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D
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E
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et al. et alii, e outros

etc. et cetera, e o que se segue (nao significa “outras coisas do género”)
H

HR hazard ratio

[
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i.e. id est, isto é

IL-8 interleucina-8

IPO Porto Instituto Portugués de Oncologia do Porto Francisco Gentil

M

M concentracdo molar
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Resumo A

Resumo

Introducgdo: O polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 influencia a expresséo da IL-8,
potente quimiocina pré-angiogénica independente do VEGF, cuja accdo influencia a
progressao tumoral e a resisténcia a farmacos com propriedades anti-angiogénicas (e.g.
paclitaxel e bevacizumab). Este estudo pretende avaliar a influéncia deste polimorfismo
no progndéstico e na resposta a quimioterapia (baseada em platinos e taxanos) em

doentes com carcinoma epitelial do ovario (CEQO) tratadas no IPO Porto.

Material e métodos: Coorte retrospectivo. Genotipagem da IL-8 -251 T/A efectuada
por PCR-RFLP de amostras de ADN crioconservadas, obtidas do sangue periférico de
doentes com CEO do IPO Porto, entre 05.01.1996 e 22.12.2010. Exposicdo definida
pelos genotipos AA e AT. Analisou-se a relagdo destes gendtipos com 0s seguintes
parametros: sobrevivéncia livre de progressao, sobrevivéncia global, e resposta aos
tratamentos. A andlise foi ajustada para os factores: idade, estadio, tipo e grau
histolégicos, volume de doenca residual, e mutagédo dos genes BRCALl e BRCA2. A
sobrevivéncia foi analisada pelo método de Kaplan-Meier. Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

Resultados: A genotipagem da IL-8 -251 T/A foi efectuada em 162 doentes.
Frequéncia dos gendtipos: TT=50,6%, AT=49,4%, AA=0,0%. Gendtipo AT associado a
estadios precoces (RR=2,063, 1C95%:1,160-3,910, p=0,029), maior risco de recidiva nos
estadios precoces (RR=7,333, p=0,039), e maior sobrevivéncia livre de progressdo nas
doentes com carcinoma de células claras e carcinoma misto com componente de mau
prognostico (166,1 vs 95,2 meses, HR=2,128, p=0,015).

Concluséo: O polimorfismo da IL-8 -251 T/A podera ser factor de progndstico no
CEO, especialmente nas doentes com carcinoma de células claras. Estudos prospectivos
poderdo esclarecer o papel desta variante genética no perfil farmacogenémico das

doentes com CEO.
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Abstract VI

Abstract

Introduction: The polymorphism -251 T/A of the gene for IL-8 influences the
expression of IL-8, a potent pro-angiogenic chemokine independent of VEGF, whose
actions influence tumor progression and resistance to pharmacologic agents with anti-
angiogenic properties (e.g. paclitaxel and bevacizumab). The aim of this study is to
evaluate the influence of this genetic polymorphism in the prognosis and response to
chemotherapy (based on platinum and taxanes) in patients with epithelial ovarian cancer
(EOC) treated at IPO Porto.

Methods: Retrospective cohort. Genotyping of IL-8 -251 T/A was made by PCR-RFLP
of cryoconserved DNA samples obtained from peripheral blood of patients with EOC of
IPO Porto, between 05.01.1996 and 22.12.2010. Exposure was defined by genotypes AA
and AT. We analyzed the relationship of these genotypes with the following parameters:
progression-free survival, overall survival, and response to treatment. The analysis was
adjusted for the factors: age, stage, histological type and grade, volume of residual
disease, and mutation of the BRCAL1 and BRCA2 genes. Survival was analyzed by the

Kaplan-Meier method. Values of p <0.05 were considered statistically significant.

Results: Genotyping of IL-8 -251 T/A was performed in 162 patients. Frequency of
genotypes: TT = 50.6%, AT = 49.4%, AA = 0.0%. Genotype AT was associated with early
stages (RR = 2.063, 95%CI: 1,160-3, 910, p = 0.029), increased risk of relapse in early
stages (RR = 7.333, p = 0.039) and higher progression-free survival in patients with clear
cell carcinoma and mixed carcinoma with a component of poor prognosis (166.1 vs. 95.2
months, HR = 2.128, p = 0.015).

Conclusion: IL-8 -251 T/A polymorphism may be a prognostic factor in EOC,
especially in patients with clear cell carcinoma. Prospective studies may clarify the role of

this genetic variant in the pharmacogenomic profile of patients with EOC.
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1. Invodugéo

1. Introducéo

1.1. Carcinoma epitelial do ovario

O carcinoma epitelial do ovario (CEO) € a principal causa de morte por patologia
ginecoldgica maligna no Mundo e a 52 causa de morte por cancro nas mulheres." Em
2006, na area abrangida pelo Registo Oncoldgico Regional do Norte de Portugal, a taxa
de incidéncia de CEO foi de 7.7/100 000 habitantes (6.8/100 000 habitantes se taxa
padronizada para a populacdo Europeia) e a razdo mortalidade/incidéncia foi de 50%
(mortalidade: 65; incidéncia: 130).> O facto de ser uma doenca frequentemente
“silenciosa” (i.e. associada a sinais e sintomas inespecificos), e de ndo existir nenhum
método de rastreio comprovadamente eficaz, contribui para que a maioria das doentes
(cerca de 70%), na altura do diagndstico, se encontre em fase ja avangada da doenca
(estadios I1I-1V).*® Assim, apesar dos avancos terap@uticos, a sobrevivéncia global destas

doentes é de 46% aos 5 anos.*

1.1.1. Factores de risco para o desenvolvimento de CEO

O risco global para CEO na populacao geral é de apenas 2 a 5%, sendo que na
maioria dos casos o desenvolvimento do CEO é esporadico.*® O pico de incidéncia do
CEO esporadico situa-se pelos 70 anos e declina ligeiramente ap6s os 80 anos.®’ A
grande maioria dos casos ocorre em mulheres peri ou pés-menopausicas (85-90%).°
Contudo, uma pequena percentagem das mulheres que desenvolvem CEO apresenta
predisposicéo genética para o desenvolvimento da doenca (5 a 10%).* Cerca de 90%
destas mulheres é portadora de mutacdes nos genes BRCAL ou BRCA2.*® Estes s&o
genes supressores tumorais responsaveis pela reparacdo do ADN via recombinagéo
homdloga.? Estes regulam a proliferacéo celular e séo responséaveis pela estabilidade
cromossomica. Assim, as células com deficiéncias na via de reparacdo de ADN por
recombinagdo homéloga apresentam maior instabilidade cromossémica e maior risco de
transformacdo maligna.®® Algumas das caracteristicas clinicas do CEO associado a
mutacgdes hereditarias do BRCA1 e do BRCA2 incluem: idade mais jovem, associacéo de
varios cancros no mesmo doente (e.g. cancro da mama) e histéria familiar de cancro de

ovario e/ou da mama (tabela 1).*
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Tabela 1. Mulheres com risco superior a 20-25% de possuirem predisposicao hereditaria

para cancro do ovario e da mama e para as quais se recomenda aconselhamento genético N

Mulheres com histéria pessoal de cancro da mama e ovario

Mulheres com cancro de ovario e parente proximo (1°-3° grau) com cancro da mama em idade < 50

anos ou cancro de ovario em qualquer idade

Mulheres com cancro de ovario em qualquer idade e ascendéncia de judeus Ashkenazi

Mulheres com cancro da mama <50 anos e familar préximo com cancro de ovario ou cancro da

mama em homem em qualquer idade

Mulheres com ascendéncia Ashkenazi e cancro da mama <40 anos

Mulheres com parente de 1° ou 2° grau com mutacado conhecida nos genes BRCA1 ou BRCA2

O risco de desenvolvimento de CEO aumenta ao longo da vida destas mulheres e
pode variar, conforme a idade, de 20 a 60% nas mulheres com mutagbes no gene
BRCA1 e de 10 a 35% nas mulheres com mutacdes no gene BRCA2.® Apesar disso, as
mulheres com CEO e mutacdo do BRCAL1 ou do BRCA2 parecem apresentar melhor
prognéstico que as mulheres com CEO esporadico (i.e. maior sobrevivéncia global e
maior sobrevivéncia livre de progressao).’ Tal podera ser explicado pelo facto das células
malignas com mutagdes nos genes do BRCA1 ou do BRCA2 serem muito mais sensiveis
aos tratamentos com platinos (com maiores taxas de resposta sustentadas), porque nao
conseguem reparar os danos provocados no ADN pelos aductos dos platinos.’
Actualmente, este é o Unico grupo de mulheres para as quais se recomenda o rastreio,
na auséncia de sintomas, com a combinagdo de exame pélvico, doseamento sérico de
CA 125 e ecografia pélvica endovaginal a cada 6 meses a partir dos 35 anos, ou 5 a 10
anos antes do caso de CEO diagnosticado na familiar de idade mais jovem.**® Outra

opcéo recomendada é a salpingo-ooforectomia bilateral profilatica.*®

Desde ha longa data que tém sido propostas varias hipéteses na tentativa de clarificar
0s mecanismos fisiolégicos subjacentes ao aumento de risco de transformagéo maligna
do epitélio do ovario nos casos de CEO esporadicos. A observagado de que mulheres com
maior numero de ciclos ovulatérios apresentavam um maior risco de desenvolvimento de

CEO levou a hipétese da ovulagéo incessante, por Fathala, em 1971.%°
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Segundo esta hipétese, apds cada ovulagéo, parte das células do epitélio da superficie
do ovario (ESO) séo danificadas e outras internalizadas no estroma ovarico (formando
quistos de inclusdo). Os mecanismos de reparacdo do ESO subsequentes aumentariam
o risco de desenvolvimento de mutacdes e transformacgio maligna das células.'® Por
outro lado, os quistos de inclusdo poderiam permanecer quiescentes no estroma ovarico
por longos periodos de tempo, regredir e desaparecer, ou entdo sofrer alteracbes e
danos que proporcionariam a sua transformacdo maligna.’® Realmente, mulheres
nuliparas, com idade de menarca precoce, e com idade de menopausa tardia,
apresentam um risco aumentado para CEO, enquanto mulheres multiparas, que
amamentam por periodos de tempo mais prolongados, e que utilizam anti-concepcionais
orais (ACO), apresentam menor risco de desenvolverem CEO. *** Contudo, apesar da
teoria da ovulag&o incessante conciliar alguns dados epidemiol6gicos e experimentais, 0s
mecanismos subjacentes permaneciam pouco esclarecidos. Além disso, ndo fornecia
explicacdo plausivel para outros factores de risco conhecidos para o CEO (e.g. mulheres
com sindrome de ovério poliquistico que tém menos ciclos ovulatérios). Deste modo,

teorias alternativas foram propostas de modo a explicar esses outros factores.®’*?*3

ApoOs a ovulagdo, as células do ESO necessitam de sofrer alteragbes de modo a iniciar
0 processo de cicatrizacdo epitelial. Para tal, elas sdo dotadas da capacidade de
sofrerem alteracdes fenotipicas de modo a adquirirem caracteristicas tipo-fibroblasto
(transicdo epitélio-mesenquimatosa).>** Durante este processo de transicéo, elas perdem
a funcao de varias moléculas de adesédo (como por exemplo a caderina E) e ganho de
marcadores mesenquimatosos (como a vimentina). De seguida, ha perda da polarizacédo
basoapical da célula, o citoesqueleto sofre remodelacdes e a célula adquire a capacidade
de mobilizacdo e de secretar varias enzimas proteoliticas (como metaloproteinases) de
modo a alterar e degradar a adesdo da célula & matriz extra-celular.** Pensa-se que este
€ um mecanismo homeostatico que, em condi¢gdes normais, permite que as células do
ESO néo so participem nos mecanismos de cicatrizacdo da ferida pds-ovulatéria como
lhes permite a incorporag&o no estroma ovarico sob a forma de fibroblastos, quando nele
encarceradas. Este € um processo autolimitado e reversivel, sendo que as células voltam
a adquirir o seu fendtipo epitelial no final do processo (transicdo mesenquimatosa-
epitelial).> Segundo a hipdtese do estroma, a formacdo de quistos de inclusdo com
células epiteliais do ESO incapazes de sofrer a transi¢cdo epitelio-mesenquimatosa e a
sua continuada exposicao ao ambiente hormonal, rico em estrogéneos, préprio do

estroma ovarico, levaria & sua proliferacdo e transformacdo maligna.®
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Este conceito pode ser amplificado pela teoria das gonadotropinas, inicialmente
sugerida por Cramer e Welch em 1983." Resumidamente, eles sugeriram que a
influéncia hormonal das gonadotropinas em niveis excessivos (hormona foliculo-
estimulante — FSH e hormona luteinizante — LH) e consequente estimulacdo do estroma
ovarico com aumento da produgcdo de estrogéneos e seus precursores, levaria a
proliferacdo e transformacdo maligna das células do ESO encarceradas no estroma
ovarico sob a forma de quistos de inclusdo.'? Estas hipéteses sdo consistentes com os
efeitos protectores conhecidos da multiparidade, amamentacéo e utilizacdo prolongada
de ACO 2 assim como com alguns factores de risco conhecidos, como factores
endocrinos relacionados com a menopausa, a idade, a utilizacao de terapéutica hormonal
de substituicdo e a infertilidade (sendo que n&o parece haver relacdo entre os
tratamentos hormonais utilizados para seu tratamento e o aumento de risco de CEOQ)*
71516 Os dados epidemiolégicos também sdo consistentes com a teoria das
gonadotropinas, pela proximidade temporal existente entre a elevagdo de gonadotropinas
circulantes e o pico de incidéncia de CEO. A cessacdo completa da funcdo ovarica
resulta na perda do “feedback” negativo dos esterdides produzidos no ovario sobre a
libertacdo de gonadotropinas. Deste modo, os niveis circulantes de LH e FSH atingem
niveis maximos 2 a 3 anos apd6s a menopausa, permanecendo elevados apods isso.®
Estas hormonas sdo capazes de promover a sobrevivéncia, crescimento, migracao e
angiogénese das células tumorais.®’ Por outro lado, a hipotese dos androgéneos versus
progesterona sugere que niveis aumentados de androgéneos (situacdo comum em
mulheres pés-menopausicas, obesas e com sindrome de ovarios poliquisticos)
aumentaria o risco para CEO enquanto niveis aumentados de progesterona, que por sua
vez se associam a niveis de testosterona diminuidos no ovario (e.g. exposicdo a
contraceptivos orais progestativos e a propria gravidez), seria factor protector para o
CEO.%’

Finalmente, também o papel da inflamacéo na carcinogénese do ovario tem suscitado
bastante interesse. Segundo esta Uultima hipotese, a libertagcdo de citocinas (e.g.
interleucinas — IL-6 e 8, 6xido nitrico, prostaglandinas, factor de necrose tumoral a), fluxo
de células inflamatérias e regeneracao tecidular, que ocorre apés cada ovulacdo, podera
ser responséavel pela transformacéo maligna das células do ESO.™ Consistente com esta
hipotese, a ingestado crénica de anti-inflamatérios ndo esterdides e a laqueagéo tubar
diminuiem o risco de CEO, enquanto condicbes pro-inflamatérias (e.g. doenca
inflamatéria pélvica, endometriose) aumentam o risco de CEO." O facto de nenhuma
destas hipoteses ser completamente satisfatoria sugere que varios mecanismos poderao

estar envolvidos no modelo de carcinogénese do ovario.
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1.1.2. Classificagéo histolégica do CEO

Cerca de 90% dos tumores malignos do ovéario tém origem epitelial.® O CEO
compreende varios subtipos histoldgicos bastante heterogéneos entre si. Dependendo do
tipo celular, eles podem ser classificados em tumores serosos (30-70%), mucinosos (5-
20%), endometridides (10-20%), de células claras (3-10%), de Brenner (células de
transicdo), carcinosarcomas ou indiferenciados (1%).'®* Subsequentemente, estes
tumores sao subdivididos em 3 categorias de prognéstico, i.e. tumores benignos, tumores
malignos (i.e. carcinomas) e tumores de malignidade intermédia ou “borderline” (e.qg.

tumores de baixo potencial maligno e tumores proliferativos atipicos).®

A. Origem do CEOQO: paradoxo ou navalha de Ockham?

Um dos aspectos mais intrigantes e menos compreendidos do CEO correlaciona-se
com a histogénese destes tumores. Comummente aceite como tendo a sua origem em
células do epitélio da superficie do ovario (ESO)**° torna-se dificil explicar como estas
células podem dar origem a tdo amplo espectro de subtipos histol6gicos, téo distintos das
células de origem, mas morfologicamente idénticos as neoplasias priméarias do tracto
genital feminino.'® Assim, o subtipo seroso é semelhante aos tumores originarios das
trompas de Falopio, o subtipo mucinoso aos tumores originarios do endocérvix e o
subtipo endometridide aos tumores originarios do endométrio.>**?° As células do ESO e
do tracto genital feminino tém uma origem embrionaria comum, o epitélio celémico, mas
cedo se distinguem através de mecanismos de desenvolvimento embrionario diferentes.®
Enquanto as células do ESO continuam relacionadas com o epitélio celémico (tal como
as células do epitélio peritoneal, adquirindo caracteristicas tipo-mesotélio), as células que
dardo origem a grande parte do tracto genital feminino comecam a invaginar dando
origem aos ductos mullerianos (adquirindo caracteristicas tipo-mullerianas). As porgoes
distais destes ductos acabam por se fundir na linha média dando origem ao Utero, cérvix
e parte superior da vagina enquanto as porc¢des proximais permanecem separadas dando
origem as trompas de Faldpio direita e esquerda.>® Ent&o, porque raz&o os principais
tipos histologicos de CEO tém uma aparéncia tipo-mulleriana e ndo tipo-mesotelioma?
Para nédo falar de subtipos histolégicos menos comuns, como o de células claras (tipo-
mesonéfrico) e o de células de transicdo ou tumor de Brenner (tipo-urotelial), cujas
caracteristicas histolégicas se assemelham a tecidos que embriologicamente se

encontram ainda mais distantes do ESO. Se considerarmos a hipétese do CEO ter
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origem no ESO como verdadeira teremos que aceitar que as células do ESO, a
semelhanca das células estaminais, mantém a capacidade de se diferenciar em células
com caracteristicas embrionarias diferentes (e.g. tipo-mulleriano) e estariamos perante o
paradoxo do CEO ser dos Unicos tumores sélidos com esta caracteristica (i.e. infidelidade

de linhagem).***

Alguns estudos em linhas celulares animais tém vindo de encontro a esta teoria. Os
genes homeobox, da familia HOX, foram originalmente identificados na Drosophila como
factores determinantes na identidade de segmentos e na codificacdo de factores de
transcricdo.?’ Nos mamiferos, a expressao diferencial dos genes desta familia controla o
padrdo de desenvolvimento embrionario. Deste modo, o Hoxa9 é expresso nos
primérdios das trompas de Faldpio, 0 Hoxal0 no Gtero em desenvolvimento, o Hoxall
em regides destinadas a ser o segmento uterino inferior e cérvix, o Hoxal3 a futura parte
superior da vagina.?’?! A expressdo destes genes mantém-se espacialmente restricta ao
tracto reprodutivo adulto, estando ausente do ESO.** A expressdo diferencial destes
genes é recapitulada nos CEO serosos, mucinosos e endometrioides.” Células derivadas
do ESO do ratinho isoladas apresentam diferenciacdo em linhagens distintas de tecidos
mullerianos conforme o0s genes HOX expressos: HOXA9 — tumores papilares
semelhantes aos tumores serosos de alto grau; HOXA 10 e 11 — tumores de alto grau do
tipo endometrioide e mucinoso.”® Apesar de todo o conjunto de evidéncias trazidas da
observacao clinico-patolégica e da investigacao (essencialmente em linhas celulares
animais) a grande limitacdo desta teoria encontra-se no facto de, até a data, nunca se ter
conseguido identificar qualquer leséo precursora de CEO no ESO. Podemos comprovar
variados mecanismos de promoc¢ao e progressao tumorais biologicamente plausiveis mas

n&o temos qualquer prova acerca da iniciag&o tumoral.*®

Véarios autores tém proposto uma teoria alternativa para explicar a origem do
CEO."#2% segundo estes autores a origem do CEO poder-se-a4 encontrar em tecidos
vizinhos ao ovério e ndo no ESO.'***% Por exemplo, os tumores serosos podem ser
primarios de outras estruturas anatémicas para além dos ovarios, como o peritoneu ou as
trompas de Falopio, apesar de serem reportados com uma frequéncia bastante
inferior.'*?** Contudo, ao contrario do ESO, é frequente identificarem-se lesdes
precursoras de carcinomas sSerosos nestes casos, assim como nas trompas de Falopio
de mulheres portadoras de mutacbes nos genes BRCA1/2 submetidas a salpingo-
ooforectomia profilatica.'®?** Seria possivel que grande parte dos tumores serosos
primarios do ovario fosse, na realidade, primaria das trompas de Falépio? Assim sendo, a

presenca dos quistos de inclusdo com epitélio mulleriano nos ovarios poderia ser
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explicada pelo facto das trompas de Falépio rasparem de encontro aos ovarios durante
cada ovulacdo e também por estas se encontrarem muitas vezes aderentes aos ovarios
em condi¢des inflamatérias.’®* Outra origem plausivel para o CEO seria 0 Sistema
Mulleriano Secundario.” Este sistema é constituido por remanescentes da por¢do mais
proximal dos ductos mullerianos. Estas estruturas resquiciais s&o frequentemente
observadas na vizinhanca dos ovérios (areas para-ovaricas e para-tubares) e encontram-
se com maior densidade no hilo ovarico (rete ovarii), sendo muitas vezes observados na
prépria medula do ovario.*® Contudo, também podem ser encontradas em tecidos mais
distantes, como por exemplo, em ganglios linfaticos.’® No fundo, este sistema é
constituido por todo um conjunto de estruturas e tecidos com caracteristicas mullerianas
existentes fora do (tero, cérvix e trompas de Faldpio e que, conforme as suas

caracteristicas, adquirem nominacées como endosalpingiose e endometriose.*

B. Classificacdo do CEO segundo comportamento biologico e alteragdes

genéticas

Em 2008, Kurman et al propuseram uma nova classificagdo do CEO, baseados no

comportamento bioldgico e alteracdes genéticas dos varios subtipos histolégicos.?* Esta

classificacdo divide o CEO em dois tipos de tumores: tipo | e tipo Il (figura 1).7%*%

et Figura 1. Modelo de carcinogénese no ovario.
Normal ovarian
surface epithelium , L. .
and inclusion cysts O ESO esta exposto a varios processos fisiologicos que
Predisposing events such 3 i O- 3 3 i
lasandmganemm poderdo predisp6-lo a transformagdo maligna (e.g.
exposicdo a androgéneos, inflamacdo). Varias
High-grade @ e Low-grade caracteristicas dever&@o ser adquiridas por estas células
pathway B pathway de modo a que o seu potencial maligno seja satisfeito
AKT2 PTEN -
\,nn]n,[[onaf/ ),,'.ﬂ&“ (descritas sumariamente no centro da figura; exemplos
No perceivable apoptosis By, o . ) ~
intermediate a a em italico). O tipo de alteracGes precoces observado
i k LMP
histology Angiogenesis - VEGF. 1.8 Tumor durante a carcinogénese podera justificar as diferencas
Limitiass replicative potential - hTERT de agressividade dos vérios tipos histolégicos que surgem
4——  Genetic instabili —_— 0
o I enetic in aF LwHLAG = o3 no CEO. Por exemplo, muta¢cbes que favorecem o
ML= (s . crescimento e resisténcia a apoptose, (e.g. K-RAS),
Microenvironment effects - MMPs ’ﬁ L . .
S (aa o s frequentemente originam tumores de baixo potencial
Anoikis resistance - FAK, avB3 5, e
AT T @i maligno. Por outro lado, mutacbes que geram
/ instabilidade genética, como a do p53, favorecem o
aparecimento de outras mutagdes e a rapida progressao
bttt e metastizag&o tumorais, como ocorre em tumores de alto
| omentum .. . .
grau de malignidade (e.g. carcinoma papilar-seroso de
alto grau). Figura extraida do Journal of Clinical Oncology 26,
pdg.1002 (2008)*
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Os tumores tipo | incluem aqueles com origem em lesdes precursoras bem

caracterizadas, como os tumores “borderline”, e incluem tumores com comportamento

biolégico variavel (i.e. carcinomas endometridide, mucinoso e de células claras) e

tumores de crescimento lento (i.e. carcinomas serosos de baixo grau). Caracterizam-se

por apresentarem crescimento indolente, alteracbes genéticas relativamente estaveis e

mutacfes em varios genes diferentes (e.g. K-RAS, BRAF, PTEN e [B-catenina), ma

resposta a quimioterapia e sobrevivéncia global aos 5 anos de cerca de 55%.

18,24,25 A

tabela 2 mostra as alteracbes genéticas mais frequentes nos tumores tipo |, por subtipo

histologico e respectivas lesdes precursoras.

Tabela 2. AlteracBes genéticas e lesGes precursoras dos tumores tipo | do ovério

18,24,25

Tipos histologicos

Lesdes precursoras

Alteragdes genéticas conhecidas

Carcinoma seroso

de baixo grau

Cistadenoma seroso/adenofibroma
Tumor seroso proliferativo atipico
Carcinoma micropapilar seroso néo

invasivo

MutacgBes do KRAS e BRAF (~67%)

Carcinoma mucinoso

Cistadenoma mucinoso
Tumor mucinoso proliferativo atipico

Carcinoma intra-epitelial

Mutag8es do KRAS (>60%)

Carcinoma

endometridide

Endometriose
Adenofibroma endometridide
Tumor endometridide proliferativo atipico

Carcinoma intra-epitelial

Perda de heterozigotia ou mutacdes
do PTEN (20%); mutacdes da B-
catenina (16-54%); mutacdes do
KRAS (4-5%); instabilidade de

microssatélites (13-50%)

claras

Carcinoma de células

Endometriose

Adenofibroma de células claras
Tumor de células claras proliferativo
atipico

Carcinoma intra-epitelial

Mutacg6es do KRAS (5-16%);
instabilidade de microssatélites
(~13%)

Tumor maligno de
Brenner (células de

transicéo)

Tumor de Brenner

Tumor de Brenner proliferativo atipico

Ainda nao identificadas
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Os tumores tipo Il sdo tumores de alto grau, biologicamente agressivos, sem lesdes
precursoras identificadas (pensando-se que surjam de novo do epitélio celémico), e
respondem bem & quimioterapia.?***?> O carcinoma seroso de alto grau constitui o
prototipo histoldgico deste tipo de tumores. Outros subtipos histologicos estédo incluidos
neste grupo, como o carcinoma de células de transi¢do de alto grau, o carcinosarcoma, e
os carcinomas indiferenciados.'®?*?> Os tumores tipo Il apresentam grande instabilidade
genética, mutacdes frequentes da p53 e dos genes BRCAL e BRCA2, e sobrevivéncia
global aos 5 anos de cerca de 30%.%*? A tabela 3 mostra os subtipos histolégicos, lesdes

precursoras e alteracdes genéticas mais frequentes nos tumores tipo Il.

Tabela 3. Alteracdes genéticas e lesdes precursoras dos tumores tipo Il do ovario 182425

Tipos histoldgicos Lesdes precursoras Alteracdes genéticas conhecidas

Carcinoma seroso de alto grau | Ainda nao identificadas Mutac6es da p53 (50-80%);
Amplificacdo e sobre-expresséo dos
genes HER2/neu (10-20%) e do AKT2
(12-18%);

Inactivacao da p16 (10-17%)

Carcinoma indiferenciado Ainda nao identificadas Ainda nao identificadas

Carcinosarcoma Ainda néo identificadas Mutagdes da p53 (> 90%)

1.1.3. Diagndstico e estadiamento do CEO

As doentes com CEO em estadio precoce apresentam-se, na maioria das vezes, com
sintomas inespecificos que facilmente podem ser atribuidos a outras patologias benignas
(e.g. desconforto abdominal, alteragbes do transito intestinal, saciedade precoce,
dispepsia, distensdo abdominal, irregularidades menstruais).” Nos estadios mais
avancados, podem apresentar-se com sinais e sintomas mais severos, como massa
pélvica ou adenopatias palpaveis, distensdo abdominal (e.g. por ascite), oclus&o intestinal
(e.g. por carcinomatose peritoneal) ou dispneia (e.g. por derrame pleural).” O
doseamento do CA125 sérico tem sido largamente utilizado como marcador tumoral do

CEO, durante a abordagem inicial de doentes com massa anexial suspeita.3
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O CA125 é um peptideo repetitivo epitope da mucina de alto peso molecular MUC16.
A MUCL16 é expressa normalmente pelos epitélios da superficie ocular, tracto respiratério
superior e mesotélio (cavidades pelural, peritoneal e pélvica), tendo uma funcgéo
protectora e lubrificadora destas superficies.”®

Esta mucina é expressa em niveis baixos pelo ESO, mas em grandes quantidades
pelo CEO. As células tumorais secretam a MUC16 para a cavidade abdominal e, desta, a
MUC16 passa para a corrente sanguinea, onde pode ser detectado pelos métodos

serolégicos de determinacéo do CA125.%2

Apesar dos niveis do CA125 poderem estar aumentados em cerca de 80% dos casos
de CEO avangado, o mesmo ndo acontece para os estadios iniciais, onde menos de 50%

dos casos apresentam elevacdo do CA125, apresentando baixo valor preditivo positivo.*

Do mesmo modo, o CA125 também pode estar aumentado em condigBes benignas
(e.g. endometriose, diverticulite, quistos ovaricos benignos, abcessos pélvicos, gravidez
ectopica, e até durante a menstruagao e gravidez) e em outras condig6es malignas (e.qg.
carcinomas do pancreas, mama, pulmao, bexiga e figado), pelo que a sua especificidade

também é baixa.*?°

A utilizacdo do doseamento sérico do CA125 associado a ecografia endovaginal
aumenta a sensibilidade de deteccdo do CEO em estadios precoces, sendo, por isso, um
método considerado eficaz na abordagem inicial de mulheres com sinais e sintomas

sugestivos de CEO.”

Actualmente, encontram-se em desenvolvimento outros marcadores séricos para
deteccgéo precoce do CEO (e.g. associagdo do CA125 e HE4 [human epididymis protein
4], ostepontoina, mesotelina, CA 72.4, EGFR, ERBB2).%%

O diagndstico definitivo é histolégico e deve ser obtido através da cirurgia.®* O
estadiamento do CEO, de acordo com as “guidelines” da Federagédo Internacional de

Ginecologia e Obstetricia (FIGO), também é cirtrgico (tabela 4).%*
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Tabela 4. Estadiamento do CEO (FIGO 2009).*°

Estéadio | Tumor limitado aos ovarios

1A Limitado a 1 ovario; capsula intacta; superficie sem tumor; lavado peritoneal negativo

1B Limitado aos 2 ovarios; capsula intacta; superficie sem tumor; lavado peritoneal negativo

IC IA ou IB com um dos seguintes critérios: ruptura da capsula, extensdo do tumor a
superficie ovarica, lavado peritoneal positivo

Estadio Il Tumor envolvendo um ou os dois ovarios, com extensao pélvica

IIA  Extensédo ou implantes ao Utero ou trompas e lavado peritoneal negativo

IIB  Extensdo ou implantes a outros tecidos pélvicos e lavado peritoneal negativo

IIC 1A ou IIB com: ruptura de capsula, extensao do tumor a superficie ovarica, ascite ou
lavado peritoneal positivo para células malignas

Estéadio llI Tumor envolvendo um ou os dois ovarios, com implantes peritoneais confirmados
histologicamente fora da pelve ou invasdo de ganglios linfaticos regionais; inclui
metéastases hepaticas superficiais e tumores limitados a pelve verdadeira, mas com

extensdo ao intestino delgado ou omento.

IIIA Tumor limitado a pelve verdadeira (em grande parte), ganglios linfaticos negativos, e
presenca de metastases peritoneais microscopicas fora da pelve ou extensdo ao intestino
delgado ou ao mesentério

IIB Tumor de 1 ou dos 2 ovarios, com implantes peritoneais macroscépicos < 2cm
(confirmados histologicamente), ganglios linfaticos negativos

IIC Implantes peritoneais além da pelve > 2cm (confirmados histologicamente) ou
metastizacdo ganglionar regional

Estadio IV Tumor envolvendo um ou os dois ovarios, com metastases a distancia; inclui o
derrame pleural com citologia positiva para células malignas e as metastases

hepéticas parenquimatosas.
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1.1.4. Tratamento do CEO

A. Estadios precoces (FIGO I-11A)

O estadiamento cirargico é essencial na abordagem de doentes com CEO em estédio
precoce, porque fornece a maior parte da informacao prognéstica sobre a doenga e tem
impacto na sobrevivéncia global, influenciando todas as atitudes terapéuticas
posteriores.® A cirurgia de estadiamento 6ptima deve ser realizada por um ginecologista,
ou cirurgido, com experiéncia na abordagem do CEO e compreende a histerectomia total
e ooforectomia bilateral (ou unilateral no estadio 1A, se intengdo de preservar a fertilidade)
com inspeccao e palpacgéo de todas as superficies peritoneais, biopsia de todas as lesdes
suspeitas de metastases, colheita de lavado peritoneal, omentectomia infracélica,
bi6psias cegas (do hemidiafragma direito, goteiras paracélicas direita e esquerda,
paredes pélvicas, fossa ovarica, peritoneu vesical e fundo de saco), linfadenectomia
aleatéria de ganglios iliacos e para-aorticos, e apendicectomia (nos carcinomas
mucinosos).**® A sobrevivéncia global aos 5 anos de doentes com CEO em estadio
precoce (FIGO estadios I-1l1A), submetidas a cirurgia, varia entre 50 e 85% (dependendo
de factores de progndstico como idade, estadio, tipo histologico, grau tumoral, ruptura de
capsula, presenca de ascite e envolvimento da superficie do ovario pelo tumor).>3"3?
Neste contexto, as doentes consideradas de risco intermédio e de alto risco (i.e. estadios
IA a IB graus 2 a 3, estadios IC a IIA independentemente do grau, e todas as doentes
com carcinoma de células claras) tém indicacao para serem tratadas com quimioterapia
adjuvante.® Esta indicacéo fundamenta-se, essencialmente, no resultado de dois estudos
randomizados de fase lll, conduzidos pelo International Collaborative Ovarian Neoplasm
(ICON1) e pela European Organisation for Research and Treatment of Cancer (com o
estudo Adjuvant ChemoTherapy in Ovarian Neoplasms: ACTION).**** A andlise conjunta
destes estudos integrou 925 doentes com CEO submetidas a cirurgia, em estadios |-,
que foram randomizadas em dois ramos de estudo (observagdo versus quimioterapia
adjuvante baseada em platinos), e mostrou haver um aumento significativo da
sobrevivéncia global aos 5 anos (reducéo do risco relativo de morte de 33% [HR=0,67,
IC95%: 0,5-0,9, p=0,008]) e da sobrevivéncia livre de recidiva (reducdo do risco relativo
de recidiva de 36% [HR=0,64, 1C95%: 0,50-0,82, p=0,001]) no ramo de doentes
submetidas a quimioterapia adjuvante.** Contudo, apenas 1/6 das doentes estudadas
nestes ensaios clinicos foi submetida a cirurgia de estadiamento Optima. Tal podera

significar que parte das doentes incluidas nestes estudos foi, na realidade, sub-estadiada.
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Neste contexto, os resultados do ACTION (recentemente actualizados, com tempo médio
de seguimento de 10,1 anos) mostraram beneficio estatisticamente significativo em
termos de sobreviéncia global e livre de recidiva apenas para as doentes submetidas a
cirurgia de estadiamento sub-6ptima.* O tipo de cirurgia efectuado (6ptima versus sub-
optima) é indicadora da probabilidade de existéncia de doenca residual inaparente e o
beneficio observado para a quimioterapia adjuvante (essencialmente nas doentes
submetidas a cirurgia de estadiamento sub-6ptima) podera ser indicador de beneficio de

quimioterapia adjuvante apenas nas doentes com doenca residual apreciavel.®

Apesar
disso, a indicacéo para tratamento adjuvante com quimioterapia nestas doentes mantém-
se independentemente do tipo de cirurgia efectuado (6ptimo ou sub-6ptimo), visto ndo se
poder excluir o seu beneficio nas doentes submetidas a cirurgia Optima de risco

intermédio ou elevado.®

A quimioterapia baseada em platino e paclitaxel tem sido o tratamento de eleicdo para
estas doentes desde 1996, apos se ter demonstrado, com o estudo GOG 111, que a
combinacéo de cisplatina e paclitaxel aumentava a sobrevivéncia global (de 24 para 38
meses; p = 0,0016) e a sobrevivéncia livre de doenca (de 13 para 18 meses; p = 0,0005)
guando comparado com a ciclofosfamida e cisplatina (esquema anteriormente utilizado),
em doentes com CEO em estadios Ill e 1IV.*® Mais tarde, a utilizacio de cisplatina foi
substituida por carboplatina, visto esta se ter mostrado menos toxica e igualmente eficaz
(estudo GOG 114).*" Os estudos realizados até & data com outros esquemas de
combinacdo, tanto com dois ou trés agentes citotoxicos, ndo se mostraram superiores a
combinacdo de paclitaxel com platino, pelo que este permanece o regime standard no
tratamento do CEO.% O nimero de ciclos recomendado é de 6, visto que a realizacdo de
mais ciclos ndo se mostrou superior (além de provocar mais efeitos laterais,
especialmente associados a neurotoxicidade) e a realizacdo de menos ciclos parece ser
menos eficaz (mas tal ndo esta completamente clarificado visto o estudo que compara a
realizacdo de 3 versus 6 ciclos de carboplatina e paclitaxel ter pouco poder estatistico e
as diferencas nele descritas em termos de sobrevivéncia global e livre de doenca néo
serem estatisticamente significativas, apesar de favorecerem os 6 ciclos).*®* Em doentes
com baixa capacidade funcional ou co-morbilidades que limitem a utilizacdo de esquemas
de poliquimioterapia, pelo risco de toxicidade associado, € recomendada a utilizagéo de
carboplatina em monoterapia.® Este esquema revelou-se similar & administracdo de
carboplatina e paclitaxel, em termos de sobrevivéncia global e livre de doenga, em
doentes com CEO em estadio precoce.*® Outro esquema opcional, especialmente nos
doentes com risco elevado de neurotoxicidade (e.g. diabéticos), € a associacao

carboplatina e docetaxel.*
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B. Estadios avancados (FIGO IIB-1V)

O tratamento do CEO em estaddio avancado padrdo passa pela cirurgia de cito-
reducdo maxima seguida de quimioterapia baseada na associacdo de um agente
derivado da platina com o paclitaxel (utilizando-se os protocolos descritos na seccao dos
estadios precoces).® Cerca de 15% das doentes com CEO encontram-se em estadio IV
ao diagndstico.® A sobrevivéncia global aos 5 anos das doentes com CEO avancado varia
entre 65%, para os estadios 1B, e 20%, para os estadios IV.?

A cirurgia de cito-redugéo “ideal” (definida, desde 1986, por um volume de doenca
residual, apds a cirurgia, inferior a 1cm na sua dimensdo méxima) parece estar associada
com um aumento da sobrevivéncia nas doentes com CEO avang¢ado (aumento de 50%
da mediana de sobrevivéncia global nas doentes com cirurgia de cito-redugcéo superior a
75% [33,9 meses], em comparacdo com as doentes com cirurgia de cito-reducao inferior
a 25% [22,7 meses]; p = 0,001).* De igual modo, é mais provavel que um ginecologista
oncoldgico, com experiéncia na cirurgia do CEO, efectue uma cirurgia de cito-reducéo
“ideal” (cirurgia ideal em 81,7% dos casos, com mediana de sobrevivéncia global das
doentes de 35 meses), do que um cirurgido de outras especialidades (cirurgia ideal em
29,2%, com mediana de sobrevivéncia global das doentes de 17 meses; p < 0,001), pelo
que a cirurgia do CEO deve ser efectuada por uma equipa com experiéncia.*?
Teoricamente, a reducdo do volume tumoral antes da quimioterapia pode ter varios
efeitos benéficos, como por exemplo, levar a uma sincronizacdo da divisdo celular,
aumentar a concentracdo e disponibilidade dos agentes de quimioterapia nas células
tumorais, reduzir o niumero de ciclos de quimioterapia necessarios para erradicar a
doenca residual existente, e diminuir o desenvolvimento subsequente de resisténcia a
quimioterapia.® Se a cirurgia de cito-reducdo méaxima inicial néo for possivel, a cirurgia de
cito-reducéo de intervalo deve ser considerada nas doentes com reposta (i.e. resposta
completa, resposta parcial, ou doenca estavel) a quimioterapia, idealmente apds trés
ciclos da quimioterapia neoadjuvante, devendo ser seguida por mais trés a seis ciclos de

quimioterapia adjuvante, com o mesmo esquema.”?

Em 2009, um estudo japonés de fase Ill mostrou que a utilizacdo de carboplatina
AUC6 no D1 associado a paclitaxel 80mg/m® semanal (D1, D8 e D15), a cada 3
semanas, por 6 a 9 ciclos, € superior ao esquema tradicional de carboplatina AUC6 D1

associado a paclitaxel 180mg/m® no D1, a cada 3 semanas por 6 a 9 ciclos.*
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Contudo, neste estudo, menos de metade das mulheres estudadas foi sujeita a
cirurgia de cito-redugdo 6ptima (o que, como referido anteriormente, tem influéncia na
resposta obtida com a quimioterapia adjuvante), e 27% das doentes no ramo de controlo
nao completou o tratamento conforme planeado por toxicidade. Isto poderia significar que
a superioridade derivada da utilizagdo de um esquema com intensificacdo de dose de
paclitaxel se poderia dever a estas condicionantes e ndo a um real beneficio. No entanto,
os resultados obtidos com a utilizagcdo semanal de paclitaxel sdo bastante interessantes
(sobrevivéncia global aos 3 anos de 72,1% versus 65,1%, intervalo de confianca a 95%
[IC95%]: 0,57-0,98, p = 0,03; sobrevivéncia livre de doenca de 28 versus 17,2 meses,
IC95%: 0,58-0,88, p = 0,0015), e este esquema apresenta um perfil de tolerabilidade
favoravel.** Outros estudos estdo em curso de modo a clarificar a necessidade de

intensificacéo de dose do paclitaxel nestas doentes.®

O padrédo de metastizacdo intra-abdominal, caracteristico do CEO, levou ao
desenvolvimento de esquemas de quimioterapia de administracdo intra-peritoneal (IP).
Os resultados do estudo GOG 172 mostraram que a quimioterapia IP, em associagao
com a quimioterapia endovenosa, estava associada com maior sobrevivéncia global nas
doentes com CEO sujeitas a cirurgia de cito-reducdo Optima, quando comparada com a
quimioterapia endovenosa apenas (sobrevivéncia mediana de 65,6 meses versus 49,7
meses e reducdo do risco de morte de 21,6%).* Contudo, o estudo levantou davidas em
relacdo ao perfil de toxicidade e tolerabilidade da quimioterapia IP, visto que apenas 42%

das doentes do ramo experimental conseguiram completar o tratamento.*

Até a data, nenhuma outra associacdo de dupletos ou tripletos na quimioterapia
adjuvante, ou de monoterapia na quimioterapia de manutencdo, mostraram beneficio em

relacéo & associacéo classica da carboplatina com o paclitaxel, nas doentes com CEO.?

C. Tratamento da recidiva ou persisténcia de doenca

Muitas das doentes com CEO eventualmente acabam por apresentar recidiva ou
progressao da doenca. O padrdo de recorréncia e metastizacdo, com predominio das
formas intra-abdominais, tem levado a formulacdo de varias teorias (e.g. teoria das
células tumorais estaminais).”* O tratamento adequado nestas situacdes depende do
periodo de tempo passado até a recorréncia da doenca, da sua natureza, e dos

esquemas de quimioterapia anteriormente utilizados.
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As doentes cujo intervalo de tempo até apresentarem progressdo de doencga, apos
quimioterapia baseada em platinos, é superior a 6 meses sdo consideradas platino-
sensiveis e tém uma grande probabilidade de voltarem a responder ao mesmo tipo de
esquema de quimioterapia.® A escolha entre a carboplatina e a cisplatina deve ter em
considerac&o o agente previamente utilizado, a sua tolerabilidade e toxicidade residual.®
As doentes com recidiva ou progressdo de doenca entre 0os 6 e 12 meses ap0s 0 término
da quimioterapia de 12 linha apresentam um risco aumentado de desenvolverem
neurotoxicidade significativa quando tratadas com o mesmo esquema, essencialmente
pela neurotoxicidade acumulada da carboplatina e do paclitaxel.® No sentido de tentar
minimizar este efeito, outras combinacfes de agentes de quimioterapia foram estudadas
(e.g. carboplatina e gemcitabina*’, carboplatina e dorrubicina lipossémica peguilada®,
doxorrubicina lipossémica peguilada e trabectedina*), tendo demonstrado eficacia n&do
inferior ao esquema habitualmente utilizado (i.e. carboplatina e paclitaxel), com melhor
perfil de tolerabilidade, pelo que a sua utilizacdo neste grupo de doentes foi aprovada
pela EMA (European Medicines Agency).® As doentes com um periodo de tempo livre de
doenca prolongado (i.e. superior a 24 meses) beneficiam com cirurgia de cito-reducao
secundaria, especialmente se a recidiva for isolada e se a sua condicao clinica for boa,
com sobrevivéncia global mediana apos a recidiva de 30,3 meses (por cada aumento de
10% na proporgao de doentes submetidos a cirurgia de cito-reducao secundéaria completa
verificou-se um ganho de 3 meses na sobrevivéncia global mediana, p = 0,019).>°

As doentes com CEO platino-refractario (i.e. com progressao de doenca durante o
tratamento de quimioterapia baseada em platinos) ou platino-resistente (i.e. com
progressao de doenca nos primeiros 6 meses apos o final do tratamento com
guimioterapia baseada em platinos) geralmente apresentam baixas taxas de resposta a
quimioterapia de 22 linha, e curta sobrevivéncia global.® As taxas de resposta a utilizagéo
de outros esquemas de quimioterapia (e.g. doxorrubicina lipossémica, topotecano,
gemcitabina, ifosfamida), sdo de cerca de 10%.® As doentes com boa condigéo clinica,
motivadas a receber outros tratamentos, beneficiam em participar em ensaios clinicos.®
Actualmente estdo em curso Varios ensaios clinicos na tentativa de testar novos agentes
de quimioterapia (e.g. inibidores da Poly(ADP)-Ribose Polymerase, como o olaparib *%),
terapéuticas alvo (e.g. bevacizumab [anticorpo monoclonal anti-VEGF] ** e farletuzumab
[anticorpo monoclonal anti-receptor dos folatos] %), e terapé@uticas imunoldgicas (e.g.
terapéuticas imunomodeladoras, como o ipilumimab [anticorpo anti-CTLA-4] **, e vacinas,

como a vacina anti-idiotipo ACA-125 °°).
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1.2. Inflamacgéo e cancro: o papel da interleucina 8

A interleucina 8 (IL-8), ou CXCL8, é uma pequena molécula de 8kDa pertencente a
familia das quimiocinas.”®*® O gene da IL-8 localiza-se no braco longo do cromossoma 4
(4913-21, figura 2) e a sua transcricdo codifica uma proteina de 99 amino-acidos que
depois é processada de modo a dar origem a uma proteina competente, de 72 amino-
acidos nos mondcitos e macréfagos, e de 77 amino-acidos nas células néo

imunoldgicas.*®
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Figura 2. Localizacdo do gene da IL-8 no cromossoma 4 (4q13-21). Adaptado de www.ncbi.nim.nih.gov

A expressdo desta quimiocina é regulada por varios tipos de estimulos diferentes,
como sinais inflamatorios (e.g. IL-1B e factor de necrose tumoral a), stress ambiental e
qguimico (e.g. hipdxia celular e exposicado a agentes citotoxicos), e hormonas esterodides
(e.g. androgéneos, estrogéneos e dexametasona), podendo ser secretada por varios
tipos de células diferentes (e.g. mondcitos, neutrofilos, células endoteliais, células

mesenquimatosas e células tumorais).”®®

Os efeitos biologicos da IL-8 sdo mediados através da ligagdo da IL-8 a dois
receptores da superficie da membrana celular acoplados a proteina G (CXCR1 e CXCR2,
figura 3).°® Estes receptores, depois de activados, transmitem potentes sinais reguladores
da transcricdo de vérios factores nucleares, promovendo a proliferacdo celular,
angiogénese (através da estimulacdo da transcricdo de factores como o factor de
crescimento do endotélio vascular, VEGF), migracdo celular, sobrevivéncia e inibicdo da

apoptose celulares (e.g. através do aumento da bcl2 e diminuicdo da bax).%*3
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Figura 3. Vias de sinalizacao celular activadas pela IL-8 através dos receptores

CXCR1 e CXCR2. Figura extraida a partir do Clinical Cancer Research 14, pag. 6736 (2008)>

Varios estudos tém demonstrado a sobre-expressdo da IL-8 pelas células tumorais,
incluindo as células tumorais do CEO, induzida frequentemente por intervencoes

terapéuticas (e.g. quimioterapia) e stress ambiental (e.g. hipoxia tumoral).>86:64-6

A sintese e secrecdo aumentadas da IL-8 pelas células tumorais representam um
grande impacto no microambiente tumoral, ja que os receptores CXCR1 e CXCR2 sao
expressos ndo s6 pelas células tumorais, como também pelas células endoteliais,
neutréfilos e macréfagos associados ao tumor.*® Assim sendo, a secrecéo de IL-8 a partir
das células tumorais aumenta a sua capacidade de proliferacao e a sobrevivéncia através

de vias de sinalizagéo aut6crina®®°®®

e, para além disso, activa as células endoteliais da
vasculatura tumoral, promovendo a angiogénese, e induz a infiltracdo quimiotatica de
neutréfilos para o local do tumor, estimulando a secre¢do de factores de crescimento
adicionais (pelos neutréfilos e pelos macréfagos associados ao tumor), o que, por sua
vez, aumenta ainda mais a capacidade proliferativa e invasiva das células tumorais

(ﬁgura 4) 58,61-63,67-69
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Figura 4. Influéncia da IL-8 no microambiente tumoral.

Figura extraida a partir do Clinical Cancer Research 14, pag. 6737 (2008)>®

A IL-8 € um mediador pré-angiogénico potente, cuja ac¢ao parece ser independente
do factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF).51626468.70

Mizukami et al "* comprovaram que em linhas celulares de cancro do célon deficientes
em factor induzido pela hipoxia 1a (HIF1a), DLD-1 (HIF-kd), essencial para a expressao
do VEGF (vide infra figura 5), a inducdo da expressao da IL-8 pela hipdxia era mantida (e
até estimulada, se activacdo do oncogene K-RAS), e sucedia através da producgéo de
peréxido de hidrogéneo, que por sua vez activava factores de transcricdo nuclear (NF-
kB), verificando-se, assim, a manutencdo da resposta angiogénica no microambiente

tumoral.”

A sobre-expressao da IL-8 é um factor de prognostico independente no CEO, ja que
niveis aumentados no tecido tumoral, soro e ascite de doentes com CEO estdo
associados a estadio avancado, alto grau tumoral, menor sobrevivéncia livre de doenca e

menor sobrevivéncia global. °>:8%727%



1. Intodugéo

COTEROE SesEeseI Y ST s m"‘xlmik

e S s sssssscessesasessssssss 00
- fﬁgﬁ jﬁw* o 5306 ﬁ%fbm@qyﬁf “’C’%:c%
T e @ o
- -y 1 D «— &
- /
@59 —on mToR
 Normaia | =
/
@ED. ED—EH—i
\
o ; g
~ " f8
i N Cy @,\
.,_ " — G
Y
a * Growth Factors
o Degradation Ll * :gg&”;::eases

Extracellular ® o a
Matrix | 2 4

TGFa-R
VEGFR2 ¥ononoonaa i § B e e e le e
K s ssnssssninsssnessisess's ey
éndo’ﬁ\e"a‘ce“ l l l

l Vascular

Survival Permeability Migration Proliferation Guidance

[ceoncacesecoonccscsecesneseccsossanasonsossssessrasnsssessssasscsontecsossessccecesoes)
R N A S S A RS S RSSO RNRASD

Figura 5. Mecanismos de angiogénese induzidos pela hipoxia tumoral.

Figura extraida de Seminars in Cell & Developmental Biology 13, 29-37 (2002)

A hipoxia tumoral € um factor extremamente importante na indugao da produgdo do VEGF. O seu efeito &

mediado pela transcricdo do HIF-1a e HIF-2a.”%"®

Na presenca de oxigénio (normoxia), o HIF-1la é
rapidamente degradado pelo proteossoma. Na auséncia de oxigénio (hipoxia), o HIF-la ndo sofre
hidroxilacdo o que impede a sua subsequente ligagdo ao factor de Von Hippel-Lindau (VHL) e subsequente
degradacéo por ubiquitinacdo. Apds estabilizacdo pela hipoxia, o HIF-1a é translocado para o nicleo onde
forma heterodimeros com o HIF-1B. Estes ligam-se a elementos de resposta a hipéxia (HRE), levando a
transcricdo e activagdo de varios factores importantes para a sobrevivéncia celular durante a hipoxia. A
actividade do HIF-1a também pode ser regulada de uma forma independente do oxigénio, através de vias de

76-78

activacdo como fosfatidilinositol-3-cinase e mitogen-activating-protein (MAP) cinase. A hipoxia tumoral

79-83

relaciona-se com aumento da resisténcia aos tratamentos de quimioterapia e radioterapia e, em muitos

casos, com a progressao tumoral (metastiza(;,éto)84 e menor sobrevivéncia®

A sobre-expressdo da IL-8 também poderd ser um factor preditivo de quimio-
resisténcia (vide supra figura 4).%°
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Estudos em modelos animais demonstraram que o0s agentes destabilizadores dos
polimeros dos microtdbulos (e.g. taxanos e alcaldides da vinca) também apresentam
actividade anti-angiogénica, através da inibicdo da sintese do HIF-1la (efeito dose-
dependente, atingindo tanto as células tumorais como as células do endotélio).®**° Merritt
et al ® testaram o efeito do silenciamento do gene da IL-8 em termos de resposta a
guimioterapia baseada em taxanos, em murinos com células tumorais de CEO taxano-
sensiveis e taxano-resistentes. Verificaram que o silenciamento da IL-8, em combinacao
com a guimioterapia baseada em taxanos, reduzia o tamanho do tumor, ndo s6 nos
murinos taxano-sensiveis, como também nos murinos taxano-resistentes.®® Assim sendo,

a IL-8 poderia ser um potencial alvo terapéutico com bastante interesse.

1.3. Polimorfismos genéticos e cancro: o polimorfismo da IL-8 -251 T/A

Os polimorfismos genéticos séo variacdes do ADN, existentes nos individuos de uma
populacdo, cuja variante menos frequente estd presente em pelo menos 1% dessa
populacdo.” A maioria dos polimorfismos conhecidos ocorre em genes envolvidos no
controlo da proliferacéo e diferenciacéo celulares, reparacdo de ADN, e manutencdo da
integridade do genoma, bem como em genes que codificam proteinas envolvidas na
metabolizacdo de diferentes xenobidticos e em genes importantes na regulacdo do
sistema imunoldgico.®? Os polimorfismos mais comuns s&o caracterizados pela alteragéo
de apenas um nucleotideo na sequéncia do ADN, e designam-se por Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs).***® Os SNPs s&o a principal fonte de variabilidade individual,
conferindo a cada individuo um patriménio genético tnico.*? No entanto, a distribuicéo da
frequéncia dos SNPs apresenta varia¢gfes, tanto dentro da uma mesma populagcédo, como
inter-populacionais.®” Tendo em conta que o risco para o desenvolvimento de cancro
parece ser influenciado pelos padrées dos SNPs que cada individuo possui, o estudo
destes polimorfismos, em determinados genes alvo, poderd ajudar a definir grupos de
risco para o desenvolvimento de cancro, assim como identificar padrdes com influéncia

no progndstico e na resposta e toxicidade aos tratamentos anti-neoplasicos.*
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Polimorfismo da IL8 -251 T/A

Descrito no ano 2000 por Hull et al **, o polimorfismo da IL-8 -251 T/A é um SNP que
se caracteriza pela substituicdo da timina (T) pela adenina (A) na posi¢cdo nucleotidica
251 da regido promotora do gene da IL-8 (rs4073).°*% Este polimorfismo funcional
correlaciona-se com a expressao de niveis mais elevados da proteina IL-8 nos individuos
com pelo menos um alelo A, em comparacdo com os individuos com o genétipo T/T.”*%
Segundo os estudos realizados com este SNP, a frequéncia do alelo A na populagéo
pode variar entre 30% e 50% (dependendo da etnia da populacdo em estudo).” O alelo A
tem sido relacionado com um aumento do risco e agressividade de varios tipos de cancro

%99 carcinoma da mama'®™®

|1043105

(e.g. carcinoma da nasofaringe®’, adenocarcinoma gastrico

102 103

, adenocarcinoma da prostata " e carcinoma colo-recta ), apesar de este ser

ainda um facto contraditério®°®.

EM 2005, Anne Shultheis et al ° descreveram este polimorfismo numa amostra de 53
doentes com CEO (distribuicdo genotipica: A/A = 24,6%, AIT = 49%, T/T = 26,4%),
verificando que a presenca do alelo A se relacionava com uma menor taxa de resposta a
guimioterapia metrondmica com ciclofosfamida e bevacizumab (taxas de resposta:
A/A = 0,0%, AIT = 19%, T/T = 50%; p < 0,006), e tendéncia para menor sobrevivéncia
livre de progressdo nas doentes com genotipo A/T, apesar das diferengas encontradas
ndo serem estatisticamente significativas (genotipo A/A [referéncia]: RR=1, gendtipo A/T:
RR=1,59 [IC95%: 0,77-3,29], gendtipo T/T: RR=0,75 [IC95%: 0,32-1,73]; p = 0,093).7

N&o existem outros estudos com este SNP no CEO, que seja do nhosso conhecimento.
Este estudo pretende avaliar a influéncia do SNP -251 T/A do gene da IL-8 no
prognostico e resposta a quimioterapia de doentes com CEO.
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2. Objectivos do estudo

2.1. Objectivo principal

Avaliar a influéncia do polimorfismo -251 T/A da IL-8 na sobrevivéncia global,
sobrevivéncia livre de progresséo, e resposta a quimioterapia baseada em platinos (e.qg.
carboplatina e paclitaxel, cisplatina e paclitaxel), em doentes com CEO.

2.1. Objectivo secundério

Avaliar a incidéncia do polimorfismo -251 T/A da IL-8 em doentes com CEO e
relaciona-lo com factores de progndstico conhecidos (i.e. idade, estadio, subtipo
histolégico, grau histolégico e volume de doencga residual), tipo de recidiva (i.e. subida
isolada do valor do CA 125, recidiva local, recidiva a distancia, ou recidiva local e a
distancia), tempo de resposta sustentada e aparecimento de resisténcia a quimioterapia
baseada em platinos, assim como na resposta e resisténcia aos diferentes tipos de
quimioterapia utilizadas ap6s o aparecimento de doenca platino-resistente (e.g.

doxorrubicina).
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3. Material e métodos

3.1. Desenho do estudo

Desenhou-se um estudo de coorte retrospectivo com recurso a analise dos
polimorfismos do gene da IL-8 -251 T/A (rs4073) em amostras de ADN crioconservadas
obtidas a partir de sangue periférico de doentes com CEO admitidas no IPO Porto. As
amostras de ADN foram processadas no mesmo dia da colheita do sangue periférico. As
colheitas de sangue periférico foram efectuadas entre 05 de Janeiro de 1996 e 22 de
Dezembro de 2010, independentemente da fase de seguimento das doentes (se as
doentes estavam em tratamento de quimioterapia, as colheitas de sangue eram

efectuadas no 1° dia do ciclo).

3.2. Participantes

Os critérios de inclusdo englobavam as doentes com diagnostico histologico
confrmado de CEO, em qualquer estadio de doenca, admitidas para tratamento e
seguimento no IPO Porto. Foram excluidas da analise as doentes submetidas a
esquemas de quimioterapia de 12 linha diferentes da associagdo platino-taxano (e.qg.
ciclofosfamida em associacdo com cisplatina), de modo a homogeneizar a amostra e
facilitar a posterior leitura dos resultados, e as doentes que tiveram alta do IPO Porto
imediatamente apds terminarem os tratamentos de 12 linha (e.g. doentes seguidas
noutras instituicbes que, ao abrigo de protocolos com o IPO Porto, foram admitidas
apenas para efectuar tratamentos ndo disponiveis nos hospitais de origem). As doentes
foram tratadas e seguidas de acordo com os protocolos da Clinica de Ginecologia do IPO
Porto, entre 05 de Janeiro de 1996 e 22 de Abril de 2011.
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3.3. Variaveis em estudo

O grupo de doentes exposto foi definido pela presenca dos gendtipos -251 A/A e AIT
da IL-8 e o grupo de doentes ndo exposto pela presenca do genotipo -251 T/T da IL-8.

Foram definidos como factores de progndstico: idade, estadio, subtipo histoldgico,
grau histoldgico e volume de doenca residual. A sobrevivéncia global foi definida como o
periodo de tempo entre a data de diagnostico e a data da morte ou a data do ultimo
contacto (se doente viva), considerando-se aquele que ocorrer primeiro. A sobrevivéncia
livre de progressao foi definida como o periodo de tempo entre a data de diagnostico e a
data de primeira recidiva (ou progresséo de doenca), ou data da morte, ou data do ultimo
contacto com a doente (se doente viva e sem evidéncia de recidiva ou progresséo de
doencga), considerando-se aquele que ocorrer primeiro. A andlise da relacdo dos
polimorfismos genéticos da IL-8, conforme definidos nos grupos em estudo, e
sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de progresséo foram ajustados para os factores

de progndstico considerados (eventuais factores de confusao).

A resposta aos tratamentos efectuados foi avaliada segundo critérios imagiologicos

(RECIST %) e serolégicos (critérios de Rustin ') — tabela 5.

O tempo de resposta sustentada foi definido como o periodo de tempo entre a data do
ultimo ciclo de quimioterapia e a data da primeira recidiva (ou progressao de doenca), ou
a data de morte ou a data do ultimo contacto (no caso de doente viva e sem evidéncia de

recidiva ou progressao de doenca), considerando-se aquele que ocorrer primeiro.

A resisténcia foi definida como a ocorréncia de recidiva ou progressao de doenca em

menos de 6 meses apos a data do ultimo ciclo de quimioterapia.

Definiu-se como recidiva local a recidiva ou progressao de doenca em localizagédo
pélvica, peritoneal ou em géanglios regionais, e como recidiva a distancia a recidiva ou
progressao de doenca em outras localizagBes que nédo as definidas como recidiva local. A
recidiva local e a distancia compreendia 0os casos com recidiva ou progressao de doenca
local e & distancia, simultaneamente. A subida isolada do CA 125, sem doenca

mensuravel, foi definida como recidiva isolada do CA 125.
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A presenca de mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 foi considerada como eventual
factor de confusdo na avaliagdo da resposta, tempo de resposta e resisténcia a
quimioterapia. A andlise destes dados também foi ajustada conforme os factores de

progndstico considerados no estudo, o numero de co-morbilidades e 0 ECOG.

Tabela 5. Avaliacao da resposta segundo os critérios de RECIST

1976 de Rustin'®

Tipo de resposta

Critérios RECIST

Critérios de Rustin*

Resposta completa

Desaparecimento de todas as les6es

alvo; qualquer géanglio patolégico
identificado deve ter redugédo do seu

eixo curto para < 10mm

Reducéo do valor do CA 125 > 50%
do valor basal em duas amostras
(espacadas por um periodo = 28
dias) e normalizagao do valor

Resposta parcial

Diminuicdo de pelo menos 30% da
soma dos didmetros das lesbes alvo
(tendo como referéncia a soma das
lesdes alvo basal)

Reducéo do valor do CA 125 > 50%
do valor basal em duas amostras
(espacadas por um periodo = 28
dias), mas sem normalizagdo do

valor

Doenca estavel

Sem diminuicdo nem aumento da
soma das lesdes alvo suficiente para
poder definir como resposta parcial

ou progressao de doenga

Reducéo do valor do CA 125 < 50%
do valor basal em duas amostras
(espacadas por um periodo = 28
dias)

Progresséo de doenca

Aumento de pelo menos 20% da
soma dos diametros das lesdes alvo
(em comparagdo com a soma das
lesbes alvo basal, o aumento
absoluto da soma deve ser > 5mm),
ou aparecimento de uma ou mais

lesdes alvo de novo.

Aumento do valor do CA 125 > 20%
em relagdo ao valor basal ou
duplicagéo do valor do CA 125 em
mais  baixo

relacdo ao valor

documentado  (nadir), em 2
amostras espagadas por um periodo

< 7 dias.

* O valor basal do CA 125 deve ser, pelo menos, duas vezes superior ao valor de referéncia do

laboratorio.
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3.4. Material e métodos laboratoriais

3.4.1. Processamento das amostras

O ADN genomico utilizado no decorrer do trabalho experimental foi isolado a partir de
células nucleadas de sangue periférico. O isolamento de ADN gendmico foi efectuado
segundo o Kit de extrac¢cdo da Qiagen ®, QIAmp® DNA Blood Mini Kit, (Qiagen® 51106)

executando o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante.

3.3.2. Genotipagem do polimorfismo da IL-8 -251 T/A (rs4073)

A caracterizacdo do polimorfismo em estudo foi efectuada recorrendo as técnicas de
polymorphism chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP),
tendo sido utilizadas as condi¢des descritas na tabela 6.

Tabela 6.
Descricédo do protocolo de PCR-RFLP utilizado para andlise do polimorfismo da IL-8 -251T/A

Gene Método Sequéncia do primer Enzimade Tempode °C
restricao incubacao
IL-8
F-5- CCATCA TGA TAG CAT CTG TA-3’ Ase | 3h 37

-251 T/A PCR-RFLP
R-5-CCACAATTT GGT GAATTATTAA-3’

Para analise do polimorfismo -251 A/T no gene da IL-8, amplificou-se um fragmento de

ADN por PCR com base no protocolo descrito por Heinzmann et al.*®

Submeteram-se a PCR cerca de 20ng de ADN de cada caso, 0 que corresponde a

aproximadamente 2 pl de cada amostra.
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O volume de reaccgao foi de 50 pl, e a mistura de reaccéao incluiu: 5ul de tampéao de
reaccdo de PCR (1x), 1U de Taq ADN Polimerase, 2,5mM de MgCI2 (Go Taqg®Flexi DNA
Polymerase #M8305), 0,2 mM de dNTPs (dinucleosideos trifosfato) (Fermentas, #R0192)

e 0,3uM de cada um dos primers.

As condicdes de amplificacdo utilizadas foram as seguintes: pré-desnaturacdo a 94°C
durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturacao), 55
segundos a 57°C (emparelhamento) e 60 segundos a 72°C (extensao), aos quais se
seguiu um passo final de extensdo a 72°C durante 8 minutos. A reaccédo foi efectuada

num termociclador programavel BioRad®.

Para confirmar a correcta amplificacdo dos fragmentos de ADN obtidos e o seu
respectivo peso molecular (173 pb), analisaram-se 15 yl do produto de PCR por
electroforese em gel de agarose a 1.5% (p/v), corado com brometo de etideo (10ug/ml).
Os géis foram preparados em tampdo TBE (TBE 10X: Tris Base 108 g/L [Merck
1083821000], Acido Bérico 55 g/L [Merck 1001651000], EDTA 6,72 g/L [Sigma E-1644]),
sendo este também utilizado como tampdo de electroforese. As amostras foram
aplicadas no gel e foi utilizado um marcador molecular de 100pb (Fermentas #SM0243).
A visualizacdo dos géis foi efectuada recorrendo a um transiluminador Gel DocXR,
BioRad.® (figura 6).

+—173 pb

Figura 6. Gel de agarose a 1,5 % (p/v), mostrando a banda de 173 pb que corresponde a
regido do gene da IL-8 -251 T/A (rs7043) amplificado por PCR (M — marcador de 50 pb).

Para a analise do polimorfismo do gene da IL-8 foram utilizados 10 uL de produto de
PCR de cada amostra para a restricio com a endonuclease Asel (New England

Biolabs®, R0526S), num volume final de reacgao de 15 L.

As amostras foram incubadas a 37 °C, durante 3 horas.
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O resultado da digestao do fragmento amplificado do gene da IL-8 contendo o locus de
interesse foi observado por electroforese em gel de agarose a 2% (p/v), corado com
brometo de etideo (10pg/mL). A digestdo do fragmento do gene IL-8 resultava em 3
padrdes de bandas, permitindo identificar os diferentes genoétipos do polimorfismo -251
T/A: padrdo 1 — bandas de 152pb e de 21pb (ndo é possivel de visualizar o fragmento de
21pb), correspondente ao gendtipo AA; padréo 2 — banda de 173 pb, corresponde ao
genodtipo TT; e padrdo 3 — padrao de duas bandas, de pesos moleculares de 173pb,

152pb e 21pb, correspondente ao gendtipo AT (figura 7).

«— 152pb
“— 173pb

Figura 7. Gel de agarose a 2 % (p/v), ap6és PCR- RFLP, observando-se os 3 gendtipos
possiveis do polimorfismo IL-8 T-251 A (M- marcador 100 pb).

3.5. Material e método de recolha de informacéo

A informacéo clinica foi recolhida a partir dos registos hospitalares constantes nos
processos clinicos das doentes no IPO Porto, entre 01 de Marco de 2010 e 22 de Abril de
2011 (data de encerramento do estudo e actualizacbes do estado das doentes a data do
ultimo contacto). Para tal, criou-se uma “folha de recolha de dados”. Este documento
permitia que se efectuasse uma recolha rapida e sintética da informacdo clinica
pretendida. Nele se definiam os conceitos subjacentes a cada elemento de ordem clinica
recolhido (e.g. data de diagndéstico — data de saida do 1° diagndstico histolégico [...]), de
modo que a recolha dos dados fosse a mais homogénea possivel. Este documento
também estava estruturado de modo a que a inser¢do dos dados recolhidos numa base
informatica fosse rapida, simples e eficiente (e.g. codificacdo numérica de variaveis
dicotomicas [‘gene BRCA1 mutado?” 0 — ndo, 1 — sim, 9 — sem informagéo] e de
variaveis categoéricas [‘estadio FIGO” 1 — estadio 1A, tumor limitado a 1 ovério; capsula

intacta; superficie sem tumor; lavado peritoneal negativo, [...], 9 — sem informacdao).
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3.6. Célculo do tamanho da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi efectuado através da formula p + 1,96 x —V”(nl"’) para

célculo do IC95% considerando uma incidéncia de CEO de 130° e uma proporcdo do
gendtipo A/A e AIT de 73,6%° (diferenca de riscos de 2). Assim, concluiu-se ser necessaria
uma amostra com pelo menos 131 doentes para se obter um poder estatistico de 80%

(célculo efectuado com recurso ao software OpenEpi, verséo 2.3.1: http://www.openepi.com).

3.7. Material e método de analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi efectuada através do programa estatistico
Statistical Package for Social Sciences, verséo 18.0 (SPSS Inc., 2010). A andlise de variaveis
continuas foi efectuada através de testes paramétricos (one-way ANOVA test), no caso da
distribuicéo da variavel ser normal (neste caso, o valor dos resultados € dado sob a forma de
média), ou através de testes ndo paramétricos (Mann-Whitney U Test), no caso da
distribuicdo da variavel ndo ser normal (neste caso, o valor dos resultados € dado sob a
forma de mediana). A normalidade das variaveis continuas foi testada através do Kolmogorv-
Smirnov Test. A andlise das variaveis categoricas foi efectuada através do teste do qui-
guadrado (x2) ou do teste exacto de Fisher, conforme apropriado. A analise multivariada foi
efectuada através de testes de correlagdo (teste de Spearman). O célculo de risco foi
efectuado através do risco relativo (RR), para intervalos de confianga a 95% (IC95%). As
curvas de sobrevivéncia foram obtidas através do método de Kaplan-Meier e comparadas
através do teste de Log-rank. Para analise multivariada utilizou-se o método de regresséo de
Cox. O calculo de risco foi efectuado através do Hazard Ratio (HR). Foram considerados

estatisticamente significativos os valores de p inferiores a 0,05.

3.8. Questdes éticas e financiamento

O estudo de polimorfismos genéticos foi aprovado pelo conselho de bioética do IPO Porto.
As amostras de sangue periférico foram colhidas ap6s a obtencéo do consentimento livre
e informado por parte das doentes, de acordo com a Declaracdo de Helsinquia. Os
custos deste estudo foram suportados pelo Instituto de Ciéncia Biomédicas Abel Salazar

da Universidade do Porto, através da disponibilizacdo de 2/3 do valor das propinas

aplicados no 2° ano do mestrado em oncologia pela candidata.


http://www.openepi.com/
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Entre 05 de Janeiro de 1996 e 22 de Dezembro de 2010 foram colhidas 382 amostras
de sangue periférico referentes a 230 doentes com CEO admitidas no IPO Porto. Das
230 doentes revistas foram seleccionadas para analise 216. As 14 doentes que foram
excluidas da analise ndo obedeciam aos critérios de selec¢do estabelecidos (13 doentes
foram tratadas com um esquema de quimioterapia de 12 linha diferente do considerado
para andlise e 1 doente teve alta do IPO Porto logo apds terminar o tratamento, sendo
orientada para seguimento para o hospital de origem - figura 8). Procedeu-se a
genotipagem das amostras de ADN crioconservado disponiveis, referentes as 216
doentes seleccionadas, entre 27 de Abril de 2011 e 06 de Maio de 2011. Foi possivel
determinar o gendtipo do polimorfismo da IL-8 -251 T/A em 162 doentes. N&o se
conseguiu amplificar as restantes amostras de ADN, referentes a 54 doentes. As
amostras que nao amplificaram tinham sido colhidas e processadas entre 30 de Maio de
1997 e 02 de Fevereiro de 2009.

230 doentes com amostras de DNA crioconservado

Excluidas 14 doentes:

13 foram tratadas com outro esquema de quimioterapia de 12 linha diferente do considerado
para andlise (11 - cisplatina e ciclofosfamida, 1 - melfalam, 1 - bleomicina, etoposido e cisplatina);

1 doente teve alta apds tratamento de 12 linha

216 doentes seleccionadas para genotipagem

N&o foi possivel genotipar as amostras de ADN relativas a 54 doentes

162 doentes obtiveram determinagéo do genétipo do
polimorfismo da IL-8 T-251A

Figura 8. Diagrama de fluxo das doentes com CEO seleccionadas para andlise do
polimorfismo da IL-8 -251 T/A.
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Nas 162 doentes estudadas, observou-se a seguinte distribuicdo genotipica do
polimorfismo da IL-8 -251 T/A: gendtipo TT em 82 doentes (50,6%), gendtipo AT em
80 doentes (49,4%), e gendtipo AA em 0 doentes (0%).

4.1. Andlise da associagdo do polimorfismo genético da IL-8 -251 T/A com

factores de prognéstico (clinicos e patolégicos)

N&ao se observaram diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos em
estudo e: idade, subtipo histologico, grau histolégico, e volume de doenca residual
apos cirurgia. Verificou-se a existéncia de associacao estatisticamente significativa
entre 0os grupos em estudo e o estadio precoce (RR=2,063 [IC95%: 1,160-3,910],
p=0,029) ou avancado (RR=0,485 [IC95%: 0,212-0,848], p=0,029), que se manteve
apos estudos de correlagdo (p=0,029). A tabela 7 mostra as caracteristicas clinicas e
patoldgicas consideradas na andlise por grupos.

Tabela7. Andlise estatistica das caracteristicas clinicas e patolégicas dos grupos em estudo

Caracteristicas Genotipo AT  Gendtico TT p RR IC95%
N =162 N =80 N =82
Idade (anos)*

Média 53,8 54,98 0,543 -

Minima 23 16

Maxima 76 80

Estadio — n (%)

Precoce 36 (45%) 23 (28,4%) 0,029 2,063 1,160-3,910
FIGO IA 9 (11,3%) 6 (7,3%)
FIGO IB 2 (2,5%) 0 (0,0%)
FIGO IC 22 (27,5%) 17 (20,7%)
FIGO IIA 3 (3,8%) 0 (0,0%)
Avancado 44 (55%) 58 (71,6%) 0,029 0,485 0,212-0,848
FIGO IIB 1 (1,3%) 3 (3,7%)
FIGO IIC 4 (5,0%) 0 (0,0%)
FIGO IIIA 1 (1,3%) 0 (0,0%)
FIGO llIB 1 (1,3%) 4 (4,9%)
FIGO IIIC 26 (32,5%) 37 (45,1%)

FIGO IV 11 (13,8%) 14 (17,1%)
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Analise estatistica das caracteristicas clinicas e patolégicas dos grupos em estudo (cont.)

Caracteristicas Genodtipo AT  Genotipo TT p RR 1C95%
N =162 N =80 N = 82
Subtipo histolégico — n (%)
Papilar-seroso 39 (48,8%) 46 (56,1%) 0,349 0,744 0,474-1,226
Mucinoso 13 (16,3%) 8 (9,8%) 0,219 1,795 0,701-4,598
Células claras 10 (12,5%) 8 (9,8%) 0,578 1,321 0,539-4,336
Endometridide 5 (6,3%) 10 (12,2%) 0,192 0,480 0,256-1,473
Outros** 13 (16,3%) 10 (12,2%) 0,460 1,397 0,558-4,588
Grau histolégico — n (%)
Grau 1 18 (22,5%) 19 (23,2%) 0,919 0,963 0,462-2,005
Grau 2 15 (18,8%) 15 (18,3%) 0,940 1,031 0,466-2,278
Grau 3 19 (23,8%) 25 (30,5%) 0,335 0,710  0,351-1,546
Grau 4 2 (2,5%) 2 (2,4%) 0,980 1,026  0,141-7,463
ND 26 (32,5%) 21 (25,6%) 0,334 0,334 0,666-2,967
Volume de doenca residual
Sem doenca residual 43 (53,8%) 32 (39%) 0,060 1,816 0,884-3,310
Doenca residual < 1cm 11 (13,8%) 19 (23,2%) 0,123 0,529 0,233-1,197
Doenca residual > 1cm 12 (15%) 13 (15,9%) 0,880 0,937 0,399-2,198
Doenca irressecavel 13 (16,3%) 17 (20,7%) 0,463 0,463 0,334-1,649
ND 1 (1,3%) 1 (1,2%) 0,986 1,025 0,063-16,678

** Qutros subtipos histologicos: histologias mistas, carcinomas de células de transicdo, carcinomas

indiferenciados. ND — ndo definido.

4.2. Andlise da associagédo do polimorfismo genético da IL8 -251 T/A com a

sobrevivéncia

O tempo de seguimento nos dois grupos em estudo foi homogéneo, ndo se tendo
observado diferencas estatisticamente significativas (a mediana de tempo de
seguimento foi de 73,86 meses, nas doentes com gendétipo AT [variacdo de 1 a 177
meses], e de 63,85 meses, nas doentes com gendtipo TT [variacdo de 5 a 164

meses]; p = 0,178).
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4.2.1.Sobrevivéncia livre de progresséao

Na analise efectuada da sobrevivéncia livre de progressao, ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significativas para os grupos em estudo (figura 9).

Sobrevivéncia livre de progressao

1,0— Genoétipos da IL-8
0,9— —T

_TI1AT
0,8—

Sobrevivéncia cumulativa
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Figura 9. Sobrevivéncia livre de progresséo.
Tempo mediano de sobrevivéncia livre de progressao: gendtipo AT (n = 80)- 57,0 meses
(IC95%: 5,0-109,0) gendtipo TT (n = 82) - 54,0 meses (IC95%: 8,3-99,7); p = 0,704.

Sobrevivéncia livre de progressdo aos 5 anos: genotipo AT — 49,8%; genotipo TT — 47,5%.

A andlise estratificada destas curvas, segundo 0s grupos em estudo, mostrou
diferencas na média de tempo da sobrevivéncia livre de progresséo para as doentes
com subtipo histolégico de carcinoma de células claras, sem significado estatistico
(gendtipo AT (n=10): 159,6 meses [IC95%: 127,2-192,0], gendtipo TT (n=8): 86,6
meses [IC95%: 41,0-132,1]; p = 0,104), e para as doentes com subtipo histolégico de
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carcinoma misto com componente de mau prognostico, também sem significado
estatistico (genétipo AT (n=6): - [sem eventos], genétipo TT (n=7). 46 meses
[variacdo entre 18 e 46 meses]; p = 0,055).

A mesma andlise, efectuada para as doentes com carcinoma de células claras e
carcinoma misto com componente de mau progndéstico, em conjunto, mostrou

diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos em estudo (figura 10).

Sobrevivéncia livre de progressao
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Figura 10. Sobrevivéncia livre de progressdo nas doentes com carcinoma de células claras e
carcinoma misto com componente de mau prognostico.

Tempo médio de sobrevivéncia livre de progressdo: gendétipo AT (n=16) - 166,1 meses [IC95%:
145,5-186,8]; genotipo TT (n=15) - 95,2 meses [IC95%: 58,7-131,7]; p = 0,015.

Sobrevivéncia livre de progressdo aos 5 anos: genotipo AT — 93,8%; genotipo TT — 57,8%.

Esta diferenca manteve-se estatisticamente significativa ap6s analise
multivariada, tendo em consideracdo os outros factores de prognéstico, clinicos e

patolégicos, considerados neste estudo (HR = 2,128, p = 0,048).
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N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas na analise
estratificada da sobrevivéncia livre de progressdo, segundo 0s grupos em estudo,
para os outros factores de progndstico, clinicos e patolégicos (i.e. idade, estadio,
grau histolégico e volume de doenca residual apds cirurgia).

4.2.2. Sobrevivéncia global

A andlise da sobrevivéncia global ndo mostrou diferencas estatisticamente

significativas entre os dois grupos em estudo (figura 11).
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Figura 11. Sobrevivéncia global.

Tempo mediano de sobrevivéncia: genétipo AT (n=80) - 102,0 meses (IC95%: 57,8-146,2),
gendtipo TT (n=82) - 115,0 meses (IC95%: 62,2-167,8); p = 0,774.

Sobrevivéncia aos 5 anos: genotipo AT - 67%, gendtipo TT - 67%.

Sobrevivéncia aos 10 anos: gendtipo AT - 51,4%, gendtipo TT - 48,1%.



4. Resultados

N&do foram observadas diferengas estatisticamente significativas na anélise
estratificada da sobrevivéncia global, segundo os grupos em estudo, para 0s outros
factores de prognéstico, clinicos e patologicos (i.e. idade, estadio, subtipo
histoldgico, grau histolégico e volume de doenca residual apds cirurgia).

A figura 12 mostra a sobrevivéncia global para as doentes com carcinoma de
células claras e carcinoma misto com componente de mau prognostico, segundo 0s

grupos em estudo.

Sobrevivéncia global
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Figura 12. Sobrevivéncia global das doentes com carcinoma de células claras e carcinoma misto
com componente de mau progndstico, segundo os grupos em estudo.

Tempo médio de sobrevivéncia global: genétipo AT (n=16) - 166,2 meses [IC95%: 145,7-186,7];
genotipo TT (n=15) - 133,5 meses [IC95%: 102,6-164,5]; p = 0,272.

Sobrevivéncia livre de progressdo aos 5 anos: genotipo AT — 93,8%; genotipo TT — 85,6%.

Sobrevivéncia livre de progressdo aos 10 anos: genétipo AT — 93,8%; genotipo TT — 77,0%.
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4.3. Andlise da associagdo do polimorfismo genético da IL-8 -251 T/A com a

eficacia dos tratamentos efectuados

As doentes foram tratadas de acordo com as normas internacionais de tratamento
standard e os protocolos de tratamento utilizados estavam equilibrados entre os dois
grupos.

4.3.1. Estadios precoces (FIGO IA a llA)

O tratamento de 12 linha para as doentes em estadio precoce, segundo 0sS grupos

em estudo, consistiu na cirurgia seguida de 6 ciclos de quimioterapia (tabela 8).

Tabela 8.

Anélise estatistica dos tratamentos efectuados, e sua resposta, nos grupos em estudo

Variaveis Gendétipo AT Gendtipo TT p

N =59 N = 36 N =23

Cirurgia 0,250
Optima, sem doenca residual 34 (94,4%) 23 (100%)
Sub-6ptima, doenca residual < 1cm 2 (5,6%) 0 (0%)

Quimioterapia* 0,250
Cisplatina+Paclitaxel 27 (75%) 14 (60,9%)
Carboplatina+Paclitaxel 9 (25%) 9 (39,1%)

Resposta (RECIST) 0,420
Completa 35 (97,2%) 23 (100%)
Progressao 1 (36%) 0 (0%)

Resposta (Rustin) 0,521
Completa 19 (52,8%) 10 (43,5%)
Parcial 1 (2,8%) 0 (0%)
NA 16 (44,4%) 13 (65,5%)

* O protocolo de quimioterapia com cisplatina e paclitaxel foi utilizado até 20 de Maio de 2003. A
partir desta data, o protocolo de quimioterapia utilizado foi com carboplatina e paclitaxel. NA: n&o

aplicavel.
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N&do se observaram diferencas estatisticamente significativas em relacao a
resposta aos tratamentos efectuados entre os dois grupos. As doentes em estadio
precoce tinham um bom estado geral (ECOG < 1 em todas as doentes [p = 0,313];
namero de co-morbilidades = 0 em todas as doentes [p = 0,933]). Apenas uma
doente apresentava mutacdo num dos genes BRCA (mutacédo do gene BRCAL numa
doente com gendtipo AT).

Documentaram-se diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de
recidivas, apos tratamento de 12 linha, entre os grupos em estudo (gendétipo AT
[n=36]: 9 recidivas [25%)], gendtipo TT [n=23]: 1 recidiva [4,3%]; RR = 7,333 [IC95%:
nao foi possivel calcular]; p = 0,039), que se manteve nos testes de correlacdo (p =
0,040) (tabela 9).

Tabela 9. Caracterizagéo darecidiva, apos tratamento de 12 linha, nos grupos em estudo

Caracteristicas Genétipo AT Genétipo TT P RR IC95% Correlacao
N=59 N=36 N=23

Recidiva 9 (25%) 1 (4,3%) 0,039 7,333 - 0,040
Local 7 (19,4%) 1 (4,3%) 0,598 - - -
Local e a distancia 1 (2,8%) 0 (0%) 0,725 - - -
Distancia 1 (2,8%) 0 (0%) 0,725 - - -

O tempo de recidiva foi inferior a 6 meses em 1 das doentes que recidivaram apos
tratamento de 12 linha, sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
em estudo (gendtipo AT [n=9]: 1 [11,1%], gendtipo TT [n=1]: 0 [0%], p = 0,845).

O desenvolvimento de doenca platino-resistente foi observado em 60% das
doentes, sem diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos em
estudo (genétipo AT [n=9]: 5 [55,6%], gendtipo TT [n=1]: 1 [100%], p = 0,389).

N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas no nimero de linhas
de quimioterapia efectuadas antes do desenvolvimento de doenca platino-resistente
(gendtipo AT [n=5]: 1,8 linhas [variacdao entre 1 e 2 linhas], gendétipo TT [n=1]: 2

linhas; p = 0,704). O tempo médio para desenvolvimento de resisténcia foi de 1 més
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para a doente com gendtipo TT e de 1,6 meses para as doentes com genoétipo AT

(variacao entre 0 e 4 meses), p = 0,815.

Os protocolos de quimioterapia utilizados apdés recidiva incluiram a doxorrubicina
lipossémica (genotipo AT [n=5]: 4 [80%], gendtipo TT [n=1]: 1 [100%]) e o melfalam
(gendtipo AT [n=5]: 1 [20%]), sem diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos em estudo (p = 0,240). Todas estas doentes apresentaram progressao de
doenca durante a quimioterapia, tendo realizado, em média, 3,2 ciclos de
doxorrubina lipossémica (gendétipo AT [n=4]: 2,25 ciclos, com variacao entre 1 e 3
ciclos; gendétipo TT [n=1]: 7 ciclos; p =0,021) e 3 ciclos de melfalam (gendétipo AT
[n=1]) — tabela 10.

Tabela 10. Caracterizagdo da doencga platino-resistente, segundo os grupos em estudo

Caracteristicas Genotipo AT Genotipo TT P
N=6 N=5 N=1
Linhas para resisténcia (média) 1,8 2 0,704

Protocolo de QT apés resisténcia — n (%)

Doxorrubicina lipossémica 4 (80%) 1 (100%) 0,240
Melfalam 1 (20%) 0 (0%)
Ciclos de doxorrubicina lipossémica (média) 2,25 7 0,021

QT — quimioterapia.

4.3.2. Estadios avancados (FIGO IIB a IV)

O tratamento de 12 linha para as doentes em estadio avancado, segundo 0s
grupos em estudo, dependeu do volume de doenca ao diagndstico, sua
ressecabilidade, e condi¢des clinicas da doente (ECOG), ndo se tendo documentado
diferencas significativas na abordagem terapéutica entre os dois grupos em estudo
(tabela 11).
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Tabela 11.

Andlise estatistica dos tratamentos efectuados, e sua resposta, nos grupos em estudo

Variaveis Genotipo AT Genoétipo TT P

N =102 N =44 N =58

Cirurgia
Citorreducdo maxima primaria 33 (75%) 45 (77,6%) 0,760
Citorreducao maxima de intervalo 3 (6,8%) 9 (15,5%) 0,177
Citorreducao maxima second look 4 (9,1%) 7 (12,1%) 0,631

Quimioterapia* 0,365
Cisplatina+Paclitaxel 19 (43,2%) 31 (53,4%)
Carboplatina+Paclitaxel 25 (56,8%) 27 (46,6%)

Resposta (RECIST)
Completa ou parcial ou estavel 38 (86,4%) 48 (82,8%) 0,620
Progressao 5 (11,4%) 10 (17,2%) 0,406

Resposta (Rustin)
Completa ou parcial ou estavel 34 (77,3%) 39 (67,2%) 0,266
Progressao 1 (2,3%) 3 (5,2%) 0,455

* O protocolo de quimioterapia com carboplatina e paclitaxel comecou a ser utilizado em 2003.

N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo a

resposta aos tratamentos efectuados entre os dois grupos.

As doentes em estadio avangado tinham um ECOG=<2 e uma mediana de nidmero
de co-morbilidades de 1 (variagdo de 0 a 4), sem diferencas estatisticamente
significativas nos grupos em estudo [p=0,313 e p=0,328, respectivamente]). Nao se
encontraram diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo de doentes
com mutacdes nos genes BRCAL e BRCA2 pelos grupos em estudo (mutacdo do
gene BRCAL — gendtipo AT [n=44]: 2 doentes [4,5%], gendtipo TT [n=58]: 2 doentes
[3,4%], p = 0,659; mutacbes do gene BRCA2 — gendtipo AT [n=44]: 0 doentes [0%],
gendétipo TT [n=58]: 1 doente [1,7%], p = 0,350).



4. Resulados

Documentaram-se diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de
recidivas, apés tratamento de 12 linha, entre os grupos em estudo (diferencas
estatisticamente significativas para as recidivas mistas, localizadas e a distancia, e

para as recidivas a distancia — tabela 12).

Tabela 12. Caracterizacao darecidiva, apos tratamento de 12 linha, nos grupos em estudo

Caracteristicas Genotipo AT Gendtipo P RR IC95% Correlacéo
N=102 N=44 TT
N=58

Recidiva 35 (79,5%) 41 (70,7%) 0,128 2,132  0,940-6,949 0,131
Isolada CA125 1(2,3%) 2 (3,4%) 0,728 0,651 0,215-4,610 0,731
Local 24 (54,5%) 26 (44,8%) 0,331 1,477 0,653-3,000 0,336
Local e a distancia 10 (22,7%) 5 (8,6%) 0,046 3,118 0,888-12,272 0,047
Distancia 0 (0%) 8 (13,8%) 0,010 0,532 0,433-0,632 0,010

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em estudo
para a mediana de tempo até 12 recidiva ou progressdo de doenca (gendtipo AT
[n=44]: 10,0 meses [IC95%: 6,0-14,5], gendtipo TT [n=58]: 11,0 meses [IC95%: 1,0-
17,0)], p = 0,904).

O desenvolvimento de doenca platino-resistente foi observado em 51 doentes
(67,1%), sem diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos em
estudo (gendtipo AT [n=35]: 21 [60,0%], gendtipo TT [n=41]: 30 [73,2%], p = 0,223).

N&o se observaram diferengas estatisticamente significativas no numero mediano
de linhas de quimioterapia efectuadas antes do desenvolvimento de doenca platino-
resistente (genétipo AT [n=21]: 1,0 linhas [IC95%: 1,0-2,0], gendtipo TT [n=30]: 1,0
linhas [IC95%: 1,0-2,0]; p = 0,836). O tempo mediano para desenvolvimento de
resisténcia foi de 1,00 més para as doentes com genétipo AT (IC95%: 0,00-2,00) e
de 1,00 més para as doentes com genétipo TT (1C95%: 0,18-1,63), p = 0,904.



4. Resultados

Das 51 doentes que desenvolveram resisténcia, 15 foram orientadas para o
servico de cuidados paliativos (SCP, i.e. ndo fizeram mais tratamentos dirigidos a
doenca) e 36 fizeram tratamento com outros protocolos de quimioterapia, ndo se
observando diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (orientacéo
para o SCP — genotipo AT [n=21]: 4 [19%], gendtipo TT [n=30]: 11 [36,7%], p=0,174).

Os protocolos de quimioterapia utilizados apds recidiva incluiram a doxorrubicina
lipossbmica, a associacdo de doxorrubicina lipossdmica com carboplatina, o
topotecano, o melfalam, a gemcitabina e o paclitaxel, sem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos em estudo (p = 0,702) — vide infra
tabela 13. Observou-se progressdo de doenca em 32 doentes (88,9%), sem
diferencas significativas entre os grupos em estudo (p = 0,542). O tempo mediano
para progressdo de doencga, apos ultimo ciclo de quimioterapia, foi de 0,5 meses nas
doentes com gendtipo AT (variacdo entre 0,0 e 19,0 meses) e de 1,0 més nas
doentes com genoétipo TT (variacdo entre 0,0 e 7,0 meses), p = 0,763. Nao foram
documentadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em estudo
para o tempo mediano de progressdo de doenca segundo o esquema de
quimioterapia utilizado (tabela 13).

Tabela 13.

Caracterizagdo da QT apds doenca platino-resistente, segundo 0s grupos em estudo

Caracteristicas Genotipo AT Genotipo TT P

N=36 N=17 N=19

Protocolo de QT apods resisténcia — n (%) 0,702

Doxorrubicina lipossémica 9 (52,9%) 9 (47,4%)

Doxorrubicina lipossémica + carboplatina 0 (0,0%) 1 (5,3%)

Topotecano 5 (29,4%) 6 (31,6%)

Melfalam 2 (11,8%) 2 (10,5%)

Gemcitabina 1 (5,9%) 0 (0,0%)

Paclitaxel 0 (0,0%) 1 (5,3%)

Progressédo de doenca — n (%) 16 (94,1%) 16 (84,2%) 0,542

Tempo para a progresséo em meses 0,5 1,0 0,763
mediana [IC95%)] [0,0-19,0] [0,0-7,0]

QT — quimioterapia.






Discussao







5. Discussao

O estudo da influéncia do polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 no progndstico e
resposta ao tratamento em doentes com CEO justifica-se porque existe suporte cientifico
suficiente que sugere o envolvimento da IL-8 como um elemento importante na
progressdo tumoral e na resposta tumoral a farmacos anti-angiogénicos (como o

58,62-65,68-70

paclitaxel e o bevacizumab) , a frequéncia deste polimorfismo é elevada o

suficiente para supor que o seu estudo tenha impacto clinico (frequéncia do alelo A

variavel entre 30% e 50%, conforme a populacdo estudada) "*%

, € porque existe
evidéncia cientifica suficiente para supor que a presenca deste polimorfismo altera a
fungéo do gene de forma biologicamente relevante (alelo A associado a maior expressao
da IL-8, assim como maior agressividade e resisténcia a terapéutica em varios tumores

ma“g nOS) 70,96—99,102,103,105-

A frequéncia dos gendétipos do SNP -251 T/A da IL-8 neste estudo foi de 50,6% para o
genotipo T/T, 49,9% para o genotipo A/T, e 0% para o genotipo A/A, estando, em relacao
aos doentes heterozigéticos, de acordo com as frequéncias reportadas na literatura.”®
Contudo, seria de esperar encontrar doentes homozig6ticas para o gendtipo AA (a
frequéncia do genétipo AA no estudo de Anne Shultheis et al foi de 24,6% ™°). Esta
diferenca pode-se dever a varios factores: diferencas étnicas e clinicas das populacées
estudadas (as doentes do estudo de Anne Shultheis et al eram doentes de varias etnias,
com CEO recorrente, tendo sido sujeitas a uma seleccao estrita no ambito de um ensaio
clinico com quimioterapia metronémica com bevacizumab e ciclofosfamida™), viés de
seleccdo (a amostra populacional deste estudo é uma amostra de oportunidade; apesar
da recolha das amostras de sangue se ter processado ao longo de varios anos, antes do
desenho do presente estudo, esta amostra podera estar sujeita a varios viéses de
seleccdo, como por exemplo, seleccdo de doentes com melhor progndstico e que
viveram mais tempo e isso poder influenciar a frequéncia dos genétipos, se as doentes
homozigéticas AA apresentassem um pior prognostico, como € sugerido por alguns

estudos 46870

), erros na metodologia laboratorial (n&o foi possivel genotipar 25% das
amostras de ADN de doentes seleccionadas para este estudo, porque ndo amplificaram;
0 protocolo para genotipagem do ADN utilizado neste estudo foi validado noutros estudos
internacionais®™ e esta bem estabelecido na Unidade de Oncologia Molecular do IPO
Porto, pelo que se supde que o problema principal na amplificacdo dessas amostras

esteja relacionado com a qualidade do ADN das mesmas; as condicbes e tempo de



crioconservacdo dessas amostras ndo foram diferentes das outras amostras que
amplificaram e foram genotipadas; assim, a qualidade desse ADN deveria estar
comprometida desde a colheita e isso poderia ser justificado se essas colheitas fossem
efectuadas durante os tratamentos de quimioterapia, altura em que a disponibilidade de
células nucleadas sanguineas para extraccdo do ADN estaria reduzida; se as doentes
com genotipo AA apresentassem um pior prognéstico, seria provavel que as colheitas de
sangue dessas doentes pudessem ter sido realizadas durante os tratamentos de
quimioterapia; contudo, seria pouco provavel que isso acontecesse em todas as doentes
com gendtipo AA; por outro lado, ndo sabemos a influéncia que este gendtipo pode ter ao
nivel das células do sistema imunoldgico circulantes e se esse genoétipo pode, ou néo,

influenciar os seus niveis).

A analise da relag&o entre o polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 e os factores de
prognéstico estudados mostrou que as doentes com genoétipo AT apresentavam um risco
relativo duas vezes superior de terem CEO num estadio precoce (FIGO IA a llA) do que
as doentes com genétipo TT (RR = 2,063, 1C95%: 1,160-3,910, p = 0,029 — vide supra
tabela 7), com a existéncia de correlacao significativa entre estas variaveis (p = 0,029).

Por outro lado, a percentagem de doentes com genétipo TT em estadios Il e IV foi
semelhante ao descrito na literatura (67,1%), enquanto a percentagem de doentes com
gendtipo AT em estadio Ill e IV foi inferior ao descrito na literatura (48,9%).° Este é um
dado novo, ainda nao reportado na literatura, jA que nao ha estudos sobre a frequéncia
destes gendtipos nesta area (que sejam do nosso conhecimento). Contudo, os estudos
com o doseamento dos niveis da IL-8 no CEO relacionam niveis mais elevados da IL-8
com os estadios mais avancados da doenca.®*®®® Segundo os célculos do tamanho
amostral, o nimero de doentes estudado é suficiente para um nivel de significancia de
5%. Com base nestes dados, torna-se dificil concluir com certeza que o genétipo AT
esteja relacionado com um estadio precoce na altura do diagnéstico de doentes com
CEO, nao se podendo excluir que este resultado seja um erro de tipo 1. Estudos futuros

prospectivos, com maior numero de doentes, poderdo ajudar a clarificar este resultado.

A nossa amostra parece estar bem equilibrada e de acordo com a literatura no que se
refere a distribuicdo da frequéncia dos outros factores de progndstico pelos dois

gendtipos.®



N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas em relagdo a
sobrevivéncia livre de progressdo nem em relacdo a sobrevivéncia global entre os dois
grupos em estudo. Os resultados obtidos mostraram que a sobrevivéncia livre de
progressao aos 5 anos (figura 9) foi de 49,8%, para as doentes com gendtipo AT, e de
47,5%, paras as doentes com genoétipo TT (p = 0,704), enquanto a sobrevivéncia global
aos 5 anos (figura 11) foi de 67%, tanto para as doentes com gendtipo AT quanto para as
doentes com gendtipo TT (p = 0,774). Estes valores de sobrevivéncia sdo superiores aos
reportados na literatura'®, mas estdo de acordo com os dados da clinica de ginecologia
do IPO Porto (dados ndo publicados), justificando-se, muito provavelmente, porque a

clinica possui uma equipa multidisciplinar especializada no tratamento de CEO.

A andlise estratificada, por subgrupos clinicos e patolégicos, mostrou uma diferenca
de 73 meses na média da sobrevivéncia livre de progressao entre as doentes com
gendtipo AT e TT com carcinoma de células claras (menor sobrevivéncia livre de
progressdo nas doentes com genotipo TT), mas esta diferenga néo foi estatisticamente
significativa (p=0,104). Este resultado é bastante interessante. O carcinoma de células
claras do ovario constitui um subtipo histolégico de CEO ainda pouco compreendido,
talvez por ser pouco frequente (corresponde a cerca de 3-10% de todos os subtipos
histolégicos de CEO'®), e é caracterizado por apresentar, nos estadios avancados da
doenca, um pior progndéstico e relativa resisténcia a quimioterapia baseada em platinos,
relativamente aos outros subtipos histolégicos de CEO'® (paradoxalmente, apresenta um

bom progndstico se diagnosticado em fases precoces da doenca'®

), e bastantes
semelhancas com o carcinoma de células claras do rim.>****® O carcinoma de células
claras do rim é um tumor extremamente imunogénico, agressivo e habitualmente quimio-
resistente, que esta fortemente dependente de vias moleculares como aquelas
relacionadas com angiogénese (através da inactivacdo do gene de Von Hippel-Lindau,
vide supra figura 5), tendo sido um dos tumores que mais beneficiou com o0s avangos
terapéuticos da Ultima década nesta area (e.g. com o desenvolvimento de inibidores da
tirosina cinase, como o sunitinib e o sorafenib, e de outros agentes anti-angiogénicos,
como o bevacizumab).''® Assim, faz sentido pensar, teoricamente, que o polimorfismo -
251 T/A do gene da IL-8 tenha influéncia no progndstico de doentes com carcinoma de
células claras do ovéario. Tendo em conta que o niumero global de doentes com carcinoma
de células claras nesta populacéo era baixo (apenas 18 doentes [11,1% das doentes com
CEOQ], das quais 10 apresentavam genoétipo AT e 8 apresentavam genétipo TT, vide
supra tabela 7), o que esta de acordo com os dados publicados na literatura®®, é possivel
que a auséncia de significado estatistico pudesse estar em relacao com a falta de poder

estatistico. Assim, decidimos fazer a andlise conjunta destas doentes com as doentes



com subtipo histolégico misto com componente histolégico de mau progndstico, pois
sabiamos que em varias destas doentes 0 componente histolégico de mau prognostico
era o carcinoma de células claras (infelizmente, devido a forma como se colheram os
dados, nao foi possivel identificar essas doentes, e por isso, analisaram-se todas, apesar
das limitacdes que isso acarreta na analise final dos resultados). As diferencas
encontradas na sobrevivéncia livre de progresséo entre os dois grupos foram, desta vez,
estatisticamente significativas (sobrevivéncia livre de progressao aos 5 anos de 93,8%
para as doentes com gendtipo AT e de 57,8% para as doentes com genotipo TT,
p=0,015), e mantiveram-se estatisticamente significativas ap6s analise multivariada, com
um HR = 2,128 e um p = 0,048 (vide supra figura 10). Contudo, ndo tiveram impacto na
sobrevivancia global, apesar desta ser menor nas doentes com gendtipo TT
(sobrevivéncia global aos 5 anos de 93,8% para as doentes com genétipo AT e de 85,6%
para as doentes com genoétipo TT, p = 0,272 — vide supra figura 12). Estes dados
sugerem que a presenca do genétipo AT pode ser um factor de bom prognostico no
subgrupo de doentes com carcinoma de células claras do ovario, apesar de serem
necessarios estudos prospectivos, com maior poder estatistico, de modo a se conseguir

esclarecer melhor este resultado.

Em termos de andlise global da resposta aos tratamentos de quimioterapia
efectuados, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre as
doentes com genétipo AT e as doentes com gendtipo TT. A andlise do subgrupo de
doentes com doenca em estadio precoce mostrou existir maior risco de recidiva para as
doentes com genotipo AT, sem diferengcas no que corresponde ao tipo de recidiva entre
os dois grupos (RR = 7,333, p = 0,039, correlacao significativa com p = 0,040) — vide
supra tabela 9 — mas nas doentes com doencga em estadio avangado ndo se observaram
diferencgas significativas no risco global de recidiva entre os dois grupos. Este resultado €
novo no estudo da influéncia do polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 na resposta aos
tratamentos de doentes com CEO, e esta de acordo com os resultados de outros estudos

da literatura efectuados para a IL-8.°4%%°

Por outro lado, na analise dos resultados por tipo de recidiva, observou-se que, no
grupo de doentes com CEO em estadio avancado, o genétipo AT € um factor protector do
risco de recidiva a distancia (RR=0,532, 1C95%: 0,433-0,632, p=0,010, correlagéo
significativa com p=0,010) e, provavelmente, um factor de risco para a recidiva mista,
local e & distancia (RR=3,118, apesar de nao significativo porque o IC95% é de 0,888-
12,272, p=0,046) — vide supra tabela 12. Os resultados observados parecem ser

independentes da influéncia de outros factores, apesar da regressao logistica linear nao



ter sido efectuada, visto apresentarem correlagbes significativas. Estes resultados
sugerem que o polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 podera ter influéncia nos
mecanismos de progressdo e metastizacdo tumorais. Assim, nas doentes com CEO em
estadio avancado, o gendtipo TT podera favorecer as formas de progressédo tumoral a
distancia, sugerindo que os niveis e influéncia da IL-8 no microambiente tumoral primério
possam ser diferentes entre as doentes com genétipo AT e as doentes com genotipo TT,
de acordo com o descrito na literatura.®®%*% Seria interessante avaliar a influéncia
deste polimorfismo nos niveis de IL-8 de doentes com CEO e correlaciona-la com a
vasculogénese e resposta imunolégica associadas ao tumor, com o estadio e volume de

doenca ao diagndstico, assim como com o risco de metastizacdo a distancia.

Finalmente, ndo se observaram diferencas no risco de desenvolvimento de doenca
platino-resistente entre as doentes com genétipo AT e as doentes com gendétipo TT. No
subgrupo de doentes em estadio precoce, que progrediram e desenvolveram doenca
platino-resistente, observaram-se diferencas significativas no nimero médio de ciclos
efectuados de doxorrubicina lipossémica entre as doentes com genoétipo AT (em média
2,25 ciclos) e a doente com genétipo TT (que fez 7 ciclos, p = 0,021), podendo sugerir
que neste subgrupo de doentes o genétipo TT seja factor preditivo de menor resisténcia a
quimioterapia com doxorrubicina lipossomica. Os dados reportados na literatura sugerem
que a IL-8 € um factor preditivo de resisténcia primaria ao tratamento com agentes como
o paclitaxel® e que o polimorfismo -251 T/A do gene da IL-8 é factor preditivo de resposta
a quimioterapia metronémica com bevacizumab e ciclofosfamida’, como seria de esperar
tendo em conta 0os mecanismos de accdo da IL-8 e desses farmacos.’®® Contudo,
nenhuma associagdo foi encontrada entre a IL-8 e a resposta ao tratamento com
doxorrubicina lipossémica.®® Por outro lado, o nimero de doentes nestas condicbes era
muito reduzido (vide supra tabela 10), pelo que os resultados obtidos poder-se-ao dever

apenas ao acaso e ndo ser verdadeiros.






Conclusao







6. Conclusio

6. Concluséao

Os resultados observados neste estudo sugerem que o polimorfismo -251 T/A do gene
da IL-8 poderd ser um factor de prognostico nas doentes com CEO. O genétipo AT
parece estar relacionado com os estadios de doenca mais precoce, com maior risco de
recidiva nas doentes com CEO em estadio precoce, mas menor risco de recidiva (ou
progressao de doenca) a distancia em doentes com CEO em estadio avancado, e,
provavelmente, com o aumento da sobrevivéncia livre de progressdo em doentes com
carcinoma de células claras do ovario. Alguns destes resultados nao foram os esperados,
tendo em conta os dados reportados na literatura em estudos efectuados com a IL-8 e
com o polimorfismo genético -251 T/A da IL-8. 36465687094 N entanto, este é o primeiro
estudo que pretende avaliar, especificamente, a influéncia do polimorfismo -251 T/A do
gene da IL-8 como factor prognéstico e preditivo de resposta em doentes com CEO e,
apesar das limitacbes existentes (a maioria inerente ao facto de ser um estudo
retrospectivo), os seus resultados parecem ser validos e consistentes, pelo que justificam
o desenho de estudos prospectivos no futuro, para que sejam esclarecidos.

Os resultados do ensaio clinico de fase Ill, OCEANS, apresentados na reunido da
American Society of Clinical Oncology (ASCO) em Junho de 2011, vieram renovar o
interesse pelas terapéuticas alvo, nomeadamente com o bevacizumab, no tratamento de
doentes com CEO recorrente platino-sensivel.'** Este estudo incluiu 484 igualmente
distribuidas por dois ramos de estudo (ramo A: carboplatina + gemcitabina + placebo;
ramo B: carboplatina + gemcitabina + bevacizumab) e demonstrou haver um aumento
significativo da sobrevivéncia livre de progressao para as doentes incluidas no ramo B
em relacdo as doentes do ramo A (diferenga de medianas de sobrevivéncia de 4 meses,
HR=0,484, p<0,0001)."** Contudo, pouco se sabe ainda sobre o mecanismo de accéo
deste tipo de terapéuticas anti-angiogénicas. Varias questdes permanecem por
responder, como por exemplo quais os melhores marcadores de resposta a estas
terapéuticas, que factores influenciam a sua eficacia, porque o beneficio clinico destes
tratamentos tém sido menor ao esperado, quais 0os melhores esquemas a utilizar ou que

efeitos esperar apds a suspensao destes tratamentos.



Tendo em conta os dados reportados na literatura, a IL-8 parece ser um marcador
muito interessante a ser estudado nas doentes sob terapéutica anti-angiogénica, ja que
niveis aumentados parecem conferir resisténcia ao tratamento, nomeadamente, com o
bevacizumab.®* " Por outro lado, cerca de 90% das doentes com CEO apresentam niveis
elevados de IL-8 ", 0 que nos faria prever uma menor resposta a estas terapéuticas, o
que é contrariado pelos resultados dos ensaios clinicos recentemente publicados. Seria
interessante desenhar um estudo prospectivo, em doentes com CEO tratadas com
bevacizumab, onde se avaliasse a influéncia do polimorfismo -251 T/A da IL-8 nos niveis
da IL-8 e relaciona-lo com outros marcadores biolégicos (e.g. VEGF, células endoteliais
circulantes e células progenitoras circulantes), factores de progndstico (e.g. subtipo
histologico), e resposta a terapia, de modo esclarecer se a IL-8 podera servir como
marcador de resposta ao bevacizumab e se varia¢des inter-individuais dos seus niveis,
nomeadamente pela expressao do haplétipo -251 A, poderdo conferir maior risco de
faléncia terapéutica, seleccionando-se deste modo o grupo de doentes que mais

beneficiariam com este agente.

Porto, 30 de Setembro de 2011

Dania Sofia Neiva Marques Santos
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