9,2%
Colo do (tero 16.590 7.4%
Traqueia,bronquio e pulmao  12.440 5,6%
Glandula tireoide 11.950 5.4%
Estomago 7.870 3,5%
Qvario 6.650 3.0%
Corpo do dtero 6.540 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: INCA, 2020.

No ano de 2018, estima-se que ~20 mil mulheres foram diagnosticadas com CO
nos Estados Unidos e ~75% destas pacientes possam ter ido a 6bito pela doenca
(Corzo et al., 2017). No Brasil, em 2017, foram registrados ~3.879 6bitos por CO
(INCA, 2019). Esta alta mortalidade (Figura 2) se deve, em parte, a escassez de
métodos especificos para sua deteccdo precoce, mas também pelas dificuldades de
acesso aos servicos de saude especializados, o0 que leva muitas vezes ao diagndstico
do CO em estadios avancados, contribuindo para a observacdo de uma sobrevida
global inferior a 45% em cinco anos (Reis, 2005; Bast et al., 2009; Panuccio et al.,

2016). O CO é o cancer ginecoldgico de maior letalidade (Chyke et al., 2016).



Figura 2: Estimativa mundial das taxas de incidéncia e mortalidade de diferentes tipos de

cancer para mulheres em 2018.
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Pulméo
Colo uterino
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Utero
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Ovério
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Linfoma ndo-Hodgkin
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Fonte: Adaptado de International Agency for Research on Cancer, World Health Organization, 2019.

Entre os métodos disponiveis para diagnéstico dos tumores de ovario, estdo a
ultrassonografia pélvica, a ressonancia magnética, a tomografia computadorizada e
0s marcadores biologicos.

Na oncologia, a maioria dos marcadores empregados no diagndstico,
acompanhamento e prognéstico sao proteinas produzidas pelas células
transformadas em concentracdes diferentes das esperadas para as equivalentes nao-
transformadas (Pacheco et al., 2002). Estas proteinas podem estar presentes no
tumor, no sangue ou em outros liquidos biolégicos, nos quais 0 seu aparecimento ou
alteracOes em suas concentracdes e estruturas estao relacionados com a proliferacéo
celular alterada ou com a resposta do organismo a esta proliferacdo (Valente e
Massabki, 2011). As técnicas de deteccdo destes marcadores devem ser sensiveis 0
suficiente para permitir sua identificacdo em baixas concentracdes, condicdo comum
observada nos casos de diagnostico precoce. O uso de marcadores tumorais contribui
para o manejo clinico dos pacientes, sendo ferramenta complementar no diagnéstico,
na definicho do tratamento, na deteccdo de recidiva, no prognéstico e no
monitoramento da resposta terapéutica (Almeida et al., 2007).

Os marcadores do CO sdo CA 125 (antigeno do cancer 125), CA 72.4 (antigeno
carboidrato 72.4), CA 15.3 (antigeno carboidrato 15.3), proteina do gene KRAS (do



inglés, kristen ras), PLAP (fosfatase alcalina placentéaria), MCA (antigeno mucindide
associado ao carcinoma), entre outros. Atualmente, apenas o CA 125 é validado para
uso clinico (Appel et al., 2009), devido a especificidade e a sensibilidade limitadas dos
outros marcadores disponiveis (Colombo et al., 2019).

A resisténcia a quimioterapia e as altas taxas de recorréncia, a semelhanca do
diagnéstico tardio, impactam as taxas de sobrevida de pacientes com CO (Londero
et al., 2014). A primeira linha de tratamento consiste na cirurgia citorredutora seguida
de quimioterapia a base de platina, como cisplatina ou carboplatina em combinacao
com quimiotergpicos taxanos. Os tratamentos hormonais também sao utilizados,
como o tamoxifeno, que bloqueiam os receptores de estrogénio em células
cancerigenas, impedindo seu crescimento e divisdo (Zhou et al., 2019).

As terapias imunoldgicas comecam a ganhar destaque na oncologia e incluem:
vacinas, terapias baseadas na utilizacdo de células T, virus oncoliticos e bloqueios
imunoldgicos, como os anticorpos direcionados para PD1 (do inglés, programmed cell
death-1) e CTLA-4 (do inglés, cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4).
Atualmente, ainda nao foram aprovadas terapias imunolégicas para o CO,
provavelmente por sua ineficiéncia atribuida a baixa imunogenicidade tumoral
intrinseca, expressdo de multiplos receptores inibitérios de células T e sua
capacidade de regulacdo de pontos imunoldgicos quando estes sdo bloqueados
(Odunsi et al., 2017).

O CO acomete preferencialmente mulheres de origem caucasiana nos periodos
de pré- e pdés-menopausa, € minoritariamente mulheres negras, hispanicas e de
origem indigena, sendo a idade média ao diagnostico superior a 50 anos (Zheng et
al., 2018). A incidéncia desta patologia € maior em paises mais industrializados e de
niveis socioeconémicos elevados, como Estados Unidos, paises da Europa e Nova
Zelandia, com excecao apenas do Japao (Ristow et al., 2006).

A incidéncia do CO esta relacionada a fatores genéticos, hormonais, de estilo de
vida e ambientais. A multiparidade, a amamentacdo, a menarca tardia, o0 uso de
anticoncepcionais orais, uma dieta equilibrada e a pratica regular de exercicios fisicos
séo considerados fatores protetores contra o desenvolvimento de alguns tipos de CO
(Webb & Jordan, 2017). Por outro lado, entre os principais fatores de risco,
encontram-se a nuliparidade, a obesidade (Bae et al., 2014), a origem europeia, 0 Uso
de drogas indutoras de ovulacéo, os altos niveis de estrogenos e androgénios e a

ocorréncia de cancer de mama, de Utero e colorretal (Cesari et al., 2003; Rasmussen
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et al., 2017). A hereditariedade consiste em um importante fator de risco associado

ao desenvolvimento de CO, sendo que ~10% dos casos apresentam componentes
familiares (Childers et al., 2018).
Em relacdo aos fatores genéticos, ha associacédo entre o CO e a ocorréncia de

variantes nos genes:

BRCAL (do inglés, BRCAL1, DNA repair associated) e BRCA2 (do inglés,
BRCAZ2, DNA repair associated), que correspondem entre 30 e 15% dos casos
de CO, respectivamente (Couch et al., 2013);

TP53 (do inglés, tumor protein p53), mutacdes e perda de funcéo neste gene
sdo observadas em até 80% dos casos esporadicos e familiares de CO;
PTEN (do inglés, phosphatase and tensin homolog), sdo encontradas
alteracOes neste gene em 3 a 8% dos casos, geralmente em tumores de baixo
grau (Bast et al., 2009);

MLH1(do inglés, mutL homolog 1), envolvido também no desenvolvimento do
cancer colorretal ndo-poliposo (Xiao et al., 2014);

PRKN (do inglés, parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase), ha evidéncias de que
este gene poderia atuar como um supressor tumoral em algumas linhagens de
CO (Cesari et al.,, 2003) e alterar a suscetibilidade ao CO (Klimczak et al.,
2016);

HTRA1 (do inglés, HtrA serine peptidase 1), sua expressao elevada contribui
para uma melhor resposta tumoral a quimioterapia em CO (Chien et al., 2013);
e algumas mutacdes nos genes RAD51D (do inglés, RAD51 paralog D) e
BRIP1 (do inglés, BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1) levam ao
aumento do risco de 6 e 8 vezes, respectivamente, para o desenvolvimento de
CO (Rafnar et al., 2011; Song et al., 2015).

1.2 Os tumores epiteliais de ovério

Os tumores epiteliais de ovario podem ser classificados em tumores mucinosos,

endometridides, de células claras, de Brenner, serosos e indiferenciados (Tabela 3)

(WHO, 2019). Os serosos ocorrem em até 80% dos casos e sdo 0s mais incidentes
(Kossai et al., 2017).



Tumores epiteliais de ovario

Tabela 3. Classificacfes dos tumores epiteliais de ovario.

Benigno Borderline Maligno
. . Carcinoma seroso
Cistoadenoma seroso Borderline seroso .
) . baixo grau
Serosos Adenofibroma seroso Borderline seroso .
. ) ) Carcinoma seroso alto
Papiloma seroso micropapilar
grau

. Cistoadenoma mucinoso . . . .

Mucinosos Borderline mucinoso Carcinoma mucinoso

Adenofibroma mucinoso

Cisto endometridide
Cistoadenoma
endometridide
Adenofibroma
endometridide

Carcinoma

Endometridide borderline
endometridide

Endometrioides

Cistoadenoma de
células claras
Adenofibroma de células
claras

Carcinoma de células
claras

Tumor de células claras

Células claras .
borderline

Tumor de Brenner
maligno

Tumor de Brenner

Tumor de Brenner .
borderline

Brenner

Indiferenciados

Adaptado de: American Cancer Society, 2018; World Health Organization, 2014

Os carcinomas serosos de baixo grau desenvolvem-se a partir de lesbes
observadas na sequéncia cistoadenoma seroso, seroso borderline e adenocarcinoma
seroso de baixo grau (Cuello et al., 2018).

Os cistoadenomas sdo tumores benignos de ovario que geralmente ndo se
disseminam, apesar de serem diagnosticados apresentando grandes volumes devido
ao seu comportamento assintomatico. Contudo, devido a fatores ainda
desconhecidos, este subtipo tumoral pode sofrer transformagdes que proporcionam
sua malignizacdo (Hauptmann et al., 2017).

Os serosos borderline sdo considerados tumores de baixo potencial de
malignidade e comp&em cerca de 10 a 20% dos casos de tumores epiteliais serosos
de ovario. Eles crescem lentamente, apresentam proliferacao celular maior do que a
encontrada em tumores benignos e acometem pacientes mais jovens, a maioria em
pré-menopausa, 0 que gera diversos questionamentos sobre a preservacdo da
fertilidade destas pacientes. Quando seu diagnéstico € precoce, as pacientes

apresentam sobrevida global de 90%. Em geral, os serosos borderline manifestam



bom progndstico, entretanto, em alguns casos podem desenvolver disseminacao
além do ovario (Capriglione et al., 2017).

Assim como nos carcinomas, 0s implantes tumorais dos serosos borderline
acometem a cavidade peritoneal, podendo ser classificados em invasivos ou néo-
invasivos. Desta forma, a diferenciacdo dos tumores borderline e adenocarcinomas
s6 pode ser realizada pelas caracteristicas dos tumores primarios.

Os adenocarcinomas serosos de baixo grau de ovario podem ser bilaterais em
até 25% dos casos (Capriglione et al, 2017) possuem crescimento
consideravelmente mais lento e sdo, geralmente, diagnosticados em pacientes em
idades mais jovens quando comparadas aos tumores serosos de alto grau.
Respondem bem a tratamentos hormonais, porém, tendem a ser, resistentes a terapia
convencional (Shih e Kurman, 2004).

Os carcinomas serosos de alto grau correspondem a até 85% dos casos de
tumores epiteliais serosos, costumam ser diagnosticados em estadios avancados da
doenca, possuem boa resposta a quimioterapia tradicional, mas sd8o menos
responsivos a tratamentos hormonais (Romero et al., 2012). Nestes carcinomas de
alto grau, sdo observadas elevadas proliferacdo celular e metdstase. Geralmente
acometem pacientes acima dos 50 anos e apresentam mutacdes em BRCA1, BRCA2
e TP53, resultando em uma superexpressdo das proteinas codificadas por estes
genes (Kossai et al., 2017).

Os carcinomas serosos de baixo e alto graus eram descritos tendo origem no
mesmo tipo de lesdo precursora, todavia a origem dos serosos de alto grau tem sido
crescentemente associada a lesbes precursoras das trompas de falopio,
especialmente na sua regido distal, a superficie das fimbrias (Zhou et al., 2019). Esta
regido, exposta a cavidade pélvica, tem sido proposta como possuindo importante
papel na promocédo da carcinogénese ovariana (Mallen et al., 2018; Corzo et al., 2016
e 2017; Walsh et al.,, 2011). A partir destas estruturas superficiais das trompas,
algumas mutacdes, como a do gene TP53, podem vir a acarretar a expansao clonal
de células epiteliais, processo atualmente denominado “p53 signature”. Por meio
deste processo, as células sdo capazes de adquirir capacidade proliferativa, dando
origem ao carcinoma intraepitelial tubario (do inglés Serous Tubal Intraepithelial
Carcinoma (STIC)), impulsionando células cancerigenas pelas fimbrias e

implantando-se pela superficie do ovario (Mallen et al., 2018).



Uma busca crescente por fatores moleculares e genéticos relacionados a origem
e ao desenvolvimento de tumores ovarianos € evidente, inclui o estudo de alteracdes
nas trompas de Fal6pio e visa uma detec¢ao precoce da doenca e aumento das taxas
de sobrevida global para o COE (Webb & Jordan, 2017).

1.3 As proteinas Parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 em tumores de ovério

1.3.1 Parkina

A proteina parkina é produto do gene PRKN (parkin RBR E3 ubiquitin protein
ligase), originalmente denominado PARK2 ou em suas nomenclaturas menos
conhecidas PDJ, AR-JP e LPRS2 e que se localiza em 6g25.2-g27 (NCBI, 2019).

O gene PRKN é um dos maiores genes humanos, abrange mais de 1380kb e
possui 12 éxons (NCBI, 2019), sendo expresso em diversos tecidos, como rins,
cérebro, testiculos e pulmdes (NCBI, 2019; Poulogiannis et al., 2009). Em tecidos
ovarianos, a expressao da proteina parkina é baixa e em sua maioria observada no
citoplasma celular, mas pode também ser encontrada em nucleos celulares (Figura
4) (The Human Protein Atlas, 2019).

PRKN esta na regidao cromossdémica FRAGE, um sitio fragil comum do genoma,
sendo seus exons 2 a 8 localizados no centro de fragilidade (Abumrad et al., 2011).
Os sitios frageis sao considerados hotspots para dele¢des, amplificacdes e mutagdes
devido a sua instabilidade (Duan et al.,, 2019). Tumores de ovario, pulmdo e
glioblastomas ja foram descritos com alteracdes na regido FRA6E (Duan et al., 2019;
Abumrad et al., 2011; Veeriah et al., 2010; Denison et al., 2003; Cesari et al., 2003).

Ainda, a perda de heterozigosidade do PRKN tem sido amplamente associada
ao desenvolvimento ou progressdo do cancer, devido a inativacdo ou reducdo da
expressao deste gene. Desta forma, PRKN também é apontado como um importante
supressor tumoral, visto que sua deficiéncia ou inativacdo esta associada a
contribuicéo para a formacéao de tumores (Duan et al., 2019).

Em tumores de mama, a metilacdo de PRKN foi relacionada a diminuicdo das
taxas de sobrevida. Da mesma forma, sua metilacdo aberrante ja foi identificada no
desenvolvimento de leucemia linfoide aguda, leucemia granulocitica crénica (Agirre

et al., 2006), carcinoma nasofaringeo (Ni et al., 2017) e cancer cervical (Naseem et
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al., 2017). Ademais, a regulacao negativa de PRKN foi associada a promoc¢ao de uma
variedade de tumores. Andlises sugerem que a perda de expressao de PRKN poderia
ser utilizada como marcador de progndsticos para sobrevivéncia no cancer de mama
(Wahabi et al., 2019). Apesar das atuais evidéncias sobre a expressao de PRKN para
a supressao tumoral, os mecanismos moleculares pelos quais este gene pode
apresentar regulacao negativa ainda permanecem incertos (Bhat et al., 2019).

As alteracbes de PRKN no cancer de ovario ainda ndo estdo completamente
descritas. Atualmente, uma das principais atividades desempenhadas por parkina na
promocdo e progressao do cancer de ovario esta associada a ubiquitinagdo de
substratos mediada por esta proteina (Aguilar-Hernandez et al., 2013).

A parkina possui 465 aminoacidos e um dominio C-terminal UBL e um N-terminal
RING-IBR-RING, sendo uma E3 ubiquitina ligase (Feng et al., 2019).

A ubiquitinac&o consiste na sinalizacdo de substratos pela ligagdo covalente de
moléculas de ubiquitina (Ub) e esté relacionada a diversos processos celulares, como
o controle do ciclo celular, apoptose e reparo de DNA danificado, podendo acarretar
a ativacdo ou inativacéo do substrato marcado, ocasionando altera¢cfes de funcéo ou
localizacéo e degradacédo (Aguilar-Hernandez et al., 2013).

Ocorre pela ligagdo entre um residuo de lisina do substrato alvo e um residuo de
glicina C-terminal da ubiquitina. Esta ligacdo envolve trés enzimas: E1 — ativadora de
Ub, responsavel pela adenilacdo da extremidade C-terminal da Ub e sua ativacéo; E2
— conjugadora de Ub, que permite a aproximacao entre a Ub ativada e o substrato; e
E3 — Ub ligase, que catalisa a ligacao isopeptidica na extremidade C-terminal da Ub
(Senft et al.,, 2018). As E2 e especialmente as E3 conferem especificidade ao
processo.

As E3 podem apresentar 4 dominios diferentes: HECT (Homologous to E6-
acessory protein Carboxy Terminus), RING finger (Really Interesting New Gene), U-
box e RBR (RING in between RING). Este Ultimo esta presente na parkina.

A ubiquitinacdo se apresenta de trés formas distintas: monoubiquitinacao,
poliubiquitinacdo e multiubiquitinagdo. A monoubiquitinacdo é a ligacdo de uma Unica
Ub ao substrato alvo, gerando a sinalizacdo deste sem que seja degradado. Esta
marcagcdo pode ocasionar mudancas de atividade ou localizacdo do substrato
marcado. A poliubiquitinacdo consiste na adicdo de uma cadeia de Ub ao substrato
alvo, sinalizando via K48 a sua degradacéao no proteassomo 26S (Figura 3). Como na

monoubiquitinagdo, a multiubiquitinacédo € caracterizada pela ligacdo de uma Unica
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Ub, porém em varias regifes do substrato, ocasionando diferentes sinais (Senft et al.,
2018; Abumrad et al., 2011).

A ubiquitinacdo mediada por parkina pode ocorrer em diferentes lisinas, e sinaliza
para a degradacéo proteassomal do substrato pela ligacdo com K48, ou K63 para
marcacao do substrato com estabilizacéo e otimizacao do trafego celular (Senft et al.,
2018). A parkina também é capaz de se autoubiquitinar, promovendo a sua propria
regulacdo (Abumrad et al., 2011).

Mutacdes em PRKN podem levar a perda de funcdo da parkina, o que
consequentemente pode alterar a ubiquitinacdo de seus substratos (Duan et al.,
2019). A parkina possui diferentes alvos de ubiquitinacdo, por exemplo as ciclinas D
e E, o acimulo destas proteinas esta relacionado a perda de funcdo de parkina e

consequente promocao tumoral (Duan et al., 2019).

Figura 3. Processo de ubiquitinacéo realizado por parkina em seus substratos BCL2L1, CD36

e APEX1.
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Fonte: Adaptado de J Clin Invest, 2011.

A parkina também exerce um papel crucial na mitofagia, que consiste na
eliminacdo de mitocéndrias danificas e remocdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS — Reactive Oxygen Species). Este processo depende da fosforilagdo de PINK1
(PTEN induced kinase 1) e consequente ativacdo de parkina, através do seu
recrutamento do citoplasma para a superficie mitocondrial, facilitando a ubiquitinacéo
de proteinas alvo e evitando o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e
alguns tumores (Scott et al., 2016). Mutacdes e perda de funcédo de parkina podem
prejudicar a mitofagia e resultam no acimulo de mitocéndrias danificadas, o que ja foi
descrito na contribuicdo do desenvolvimento da doenca de Parkinson (Senft et al.,
2018).
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Entre outros processos, através da sua funcdo de ubiquitinacdo, a parkina
também pode participar na regulacdo do metabolismo energético, através do efeito
Warburg, regulacdo do metabolismo de lipidios (Seo et al., 2011), modulac¢éo do ciclo
celular, ativacdo de proteinas anti-apoptoticas (Gong et al.,, 2017), homeostase e
sobrevivéncia celular (Scott et al., 2016).

Esta proteina tem sido investigada por nosso grupo de pesquisa no que se refere
ao seu papel em diferentes tumores. Os perfis de expressédo imunoistoquimica de
parkina foram preliminarmente avaliados em tumores de ovario no escopo de um
projeto de iniciacao cientifica (Cabral et al., 2017). Inicialmente foram descritos tag
SNPs de susceptibilidade de PRKN para o cancer epitelial de ovario (Klimczak et al.,
2016). Em adenocarcinoma colorretal, foram encontrados resultados correlacionando
a expressao mais elevada de parkina em camadas profundas de tumores em estadios
avancados e a sobrevida aumentada de um subgrupo de pacientes (da Silva-
Camargo et al., 2018). Ainda, a investigacdo de parkina tem sido realizada em
meduloblastoma, neuroblastoma, nefroblastoma e astrocitoma pediatricos

(submetidos para publicacédo).

Figura 4: Expressao das proteinas parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 em tecidos

ovarianos néo-neoplasicos.
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Fonte: Adaptado de The Human Protein Atlas, 2019.
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1.3.2 APEX1

A proteina APEX1 é codificada pelo gene APEX1 (Apurinic/apyrimidinic
endodeoxyribonuclease 1) também conhecido como APE, APE1l, HAP1 ou REF1.
Este gene se localiza em 14911.2, possui cerca de 3kb e é composto por 5 éxons
(NCBI, 2019; Wen, et al., 2016).

A funcdo mais conhecida desta proteina consiste no seu papel como
endonuclease AP (apurinica/apirimidinica), exercido por seu dominio C-terminal,
reparando tanto o DNA nuclear quanto mitocondrial e contribuindo para estabilidade
gendmica (llluzzi et al., 2017). Desta forma, a APEX1 é essencial no reparo pela
excisdo de bases (REB), reconhecendo sitios do DNA que foram danificados pela
acdo do estresse oxidativo, agentes alquilantes, exposicdo a radiacao ionizante e
agentes quimioterapicos, como bleomicinas e cisplatinas (Wen et al., 2016; Londero
et al., 2014).

Outra funcdo de APEX1 esta relacionada ao seu dominio N-terminal, que
desenvolve atua na regulacdo da expressdo de fatores de transcricdo redox,
relacionados a promocao e progressao de céancer, como TP53, HIF-1a (hypoxia
inducible factor 1) e NF-kB (nuclear factor kappa B subunit 1), com importante papel
em diversos processos inflamatérios (Wen et al., 2016; Londero et al., 2014).

Estudos recentes demonstraram que a expressdao aumentada de APEX1 esta
relacionada a quimiorresisténcia em diversos tipos de cancer, como os hepéticos, de
préstata e de pulmao (Wang et al., 2019; Sun et al., 2018; Juhnke et al., 2017). Em
relacdo ao CO, além da quimioresisténcia, a investigacdo de APEX1 esta
principalmente relacionada a recorréncia tumoral, sobretudo, em pacientes em
estadios Ill e IV, onde o estudo de moléculas reparadoras da quebra de DNA torna-
se ainda mais relevante (Wen et al., 2016). Em tecidos ovarianos normais, esta
proteina possui expressdo elevada e predominantemente nuclear (Figura 4) (The
Human Protein Atlas, 2019). Entretanto, a expressao de APEX1 pode variar de acordo
com diferentes tecidos tumorais, sendo também encontrada no citoplasma (Fritz et
al., 2000) ou mitocéndrias (Chattopadhyay et al., 2006).

Em 2016, Scott e colaboradores investigaram a relagéo entre parkina, PINK1 e

APEX1 em glioblastomas, buscando descrevé-la pela primeira vez em tumores
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através da ubiquitinacdo promovida pela parkina. Foram observadas as expressfes
de parkina e APEX1 em tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos, e os tecidos
cancerigenos demonstraram elevada expressdao de APEX1, enquanto a expressao
de parkina foi reduzida. Por outro lado, a expresséo de parkina foi significativamente
mais elevada em tecidos ndo tumorais quando comparada as amostras de
glioblastomas. Os autores descrevem ainda uma relacdo inversa entre a expressao
de parkina e APEX1 e que a perda de parkina e o aumento nos niveis de APEX1
estdo diretamente associados a tumorigénese de glioblastomas. Ainda, o estudo
identificou mono e poliubiquitinacdo realizada em APEX1 pela parkina, variando de

acordo com a localizacao das duas proteinas (Scott et al., 2016).

1.3.3 BCL2L1

A proteina BCL2L1, também conhecida como BCL-XL, € codificada pelo gene
BCL2L1 (BCL2 like 1 [Homo sapiens (human)]) localizado em 20g11.21 (NCBI, 2019).
Esta proteina pertence a familia das proteinas BCL-2, composta por hetero ou
homodimeros que atuam como reguladores anti ou pré-apoptoticos, sendo
classificados em trés grupos de proteinas estruturalmente relacionadas: pro-survival
BCL-2 like proteins, o grupo anti-apoptético desta familia proteica e no qual se
enquadra a proteina BCL2L1; multi BH-domain pro-apoptotic BAX/BAK proteins e pro-
apoptotic BH3-only proteins (Delbridge & Strasser, 2015).

A BCL2L1, assim como o restante das proteinas do seu grupo, localiza-se na
membrana mitocondrial externa e possui uma ac¢ao antiapoptoética, que consiste na
prevencdo da ativacdo de BAX (BCL2 associated X, apoptosis regulator) e BAK
(BCL2 antagonist/killer 1), que por sua vez, sdo pertencentes a familia das proteinas
pré-apoptéticas. Esta acdo antiapoptética, protege a integridade da membrana
mitocondrial externa, prevenindo sua permeabilizacdo a moléculas pré-apoptoéticas
responsaveis pela ativacdo da cascata de caspases e, dessa maneira, prevenindo a
destruicdo celular (Delbridge e Strasser, 2015). Portanto, sua principal acdo em
tumores consiste na prevencdo da morte celular programada, viabilizando a
sobrevivéncia tumoral (Kafara et al., 2015).

A BCL2L1 tem demonstrado uma superexpressdao em tumores de ovario

recorrentes e quimiorresistentes (Yokoyama et al., 2017). Alguns estudos apontam
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gue a desregulacdo da apoptose pode ser um dos principais contribuintes para a
resisténcia a drogas, deste modo, as proteinas da familia BCL-2 tornaram-se alvos
atraentes na investigacao de novas terapia para o CO (Cardenas et al., 2017; Abed
et al., 2016). Em ovarios nado-neoplasicos, BCL2L1 apresenta expressdo baixa e
citoplasmatica (Figura 4) (The Human Protein Atlas, 2019).

A amplificacdo do gene BCL2L1 vem sendo analisada em diversos tipos de
tumores, tais como, pulméo, mama, pancreas e linfomas (Merino et al., 2016; Jin et
al., 2017) Gong e colaboradores (2017), apontam que o gene PRKN pode ser
considerado um importante regulador da morte celular programada devido ao seu
papel na manutencdo da integridade e funcdo mitocondrial, podendo interferir na
estabilidade de BCL2L1, através da mono-ubiquitinacdo realizada pela parkina,
modulando, assim, a apoptose. Diante disso, uma disfuncéo na expresséo de parkina
pode vir a causar uma superexpressao de proteinas anti-apoptoticas no cancer (Gong
et al., 2017).

1.3.4 CD36

CD36 é uma proteina codificada pelo gene de mesmo nome, CD36 (CD36
molecule), localizado na regido cromossémica 7g21.11. Esta proteina € um receptor
de superficie envolvido em diversos processos biolégicos (Pascual et al., 2017),
especialmente no metabolismo de lipidios, participando do seu transporte do meio
extracelular para o intracelular e permitindo a producdo de ATP pela oxidacdo de
lipidios (Zhao et al., 2017). Encontrada em células epiteliais tubulares, macréfagos,
células endoteliais e adipocitos, CD36 atua como receptor de trombospondina em
plaquetas (Jung et al., 2018). No contexto da biologia tumoral, esta proteina foi
proposta como um marcador de malignidade, sendo observada uma correlacao
negativa entre a sua expressao e o prognastico de pacientes com glioblastoma (Hale
et al.,, 2014). CD36 também est4 associado a apresentacdo de antigenos, ao
transporte de acidos graxos de cadeia longa, a geracdo de radicais livres e a
angiogénese, aumentando a capacidade metastatica das neoplasias (Nipin et al.,
2018). Devido a dependéncia das metastases observadas em cancer de mama,

bexiga e pulméao, além daquelas em melanoma, de CD36, esta proteina tem sido
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considerada um marcador de metastase. No CO, as células comumente metastizam
para o tecido adiposo (Cuello et al., 2018).

Ladanyi e colaboradores (2018), observaram em modelos in vivo e in vitro que os
adipdcitos sdo capazes de promover o crescimento do CO através do fornecimento
de &cidos graxos e que isto poderia estar relacionado a uma regulacdo positiva de
CD36. O que talvez possa ser explicado por CD36 ser um receptor de membrana que
facilita o processo de transporte e captacao de acidos graxos, viabilizando a captacao
de colesterol e regulando o direcionamento metabdlico dos mesmos. Os autores
acreditam que adipdcito localizados no omento possam induzir a expressao de CD36
em células cancerigenas ovarianas, promovendo a captacao de acidos graxos. Além
disso, sugere-se que, na obesidade, a vascularizagcdo e o0 transporte lipidico
aumentados possam promover uma maior capacidade proliferativa tumoral (Ladanyi
et al., 2018).

A expressao desta proteina em tecidos ovarianos ndo-neoplasicos é baixa (Figura
4), sendo prevalentemente citoplasmatica (The Human Protein Atlas, 2019).

Uma ampla funcdo de parkina diante da regulacdo do metabolismo de acidos
graxos tem sido descrita. Seo e colaboradores (2011) demonstraram em seus estudos
gque a parkina € capaz de modular a captacdo de lipideos através da mono-
ubiquitinacdo de CD36, resultando na translocacdo da proteina para membrana

plasmatica e sua consequente estabilizacao (Seo et al., 2011; Abumrad et al., 2011).
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JUSTIFICATIVA

A atencdo voltada para tumores epiteliais serosos de ovario justifica-se, além de
resultados preliminares obtidos anteriormente (Cabral et al., 2017), pelo niUmero de
pacientes acometidas. O cancer de ovario é a principal causa de morte entre as
mulheres quando sdo consideradas neoplasias ginecoldgicas e os tumores epiteliais
serosos representam ~80% dos casos totais (Capriglione et al., 2017).

Os tumores epiteliais serosos se originam a partir de diferentes lesdes, sendo
também classificados em subtipos distintos: cistoadenoma, borderline e
adenocarcinoma. Carateristicas referentes ao subtipo borderline permanecem como
temas de intensa discussdo. Apesar do seu baixo potencial de malignidade, a
abordagem atualmente empregada para este subtipo tumoral, considera a retirada
do(s) ovério(s) acometido(s), visando a precaugdo de uma possivel progressao
tumoral e consequente evolugcao para o adenocarcinoma ovariano. Ainda, nos casos
em que nao é possivel concluir o subtipo histologicos e/ou ha evidéncias de invaséo,
é considerada a retirada de outras estruturas ginecologicas, como trompas de Fal6pio
e Utero, com o objetivo de prevenir uma implantacdo tumoral para outras regifes
(Colombo et al., 2019; Hauptmann et al., 2017).

A identificacdo de marcadores que auxiliem na decisdo da abordagem e
compreensao de diferentes subtipos histoldégicos de tumores de ovario podera
contribuir para o refinamento do diagndstico e progndostico, auxiliando na escolha de
tratamentos mais especificos e eficazes, além de proporcionar uma melhor
caracterizacdo da neoplasia, de seus subtipos especificos e da estratificacdo de seus
riscos, evitando métodos agressivos de abordagem e consequentes hospitalizacoes,
0 que podera favorecer a preservacao da fertilidade em mulheres mais jovens.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo o estudo de
proteinas reguladas pela parkina através da sua atividade como E3-Ub ligase e com
funcdes relevantes em cancer. Embora diversos estudos ja estejam sendo realizados,
o papel de proteinas-alvo da parkina envolvidas na manutencao do ciclo celular, no
reparo do DNA, resisténcia a apoptose e progressao do cancer ovariano ainda nao
se encontram completamente elucidados. Desta forma, a avaliagdo do perfil de
expressao de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 podera contribuir para a uma melhor
compreensao desta neoplasia e de sua diferenciacdo tumoral, bem como oferecer

dados que esclarecam o papel e possivel relacao destas proteinas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a expressao de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 nos subtipos
histologicos de tumor epitelial seroso de ovario: cistoadenoma, borderline e
adenocarcinoma, com o objetivo de prospectar novos marcadores tumorais que
possam ser empregados na estratificacdo de riscos, na indicacéo de progndstico e de

manejo das pacientes, além de auxiliar na caracterizacao destes subtipos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a expressao imunoistoquimica das proteinas BCL2L1 e CD36 nos
subtipos histolégicos de tumor epitelial seroso de ovario: cistoadenoma, borderline e
adenocarcinoma;

b) Comparar os perfis de expressdo imunoistoquimica de parkina, APEX1,
BCL2L1 e CD36 nos subtipos histol6gicos de tumor epitelial seroso de ovario:

cistoadenoma, borderline e adenocarcinoma;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras estudadas

As amostras incluidas neste estudo (Figura 5) foram obtidas dos servicos de
patologia de trés hospitais de Curitiba, Parana, sendo eles Hospital Santa Cruz,
Hospital Nossa Senhora das Gracas e Hospital Erasto Gaertner, apds aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (2.022.676) (Anexo A), do Hospital Erasto
Gaertner (2.281.168) (Anexo B) e do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (2.131.666) (Anexo C).

A partir dos prontuarios eletronicos registados entre 2012 e 2018 nos dois
primeiros hospitais citados foram selecionados todos os casos com diagndstico
anatomopatolégico de tumor epitelial seroso de ovario dos seguintes subtipos:
cistoadenoma, borderline e adenocarcinoma, cujas amostras foram obtidas durante
cirurgia para retirada de tumor priméario de ovario de pacientes que ndo haviam sido
submetidas a quimioterapia ou radioterapia neoadjuvantes. O diagndstico
anatomopatolégico e a idade ao diagnostico das pacientes foram coletados
diretamente destes prontuarios, sob a supervisdo dos médicos responsaveis. Os
casos cujas amostras nao foram localizadas ou ndo apresentaram qualidade
suficiente para a analise imunoistoquimica foram excluidos do estudo. Da mesma
forma e nas mesmas condi¢des, foram incluidas 7 amostras derivadas das pacientes
do Hospital Erasto Gaertner analisadas por Klimczak e colaboradores (2016).

Assim, foram obtidas 97 amostras que tiveram sua classificacdo histolégica
reavaliada para confirmacdo, sendo 59 cistoadenomas, 15 borderline e 23
adenocarcinomas.

As caracteristicas teciduais destas amostras inviabilizaram sua inclusdo em TMA
(Tissue Microarray), técnica que permitiria a alocacédo de aproximadamente 30 casos
por lamina, tornando obrigatorio o exame de cada amostra em lamina individual e
aumentando sobremaneira os custos e a duracdo do estudo. Assim, 20 amostras de
cistoadenoma foram selecionadas aleatoriamente para representar este subtipo nas
analises propostas, e as outras 39 foram excluidas. Portanto, as amostras analisadas
foram 58.

Como controles técnicos, foram obtidas, quando possivel, amostras do outro

ovario da mesma paciente, livre de neoplasia, retirado no momento da cirurgia.
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Alternativamente foram obtidas amostras de ovarios nao-neoplésicos, retirados por

ooforectomia, em cirurgias sem relacdo com prevencado do cancer.

Figura 5: Selec&do das amostras e desenvolvimento da pesquisa.

SELECﬁO DAS AMOSTRAS
HNSG HSC HEG
n=39 n=12 n=7

Cistoadenoma seroso = 20
Borderline seroso = 10

Borderline seroso = 4
Adenocarcinoma seroso = 8

Borderline seroso =1
Adenocarcinoma seroso = 6

Adenocarcinoma seroso =9

IMUNOISTOQUIMICA

Parkina e APEX1*
Preparo das ldminas
Classificacdo das amostras
Escore Allred

BCL2L1 e CD36
Preparo das l[aminas
Classificagdo da amostras
Andlise morfomeétrica

ANALISE ESTATISTICA

Legenda: n = ndmero de casos; HSNG = Hospital Nossa Senhora das Gracas; HSC = Hospital Santa
Cruz; HEG = Hospital Erasto Gaertner. *Os dados referentes a expressao de parkina e APEX1 sao
provenientes de Klimczak et al., 2019, em preparagéo.

4.2 Preparo das laminas histologicas

A partir dos blocos de parafina contendo as amostras dos tumores epiteliais de
ovario foram realizados cortes histolégicos sequenciais de 4um com a utilizagdo de
uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e uma lamina cortante (Marienfeld), para

confecgcédo de laminas que foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Biotec®).
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Estas laminas foram sequencialmente analisadas em microscopio éptico para revisao
guanto a sua classificacao histoldgica. Este processo foi realizado com o auxilio de
uma médica patologista.

Paratanto, foi realizada a desparafinacao pela imersao das laminas com os cortes
histologicos a serem analisados em xilol (Biotec®), a 37°C, por 5 minutos. Este
procedimento foi repetido 3 vezes. A reidratacdo das amostras foi a etapa seguinte,
qguando as laminas foram banhadas 3 vezes em &lcool absoluto (Alphatec®) por 1
minuto e depois mergulhadas em agua por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram
submersas em hematoxilina pelo periodo de 8 minutos, lavadas em agua corrente por
5 minutos e submersas em eosina por 3 minutos. Entdo, foram submetidas
sucessivamente a banho em alcool 95% por 1 minuto, alcool absoluto por 3 vezes de
1 minuto e xilol (Biotec®) por 3 vezes de 1 minuto. Para montagem das laminas foi

utilizada a resina adesiva Histolam (Entellan, Merck®).

4.3 Imunoistoquimica

A desparafinacdo das laminas confeccionadas para imunoistoquimica foi
realizada pela imersdo das laminas contendo o material a ser analisado em xilol
(Biotec®), a temperatura ambiente (20°C), por 10 minutos. Este procedimento foi
repetido 2 vezes. A seguir, as laminas foram submetidas a 3 banhos sucessivos de 1
minuto em alcool etilico absoluto (Alphatec®) e de 1 minuto em &lcool etilico 80%. A
peroxidase endogena foi bloqueada com solucdo de H202 5%. Em seguida, as
laminas foram lavadas em agua destilada.

Para a recuperacao antigénica, as laminas foram mergulhadas em recuperador
Imuno Retriver® (ReveaL™) e incubadas em banho-maria, a 99°C, por 25 minutos.
Depois, foram resfriadas até a temperatura ambiente (20°C), submetidas a nova
lavagem em agua destilada e secas levemente com papel absorvente. Cada amostra
foi marcada com caneta hidrofébica para a delimitacdo do corte. Estas laminas foram
mantidas em tampao TBS Tris pH 7,3 (50mM Tris-Cl, 150mM NaCl).

A seqguir, as laminas foram incubadas separadamente com o0s anticorpos
especificos em camera umida, em temperatura entre 2 e 8°C, durante a noite. A
diluicdo do anticorpo especifico para parkina (Anti-Parkin antibody [PRK8] Abcam
#ab77924) foi de 1:100, APEX1 (Anti-APE1 antibody Abcam #ab105081) foi de
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1:1000, BCL2L1 (Anti-BCL2L1 antibody Abcam #ab45002) foi de 1:1000 e para CD36
(Anti-CD36 antibody Abcam #ab78054) de 1:1000. Apés a incubacédo, as laminas
foram lavadas em tamp&do TBS Tris pH 7.3 e secas. A seguir, foi adicionado o
reagente Spring Reveal Complement® (RevealL ™) e as laminas foram mantidas por
10 minutos a temperatura ambiente (20°C). Este processo foi repetido para o reagente
Spring Reveal Conjugate® (RevealL™), por 15 minutos.

Para a revelacdo, o complexo DAB (Kit Spring® RevealL™) foi acrescentado
sobre as laminas. A contracoloragéo foi obtida pela imersao das laminas em solucéo
de hematoxilina de Harris, por 3 minutos, seguida de lavagem em agua corrente, por
3 minutos. Por fim, foi realizada a desidratacdo do material em 3 banhos de 1 minuto
em alcool etilico absoluto, e a sua clarificacdo em 3 banhos de 1 minuto em xilol
(Biotec®). Para a montagem das laminas foi usada a resina adesiva Histolam
(Entellan, Merck®).

Depois da leitura dos controles positivos e negativos nos testes iniciais e
certificacdo de que os anticorpos estavam reagindo, o protocolo de reacdo descrito
foi aplicado no material estudado, sempre pareado com seus respectivos controles
positivo e negativo. Os controles positivos sdo referentes a marcacdo de tecidos
indicados na bula dos anticorpos primarios utilizados, com o objetivo de certificar a
reacao do anticorpo. Assim, como controles positivos para os anticorpos especificos
para parkina e APEX1 foram utilizados cortes histolégicos de carcinoma de intestino,
para BCL2L1 linfonodos e para CD36 artérias lesadas. A omissao do anticorpo

primério foi utilizada como controle negativo da reacao.

4.4 Andalise morfométrica

A andlise da expressdo das proteinas BCL2L1 e CD36 foi realizada por
morfometria, esta técnica permite a descricdo quantitativa da area de expresséao das
proteinas. Assim, a partir das laminas submetidas a imunoistoquimica foram
inicialmente capturadas imagens através do scanner Axio Scan Z.1® com as laminas
em objetiva de 40x. Cada amostra gerou de 2.000 a 30.000 fotografias que foram
direcionadas para a selecéo.

Esta selecdo consistiu na exclusdo de imagens sem amostras biologicas, de

areas apenas nao-neoplasicas e fora do tamanho padrao de 1600x1200. A partir do
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conjunto de imagens remanescente, foi estipulado um minimo de 10 e maximo de 30
fotografias por amostra para cada marcador, totalizando ~2.700 fotografias para a
analise morfométrica.

Para otimizacdo das imagens, foi utilizado o software Adobe Photoshop CS6
v13.0®. Nesta etapa, foram recortadas as areas ndo-neoplésicas e areas em branco
contidas nas imagens selecionadas, restando apenas as areas contendo células
tumorais.

Estas imagens otimizadas foram, entdo, analisadas por meio do software Image
ProPlus®, pela ferramenta de morfometria de cores. Foram analisadas trés cores:
castanho, caracteristica da reagéo positiva para BCL2L1 e CD36; azul, caracteristica
da imunonegatividade; e branca, caracteristica das areas excluidas. Uma amostra de
cada padréo de coloracéo a ser analisado foi fornecida ao programa, gerando uma
mascara vermelha para as areas em castanho, amarela para as azuis e verde para
as brancas. Ao final, o programa forneceu automaticamente os micrdmetros
guadrados do total das areas coradas em vermelho (positivas), amarelo (negativas) e

verde (excluidas) (Figura 6).

Figura 6. Imagens representativas da execucdo da analise morfométrica.
o P . ” o - ‘:"3'_ b 3",._ 2.7 - [ = (-‘r N

Legenda: a. Imagem de uma amostra de adenocarcinoma seroso de ovario corada com anticorpo anti-
BCL2L1. b. Imagem otimizada, com a retirada das areas ndo-neoplasicas, através do software Adobe
Photoshop CS6 v13.0®. c. Imagem apds a aplicacdo da mascara morfométrica com marcacao por trés
cores realizada no software Image ProPlus. Imagens a-b-c em aumento de 40x.

Em seguida, foi obtido o percentual de area positiva como sendo o total de area
positiva (vermelha) em micrometros quadrados dividido pela sua soma com o total de

area negativa (amarela) em micrémetros quadrados, como apresentado na equacgao:

total de area positiva (um?)
percentual de area positiva por quadrante =

total de area positiva um?) + total de area negativa 1m?)
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Estes dados foram organizados em uma planilha para serem submetidos a

analise estatistica.

4.5 Escore de Allred

A analise da expressdo da parkina e de APEX1 foi realizada por um unico
patologista experiente em microscopio Optico BX40 Olympus®. Utilizando-se a
objetiva de 40x, foi aplicada uma adaptacéo do Escore de Allred (Figura 7).

Esta metodologia semiquantitativa consistiu em estabelecer um escore cuja
somatoria leva em consideracdo a extensao da area tumoral positiva (citoplasmatica
ou nuclear) e a intensidade de expressdo do marcador em avaliacdo. Assim, a
distribuicdo (proporgéo ou quantidade relativa) de citoplasmas ou nucleos marcados
foi medida em uma escala variando de 1 a 5, sendo 1 uma proporcao de até 1%, 2 de
1 a 10%, 3 de 10 a 33%, 4 de 33 a 66% e 5 maior que 66%. A intensidade da
positividade foi medida em uma escala variando de 1 a 3, sendo O atribuido para
expressodes negativas, 1 para fracas, 2 intermediarias e 3 para fortes. O escore final,
representado pela soma dos dois anteriores, portanto, podia variar entre 1 e 8
(Qureshi e Perve, 2010).

Figura 7. Método de andlise pelo Escore de Allred.

ESCORE DE
PROPORCAOD
(EP)

IE?ES;%SS: 0 = necativo 1 = FrAaCO 2 = INTERMEDIARIOS = FORTE

(EI)
ESCORE TOTAL = EP + EI (0-8)
Legenda: Esquema ilustrativo representando a metodologia adaptada para o Escore de Allred. A cor
verde identifica as células ndo coradas para o anticorpo da reacdo, enquanto as cores cinza, cinza

escuro e preto identificam células coradas em diferentes intensidades.
Fonte: Adaptado de Qureshi e Perve, 2010.
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4.6 Analise estatistica

Os resultados das variaveis quantitativas foram descritos por média, desvio
padrdo, mediana e valores minimo e maximo. Para variaveis categoricas foram
apresentados frequéncias e percentuais. A comparagdo dos grupos definidos pelo
diagnéstico, em relacdo a idade, foi realizada usando-se o modelo de analise da
variancia (ANOVA) com um fator. Em relacdo aos marcadores BCL2L1 e CD36, as
comparacdes foram feitas usando-se o modelo de anélise de covariancia (ANCOVA)
incluindo idade como covariavel. A analise comparativa dos marcadores parkina e
APEX1 foi realizada através do teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis. A correlacéo
entre duas variaveis quantitativas foi avaliada estimando-se o coeficiente de
correlacdo ndo-paramétrico de Spearman. Para analisar a associacdo entre duas
variaveis categoricas foi usado o teste de Qui-quadrado. Para a determinacdo de
ponto de corte que discriminassem a melhor relacdo entre especificidade e
sensibilidade para a expressdo de APEX1 associada aos subtipos borderline e
adenocarcinoma foram ajustadas curva ROC (receiver operating characteristic).
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com
0 programa computacional IBM SPSS Statistics v.20.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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5. RESULTADOS

5.1 Estatistica descritiva das amostras

Foram analisadas amostras de tumores epiteliais serosos de 39 (67,24%)
pacientes do Hospital Nossa Senhora das Gracas, 12 (20,69%) do Hospital Santa
Cruz e 7 (12,07%) do Hospital Erasto Gaertner, totalizando 58 casos. As pacientes
estudadas apresentaram média de idade de 49 * 15,20 anos, com idade minima de
16 e maxima de 77 anos. Conforme a classificacao histoldgica obtida nos prontuérios
das pacientes e sua revisdo por patologista experiente do Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR, 20 (34,48%) casos foram classificados como cistoadenoma,
15 (25,86%) como borderline e 23 (39,66%) como adenocarcinoma. Entre os
adenocarcinomas, 9 (15,52%) eram de baixo grau e 12 (20,69%) de alto grau. Destes,
18 (34,62%) casos foram localizados no ovério direito, 16 (30,76%) no ovario
esquerdo e 18 (34,62%) eram bilaterais (Tabela 4).

Tabela 4. Dados clinico-patolégicos das amostras estudadas

Variavel Resultado*
cistoadenoma 20 (34,48%)
borderline 15 (25,86%)
classificagcdo histologica .
adenocarcinoma 23 (39,66%)

dos tumores epiteliais serosos _
baixo 9 (15,52%)

alto 12 (20,69%)

direita 18 (34,62%)
localizagdo do tumor esquerda 16 (30,76%)
bilateral 18 (34,62%)
HNSG 39 (67,24%)
Hospital HSC 12 (20,69%)
HEG 7 (12,07%)
idade ao diagnoéstico 49 £ 15,20 (16 - 77)

Legenda: *Descrito por média (minimo — maximo) ou frequéncia (percentual); HNSG: Hospital Nossa
Senhora das Gragas; HSC: Hospital Santa Cruz; HEG: Hospital Erasto Gaertner.
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5.2 Expressao imunoistoquimica das proteinas estudadas

A expresséo de parkina avaliada pelo Escore de Allred apresentou média de 4,80,
com valor minimo de 2 e maximo de 8; enquanto que estes valores para APEX1
foram: média igual a 6,27, com minimo de 3 e maximo de 8. A analise morfométrica
permitiu calcular uma expressdo meédia de 35,69 = 22,78 com um valor minimo de
0,23 e maximo de 87,88 para BCL2L1 e para CD36 a média foi de 11,34 + 11,46 com
um valor minimo de 0,19 e maximo de 56,23 (Tabela 5).

O perfil de expressao destas proteinas pode ser observado na Figura 9, a qual
apresenta imagens geradas pelo scanner Axio Scan Z.1 de laminas contendo
diferentes amostras submetidas a técnica de imunoistoquimica ja descrita. Imagens
como estas foram otimizadas com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6
v13.0® para andlise apenas da area epitelial. O resultado deste processo de
otimizacao pode ser avaliado na Figura 9 que apresenta imagens que foram usadas
na analise morfométrica de BCL2L1 e CD36. As regides coradas em castanho
expressam a proteina avaliada (imunopositividade) e as azuis ndo a expressam

(imunonegatividade).

Tabela 5. Média de expressao imunoistoquimica das proteinas estudadas.

Proteina Média de expresséo
parkina* 4,80 + 1,67 (2,00 — 8,00)
APEX1* 6,27 + 1,45 (3,00 — 8,00)
BCL2L1 35,69 + 22,78 (0,23 — 87,88)
CD36 11,34 + 11,46 (0,19 — 56,23)

Legenda: *Os dados referentes a expressao de parkina e APEX1 sdo provenientes do trabalho
(Klimczak et al., 2019, em preparacao).
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BCL2L1 APEX1 PARKINA

CD36

Figura 8. Imagens representativas da expresséo das proteinas parkina, APEX1, BCL2L1 e

CD36 nas amostras de tumores epiteliais serosos de ovario estudadas.

CISTOADENOMA BORDERLINE ADENOCARCINOMA
SEROSO SEROSO SEROSO

Legenda: Expressao de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 em casos representativos de cistoadenoma
seroso (a-d-g-j.), seroso borderline (b-e-h-k) e de adenocarcinoma seroso (c-f-i-l). As regibes coradas
em castanho expressam a proteina avaliada (imunopositividade) e as azuis ndo a expressam
(imunonegatividade). Aumento de 40x.
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PARKINA®

APEX1"

BCL2L1

CD36

Figura 9: Resultados representativos do processo de otimizacdo das imagens e selecao do
epitélio com auxilio do Adobe Photoshop CS6 v13.0®.

CISTOADENOMA BORDERLINE ADENOCARCINOMA
SEROSO SEROSO SEROSO

Legenda: Expressdo de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 em casos representativos de
cistoadenoma seroso (a-d-g-j.), seroso borderline (b-e-h-k) e de adenocarcinoma seroso (c-f-i-). As
regifes coradas em castanho expressam a proteina avaliada (imunopositividade) e as azuis ndo a
expressam (imunonegatividade). Aumento de 40x. Observacao: as imagens referentes a otimizagao
de parkina e APEX1 sdo apenas para ilustracdo da area de interesse, visto que estas proteinas foram
analisadas por Escore de Allred*
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5.3 Andlises comparativas, de correlacao e de associacéao

A idade das pacientes no momento do diagndstico variou entre os subtipos
histolégicos estudados (p = 0,002). Aquelas com cistoadenoma tinham média de
idade de 44,5 + 20,1 anos e as com tumor borderline apresentaram média de 41,4 +
11,6 anos. As pacientes acometidas com adenocarcinoma apresentaram idade mais

avancada, com média de 58,3 + 10,1 (Tabela 6).

Tabela 6. Idade das pacientes de acordo com os subtipos histoloégicos de tumor epitelial

seroso de ovario estudados: cistoadenoma, borderline e adenocarcinoma.

Classificacao tumoral n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo p
cistoadenoma 16 44,5 49,0 16 75 20,1
borderline 15 41,4 41,0 20 64 11,6 0,002
adenocarcinoma 21 58,3 58,0 33 77 10,1

Legenda: n = nimero de casos. p<0,05. Observacgéo: nao foi possivel obter registro da idade de todas
as pacientes nos prontuarios.

Na Tabela 7, sdo apresentadas as comparacdes entre os perfis de expressao das
proteinas estudadas e os subtipos de tumores epiteliais serosos analisados.

A expressao de BCL2L1 foi diferente entre os tumores serosos estudados (p =
0,001). A média de expressao desta proteina € maior em pacientes diagnosticadas
com adenocarcinoma (44,0 + 22,1) quando comparada aquelas com cistoadenoma
(23,9 £ 22,4) e tumor borderline (28,1 £ 18,9). asPor outro lado, os perfis de expressao
de CD36 foram semelhantes nestes tumores (p = 0,108). Os perfis de expressao de
BCL2L1 e CD36 foram avaliados por morfometria.

As médias dos Escores de Allred para parkina variaram entre 0s tumores serosos
analisados (p = 0,001). A menor média, 3,7, foi observada nos cistoadenomas,
enguanto nos tumores borderline ela foi de 4,6 e em adenocarcinomas 5,6.

Igualmente variou a expressao de APEX1 (p = 0,000), as médias dos Escores de
Allred foram de 5,2 nos cistoadenomas, 6,1 nos tumores borderline e 7,2 nos

adenocarcinomas.
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Tabela 7. Comparacdes entre os perfis de expressédo de BCL2L1, CD36, parkina e APEX1 e

0s subtipos de tumores epiteliais serosos analisados.

Proteina  Classificagdo tumoral n Média Mediana Minimo Mé&ximo Desvio padrdo p

cistoadenoma 19 3,7 3 2 6 -
Parkina borderline 15 46 4 3 7 - 0,001
adenocarcinoma 21 5,6 6 3 8 -
cistoadenoma 16 5,2 5 3 8 -
APEX1 borderline 15 6,1 6 5 8 - 0,000
adenocarcinoma 22 7,2 8 4 8 -
cistoadenoma 19 239 18,3 0,2 65,7 22,4
BCL2L1 borderline 14 28,1 27,0 6,8 70,9 18,9 0,001
adenocarcinoma 22 44,0 42,7 8,0 87,9 22,1
cistoadenoma 19 17,8 18,1 11 56,2 13,3
CD36 borderline 15 71 3,3 0,3 44,8 10,9 0,108
adenocarcinoma 22 9,0 53 0,0 34,0 9,9

Legenda: n = nimero de casos; BCL2L1 e CD36: Andlise de Covariancia, p<0,05; parkina e APEX1:
teste de Kruskal-Wallis, p<0,05.

A expressao dos marcadores também foi avaliada de acordo com a classificacédo
em alto e baixo graus realizada para os casos de adenocarcinoma seroso (Tabela 8).
Apenas a proteina APEX1 demonstrou diferenca de expressdo entre o0s
adenocarcinomas de alto e baixo grau (p = 0,016). As proteinas parkina (p = 0,717),
BCL2L1 (p = 0,967) e CD36 (p = 0,096) ndo obtiveram diferenca significativa de

expressao de acordo com esta classificacao.

Tabela 8. Comparacao dos marcadores parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 de acordo com o

a classificagdo em alto e baixo grau para adenocarcinomas.

Desvio

Proteina Grupo n Média Mediana Minimo  Maximo ~ p*
padrao
Parkina Baixo grau 8 5,8 6 3 8
0,717
Alto grau 11 55 6 3 7 -
APEX1 Baixo grau 9 6,4 7 4 8
0,016
Alto grau 11 7,7 8 6 8 -
BCL2L1 Baixo grau 9 39,8 35,4 13,7 73,5 18,0 0.967
Alto grau 12 44,8 43,0 8,0 87,9 24,7 ’
CD36 Baixo grau 9 13,9 8,9 0,8 34,0 11,5 0.096
Alto grau 11 6,6 4.4 0,0 26,0 7.4 ’

*Teste t de Student para amostras independentes ou teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
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Para discriminar as variacfes de expressao observadas, foi conduzido um teste
de comparacao dois a dois, considerando os tipos tumorais em analise (Tabela 9).
Entre cistoadenoma e tumores borderline, houve variagdo de expresséo de parkina
(p = 0,049), APEX1 (p = 0,040) e CD36 (p = 0,022). Na comparacédo entre
cistoadenoma e adenocarcinoma, variam todas as proteinas estudadas: parkina (p =
0,000), APEX1 (p = 0,000), BCL2L1 (p = 0,001) e CD36 (p = 0,004). Notavelmente
entre os tumores borderline x adenocarcinoma, foi observada variacdo apenas da
expressdo de APEX1 (p = 0,005), além de uma eventual tendéncia de variacdo da
parkina (p = 0,053). Estes resultados sugerem uma maior distingdo observada entre
/os subtipos cistoadenoma x adenocarcinoma e uma possivel semelhanca entre
tumores borderline x adenocarcinomas, visto que apenas APEX1 foi diferentemente

expressa na comparacao entre estes dois subtipos.

Tabela 9. Comparaces entre os perfis de expressdo de BCL2L1, CD36, parkina e APEX1 e

0s subtipos de tumores epiteliais serosos analisados considerados dois a dois.

Comparacdes BCL2L1 CD36 Parkina APEX1
cistoadenoma x borderline 0,123 0,022 0,049 0,040
cistoadenoma x adenocarcinoma 0,001 0,004 0,000 0,000
borderline x adenocarcinoma 0,073 0,629 0,053 0,005

Legenda: comparacdes envolvendo a expressao de BCL2L1 e CD36: analise de covariancia, p<0,05;

comparacdes envolvendo a expresséo de parkina e APEX1: teste de Kruskal-Wallis, p<0,05.

Uma curva ROC foi ajustada considerando a expressdo de APEX1 nos tumores
borderline e adenocarcinomas, sendo possivel encontrar uma correlacdo para estas
duas variaveis (p = 0,010) (Figura 11). A area abaixo da curva foi igual a 0,75, valor
este que avalia a acuracia de um teste podendo variar entre 0 e 1, onde quanto mais
préximo de 1, melhor é seu valor preditivo. Estes resultados indicam que APEX1 é

capaz de discriminar bem entre os subtipos borderline e adenocarcinoma.
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Figura 10: Curva ROC para a expressdo de APEX1 em tumores borderline e

adenocarcinomas.
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O melhor ponto de corte foi o Escore de Allred equivalente a 7, com uma
sensibilidade de 77,3% e especificidade de 73,3% (Tabela 10). Assim valores de
APEX1 < 6 estdo associados aos tumores borderline e valores de APEX1 = 7 estao
associados aos adenocarcinomas. A probabilidade de se tratar de adenocarcinoma
uma vez que APEX1 =7 é de 77,3% e a probabilidade de ser borderline dado que
APEX1 <6 é de 73,3%.

Tabela 10. Especificidade e sensibilidade para o ponto de corte 7 com relacdo & média de

expressao de CD36 em tumores epiteliais serosos borderline e adenocarcinomas.

Classificagado tumoral

APEX1 _ |
borderline adenocarcinoma
11 5
<6 73,3%
, [0)
(especificidade) 22,7%
4 17
=7 77,3%
26,7% 7,3
i (sensibilidade)
Total 15 o
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A avaliacao da correlacdo entre a expressao de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36

em cada subtipo de tumor estudado revelou uma correlacdo negativa fraca entre o

adenocarcinoma e a expressao de APEX1 e CD36 (p = 0,041), (Tabela 11 e Figura

13). Este resultado demonstra que conforme ha um aumento da expressao de APEX1

no adenocarcinoma, ocorre a diminui¢éo da expresséo de CD36. Ainda, foi observada

uma tendéncia de correlacdo positiva entre a expressao de CD36 e de parkina em

cistoadenoma seroso (p = 0,052).

Tabela 11. Correlagao da expresséo de parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 dentro de

cada subtipo de tumor epitelial seroso estudado.

cistoadenoma borderline adenocarcinoma
Variaveis Coeficiente Coeficiente Coeficiente
n de P n de p n de p

correlacdo correlacao correlagdo
BCL2L1 x APEX1 15 -0,04 0,894 14 0,13 0,669 21 0,2 0,377
BCL2L1 x CD36 18 -0,03 0,913 14 -0,21 0,474 21 -0,29 0,197
BCL2L1 x parkina 18 0,37 0,131 14 0,38 0,177 20 0,31 0,181
APEX1 x CD36 16 0,04 0,876 15 0,35 0,202 21 -0,45 0,041
APEX1 x parkina 16 0,11 0,672 15 0,34 0,217 20 0,23 0,322
CD36 x parkina 18 0,46 0,052 15 0,25 0,376 20 -0,16 0,496

Legenda: n = numero de casos; correlagédo entre marcadores realizada por coeficiente de correlacdo

de Spearman, p<0,05.
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Figura 11: Grafico de correlacdo de Spearman entre a expressdo do marcador CD36 e
APEX1.
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Legenda: p<0,05; r: coeficiente de correlagéo.
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6. DISCUSSAO

Os objetivos centrais deste projeto de pesquisa foram avaliar a expressao de
parkina, APEX1, BCL2L1 e CD36 nos subtipos histolégicos de tumores epiteliais
serosos de ovario: cistoadenoma, borderline e adenocarcinoma, com a finalidade de
iniciar a investigacdo de um provavel envolvimento da parkina e de alguns de seus
alvos de ubiquitinacdo, além de contribuir para a caracterizacdo imunoistoquimica
destas proteinas, buscando a identificacdo de elementos que possam aprimorar a
compreensao e diferenciacdo dos subtipos tumorais de ovario.

A distincdo entre tumores benignos e malignos encontra-se estabelecida na
maioria dos casos de tumores de ovario, por exemplo, entre os cistoadenomas e 0s
adenocarcinomas serosos. Eventualmente ha dificuldades na compreensdo e
diferenciacdo dos tumores borderline serosos e de possiveis impactos que possam
ser enfrentados ao seu diagnostico. Ainda, o que atrai a aten¢do na investigacéo entre
0s subtipos borderline e adenocarcinomas sado 0S mecanismos em parte
desconhecidos que levam a transformacao de lesdes precursoras em malignas e sua
progresséao para metastase. O conhecimento destes mecanismos torna-se ainda mais
relevante em cancer de ovario, em fungéo de sua letalidade e impactos do tratamento
na fertilidade das pacientes jovens.

Os tumores borderline séo classificados como néo invasivos e de baixo potencial
de malignidade, entretanto as abordagens para o seu tratamento ainda apresentam
controvérsias (Hauptmann et al., 2017; Ukawa et al., 2018). Em mulheres mais jovens
e com tumores em estadios iniciais, o planejamento reprodutivo/familiar da paciente
€ um importante fator a ser levado em consideracdo. Em casos de deteccédo
avancada, é recomendada a resseccdo total de implantes tumorais, incluindo os
ovarios e anexos ginecolégicos (Hauptmann et al., 2017). Nao obstante, um dos
principais impasses considerados € a idade observada entre as pacientes acometidas
por tumores borderline, em média dez anos a menos que as pacientes diagnosticadas
com adenocarcinoma seroso de ovario. Em um estudo realizado no Japao com 150
mulheres, 60% das pacientes com tumores borderline serosos apresentavam idade
inferior a 45 anos (Ukawa et al., 2018). Do mesmo modo, as pacientes aqui estudadas
com tumor borderline apresentaram média de idade de 41 + 11,6 anos, enquanto as

com adenocarcinoma, 58 + 10,1 anos.
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A avaliacdo da expressdo imunoistoquimica de proteinas envolvidas no
desenvolvimento e progressao do cancer de ovario podera auxiliar no refinamento do
diagnostico, na avaliacdo dos riscos e prognéstico tumoral. Nas amostras deste
estudo, BCL2L1 (p = 0,001), parkina (p = 0,001) e APEX1 (p = 0,000) exibiram um
aumento de expressdo de acordo com a evolugdo cistoadenoma, borderline até
adenocarcinoma seroso, este Ultimo com a maior expressdo de todos estes
marcadores.

Os resultados se assemelham ao observado em literaturas anteriores (Scott et
al., 2016; Gong et al., 2017; Pascual et al., 2017), com excec¢édo de CD36 que, apesar
da expressdo citoplasmatica esperada, apresentou maior expressao nos
cistoadenomas. No entanto, a elevada expressdo desta proteina tem sido relatada
em tumores em estadios avancados, principalmente com intensa proliferacédo celular
e desenvolvimento de metéastases, provavelmente devido ao seu papel como receptor
de membrana para acidos graxos (Pascual et al., 2017; Ladanyi et al., 2018).

A expressdo de BCL2L1 foi maior em amostras de adenocarcinoma, 0 que
corrobora seu envolvimento em tumores com resisténcia a apoptose, favoraveis a
proliferac@o de células cancerigenas (Gong et al., 2017; Delbridge e Strasser, 2015).

A parkina foi expressa no citoplasma dos subtipos estudados. Acentuada
expressao foi observada principalmente nos adenocarcinomas. Embora a funcéo de
parkina ndo seja ainda totalmente elucidada na tumorigénese ovariana, sabe-se que
uma das principais atividades desempenhas por esta proteina esta relacionada ao
seu papel como E3-Ub ligase. A desregulacdo da ubiquitinacdo pode afetar diversas
proteinas que fazem parte da rede de regulacdo de parkina, o que proporciona um
ambiente celular com alteracGes facilitadoras para a progressao tumoral. Alteracdes
na expressdo de parkina ja foram relatadas em até 60% dos casos de tumores
ovarianos primarios (Duan et al., 2019; Aguilar-Hernandez et al., 2013).

Para APEX1 foi observada expressao nuclear, com um aumento progressivo de
expressao entre o0s subtipos cistoadenoma, borderline e adenorcarcinoma. Esta
proteina ja foi associada a tumores de ovario de pior prognéstico com elevada
proliferacdo e crescimento celular, sendo uma das principais caracteristicas do
carcinoma seroso de alto grau a apresentacao de reparo do DNA defeituoso (Londero
et al., 2014) (Wen et al., 2016). Fan e colaboradores (2017), demonstraram em seus
estudos que a elevada expressao de APEX1 esta relacionada a tumores de pulméo

e figado resistentes a quimioterapia. Os autores também acreditam que o reparo
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defeituoso de DNA esta associado ndo apenas ao desenvolvimento e carcinogénese
ovariana, mas também a quimioresisténcia apresentada por estes tumores. Desta
forma, a inibicdo deste reparo ineficiente poderia auxiliar em uma sensibilidade
aumentada a medicamentos quimioterapicos a base de platina (Fan et al., 2017).

A andlise dois a dois proporcionou o refinamento da comparacdo sobre a
expressdo dos marcadores entre 0s subtipos cistoadenoma e borderline,
cistoadenoma e adenocarcinoma e borderline e adenocarcinoma.

Os cistoadenomas sdo tumores benignos sem atipias ou mitoses celulares,
raramente apresentam disseminacdo ou malignizagéo (Kossai et al., 2017). Por outro
lado, os adenocarcinomas geralmente apresentam quantidade celular elevada, com
atipias, mitoses e em alguns casos regides de necroses, possuindo projecdes
papiliferas e grande probabilidade de disseminacao (Kossai et al., 2017). A diferenca
entre a expressdo dos marcadores, refor¢ca a distingdo de comportamento celular
entre estes dois subtipos. As proteinas BCL2L1, CD36 e APEX1 foram associadas a
tumores malignos de ovario, representando resisténcia a apoptose celular e
sobrevivéncia de células neoplasicas, assim como desenvolvimento e progressao
tumoral, comumente encontrados em casos de adenocarcinoma seroso ovariano
(Scott et al.,, 2016; Londero et al., 2014; Gong et al., 2017; Pascual et al., 2017,
Ladanyil et al., 2018).

Entre os subtipos borderline e adenocarcinoma foi observada diferenca de
expressdo apenas da proteina APEX1 (p = 0,005). Este achado evidencia uma
distincao limitada entre os dois subtipos tumorais. Os tumores borderline apresentam
aparéncia semelhante aos tumores malignos quando visualizados em exames
diagnésticos, sendo a classificacdo entre estes realizada a partir de bidpsia.
Histologicamente, os tumores borderline apresentam atipia celular leve a moderada,
sem invaséo do estroma, com disseminacao peritoneal menos frequente do que nos
carcinomas. As cirurgias para tumores borderline também se assemelham aos casos
dos tumores invasivos, onde o principal objetivo € a resseccdo total do tumor. A
semelhanca observada entre estes subtipos interfere diretamente nos métodos de
tratamento, principalmente, quando considerados os tumores borderline, que como
descrito anteriormente, afetam uma populagdo consideravelmente mais jovem de
pacientes (Hauptmann et al., 2017). A busca por marcadores que auxiliem nesta

diferenciacdo podera contribuir para uma melhor caracterizacdo entre tumores
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borderline e adenorcarcinomas ovarianos, auxiliando na descricdo e abordagem
destes subtipos.

A expressdo de APEX1 foi maior em tumores malignos de ovario (p = 0,000).
Anteriormente, esta proteina demonstrou padrao semelhante de expressao sobre a
progressao de células tumorais de ovario. Em analises realizadas por nosso grupo de
estudos, foi observada a expressdo de APEX1 em diferentes amostras de neoplasias
de ovério, incluindo os subtipos mucinosos, serosos, Brenner e endometridides, onde
a elevada expressdo de APEX1 foi identificada em tumores de pior prognéstico
(dados nao publicados). A literatura demonstra que as fungdes ja descritas de APEX1
sdo associadas a evolucdo tumoral e a predominante presenca de células malignas,
pode facilitar a progressao do DNA danificado (Londero et al., 2014; llluzzi et al., 2017,
Scott et al., 2016).

A analise entre os quatro marcadores nos diferentes subtipos tumorais buscou
contribuir na elucidagdo sobre uma possivel interferéncia de parkina na expressao
dos seus substratos. A regulacéo das proteinas realizada através da ubiquitinacéo de
parkina considera diversificados contextos celulares e uma extensa variabilidade de
desfechos de acordo com diferentes tumores e seus nhiveis de progressao (Scott et
al., 2016; Kim et al., 2011).

Gong e colaboradores (2017), demonstraram em analises in vivo e in vitro que o
silenciamento de PRKN em diversas linhagens tumorais através de siRNA pode levar
ao acumulo de BCL2L1, alterando a estabilidade desta proteina. Apesar disso, 0s
autores ressaltam que os niveis de expressdo de BCL2L1 com o silenciamento ou
superexpressdo de PRKN podem variar de acordo com os diferentes tecidos
analisados, evidenciando a influéncia de outros fatores sobre a rede de regulacao da
proteina (Gong et al., 2017).

A parkina realiza a mono-ubiquitinagdo de BCL2L1, porém a maneira como é
capaz de controlar a expressdo desta proteina ainda permanece em discussao
(Hollvile et al., 2014; Xian et al., 2019; Gong et al., 2017). E consideravel que PRKN
desempenhe papel sobre a regulacdo da permeabilidade e apoptose da membrana
externa mitocondrial, controlando a estabilidade de BCL2L1 (Gong et al., 2017).
Apesar de a mono-ubiquitinacdo realizar a marcagdo do substrato sem sinal para
degradacédo, Gong e colaboradores (2017), demonstraram que 0s hiveis de BCL2L1
podem ser reduzidos por parkina e que através da ubiquitinacdo ela possua

interferéncia sobre a degradacdo e consequente reducdo de proteinas da familia
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BCL-2 (Gong et al., 2017). A expressado observada em nossos resultados indica um
aumento simultaneo de BCL2L1 e parkina de acordo com a progressao entre 0s
subtipos, o que talvez possa ser explicado por uma possivel desregulacdo da
ubiquitinagdo, proporcionando o aumento de BCL2L1 e decorrente malignizacao
tumoral.

O papel modulador de BCL2L1 na apoptose encontra-se amplamente retratado
na literatura (Gong et al. 2017; Yokoyama et al., 2017; Delbridge & Strasser, 2015). A
expressdo de PRKN e silenciamento de BCL2L1 podem resultar em altos indices de
apoptose celular, enquanto, o silenciamento de PRKN resulta em um acimulo de
BCL2L1 e consequente diminuicdo de taxas de apoptose (Gong et al., 2017). A
desregulacéo da expresséo de parkina pode ser um dos principais pontos para uma
superexpressdo de membros anti-apoptéticos da familia BCL-2, proporcionando a
sobrevivéncia tumoral. Gong e colaboradores (2017), em uma analise com diferentes
tipos tumorais descobriram que delecdes de PRKN s&o significativamente
correlacionadas com a amplificacdo de BCL2L1, evidenciando o papel de supressor
tumoral do gene e sua relagdo imediata com BCL2L1 (Gong et al., 2017).

APEX1 e CD36 demonstraram correlagcdo inversa entre em amostras de
adenocarcinoma seroso (p = 0,041). A APEX1 é poli-ubiquitinada por parkina, sendo
levada a degradacédo proteassomal, enquanto CD36 € mono-ubiquitinada, sem sinal
degradativo. Tanto a funcdo de reparo de DNA quanto a ativacdo de fatores de
transcricdo mediadas por APEX1 sdo favoraveis a proliferacdo e sobrevivéncia
celular, o que esclarece sua expressado elevada em tecidos tumorais malignos e
resisténcia a drogas e radiacdo adquiridas por estas células neoplasicas. Scott e
colaboradores (2016), discutiram pela primeira vez os efeitos da ubiquitinacdo de
parkina sobre a APEX1. Os autores observaram efeitos modestos de E3-Ub ligase
sobre APEX1 e acreditam que parte disso se deve as localizagBes distintas de
expressao de cada proteina (Scott et al., 2016). APEX1 é preferencialmente nuclear,
enguanto a maior atividade de parkina é exercida no citoplasma celular. Contudo, a
transfeccdo de APEX1 para o citoplasma pode favorecer a regulacédo desta proteina
por parkina. Sendo assim, ha um grande interesse em investigar a expressédo e o
papel de APEX1 também na regido citoplasmatica no desenvolvimento tumoral (Scott
et al., 2016).

Em 1999, Kakolyris e colaboradores analisaram a expressao citoplasmatica de

APEX1 em células tumorais pulmonares, onde a proteina foi associada a um pior
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prognéstico tumoral. Di Maso e colaboradores (2015) investigaram, assim como
Frossi e colaboradores (2019), a translocacdo de APEX1 para as mitocondrias,
considerada a principal regido de degradacdo de proteinas induzidas por parkina. Os
autores acreditam que essa alteracdo de localizacdo da proteina pode contribuir para
uma melhor atividade de parkina, e consequentemente, porporcionar a desaceleracao
do desenvolvimento tumoral (Di Maso et al., 2015; Kakolyris et al., 1999).

Em glioblastomas, as proporgbes de parkina e APEX1 foram consideradas
baixas, enquanto tecidos cerebrais ndo neoplasicos demonstraram valores mais
elevados. Uma menor expressdo de parkina pode ocasionar a alta expressao de
APEX1 em tecidos cerebrais. Sendo assim, semelhante ao observado para BCL2L1,
a perda de atividade de parkina demonstra capacidade para acarretar a deficiéncia
da regulacdo e consequente degradacao de APEX1, levando ao seu acumulo (Scott
et al., 2016; Di Maso et al., 2015).

Em amostras de cistoadenoma, CD36 apresentou uma tendéncia a correlacéo
positiva com parkina (p = 0,052). Uma amostra maior poderia proporcionar um
resultado mais preciso. A correlacdo positiva entre as proteinas pode ser explicada
por um possivel melhor desempenho da regulacdo de CD36 por parkina em tumores
em estadios iniciais (Kim et al., 2011). A regulacdo de CD36 por PRKN, foi descrita
primeiramente em relacdo ao metabolismo lipidico alterado em doencas neurolégicas
degenerativas. Kim e colaboradores (2011), realizaram estudos em camundongos
com PRKN silenciado e observaram sua capacidade de regular respostas
metabdlicas através de dietas hiperlipidicas. Além disso, mutacdes heterozigéticas de
parkina podem reduzir a captacao de acidos graxos (Kim et al., 2011).

Apesar de parkina promover a mono-ubiquitinacdo de CD36, estabilizando e
gerando o aumento do seu nivel na membrana plasmatica, os acidos graxos de cadeia
podem induzir CD36 a poli-ubiquitinacdo, tornando-o alvo de degradacao
proteassomal. O papel de CD36 na membrana plasméatica esta relacionado a
captacao de acidos graxos, que sdo armazenados em goticulas lipidicas ou oxidados
por mitocondrias. Os niveis de parkina podem ser regulados por lipidios e desta forma,
a ingestéo de gordura pode ter um impacto consideravel no desenvolvimento tumoral
(Zhao et al., 2019; Kim et al., 2011).

E necessario notar que através da técnica empregada neste estudo para analise
da expressdo das proteinas, ndo foi possivel concluir se parkina ou seus alvos de

ubiquitinacdo APEX1, BCL2L1 e CD36 estéo ativos, ja que suas atividades nao foram
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testadas. Apesar do aumento de expresséo observado, é fundamental considerar que
no ambiente tumoral, algumas proteinas possam apresentar mutacdes e alteracdes
na sua funcionalidade. Ainda, o niumero de casos apresentados no estudo pode ter
sido um limitador na obtencdo das analises anteriores propostas. Da mesma forma,
0s prontuarios médicos das pacientes obtidos nos servi¢os utilizados demonstraram
escassez de informacfes para analise das variaveis clinicas.

Os achados deste projeto sdo indicadores sobre a heterogeneidade dos subtipos
de tumores epiteliais serosos de ovério, no qual foi possivel considerar a identificacdo
de caracteristicas individuais através de diferentes expressdes das proteinas parkina,
APEX1, BCL2L1 e CD36 nos subtipos estudados. A proteina APEX1 demonstrou um
potencial a ser explorado, principalmente, quanto a sua expressao diferenciada entre
os adenocarcinomas e tumores borderline. Os resultados obtidos podem indicar
APEX1 como um possivel marcador na malignizacdo dos subtipos de tumores
epiteliais de ovario, onde uma maior expressao de APEX1 pode estar associada a um
eventual pior prognostico. Desta forma, APEX1 podera auxiliar em uma melhor
compreensao e direcionamento de abordagem e tratamento. Contudo, o0s
mecanismos que expliquem a variacao da expressado destas proteinas e o papel de
APEX1 na tumorigénese ovariana necessitam de estudos complementares para sua

completa elucidacéo.
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7. CONCLUSOES

Através da analise dos resultados deste estudo, foi possivel concluir que:

1. As proteinas parkina (p = 0,001), APEX1 (p = 0,000) e BCL2L1 (p = 0,001) foram
diferentemente expressas entre 0s trés subtipos de tumores de ovario epiteliais:

cistoadenoma, borderline e adenocarcinoma;

2. A proteina APEX1 foi diferentemente expressa de acordo com a classificacdo dos

adenocarcinomas serosos em alto e baixo grau.

3. A associacao dois a dois demonstrou que:

a. Entre cistoadenomas serosos e tumores borderline serosos, parkina (p =0,049),
APEX1 (p = 0,040) e CD36 (p = 0,022) foram significativamente diferentes;

b. Entre cistoadenomas serosos e adenocarcinomas serosos, parkina (p = 0,000),
APEX1 (p = 0,000), BCL2L1 (p = 0,001) e CD36 (p = 0,004) foram significativamente

diferentes;

c. Entre tumores borderline serosos e adenocarcinoma serosos, apenas APEX1
(p = 0,005) foi expressa de maneira significativamente diferente;

4. Através da curva ROC foi possivel observar que APEX1 discrimina bem entre os
subtipos adenocarcinoma seroso e borderline seroso. O melhor ponto de corte
definido foi 7, com especificidade 73,3% e sensibilidade 77,3%. Desta forma, valores
de APEX1 < 6 foram associados aos tumores borderline seroso e valores = 7 séo

associados aos adenocarcinomas serosos;
5. Pacientes diagnosticadas com adenocarcinoma seroso obtiveram uma correlagéo

inversa entre a expressdo de APEX1 e CD36 (p = 0,041; r = -0,45). Quanto maior a

expressao de APEX1 menor foi a expressédo de CD36.
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Apresentacédo do Projeto:

O estudo conduzira um estudo de associacao entre genes candidatos a carcinogénese do CO. Além disso,
sera analisado a expressao imunoistoquimica das proteinas com potencial envolvimento no
desenvolvimento deste cancer. Para tanto, o projeto ocorrera em duas fases, sendo:

Fase A: Serdo avaliadas pecas cirrgicas dos tumores de ovario, que foram coletados para exames de
biépsia em dois hospitais de Curitiba, Parana: Hospital Nossa Senhora das Gracas e Hospital Santa
Cruz,com intervalo de 2012 até 2016. O levantamento dos casos sera feito no banco

de dados do laboratério de anatomia-patoldgica do Hospital Santa Cruz. Sera avaliada a expressao de
proteinas sugestivas a carcinogénese do CO em laminas preparadas a partir das amostras de biépsias dos
blocos doadores, visando descrever padrées de imunoistoquimica de proteinas de interesse em cancer de
ovario (CO). Serdo incluidas no estudo amostras que apresentarem tecido tumoral com qualidade e
guantidade suficientes para analise imunoistoquimica e dados clinicos disponiveis. Os critérios de excluséo
serdo: casos com bloco de parafina ndo localizado, pacientes que tiverem recebido tratamento de
guimioterapia ou radioterapia neoadjuvante e amostras que ndo apresentarem qualidade técnica suficiente
para andlise imunoistoquimica. Como controles negativos das amostras das bidpsias de CO, serdo
utilizadas,quando possivel, as amostras das
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biopsias do outro ovario livre de neoplasia da mesma paciente retirado no momento da cirurgia
(histerectomia profilatica). Ser&o reunidos os dados clinicos dos prontuérios das pacientes e dos controles
participantes da pesquisa para correlagdo com os resultados obtidos, entre eles: idade, etnia, nimero de
lesdes, tamanho do tumor, aspecto macroscdpico das lesbes, estadiamento TNM,classificagdo
anatomopatolégica, regido tumoral, grau de diferenciacao, localizagdo e invasao do tumor,comprometimento
de linfonodos, carater da cirurgia e contagem de plaquetas. Todos os dados séo codificados, preservando a
identidade e privacidade dos envolvidos.

Fase B: A coleta das amostras de sangue e bidpsia das pacientes com CO sera realizada em trés hospitais
de Curitiba, Parana: Hospital Erasto Gaertner, Hospital Nossa Senhora das Gracgas e Hospital Santa
Cruz,com estimativa de 200 casos. As amostras de sangue dos controles serdo

coletadas nos mesmo hospitais, entre as acompanhantes ndo consanguineas, com estimativa de 200
amostras. A etapa experimental para amostras de sangue consistira em: extracao e purificacdo de DNA,
guantificacao, diluicdo e genotipagem. A partir das biépsias obtidas na fase A e B, seréo
confeccionadas laminas de microarranjo de tecido (TMA - tissue microarray) para avaliar a expressao de
proteinas sugestivas a carcinogénese do CO.Serao reunidos os dados clinicos dos prontuarios das
pacientes e informacdes obtidas dos controles participantes da pesquisa para correlagdo com os resultados
obtidos, sendo eles: idade, etnia, nimero de lesbes, tamanho do tumor, aspecto macroscdpico das lesdes,
estadiamento TNM, classificagdo anatomopatoldgica, regido tumoral, grau de diferenciacédo, localizagéo e
invasdo do tumor, comprometimento de linfonodos, carater da cirurgia e contagem de plaquetas. Todos os
dados séo codificados, preservando a identidade e privacidade dos envolvidos. Os resultados obtidos em
ambas as fases serdo correlacionados com os dados clinicos das pacientes participantes do estudo e
submetidos a andlise estatistica.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos citados no "PB_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_776663.pdf" séo:

Objetivo Primério:

Estudar a associacao entre fatores genéticos e cancer de ovario, para ampliar a compreensao dessa
patologia.

Objetivo Secundario:

Investigar a associagdo entre a expressao das proteinas estudadas e caracteristicas genéticas e clinicas

das pacientes selecionadas com cancer de ovario.

Endereco: Rualmaculada Conceigdo 1155

Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br

Pagina 02 de 04



=
L o |
s ]

N

PUCPR

PUCPR

2 |Comité de Etica
em Pesquisa da

ASSOCIACAO PARANAENSE

DE CULTURA - PUCPR

Continuagéo do Parecer: 2.022.676

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios foram adequadamente apresentados no
"PB_INFORMACOES BASICAS_DO_PROJETO_776663.pdf", estando em consonancia com a Res. CNS

466/12.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Rerani ™

Projeto de pesquisa apresenta correlacdo entre objetivos e metodologia, estando em acordo com a

Res.CNS 466/12.

Considera¢des sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:

termos obrigatorios apresentados e de acordo com a resolugéo 466/12

Recomendacbes:
Sem recomendacgdes

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendencias projeto aprovado

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P 12/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 776663.pdf 17:24:59
Declaracéo de Autorizacao_instituicao.pdf 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Instituicdo e 17:21:39 | Sotomaior
Infraestrutura
TCLE / Termos de |TCLE_PACIENTES.docx 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 17:20:35 | Sotomaior
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |TCLE_CONTROLES.docx 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 17:20:24 | Sotomaior
Justificativa de
Auséncia
Outros Declaracao_ao_comite_HEG.pdf 08/02/2017 |Vanessa Santos Aceito

15:58:34 | Sotomaior
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 08/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
15:42:55 | Sotomaior
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 07/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
Brochura 10:40:51 | Sotomaior
Investigador
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Biorepositorio /
Biobanco
Outros Termo_de_responsabilidade_do_Pesqui| 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
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Apresentacédo do Projeto:

Introducéo:

O céancer de ovario (CO) é a sétima causa de morte por cancer entre as mulheres no mundo (WCRF, 2016),
sendo uma doenc¢a multifatorial de alta malignidade, frequentemente assintomatica e para a qual ndo ha um
método especifico de deteccdo precoce (Cannistra, 2004). Estas caracteristicas, ou a combinacao entre
elas, levam a diagnosticos em estadios (Tabela 1) avangcados da doencga, contribuindo para os altos indices
de mortalidade observados (WCRF, 2016).0 CO acomete células germinativas, gonadais e
mesenquimatosas deste 6rgdo, e pode ser classificado em carcinoma epitelial, estromal e de células
germinativas (Ristow et al., 2006). O carcinoma epitelial € o mais frequente, e compreende as seguintes
categorias: seroso de alto/baixo grau, mucinoso, endometridide, tumor de células claras, borderline e
indiferenciado (Romero e Bast, 2012).Estao entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento de
CO: nuliparidade, obesidade, origem europeia, uso de drogas indutoras de ovulacéo, altos niveis de
estrogenos e de androgénios e fatores genéticos. Estudos apontam risco aumentado de desenvolvimento de
CO em mulheres que apresentam mutacdes nos genes BRCA1 (breast cancer 1), BRCA2 (breast cancer 2)
(Lynch et al., 2009), PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Kuhn, 2013) e TP53 (tumor protein
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p53) (Bast et al., 2009). Por outro lado, entre os fatores protetores encontram-se: paridade, amamentacéao,
uso de anticoncepcionais orais, menarca tardia, menopausa precoce e procedimentos cirlrgicos, como
histerectomia e ligagcéo tubaria (Ristow et al., 2006).Dados epidemioldgicos sobre o CO nos Estado Unidos
apontam para 22.280 casos novos em 2016 e 14.240 mortes registradas no ano de 2015 (WCRF, 2016). No
Brasil, estima-se que em 2016, o nimero de novos casos de CO sera de 6.150, com um risco estimado de
6,15 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2016). A maior parte dos diagndsticos dessa patologia ocorre
nos estadios avancgados, pela falta de marcadores especificos que proporcionem uma detec¢éo precoce.
Entre as ferramentas diagnésticas disponiveis para detecgdo do CO, estdo a ultrassonografia pélvica, a
tomografia computadorizada, a ressonancia magnética e marcadores biolégicos. Os marcadores tumorais
mais frequentemente usados em seu diagnéstico sdo: CA 125 (antigeno do cancer 125), CA 15.3 (antigeno
carboidrato 15.3), CA 72.4 (antigeno carboidrato 72.4), MCA (antigeno mucindéide associado ao carcinoma),
B-HCG (gonadotrofina coribnica humana), PLAP (fosfatase alcalina placentaria) e a proteina codificada pelo
gene KRAS (kirsten ras) (Apell et al., 2009). Todavia, pela existéncia de varios subtipos de CO, os quais séo
extremamente heterogéneos em suas caracteristicas clinicas, moleculares e histopatolégicas (Kwow e Shin,
2011), o diagndstico deste cancer deve ser realizado pela associacéo entre dois ou mais métodos, pois 0s
resultados podem variar nos diferentes estadios e tipos do tumor. Mesmo o uso de marcadores moleculares
ainda é pouco eficaz na deteccdo precoce da doenca (Valente e Massabki, 2011), ndo permitindo uma
utilizacdo categdrica, por estarem presentes em outras situagdes como as benignas, tendo apenas sua
especificidade aumentada quando o CO se apresenta em estadio avancado.Estudos sobre a origem e
desenvolvimento do CO envolvem a pesquisa de genes e suas respectivas vias de sinalizacdo que
controlam o crescimento, a apoptose, a invasdo e a metastase celular. As principais vias descritas
envolvidas neste cancer sao as dos genes: NF-kB (factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
(Gilmore et al., 2001), Jak-STAT 3 (Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription 3) (Prata et
al., 2004; Duan et al., 2007), MAPK (mitogen activated kinase-like protein) (Spandidos et al., 2002), PI3K
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha) (Janku et al., 2012) e EGFR
(epidermal growth factor receptor). Além das vias dos receptores de estrogénio (Imamov et al., 2004), dos
receptores da proteina do gene AMH (anti-Mullerian hormone) (Teixeira et al., 2001) e do acido
lisofosfatidico (Braun e Coffey, 2005; Longuespée et al., 2012). A interleucina 6 parece ser importante na
carcinogénese ovariana participando das cascatas de sinalizacdo Jak-STAT, MAPK e PI3K (Asschert et al.,
1999).Entre os genes candidatos ao desenvolvimento do CO esta o PARK2 (parkin RBR E3
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ubiquitin protein ligase), ele codifica uma proteina denominada parquina que possui como fungéo principal a
ubiquitinacdo de proteinas, o controle do ciclo celular, a resposta ao estresse, a homeostase mitocondrial e
mais recentemente vem sendo descrito como supressor tumoral [9, 10, 11, 12, 13] Muta¢fes neste gene ja
foram associadas a Parkinsonismo Juvenil Autossémico Recessivo [14] hanseniase [15], diabetes mellitus
tipo 2 [16], Alzheimer [17], esclerose multipla [18], ADHD (déficit de atengdo/desordem de hiperatividade)
[19], autismo [20], febre tifoide e febre paratifoide [21, 22]. Além disso altera¢des no gene PARK2 foram
descritos em varios tipos de canceres, tais como: ovario, mama, rim, pulméo [23] e melanoma, bem como
hematoldgicos tais como leucemia linfoblastica aguda, linfoma de Burkitt e linfoma de células B nao
Hodgkin.Em estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa (publicado na revista Oncology — Karger), o
gene PARK2 mostrou-se associado ao desenvolvimento do cancer de ovario epitelial. Foram recrutados 25
pacientes no Hospital Erasto Gaertner e 87 controles no Hemobanco, as duas instituicdes em Curitiba,
Parana. A analise multivariada para a combinagdo entre os modelos aditivo e dominante indicou associagao
do marcador rs2803073 do gene PARK2 (p=0,018, OR=0,42) e cancer de ovario epitelial.

Hipotese:
Ha fatores genéticos, histopatolégicos e clinicos associadas com o risco para o
desenvolvimento do cancer de ovario.

Metodologia:

As pacientes serdo recrutadas no ambulatério de oncologia ginecoldgica de trés hospitais de Curitiba,
Parand: Erasto Gaertner, Nossa Senhora das Gracas e Santa Cruz, no periodo de agosto de 2017 a
dezembro de 2020, apds aprovacio deste estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR. Para evitar
qualquer distorgdo na andlise, gerada pelo tempo de sobrevida das pacientes, apenas serdo recrutados
casos novos. De cada paciente serdo obtidas amostras de sangue periférico e das bidpsias realizadas para
a confirmacao do diagndstico de CO. Da mesma forma, seréo coletadas amostras de sangue periférico de
controles, no momento da coleta serdo submetidas a um questionario para caracterizacéo desse grupo, com
informagdes como: idade, etnia e histdrico de cancer na familia. As informacdes clinicas referentes as
pacientes estudadas serdo coletadas diretamente nos prontuarios eletrénicos, sob a supervisdo dos
meédicos responsaveis. Para realizacdo de um estudo complementar, visando descrever padrdes de
imunoistoquimica das proteinas de interesse em CO, serdo selecionadas, por meio de prontuarios
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eletrénicos, amostras de biépsias de pacientes com CO confirmado por exame anatomopatoldgico nos
hospitais Nossa Senhora das Gracas e Santa Cruz, no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2016.
Serao incluidas no estudo amostras que apresentarem tecido tumoral com qualidade e quantidade
suficientes para andlise imunoistoquimica e dados clinicos disponiveis. Como controles negativos das
amostras das biépsias de CO seréo ] utilizadas, quando possivel, as amostras de bidpsias do outro ovario
livre de neoplasia da mesma paciente retirado no momento da cirurgia (histerectomia profilatica).As
amostras de sangue periférico das pacientes e dos controles ser@o usadas na extracao e purificacdo de
DNA pela técnica de salting out, descrita por John et al. (1991) e modificada por Lahiri e Nurnberger (1991).
Esta técnica consiste nas etapas de lise das hemécias, lise dos nucleos dos linfocitos, remocao das
proteinas e precipitacdo, lavagem e diluicdo do DNA em tampao. Depois da diluicdo, as amostras serao
guantificadas e estocadas a 40C até sua utilizacdo.A genotipagem dos genes candidatos ao CO sera
realizada utilizando o equipamento de RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System) e
tecnologia TagMan™ (Applied Biosystems). Para tanto, serdo selecionados, de acordo com informacdes do
International HapMap Project, os marcadores do tipo tagSNPs que permitam cobertura fisica total desses
genes. Os casos de CO serdo revisados em suas laminas e prontuarios dos pacientes, com o objetivo de
confirmacéo do diagnostico e de coleta de dados clinicopatolégicos relevantes para descricdo fenotipica de
cada paciente. Seré coletado material dos blocos de parafina das bi6épsias de CO e carcinomatose
peritoneal chamado de blocos doadores. A partir dos blocos de tecidos doadores, seréo realizados cortes
histologicos de 4m para a confeccao de laminas com coloracdo HE (hematoxilina-eosina). Estas laminas
serdo sequencialmente analisadas ao microscopio 6ptico, e uma ou duas areas morfologicamente
representativas do componente tumoral serdo selecionadas e delimitadas para serem amostradas dos
blocos originais e preparadas em blocos de microarranjo de tecido TMA. Trata-se uma técnica para
montagem de blocos de parafina utilizando multiplas amostras para confecgdo de laminas para estudo
imunoistoquimico. Essas laminas serdo marcadas com os anticorpos imunoistoquimicos selecionados.A
analise imunoistoquimica sera realizada no laboratério de patologia experimental da PUCPR, pela técnica
da imunoperoxidase ap0s a confeccdo das laminas histoldgicas utilizando a técnica de TMA com
equipamento adaptado e de baixo custo. Serdo utilizados os anticorpos relacionados as vias de
carcinogénese do CO.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estudar a associacao entre fatores genéticos e cancer de ovario, para ampliar a compreensao dessa
patologia.
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Objetivo Secundario:
Investigar a associagdo entre a expressao das proteinas estudadas e caracteristicas genéticas e clinicas
das pacientes selecionadas com cancer de ovario.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco para o sujeito da pesquisa sera um eventual constrangimento ou desconforto gerado pela coleta da
amostra (sangue periférico). Nao tera nenhum risco adicional aos procedimentos normais que seréo
realizados para a coleta de biopsia, pois sera coletada a amostra no momento da cirurgia de tratamento
indicada pelo médico para retirada do tumor.

Beneficios:

As informac8es obtidas a partir desta pesquisa podem nédo beneficiar o voluntario diretamente, mas sera
utilizada para desenvolver um aprendizado geral. A longo prazo os resultados da pesquisa podem levar ao
desenvolvimento de, por exemplo, novos métodos para um diagndstico clinico mais rapido e mais eficiente a
um menor custo.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Para este projeto nada consta.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

Termos e consideracdes apresentado satisfatoriamente.

Recomendacgdes:

Sem recomendacdes, projeto aprovado.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto esta de acordo conforme itens acima analisados, sem lista de inadequacdes.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Gostariamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como: “ESTUDO DE ASSOCIACAO DE
FATORES GENETICOS, HISTOPATOLOGICOS E CLINICOS COM O CANCER DE OVARIO.”, cujo
nuamero de protocolo é P.P. n° 2594 e tem como pesquisadora responsavel V. Sa. Foi avaliado pelo Comité
de Etica em Pesquisa e foi Aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Apresentacédo do Projeto:

O estudo avaliara a associacéo entre genes candidatos a carcinogénese do CO, tais como o gene PARK2.
Serdo recrutados uma média de 200 pacientes e 200 controles em trés hospitais de Curitiba, Parana:
Hospital Erasto Gaertner, Hospital Nossa Senhora das Gracas e Hospital Santa Cruz, para a pesquisa de
variantes de suscetibilidade para o CO. Além disso, sera analisado a expressao imunoistoquimica das
proteinas com potencial envolvimento no desenvolvimento deste cancer.

Consistird em duas fases, uma fase retrospectiva (A) e outra prospectiva (B).

Fase A: Serdo avaliadas pecas cirirgicas dos tumores de ovario, que foram coletados para exames de
bidpsia em dois hospitais de Curitiba, Parana: Hospital Nossa Senhora das Gracgas e Hospital Santa Cruz,
com intervalo de 2012 até 2016. O levantamento dos casos sera feito no banco de dados do laboratorio de
anatomia-patoldgica do Hospital Santa Cruz. Seré avaliada a expressao de proteinas sugestivas a
carcinogénese do CO

em laminas preparadas a partir das amostras de bidpsias dos blocos doadores, visando descrever padrées
de imunoistoquimica de proteinas de interesse em céncer de ovario (CO). Serdo incluidas no estudo
amostras que apresentarem tecido tumoral com qualidade e quantidade suficientes para
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andlise imunoistoquimica e dados clinicos disponiveis. Os critérios de exclusédo serdo: casos com bloco de
parafina ndo localizado, pacientes que tiverem recebido tratamento de quimioterapia ou radioterapia
neoadjuvante e amostras que nao apresentarem qualidade técnica suficiente para analise imunoistoquimica.
Como controles negativos das amostras das bidpsias de CO, serao utilizadas, quando possivel, as amostras
das biopsias

do outro ovario livre de neoplasia da mesma paciente retirado no momento da cirurgia (histerectomia
profilatica). Serdo reunidos os dados clinicos dos prontuarios das pacientes e dos controles participantes da
pesquisa para correlagdo com os resultados obtidos, entre eles: idade, etnia, nUmero de lesdes, tamanho do
tumor, aspecto macroscopico das lesdes, estadiamento TNM, classificagdo anatomopatolégica, regido
tumoral, grau de diferenciacao, localizac&o e invasao do tumor, comprometimento de linfonodos, carater da
cirurgia e contagem de plaquetas. Todos os dados séo codificados, preservando a identidade e privacidade
dos envolvidos. Fase B: A coleta das amostras de sangue e biépsia das pacientes com CO sera realizada
em trés hospitais de Curitiba, Parana: Hospital Erasto Gaertner, Hospital Nossa Senhora das Gragas e
Hospital Santa Cruz, com estimativa de 200 casos. As amostras de sangue dos controles serdo coletadas
nos mesmo hospitais, entre as acompanhantes ndo consanguineas, com estimativa de 200 amostras. A
etapa experimental para amostras

de sangue consistird em: extracdo e purificacdo de DNA, quantificacao, diluicdo e genotipagem. A partir das
biépsias obtidas na fase A e B, serdo confeccionadas laminas de microarranjo de tecido (TMA - tissue
microarray) para avaliar a expressdo de proteinas sugestivas a carcinogénese do CO.Serdo reunidos 0s
dados clinicos dos prontuéarios das pacientes e informacg8es obtidas dos controles participantes da pesquisa
para correlacdo com os resultados obtidos, sendo eles: idade, etnia, nimero de lesdes, tamanho do tumor,
aspecto macroscopico das lesbes, estadiamento TNM, classificacdo anatomopatoldgica, regido tumoral,
grau de diferenciacgao, localizagéo e invasao do tumor, comprometimento de linfonodos, carater da cirurgia e
contagem de plaquetas. Todos os dados sdo codificados, preservando a identidade e privacidade dos
envolvidos. Os resultados obtidos em ambas as fases serdo correlacionados com os dados clinicos das
pacientes participantes do estudo e submetidos a andlise estatistica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estudar a associacao entre fatores genéticos e cancer de ovario, para ampliar a compreensao dessa
patologia.

Objetivo Secundario:
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Investigar a associagdo entre a expressdo das proteinas estudadas e caracteristicas genéticas e clinicas

das pacientes selecionadas com cancer de ovério.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: o risco para o sujeito da pesquisa sera um eventual constrangimento ou desconforto gerado pela
coleta da amostra (sangue periférico). Nao tera nenhum risco adicional aos procedimentos normais que
serdo realizados para a coleta de bidpsia, pois sera coletada a amostra ho momento da cirurgia de
tratamento indicada pelo médico para retirada do tumor.

Beneficios: as informacgdes obtidas a partir desta pesquisa podem nao beneficiar o voluntario diretamente,
mas sera utilizada para desenvolver um aprendizado

geral. A longo prazo os resultados da pesquisa podem levar ao desenvolvimento de, por exemplo, novos
métodos para um diagndstico clinico mais rapido e mais eficiente a um menor custo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa apresenta coeréncia entre objetivos e metodologia. Trata-se de pesquisa envolvendo
Genética Humana que ndo necessita de analise ética por parte da CONEP de acordo com a resolugéo
466/12

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Termos obrigatorios apresentados e de acordo com a resolucéo 466/12

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Auséncia de Pendéncias ou Indequages. Projeto aprovado

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuic6es definidas na Resolucdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela aprovacdo do projeto conforme proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam
apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como informacdes
relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.
Manter os documentos da pesquisa arquivado.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a pesquisa.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Rrari

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 12/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 776663.pdf 17:24:59
Declaracao de Autorizacao_instituicao.pdf 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Instituicdo e 17:21:39 | Sotomaior
Infraestrutura
TCLE/ Termos de |TCLE_PACIENTES.docx 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 17:20:35 | Sotomaior
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_CONTROLES.docx 12/04/2017 |Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 17:20:24 | Sotomaior
Justificativa de
Auséncia
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 08/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 776663.pdf 16:09:56
Outros Declaracao_ao_comite_ HEG.pdf 08/02/2017 |Vanessa Santos Aceito

15:58:34 | Sotomaior
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 08/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
15:42:55 | Sotomaior
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 07/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
Brochura 10:40:51 | Sotomaior
Investigador
Outros Qualificacao_dos_pesquisadores.docx 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
22:28:20 | Sotomaior
Outros Termo_de_Compromisso_de_Utilizacao| 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
de Dados.pdf 22:26:27 | Sotomaior
Outros Carta_de_encaminhamento_do_projeto.| 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
pdf 22:24:59 | Sotomaior
Outros Confidencialidade.pdf 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
22:24:17 | Sotomaior
Declaracéo de Declaracao_de_uso_especifico_do_mat| 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
Manuseio Material |erial_e_dados_coletados.pdf 22:21:52 | Sotomaior
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Outros Termo_de_responsabilidade_do_Pesqui| 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
sador.pdf 22:15:21 | Sotomaior
TCLE / Termos de | TCLE_PACIENTES.docx 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 22:13:25 | Sotomaior
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de Declaracao_de_amostras.pdf 06/02/2017 |Vanessa Santos Aceito
Instituicdo e 22:10:09 |Sotomaior
Infraestrutura
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TCLE / Termos de |TCLE_CONTROLES.docx 15/09/2016 [Vanessa Santos Aceito
Assentimento / 15:44:41 | Sotomaior

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de Declaracao_do_pesquisador.pdf 15/09/2016 |Vanessa Santos Aceito
Pesquisadores 15:41:54 | Sotomaior

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:
N&o

CURITIBA, 22 de Junho de 2017

Assinado por:
maria cristina sartor

(Coordenador)
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