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Resumo

Base tedrica: Nos Estados Unidos da América (EUA) e no Norte da Europa o
carcinoma de ovario € a principal causa de morte por cancer ginecolégico. A
maioria dos casos € diagnosticada em estagios avancados — Ill ou IV FIGO . A
sobrevida em 5 anos neste grupo é de 30% das pacientes. O tratamento
envolve cirurgia oncolégica para citorredugdo tumoral e quimioterapia
adjuvante, na maioria dos casos. A via do apoptose esta envolvida no
desenvolvimento tumoral e resisténcia ao tratamento. As proteinas da familia
Bcl2 sdo ativas na via apoptética e sua atividade se divide em anti e proé-
apoptose. Estudos em pacientes com cancer de ovario foram realizados nos
EUA, Europa e Canada e os resultados observados foram controversos com
relacéo ao papel dessas proteinas no cancer de ovario.

Objetivos: Determinar a prevaléncia de Bcl2, Bcl-x,, Bax, Bad e p53 em uma
amostra de pacientes do HCPA. Estudar a possivel correlacdo entre a
expressdo dessas proteinas e aspectos de desfecho clinico (resposta ao
tratamento, sobrevida total e livre de doencga).

Pacientes e métodos: Foram avaliadas, retrospectivamente, 45 pacientes
com diagnostico de carcinoma epitelial de ovario, tratadas de forma
padronizada no HCPA no periodo de 1996 a 2004. Tecido tumoral foi avaliado
através da técnica de imunohistoquimica com relagdo a positividade para as
proteinas Bcl2, Bcl-x,, Bax, Bad e p53.

Resultados: A prevaléncia das proteinas encontrada nessa amostra de
pacientes foi: Bcl2 49%, Bcl-x, 80%, Bax 98%, Bad 87% e p53 58%;
apresentando similaridade, em geral , com a literatura mundial revisada. A
expressao positiva da proteina p53 correlacionou-se com pior sobrevida livre
de doenca (16 versus 58 meses — p=0.04) na andlise univariada. As demais
proteinas ndo apresentaram correlagbes com resposta ao tratamento ou
sobrevida, nesta amostra.

Conclusao: O padrdao de expressdo das proteinas da familia Bcl-2 e da
proteina p53 encontrado nesta coorte foi similar ao descrito na literatura
mundial disponivel. A expressao positiva de p53 demonstrou correlacdo com
menor sobrevida livre de doenca na analise univariada, 0 que aponta para as
investigacdes, jA em andamento, acerca desta proteina, suas mutacdes e
potencial alvo terapéutico. As proteinas da familia Bcl-2 n&o se correlacionaram
com resposta ao tratamento ou sobrevida nesta amostra e requerem
investigacbes em estudos prospectivos, utilizando novas tecnologias de
deteccéao.
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Abstract

Background: In the USA, Europe and Canada epithelial ovarian cancer is the
principal cause of death from gynecological cancer and most patients are
diagnosed in advanced stages of the disease — Stages Ill or IV FIGO. The 5
years survival for these patients is around 30%. Treatment is based in
laparoscopy to stage and debulk the tumor volume and most cases will need
chemotherapic treatment, based on platinum compounds. Apoptosis route is
involved in the tumor development and, probably in treatment resistance also.
Bcl2 family proteins are active in the apoptosis route and its activity is divided in
pro and anti-apoptosis pathways. Studies in ovarian cancer and Bcl2 proteins
family activity were done in USA, Europe and Canada. However, the results
remain controversial concerning the role of these proteins in ovarian cancer.

Objective: Determine Bcl2, Bcl-x., Bax, Bad and p53 prevalence in a sample of
patients from HCPA. Evaluate a possible correlation between these proteins
expression and the clinical response, as well as the survival.

Methods and patients: Forty-five patients were retrospectively analyzed. They
had epithelial ovarian carcinoma diagnosed and treated in a standardized way
on HCPA, between the years 1996 to 2004. Tumor tissue samples were
evaluated through immunohistochemical analysis to detect positive expression
of the proteins Bcl2, Bcl-x., Bax, Bad and p53.

Results: The prevalence found for the studied proteins in this sample was: Bcl2
49%, Bcl-x. 80%, Bax 98%, Bad 87% and p53 58%; similar to the levels
described in the literature. Positive expression of p53 correlated with worst
disease free survival (16 versus 58 months — p=0.04) in the univariate analysis.
The other proteins did not show correlation with treatment response or with
survival in this sample.

Conclusion: The expression pattern of Bcl-2 protein family and of the p53
protein in this cohort was similar to the one usually described in the literature.
The positive expression of p53 was correlated with a smaller time of disease
free survival in the univariate analysis. In fact, there are currently investigations
about this protein and its mutations as a potential therapeutic goal. Bcl-2 family
proteins did not correlate with response to treatment or survival in this sample.
Prospective studies are required, as well as the use of new technologies, to
know better the role of these proteins in ovarian cancer.
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1. Revisao da Literatura

Base Teodrica
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1.1 Introducéo

Poucos 6rgdos mostram uma variedade de tipos tumorais téo
diversa quanto o ovario. Por esta raz&o, o diagndstico dos tumores ovarianos e
sua patogénese permanecem como um constante desafio para a equipe de
profissionais que lidam com estes tumores: sejam ginecologistas, cirurgides
oncoldgicos, patologistas cirurgicos, radiologistas, oncologistas clinicos ou

radioterapeutas.

Na ultima década, avancos no conhecimento da biologia tumoral e
seus padrdes genéticos , moleculares e histopatoldgicos vém ocorrendo. Por
conta disso, novas modalidades terapéuticas tém sido estabelecidas e
tratamentos direcionados a alvos tumorais especificos tém sido buscados. Esta
busca também se aplica ao carcinoma epitelial de ovario e um dos possiveis
alvos de tratamento a ele relacionados: moléculas protéicas da familia Bcl-2 e
p53.
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1.2 Epidemiologia do Cancer de Ovério

Nos Estados Unidos da América (EUA) e no Norte da Europa o
carcinoma de ovario é a principal causa de morte por cancer ginecolégico™? . A
estimativa americana, publicada pela American Cancer Society **, é de que no
ano de 2007 ocorram 22.430 novos diagnosticos de cancer de ovario e 15.280

mortes por esta neoplasia.

O Brasil ndo tem uma estimativa oficial exata desses dados. O Instituto
Nacional do Cancer (INCA) ° reporta o cancer de ovario como sendo o terceiro
mais incidente entre as les6es malignas de 6rgaos genitais femininos, apés os
casos de cancer do colo do Utero e corpo do Utero, em dados de Mortalidade
publicados em 1999. A grande maioria dos casos de carcinoma de ovario

ocorre em mulheres na peri e p6s-menopausa.?

Observa-se grande variacdo na frequiéncia do cancer de ovario entre
diferentes areas geograficas e diferentes grupos étnicos, com a maior
incidéncia ocorrendo no norte da Europa e nos Estados Unidos, e uma baixa
incidéncia em paises da Asia e Africa.”® A maioria dos casos é esporadica,
somente 5% a 10% dos casos tém histéria familiar positiva.® A maior incidéncia
ocorre em mulheres entre 40 e 65 anos e 70% das pacientes encontram-se em

estagios avancados da doenca (estagio Ill ou V) quando do diagnéstico.*’
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1.3 Patologia

A maior parte das neoplasias de ovario tem origem na superficie
epitélio-estromal. Na categoria carcinoma epitelial estdo incluidos cerca de
dois tercos de todos os tumores ovarianos e aproximadamente 90% de todos
os tumores ovarianos do mundo ocidental.>® Postula-se que se originem
diretamente ou indiretamente do epitélio da superficie do ovario (mesotélio
modificado) e do estroma subjacente. Embora os tumores da superficie
epitélio-estromal sejam primariamente subclassificados de acordo com o seu
componente epitelial (seroso, mucinoso, endometridide, claras, transicionais e
de células escamosas), o termo estroma é incluido na sua designacao geral
porque nitido componente estromal est4 presente em variadas quantidades

em todos os subtipos e, em alguns casos, é o fator predominante.’

Além de serem subdivididos de acordo com o tipo celular, os tumores
da superficie epitélio-estromal sdo subclassificados conforme trés outros
critérios patologicos, dois dos quais sdo arquiteturais (localizacdo dos
elementos epiteliais e a proporcdo de componentes estromais e epiteliais) e o
terceiro, relacionado a quantidade de proliferacéo celular, o grau de atipias e a
presenga ou auséncia de invasao estromal (benigno, borderline ou

carcinoma).®

Alguns tumores, particularmente aqueles do subtipo seroso, podem ser
exofiticos, intracisticos (endofiticos) ou ambos. A presenca do componente
exofitico é indicada pelo termo “superficial” que é adicionado ao seu
diagnéstico final, por exemplo: adenocarcinoma papilar seroso superficial. Ao
contrario, tumores com crescimento intracistico sdo descritos com o prefixo

cisto- antes da sua designacéo ou por exemplo cistoadenocarcinoma seroso.
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A subdivisdo mais importante, do ponto de vista clinico, é a
classificagdo tumoral em benigno, borderline ou carcinoma, pois esta

designacéo geralmente correlaciona-se com o prognéstico.

O estagio da doenca ao diagnéstico permanece o principal fator
prognostico . Os indices de sobrevida para pacientes com doenca mais
avangcada permanecem desapontadores. Em pacientes submetidas ao
tratamento adequado, baseado em cirurgia citorredutora agressiva e
combinacdo com quimioterapia adjuvante, a sobrevida em cinco anos é:
Estagio | (93%), Estagio Il (70%), Estagio Ill (37%) e Estagio IV (25%). ° A
grande dificuldade ocorre em detectar tumores em estagios iniciais, mesmo
assim, atualmente nado existem evidéncias de que 0 screening reduza a

mortalidade no cancer de ovario *°.

Os principais fatores de risco sao: idade avancada; hereditariedade —
histéria familiar de cancer de ovario em parentes de primeiro grau, mutacées
BRCA 1/ BRCA 2; reposicdo hormonal estrogénica pés-menopausa; sindrome
de ovarios policisticos e endometriose; obesidade; exposicao a talco e asbesto;
fatores dietéticos e tabagismo ? *°. Contrariamente, o uso de anticoncepcionais

orais tem efeito protetor em relacdo ao cancer de ovario.

O carcinoma de ovario ndo apresenta sintomatologia especifica.
Geralmente os sintomas iniciais séo relacionados ao crescimento tumoral, com
sensacao de distensdo ou dor abdominal baixa, constipacdo e/ou aumento da
frequéncia urinaria. Eventualmente torcdo ou ruptura da massa tumoral leva a
um quadro agudo com necessidade de intervencao cirGrgica imediata ? *°. Com
0 avanco da doenca, quadros compressivos e/ou obstrutivos, relacionados a
ascite ou a massa tumoral, sdo mais comuns e 0 exame fisico pode revelar a

presenca de massa pélvica *°.

O antigeno CA-125 é expresso por muitos dos tumores epiteliais de
ovario. Bast e cols.* demonstraram que a elevacéo do CA-125 era vista mais

freqlientemente em mulheres com cancer de ovario (82%) do que em mulheres
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da populacdo em geral (1%), mulheres com doencas benignas (6%) ou com
neoplasias ndo ginecoldgicas (28,5%). Outras condigcbes podem elevar o CA-
125, como: leiomiomas, endometriose, gestacdo e doencas hepaticas ou

pulmonares, limitando seu uso como ferramenta diagndstica isolada. *?

A avaliacéo clinica para estabelecer o estagio do carcinoma de ovario
deve incluir: avaliacdo bioquimica e laboratorial, imagem de térax e abdome, e

10

dosagem de CA-125 sérico Na auséncia de doenca metastatica o

estadiamento definitivo do carcinoma de ovario requer laparotomia *°.

A avaliacdo cirurgica deve ocorrer por laparotomia via incisao vertical
para explorar adequadamente o abdome superior. O procedimento deve
envolver: inspecdo e palpacdo de todas as superficies peritoneais, lavado
peritoneal, histerectomia total, salpingo-ooforectomia bilateral, omentectomia,
biopsias peritoneais de qualquer lesdo suspeita de metastase ou bidpsias
peritoneais as cegas (diafragma a direita, goteira paracolica direita e esquerda,
paredes laterais da pelve da fossa ovariana, bexiga e fundo de saco peritoneal)
na auséncia de doenca macroscopica. Na presenca de metastases peritoneais
menores de 2 cm nas maiores dimensdes, amostragem de linfonodos de

cadeias ilfaca e para-aortica é recomendada.’®

O estagiamento adequado e o tratamento pds-operatério dependem
diretamente da habilidade do cirurgido. E o estagiamento adequado € um fator
progndéstico em termos de sobrevida geral e livre de doenca, tanto em analises
multivariadas quanto em andlises univariadas.**'®> Entretanto, o estagiamento
cirrgico adequado € alcancado em 97% dos casos quando realizado por um
ginecologista oncologista experiente e, em 53% e 35%, quando realizado,
respectivamente, por um ginecologista ou um cirurgido geral.
Consequientemente, a sobrevida livre de doenca e a sobrevida em 5 anos, para
pacientes em estagios iniciais da doenca (I e Il), € melhor quando a cirurgia é

realizada por um ginecologista oncologista. =
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A classificacdo do carcinoma de ovario por estagios, conforme a

Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e do American

Joint Committee on Cancer (AJCC)'®* é a que segue:

Estagio |

Estagio Il

Tumor limitado ao ovario; capsula intacta, sem tumor na
superficie ovariana. Sem presenca de células malignas em
ascite ou lavado peritoneal.

Tumor limitado a ambos ovarios; capsula intacta, sem tumor
em superficie ovariana. Sem presenca de células malignas em
ascite ou lavado peritoneal.

Tumor limitado a um ou ambos ovarios. Presenca de qualquer
dos seguintes: ruptura em cdapsula, tumor em superficie

ovariana, células malignas em ascite ou lavado peritoneal.

A

1B

|[®

Estagio Il

Extensdo ou implantes tumorais em utero e/ou trompas de
falopio. Sem células malignas em ascite ou lavado peritoneal.
Extensdo e/ou implantes em outros tecidos pélvicos. Sem
células malignas em ascite ou lavado peritoneal.

Extensdo e/ou implantes tumorais em outros tecidos pélvicos
com a presenca de células malignas em ascite ou lavado

peritoneal.

A

B

Hc

Estagio IV

Metastases microscopicas peritoneais além da pelve (sem
tumor macroscopico).

Metastases microscépicas peritoneais além da pelve menores
ou iguais a 2 cm nas maiores dimensdes e/ou metastases para
linfonodos regionais.

Metastases peritoneais além da pelve maiores que 2 cm nas
maiores dimensdes e/ou metastases para linfonodos regionais.

Presenca de metastases a distancia
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Em pacientes em estagio | do carcinoma de ovario, 0s principais
fatores prognosticos séo: grau de diferenciacdo, o estagio conforme a FIGO, o
tipo histoldgico, presenca ou nao de aderéncias, presenca ou ndo de ascite em
grande volume, ruptura tumoral antes da cirurgia, neoplasia extra-capsular e
idade do paciente. 1822

O prognostico da doenca além do estagio | é influenciado por varios
fatores. Os fatores favoraveis mais importantes em analises multivariadas sao:
idade jovem, boa performance clinica, tipo celular que ndo mucinoso ou células
claras, estagios mais precoces da doenca, tumores bem diferenciados,
auséncia de ascite e menor quantidade de tumor residual apds cirurgia de

citorreducdo inicial. 2%’

A definicdo de uma citorreducao inicial 6tima varia desde a presenca
de uma massa tumoral residual menor de 2 cm até nenhuma evidéncia de
tumor residual apos a cirurgia. Pacientes sem tumor residual tém sobrevida
melhor do que aqueles com massas tumorais residuais menores de 0,5 cm.
Esse grupo, por sua vez, tem um progndstico melhor do que pacientes com

tumor residual entre 0,5 cm e 1,5 cm. 262832
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1.4 Tratamento

1.4.1 Cirurgia

A cirurgia tem papel extremamente importante no estagiamento e
tratamento do carcinoma de ovario inicial (estagios I-Il FIGO). O procedimento
de tratamento cirargico padrédo, conforme descrito para estagiamento, envolve
histerectomia total, salpingo-ooforectomia bilateral, omentectomia e citologia

peritoneal. 1>

Pacientes com doenga metastética extensa, com ascite clinicamente
detectavel ou com carcinomatose peritoneal, tem um mau prognostico mesmo

com uma citorredugdo cirdrgica considerada 6tima. 2%3°

Entretanto, a
quantidade de tumor residual apés a primeira cirurgia também €& um fator
prognostico importante no carcinoma de ovario avancado (estagios IlI-IV
FIGO).**** Por isso a cirurgia de citorreducdo primaria é indicada em
carcinomas de ovério avancados. 37

Considerando especificamente o estdgio IV FIGO (doenca
metastéatica), o papel da cirurgia de citorreducdo permanece controverso e
deve ser decidido de forma individualizada, de acordo com a extensdo da
doenca metastéatica e condicées clinicas do paciente. 3¥°

A cirurgia de citorreducao de intervalo € aquela realizada em pacientes
apos um curso de quimioterapia inicial, geralmente apds dois ou trés ciclos. O
objetivo € a remocdo da maior quantidade possivel de doenca primaria ou
metastatica para facilitar a resposta & quimioterapia posteriormente. * A
principal indicacdo deste tipo de procedimento ocorre em pacientes cuja
cirurgia inicial ndo foi satisfatoria, ou seja, ndo possibilitou o chamado
“debulking completo” ou citorreducdo 6tima. Nessa situacdo a cirurgia de

intervalo demonstrou oferecer melhora de sobrevida.***?
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Outra possibilidade de cirurgia de intervalo € a cirurgia de citorreducéo
realizada apdés a quimioterapia neoadjuvante. Em casos especificos de
pacientes com carcinoma de ovario metastatico, como pacientes com grande
volume de metastases e mas condic¢des clinicas, pode haver espaco para esse
procedimento. A cirurgia geralmente é realizada apéds trés ciclos de
quimioterapia, isso porque a possivel fibrose provocada pelo tratamento é
menos extensa e a resisténcia a quimioterapia nesse ponto do tratamento é
menos freqiiente do que em torno do sexto ciclo. ***’ Além disso existem
evidéncias de que uma citorreducdo secundaria, ao final do tratamento

quimioterapico, tem pouca influéncia na sobrevida das pacientes. *®

1.4.2 Quimioterapia

As primeiras drogas quimioterapicas utilizadas com resposta no
tratamento da neoplasia epitelial de ovario foram os agentes alquilantes como o
melfalan e a ciclofosfamida. Estudos subseqientes mostraram a superioridade
da poliquimioterapia a base de cisplatina, com respostas em torno de 60-80%.
14951 “As combinacdes inicialmente eram feitas com agentes alquilantes como
a ciclofosfamida, com ou sem doxorrubicina *>°3. As melhores respostas eram
observadas naquele grupo de pacientes estagios Ill e IV FIGO submetidas a

um procedimento cirGrgico com citorreducéo 6tima >,

No final da década de 80 o uso do paclitaxel como droga Unica no
tratamento de segunda linha dessa neoplasia mostrou respostas em torno de
24-30% em pacientes resistentes ao tratamento com combinagdes baseadas
em cisplatina *°. Isto deu inicio a uma nova era de tratamento quimioterapico do
carcinoma epitelial de ovario, estabelecendo a combinacdo de platina com
taxanos como primeira linha de tratamento **°8. O estudo GOG-111 publicado

em 1996 comprovou a superioridade dessa combinacdo sobre a de
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ciclofosfamida e cisplatina, terapia padrao até entdo, em termos de resposta e

sobrevida para pacientes com neoplasia avancada

59

Tal achado foi

confirmado em 2000 por publicacdo do estudo europeu OV 10 °° que, em

reavaliacdo publicada em 2003 (6,5 anos de seguimento) demonstrou a

manutencdo do beneficio na sobrevida no grupo que recebeu paclitaxel .

(Tabela 1)

Tabela 1 — Tratamento quimioterapico do Carcinoma Epitelial de Ovario —
resultados dos principais ensaios clinicos.

Obje Estagio sl e
Estudo . L N em em
tivo Clinico
meses meses
GOG-111 (ref 49)
Cisplatina+Ciclofosfa | SLD 11 202 13 |p<0,001) 24 |p<0,001
mida vs c/citorreducdo | 184 18 38
Cisplatina+Paclitaxel subdtima e
v

OV-10 (ref 60)
Cisplatina+Ciclofosfa | SLD | Ilb, llc,Ill e IV | 338 16 |p=0,005 36 |p=0,016
mida vs 330 12 26
Cisplatina+Paclitaxel
GOG-132 (ref 53)
Cisplatina vs SG e i 200 16 |p=0,002 30
Paclitaxel vs SLD | c/citorredugdo | 213 11 26
Cisplatina+Paclitaxel subd6tima e IV | 201 14 26
ICON-3 (ref 159)
Paclitaxel+Carboplati | SG 478
na vs Carboplatina |SLD e lalVv 943 17 36

toxici 16 35
Paclitaxel+Carboplati dade 232
na vs CAP 421

Num modelo semelhante ao GOG 111, o GOG 132, comparou o0

tratamento da neoplasia de ovario avangada com cisplatina droga unica,
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paclitaxel droga Unica e a combinacdo das duas drogas, demonstrando
vantagem na sobrevida livre de doenca para os tratamentos contendo
cisplatina, as custas de maior toxicidade renal, gastrintestinal e, possivelmente,
neurologica. Entretanto, a sobrevida geral ndo foi estatisticamente diferente
entre 0s grupos, provavelmente devido ao cruzamento entre as linhas paclitaxel
e cisplatina realizado apds a progresséo ao tratamento inicial °*. (Tabelas 1 e
2)

Os ensaios clinicos desenvolvidos na ultima década estabeleceram o
tratamento quimioterapico de primeira linha da neoplasia epitelial de ovario
como sendo a associacao de derivados da platina e taxanos. Entretanto, ha
evidéncias de que, em casos selecionados, o tratamento com derivados da
platina como droga Unica é equivalente a poliquimioterapia e oferece menor
toxicidade. (Tabelas 1 e 2)

Tabela 2 — Avaliacdo da toxicidade do tratamento quimioterapico de pri-
meira linha no Carcinoma Epitelial de Ovario

Estudo Toxicidade

GOG-132 (ref 53)

Cisplatina vs Paclitaxel vs Toxicidade hematolégica/TGl/renal vs
Cisplatina+Paclitaxel neutropenia/NF

ICON-2 (ref 52)

CAP vs Carboplatina Leucopenia/alopecia/toxic TGl vs
trombocitopenia

(ref 159)
Paclitaxel+Cisplatina vs Neurotoxicidade/TGI (abandono tto
Paclitaxel+Carboplatina por toxic 17%) vs toxic hematoldgica

(abandono tto por toxicidade 5%)

ICON-3 (ref 160)

Paclitaxel+Carboplatina vs Carboplatina

Alopecia/febre/neutropenia
Paclitaxel+Carboplatina vs CAP (Pacl+Carbo) vs febre (CAP)

GOG-158 (ref 161)
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Paclitaxel+Cisplatina vs Toxicidade TGIl/renal/metabdlica vs
Paclitaxel+Carboplatina neurotoxicidade semelhante

O estudo de fase Il do Gynaecologic Cancer Intergroup (GCIG), GOG
0183-ICON 5, incluiu cinco bragos experimentais para avaliar a adicdo de trés
novas drogas (topotecan, gemcitabina e doxorrubicina PEG-lipossomal) no
tratamento de primeira linha para carcinoma de ovario em estagios avancados,
Il e IV FIGO. O braco controle foi composto por paclitaxel e carboplatina. O
estudo recrutou pacientes até o ano de 2004 e dados de sobrevida ainda séo
aguardados. %%

Diante de progressdo ou recorréncia do carcinoma de ovario, a
escolha da terapia de salvamento vai depender do tempo e tipo de recorréncia.
Resseccdo cirlrgica deve ser considerada para pacientes recaidas apos
remissdes de longa duracdo (maiores do que 12 meses), especialmente se a
recorréncia for isolada e a paciente estiver em boas condicées clinicas 2%,
Em outras situagdes o principal tratamento permanece sendo algum esquema

ativo de segunda linha de quimioterapia.?

A distingdo entre pacientes sensiveis ou resistentes ao tratamento
guimioterapico é um ponto critico. Geralmente, pacientes que progridem
durante o tratamento ou recaem no periodo de seis meses apoés o final do
tratamento inicial baseado em platina, sdo consideradas “resistentes a platina”.
Pacientes com resposta mais duradoura a quimioterapia inicial podem
responder novamente ao mesmo tratamento, baseado em platina. °>

Drogas que demonstraram atividade em doenca considerada refrataria
a platina-paclitaxel sdo, por exemplo, topotecan, docetaxel, etoposide oral,
doxorrubicina lipossomal, gemcitabina, ifosfamida e hexametilmelamina. Todos
0S agentes tiveram respostas em torno de 20%, sendo raras as respostas

duradouras e virtualmente nenhum caso curado. Neste grupo o tratamento é
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considerado paliativo e atencdo redobrada € dada aos paraefeitos e
toxicidades do tratamento. A oferta de tratamento em estudos clinicos deve ser

considerada.?

1.4.3 Perspectivas de novos tratamentos

Uma década apds o estabelecimento da combinacdo platina e
paclitaxel como o tratamento de primeira linha para o carcinoma de ovario,
varios estudos examinam alternativas de tratamento, com o objetivo de

melhorar as respostas obtidas com a associa¢cdo de novos compostos.

Novos alvos tém sido testados atualmente, na oncologia em geral. No
carcinoma de mama, por exemplo, a expressao do receptor de tirosina-quinase
HER2/neu é contraposta pelo anticorpo monoclonal trastuzumab e, combinada
com a terapia citotdxica, gera respostas em até 20% dos pacientes com
doenca metastatica e apresenta melhora significativa em desfechos quando
utilizado na terapia adjuvante. ®° Entretanto, no carcinoma de ovério, o
trastuzumab ja ndo apresenta a mesma efetividade. Os niveis expressos do
receptor HER2/neu sdo menos da metade daqueles vistos no carcinoma de
mama e, mesmo nos pacientes com expressao de HER2/neu, as respostas sao

desapontadoras.®®

Outro alvo especifico e comum a tumores sélidos é a angiogénese. A
superexpressdo de fator de crescimento endotelial (VEGF) é descrita como
fator progndstico importante para recorréncia do carcinoma de ovario em
estagios iniciais.®® O anticorpo monoclonal anti-VEGF: bevacizumab, por sua
vez, inibe a funcdo do VEGF, e demonstrou ser um bom agente Unico no
tratamento de carcinomas de ovario recidivados. "° Um estudo de fase Ill est4

em andamento (ClinicalTrials.gov identificador: NCT00262847) com 0 objetivo
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de avaliar o uso do bevacizumab associado a quimioterapia (carboplatina e

paclitaxel) no carcinoma de ovério avancado. "*
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1.5 Apoptose e Cancer

1.5.1 Oncogénese

O dano genético ndo letal € o ponto inicial da oncogénese. Essa leséo
genética pode ser adquirida, por acdo do ambiente (quimicos, radiacéo, virus),
ser herdada através das células germinativas ou mesmo ser desenvolvida de
forma espontanea. Um tumor, entéo, é formado pela expanséao clonal de uma

Unica célula precursora que sofreu alguma lesdo ou modificacéo genética.’*"

Existem quatro classes de genes, cuja fungcdo normal é reguladora,
que sdo os principais alvos de lesGes genéticas desencadeadoras de
oncogénese: 0s protooncogenes - promotores de crescimento, 0S genes
supressores - inibidores de crescimento tumoral, genes envolvidos no reparo
do DNA e genes que regulam a morte celular programada ou apoptose. Nesse

Gltimo grupo encontra-se a familia de genes denominada Bcl-2."2

Seis alteracdes sao descritas como essenciais na fisiologia celular
para promover o crescimento dito maligno: 1) auto suficiéncia em termos de
fatores de crescimento; 2) resisténcia aos fatores inibidores de crescimento; 3)
evasao do processo de apoptose; 4) capacidade de replicacdo celular sem
limites; 5) angiogénese sustentada e 6) capacidade de invasdo e
metastatizacdo para outros tecidos. "> Em nivel molecular essa progressao
tumoral resulta do acumulo de lesBes genéticas, eventualmente favorecidas por

defeitos no reparo do DNA. ™

1.5.2 Apoptose

33



Apoptose é um programa, geneticamente codificado, de suicidio
celular.” E um evento natural para remover células indesejadas, como aquelas
que sofreram mutacdes potencialmente danosas ou alteracdes de controle do
ciclo celular e podem vir a originar uma neoplasia, por exemplo.”*” Uma
cascata de eventos moleculares é desencadeada de maneiras diversas e
resulta em destruicdo de componentes celulares vitais por enzimas chamadas

caspases.’®

As caspases (cysteine-aspartic-acid-proteases) sao proteases
baseadas em cisteina, capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo
de &cido aspartico, especificidade incomum entre as proteases. Atualmente 14
caspases foram identificadas, cada uma com seu substrato especifico e seu
grupo de alvos celulares e cada uma representando um brago efetor na
cascata do programa de apoptose. Essas proteases sdo essenciais na rota de
apoptose celular e, algumas, na atividade do sistema imune para a maturacao

das citocinas.”

O inicio da apoptose ocorre essencialmente através de uma de duas
vias convergentes: a via extrinseca, iniciada via receptores celulares, e a via
intrinseca ou mitocondrial. Ambas convergem para a ativacdo das caspases.”
A via extrinseca envolve a estimulacdo de receptores membros da familia de
receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF).”® A via intrinseca ocorre no
contexto do aumento da permeabilidade mitocondrial e consequente liberagcéo

de moléculas pro-apoptoticas no citoplasma.

Fatores de crescimento e outros sinais estimulam a producdo dos
membros anti-apoptoticos da familia de proteinas Bcl-2. Quando as células séo
submetidas a situacbes de estresse (hipOxia, radiacdo etc) ou privadas de
estimulos de sobrevida, os membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2 s&o
inativados e substituidos por membros pré-apoptéticos dessa mesma familia de

proteinas. O efeito dessa mudanca é o aumento da permeabilidade da
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membrana mitocondrial e liberacdo de proteinas que ativam a cascata das
caspases.”® Uma dessas proteinas ativadoras de caspases é o citocromo-C
que, no citosol, se liga a outra proteina: o Fator Ativador da Protease na

Apoptose 1 (Apaf-1) e forma um complexo protéico que ira ativar a caspase
9.73,77

O ponto chave da via intrinseca de apoptose € o balanco entre
moléculas pré-apoptéticas e moléculas anti-apoptoticas, que regulam a
permeabilidade da mitocondria e a liberacao de proteinas desencadeadoras da

morte celular e que, normalmente, estdo isoladas dentro da mitocondria.”

Freqlentemente o processo de apoptose € desencadeado por um
estimulo nocivo como a prépria quimioterapia citotéxica.”® E correntemente
aceito que a maioria dos quimioterapicos e a radiacdo exercem seu efeito letal
causando suficiente dano celular a ponto de ativar o programa de apoptose.
Um defeito na via de apoptose pode impedir a morte da célula em resposta a
alguma lesdo ou toxicidade, e pode ser a razdo de ocorrer resisténcia as
drogas, ja que a ativagdo da via de apoptose é o principal mecanismo de agéo

das drogas antineoplasicas.’
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1.6 Proteinas da Familia Bcl-2

Os principais reguladores do processo de apoptose sdo os produtos do
gene supressor tumoral p53 e do gene Bcl-2. A familia Bcl-2 esta diretamente

envolvida no controle do processo intrinseco de apoptose (Figura 1).

A familia de proteinas Bcl2 se divide em componentes pré-apoptoéticos
e anti-apoptéticos, conforme sua atividade funcional. Os componentes pro-
apoptéticos mais conhecidos sdo: Bax, Bak, Bad, Bok e Bcl-Xs. Os
componentes anti-apoptéticos mais conhecidos séo: Bcl-2, Bcl-X, Mcl-1 e Bcl-
W.”* (Tabela 3).

Tabela 3 — Funcao e localizagdo subcelular das porteinas da familia Bcl- 2

Funcao na

Bcl-2 Pop

Localizagdo em células sadias

Localizagdo em
células apoptéticas

Inserido na MME-, RE e envelope

Inserido na MME,

Bcl-2 Anti RE e envelope
nuclear
nuclear
Bcl-x, Anti Citosol, MME msenda (fracamente MME inserida
ligado)
, Citosol, RE e MME (fracamente MME inserida
Bax Pro . . .
ligado) RE inserida
Bad Pré Citosol MME

MME — membrana mitocondrial externa; RE — reticulo endoplasmatico.

Adaptado de "

Os membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w,

Mcl-1) tém trés ou quatro regides extensas com sequUéncias de aminoacidos
similares ao Bcl-2 (Bcl-2 homology regions) - BH1-BH4.”>"® Alguns membros

da familia, considerados mais distantes (Bax, Bcl-Xs, Bak) contém duas ou trés
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regides BH e funcdo pré-apoptética sob condicbes de estresse, podendo
induzir a apoptose diretamente.”> O grupo de indutores mais potentes de
apoptose € o0 grupo de proteinas que tem apenas uma regido, a BHS3,
semelhante ao Bcl-2 (Bad, Bid, Bim/Bod e Blk)” e age induzindo a atividade
dos produtos de Bak e Bax ou ligando-se a e inibindo a atividade das proteinas

anti-apoptéticas da familia Bcl-2.”°

Os membros pré e anti-apoptéticos da familia Bcl-2 interagem
fisicamente entre si ** e formam homo ou heterodimeros. A proporcéo relativa
entre essas proteinas pr6 ou antiapoptose vai determinar a sensibilidade

celular ao estimulo desencadeador do processo apoptético.

Assim também, ocorre uma relacdo entre o gene p53 e a familia Bcl2.

8081 ‘mas niveis

O gene p53 é um ativador direto da transcricdo do gene Bax
suficientemente elevados de Bax podem suprimir a necessidade de ativacdo do
p53 em algumas formas de apoptose induzidas por quimioterapia 2. A proteina
Bax, quando nessas quantidades elevadas, pode diminuir o ponto de gatilho
para inducao de apoptose nas células e pode, inclusive, mediar a morte celular

por efeitos diretos na integridade e funcionamento da mitocondria.®®

O produto do Bcl-X, gene associado ao Bcl2, funciona como um tipo
independente de regulador de apoptose. Ele codifica tanto o Bcl-x, — que

suprime apoptose — quanto o Bcl-xs — um facilitador de apoptose.®*

A proteina Mcl-1 pode interagir com Bax e prolongar a viabilidade
celular em diferentes situacdes de citotoxicidade. Apesar de sua semelhanca
funcional e estrutural com Bcl-2 essas duas proteinas sdo expressas e

reguladas de formas diferentes.®>#

O Bad é um membro pré-apoptético da familia Bcl-2. Ele regula
negativamente o Bcl-2 e o Bcl-x.. O Bad tem sua homologia a outros membros
da familia limitada a aminoacidos nos dominios BH1 e BH2. Da mesma foram

essa proteina também ndo apresenta o dominio terminal carboxila
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transmembrana, tipico das outras proteinas da familia, sugerindo que ela nao
seja uma proteina integral da membrana. Embora tenha sido inicialmente
descrito por causa de sua ligacdo com o Bcl-2, o Bad se liga mais fortemente
ao Bcl-x, inibindo mais efetivamente os efeitos anti-apoptoéticos desse ultimo,

conforme observado em linhagens celulares.?’

A forte ligacdo entre proteinas Bad e Bcl-x. sequestra o Bcl-x,
deixando a proteina Bax livre e restaurando a rota de morte celular. A proteina
Bad libera a proteina Bax das ligacbes Bax/Bcl-2 ou Bax-Bcl-x. que formam
heterodimeros, e isso ocorre de forma diretamente dependente da

concentracéo das proteinas envolvidas.®’

As proteinas anti-apoptéticas estdo ligadas as membranas
mitocondrial externa e do reticulo endoplasmatico, enquanto as pro-apoptoticas
estdo presentes na membrana mitocondrial, citoesqueleto e em forma solavel

no citoplasma °.

Estas, quando ativadas por um estimulo nocivo, sofrem
modificacdes pos-translacionais e conformacionais, translocam-se para a

membrana mitocondrial e do inicio ao processo de apoptose "°.

O controle do apoptose parece ser exercido através da regulacdo da
permeabilidade e integridade da membrana mitocondrial externa. As proteinas
pré-apoptéticas promovem o aumento da permeabilidade desta membrana. A
presenca de proteinas da familia Bcl-2 pré-apoptéticas na membrana
mitocondrial externa, permite a liberacdo de proteinas da matriz mitocondrial
gque desencadeiam o processo de apoptose. Entre a proteinas da matriz
mitocondrial liberadas estdo o Citocromo ¢ e Smac/Diablo ®. O Citocromo ¢
ativara a caspase 9 que ativara a cascata proteolitica das caspases, enquanto
a Smac/Diablo bloqueara os proteinas inibidoras de apoptose, impedindo que

elas bloqueiem a atividade das caspases ativadas, e induzindo morte celular .

As proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2 formam heterodimeros
com 0s membros pro-apoptoticos da mesma familia, impedindo a ligacéo

destes Ultimos a membrana mitocondial externa. Desta forma, ndo héa
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permeabilizacdo da membrana mitocondrial, nem liberacdo destas proteinas,
mantendo, portanto, a célula viva *°. Além disso, estas proteinas controlam a
disponibilidade intracelular de célcio a partir do reticulo endoplasmatico.
Embora o mecanismo ainda ndo seja completamente conhecido, a reducdo das
reservas de célcio no RE aparentemente protege as células de estimulos

apoptéticos .

Existem, pelo menos duas teorias de como as proteinas da familia Bcl-
2 promovem o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial. Em
primeiro lugar a ligacdo de membros pré-apoptoéticos desta familia a membrana
mitocondrial externa poderia induzir diretamente a formacéao de poros, grande o
suficiente para permitir a saida dos mediadores de apoptose como o Citocromo
c. Uma alternativa seria a regulacao, por proteinas da familia Bcl-2, de canais
pré-existentes como o poro de transicdo da permeabilidade (PTP). Ambos
mecanismos possuem evidéncias experimentais que 0s apoOiam, mas qual

deles é mais relevante do ponto de vista biologico ainda é alvo de investigacéo
88,90

Algumas proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2 estédo localizadas
no citoesqueleto, sendo liberadas a partir de um estimulo apoptotico. Além
disso, durante o processo de apoptose pode haver sequestro de proteinas anti-
apoptoéticas no citoesqueleto. A presenca destas proteinas no citoesqueleto
sugere que esta familia de proteinas esteja envolvida nas alteracdes do

citoesqueleto que ocorrem durante o processo de morte celular .

Como um todo, o balanco entre a atividade de proteinas pr6 e anti-
apoptéticas definir4 a viabilidade celular. Os processo de proliferacdo e morte
celular séo interligados. A desregulacdo de estimulos para proliferacédo, induz a
transcricdo de fatores que levardo a morte celular por apoptose como um
mecanismo natural para evitar o surgimento de tumores. Para que uma célula,
que sofreu uma mutacdo em um gene ligado a proliferacdo celular, possa
formar um tumor, é necessario que ela possa evitar o processo de apoptose.

Mutacbes que desregulam os mecanismos de controle da morte celular e
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impedem a apoptose sdo comuns em muitos tumores. Mas, para que o tumor
progrida e se mantenha viavel, é necesséario que exista um “ambiente” anti-
apoptético ja que durante sua progressao o tumor enfrentara hipoxia,
deficiéncia de nutrientes e encurtamento do teldmero, que sao circunstancias
indutoras de apoptose %%,

Em células malignas existe, freqlentemente, um desequilibrio entre a
expressao de proteinas da familia Bcl-2 pré e anti-apoptéticas. Um excesso de
Bcl-2 ou Bcl-x., proteinas anti-apoptoéticas, pode estar presente em mais da
metade de casos de cancer.®® Por outro lado, a perda da expressdo de
membros pro-apoptéticos, como Bax, também pode ocorrer. Um exemplo disso
€ 0 gque ocorre com a proteina p53, que normalmente estimula a rota de
producdo da proteina pro-apoptética Bax; consequentemente, a inativacdo do
p53 levaria a diminuicdo da expressdo da Bax. Este tipo de desequilibrio &
responsavel pela sobrevivéncia dos tumores frente a grande pressdo de

selecdo que sofrem conforme mencionado acima .

A natureza dinamica da regulacdo da familia de proteinas Bcl-2 faz
pensar que a determinacdo imunohistoquimica de um limitado nimero dessas
interacbes num ponto Unico no tempo pode ndo ser a melhor maneira para
avaliar seu real efeito na citotoxicidade por drogas. O jogo dinamico entre
diferentes proteinas é que vai determinar o gatilho para apoptose em células
individuais. A resisténcia a multiplas drogas pode encontrar sua resposta nesse

cenario clinico, provavelmente ndo em um fator Gnico.”™
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1.7 Terapia oncolégica com Alvos Moleculares

Nos ultimos anos, com o0s avancos na area de biologia celular e
molecular, houve o surgimento de um grande numero de compostos com a
capacidade de atuar sobre a atividade de alvos celulares especificos de
determinados tipos de tumor. O exemplo mais bem sucedido desta nova era de
desenvolvimento de drogas para o tratamento do cancer é o mesilato de
imatinib que antagoniza as tirosino quinases Abl, c-kit e PDGFR *°. Esta droga
apresentou, ja em estudos iniciais, respostas objetivas nunca antes observadas
em LMC e GIST. Em quase todos os casos LMC e GIST existe uma ativacéo
constitucional Abl e c-kit, respectivamente. Desta forma, a especificidade do
efeito anti-tumoral estd diretamente relacionado a presenca da alteracédo

molecular *.

A terapia anti-tumoral dirigida a alvos celulares e moleculares também
pode ser feita através do uso de anticorpos monoclonais. Linfomas B e cancer
de mama HER2/neu positivo podem ser tratados efetivamente com os
anticorpos monoclonais anti-CD20 rituximab e anti-HER2/neu trastuzumab,
respectivamente "%,

Aparentemente, os melhores resultados com tratamento do cancer
direcionada a alvos celulares e moleculares dependem da demonstracdo da
presenca e da importancia do alvo na patogenia e progressao do tumor. Isto
pode ser ilustrado a partir dos estudos com o uso do inibidor de tirosino
quinase: gefitinib em cancer de pulmao %%, Nestes estudos, ndo era exigido a
testagem do tumor para o aumento da expressao da proteina alvo, o receptor
tirosino quinase EGFR. O resultados destes estudos foram desapontadores,

ndo demonstrando vantagem em associar o0 gefitinib a quimioterapia

convencional. Uma analise retrospectiva mostrou que apenas uma minoria dos
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pacientes incluidos nestes estudos apresentava mutacdo do EGFR . A

prevaléncia de mutacées parece variar de acordo com a etnia do paciente %2,
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1.8 Proteinas da familia Bcl-2 e Cancer

O gene Bcl-2 foi inicialmente isolado como um protooncogene e ratos

transgénicos que apresentavam super expressdo de Bcl-2 em linfécitos eram

claramente mais propensos a tumorigénese do que seus controles. %1%

Posteriormente evidenciou-se que 0os membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2

podem agir como supressores tumorais.'*"%

O desequilibrio na expressao de proteinas da familia Bcl-2 em favor de
proteinas anti-apoptoticas em varias neoplasias como mieloma, linfoma,
glioma, carcinoma de célon e carcinoma de ovério, pode estar relacionada a
uma maior resisténcia as formas de tratamento convencionais. Em especial,

formas de tratamento baseadas na ativacdo do mecanismo de morte celular

109,110 111,112

programada, como a quimioterapia e radioterapia , podem ser menos

eficazes.”

A translocacdo cromossomal t(14;18)(q32;921) esta presente em mais

103,113

de 60% dos linfomas foliculares humanos e resulta na super expressao de

Bcl-2 nesse tumor.*** O Bcl-2 também é super expresso em outros tumores,

115118 “Jaucemias linfociticas

120,121
)

como: neoplasia de pulméo de pequenas células

18 melanoma’®, neoplasia de préstata

crénicas'’, mieloma multiplo
neoplasia de colo uterino'?, de bexiga'®, gastrica'®, de pancreas®?®, mama*?®

128 & colorretal*?%1%2,

Na maioria dos céanceres a expressao de Bcl-2 e Bcl-x. em niveis

elevados se correlaciona com pior sobrevida e progressdo de doenca'?*'?.

126128 & no colorretal*®®*3, os niveis

Contrariamente, no céancer de mama
elevados de expressao de Bcl-2 foram associados com resultados favoraveis e

melhora de sobrevida.
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Ainda outro tipo de efeito, associado mais especificamente as
proteinas Bcl-2 e Bcl-x,, é observado: além de inibirem a apoptose em
determinadas células, essas células geralmente apresentam uma pausa no
ciclo celular. Em geral, elas se acumulam na fase G0/G1.** Em experimento
com camundongos transgénicos expressando o cDNA humano do Bcl-2 em
linfécitos, O'Reilly e cols.**® demonstraram que a expressdo do Bcl-2 pode
retardar a entrada de linfocitos B e T em ciclo celular, indicaram que o Bcl-2
exerce seu efeito nessas células predominantemente durante a transicdo do
estado quiescente GO para a fase inicial S e, provavelmente, tem pouco ou

nenhum efeito em células que estéo ciclando continuamente. **3

A baixa frequéncia de células tumorais em ciclo celular encontrada nas
células do linfoma folicular e em leucemia linfocitica cronica, dois tumores de
comportamento indolente em que o gene Bcl-2 foi primeiramente encontrado
ativado por translocagdo cromossomica e descrito em humanos, encontra uma

correlacdo com o observado no experimento de O'Reilly e cols. 33134

Acdo ligada ao ciclo celular também foi associada a proteina Bax.
Strobel e cols. % descreveram a habilidade do Bax em aumentar a
citotoxicidade de drogas que interrompem a formacédo do fuso mitético, como
0s taxanos. Ao contrario dos agentes pro-apoptoticos que exercem seu efeito
através de lesdo ao DNA durante a fase G1 do ciclo celular, Bax parece servir
como um monitor de danos que ocorram na fase G2/M do ciclo celular.
Questiona-se mesmo se a habilidade do Bax como regulador da resposta ao
paclitaxel possa predizer que a perda da funcdo do Bax em determinados

tumores poderia levar a um estado de resisténcia a essa droga.

Nos ultimos anos houve intensa investigagdo na tentativa de se
desenvolver formas de reverter o bloqueio a apoptose causado pelo
desequilibrio na expressdo de proteinas da familia Bcl-2. As estratégias
testadas incluem a expresséao, através de vetores virais, da proteina Bax pro-
apoptatica, e o bloqueio da expressdo do Bcl-2, anti-apoptético, com o uso de

oligonucleotideos anti-senso resistentes a nuclease. Também vem sendo
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investigada a possibilidade de antagonizar o efeito protetor do Bcl-2/Bcl-x.
através do bloqueio, com pequenos peptideos, de dominios essenciais para

esta funcdo destas proteinas.

Um agente terapéutico que inibisse especificamente a funcdo anti-
apoptdtica do Bcl-2 ou seus homdlogos, mas nao afetasse ou até aumentasse
sua capacidade de retardar a entrada em ciclo celular, poderia ser util para a
terapia oncologica. Neoplasias que apresentam alteracbes em proteinas
envolvendo a sinalizacdo de apoptose sao geralmente resistentes a
guimioterapia e mais dificeis de tratar usando agentes quimioterapéuticos, que
exercem seu efeito através da inducdo de apoptose. Assim, drogas que
restaurem a apoptose podem ser efetivas contra diferentes neoplasias, talvez

utilizadas em combinacdo com quimioterapicos. "

Os oligonucleotideos anti-senso anti-Bcl-2, estdo em fase avancada de
desenvolvimento clinico, um exemplo é chamado oblimersen sodium***. O
oblimersen se liga ao mMRNA do Bcl-2 humano e o degrada, provocando a
diminuic&o na translacdo da proteina Bcl-2. **> O oblimersen foi estudado em
ensaios clinico fase Il no tratamento de melanoma, mieloma multiplo e
leucemia linfocitica cronica (LLC). O estudo em melanoma comparou seu uso
associado a dacarbazina com dacarbazina droga Unica, e ndo encontrou
diferenca em sobrevida a que se propunha. *** Em mieloma miuiltiplo o uso de
oblimersen associado a dexametasona foi comparado ao uso de
dexametasona droga Unica, e ndo comprovou beneficio clinico.”*” Mas, em
LLC, o uso de oblimersen associado a fludarabina e ciclofosfamida comparado
com 0 mesmo tratamento sem oblimersen, e a combinacdo com o

oligonucleotideo evidenciou melhora na resposta ao tratamento.”

Uma das razfes para que as respostas observadas nesses ensaios
clinicos ndo sejam expressivas € o fato de o oblimersen ter como alvo apenas
o Bcl-2. Pode se fazer necessario atingir mais de um membro da familia Bcl-2
para apresentar eficacia e evitar a resisténcia ao tratamento. Com esse objetivo

uma molécula antisenso especifica contra Bcl-2 e Bcl-x. foi desenvolvida e
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pode se tornar opcao terapéutica, tendo disponiveis apenas resultados em
estudos de fase 1.'*® Da mesma forma outras moléculas com diferentes
especificidades contra membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2 estdo sendo
desenvolvidas e testadas em estudos de fase |, como: peptideos BH3 sintéticos
139141 "como o ABT 737, um potente inibidor da familia Bcl-2, que se liga co Bcl-
2, Bcl-x. e Bcl-W com afinidade sub-nanomolar, e mostrou atividade sinérgica
citotoxica com quimioterapicos e radioterapia em vérias linhagens de células

tumorais. 4

Por outro lado, utilizar os membros pré-apoptéticos da familia Bcl-2
como estimulo para apoptose pode vir a ser também uma opcédo terapéutica.
Nesse intuito Tai e cols. demonstraram a possibilidade de realizar a expressao
tumoral seletiva da proteina pré-apoptotica Bax, através de transferéncia
genética por vetores.'*® Neste estudo o vetor utilizado foi o adenovirus,
provocando a expressdao de Bax em células tumorais implantadas em
camundongos. A expressdo aumentada de Bax foi efetiva e provocou a
destruicdo de células tumorais, especificamente as de linhagem de carcinoma

de ovario. 1*3
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1.9 Proteinas da Familia Bcl-2 e Cancer de Ovério

O padrao de expressao de proteinas da familia Bcl-2 é diferente entre
o tecido ovariano normal e maligno ****%. A proteina Bcl-2, por exemplo, esta
presente no tecido ovariano normal mais freqientemente do que em

carcinomas epiteliais de ovario 144

, enquanto Bax e Bcl-x, tém padrédo oposto
144 Existe uma aparente correlacdo entre a diminuicéo da expressdo da Bcl-2 e
a evolucdo para neoplasia **’. Em geral, cerca de um terco dos carcinomas
epiteliais de ovario expressam a proteina Bcl-2 14718, Alguns estudos associam
alteracdo na expressao de proteinas da familia Bcl-2 em carcinoma epitelial de
ovario a expressdo da proteina p53 **"'*°. A proteina p53 controla apoptose
induzida por proteinas da familia Bcl-2, e essas proteinas demonstram relacéo

inversa nos niveis de express&o nos tumores epiteliais ovarianos ***.

Na udltima década uma série de estudos se propds a demonstrar
associacdes entre a expressao da familia Bcl-2 com o carcinoma de ovéario. Os
resultados foram bastante variados, alguns contraditérios. (Tabela 4)
Importante é observar que os padrdes adotados em termos de tratamento e
avaliacdo ndo foram uniformes nesses estudos. Especialmente os escores
utilizados para quantificar positividade da imunohistoquimica foram variados
(desde >5%'*°, até >50%"*%), alguns realizaram a leitura apenas da expressao
nuclear **° e outros desenvolveram escores diferentes associando extens&o e
intensidade de expressdo das proteinas “***’. Em termos clinicos, as pacientes
receberam, de uma forma geral, tratamentos sempre baseados em derivados
150,152

de platina, embora em alguns grupos nao tenha sido oferecido taxano

Esses fatores dificultam a comparacéo entre os estudos.
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Tabela 4 — Estudos sobre a associacdo entre as proteinas da familia Bcl-2,
p53 e o Carcinoma Epitelial de Ovario

N Bcl-2 Bax Bcl-X, P53
Autor
Berker' t 50 50% 5600 Sem associagao
0 - - 0
(Turquia)
Herod™* t P53 = pior sobrevida / Bcl-2 =
70  57% - - 61% .
lh
(Reino Unido) melhor sobrevida
Mano**°t Bcl-2 = com pior resposta e
66 42% - - 45% | . _
(Japao) pior sobrevida
4 Bcl2+ e p53- = melhor
Baekelandt™ * )
185 39% 66% 62% 49% |sobrevida / Bcl2 e Bax, um deles - o
(Noruega) '
outro + = melhor sobrevida
147 Associacdo inversa entre a
CE 46  33% - - 54% )
(EUA) expressédo de Bcl-2 e p53
155 Bcl-2 = bom progndstico / Bax
MR 215 30% 47% - i - Dom prog
(EUA) = mau prognostico
_ 156 Associacdo inversa entre a
Henriksen™" T .
50 48% - - - |expressdo Bcl2 e p53 / Bcl-2- =
(Dinamarca) )
menor sobrevida
j 151% Bax+ = maior resposta ao
[t 45 - 60% - . _ _ P
(EUA) paclitaxel e maior SLD
Kupryajnczyk'> Bax+ = RC / Bax+ com p53 +
229 32% 43% - 59%

# (Polbnia)

= maior SLD

* Estudos prospectivos.

Marx e cols.’®

T Estudos retrospectivos. SLD- Sobrevida Livre de Doenga
RC — Resposta Completa. — negativo + positivo.

5

avaliaram, através de imunohistoquimica, o tecido

tumoral de 215 pacientes com cancer de ovario com relagdo a expressao de

Bcl-2 e Bax. Encontraram associacao entre Bcl-2 e fatores de bom prognéstico
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e entre Bax e fatores de mau progndstico, especialmente nos casos em que o

Bcl-2 n&o era positivo.

Em estudo semelhante, Diebold e cols.’*” avaliaram a expressdo de
Bcl-2 e p53 em 148 casos de carcinoma de ovario de diferentes estagios ao
diagnéstico. A forte expressdo de Bcl-2 correlacionou-se com baixo grau
histoldgico (p=.004) e o acumulo de p53 correlacionou-se com tumores de alto
grau (p<0.01) e a presenca de doenca residual apos cirurgia (p<0.01). O Bcl-2

nao apresentou associagao significativa com a evolugao das pacientes.

156 analisaram 50 casos de carcinoma de ovario com

Henriksen e cols.
imunohistoquimica e encontraram correlacédo inversa entre a expressao de Bcl-
2 e p53. Pacientes com baixa ou nenhuma expressao de Bcl-2 tiveram menor
sobrevida quando comparados com aqueles com forte expressédo tumoral de

Bcl-2, (p=0.02 e p=0.01, respectivamente).

Tai e cols.?™

avaliaram a expressdo da proteina Bax , através de
técnica fosfatase alcalina anti- fosfatase alcalina em tecido fresco e dos niveis
de mRNA e cDNA de Bax , através de NorthernBlot, em 45 pacientes com
neoplasia de ovario em varios estagios ao diagnostico. Os niveis de Bax
considerados positivos foram arbitrariamente definidos como >50% de células
tumorais corando positivamente para Bax, observado em 60% das pacientes.
Os niveis elevados de Bax foram associados com aumento de resposta ao
paclitaxel e melhora da sobrevida livre de doenca. A andlise sequencial da
regido de codificacdo do cDNA do Bax n&o evidenciou mutagées nas amostras

das 41 pacientes avaliadas.

Mano e cols.'™

estudaram retrospectivamente as amostras de 66
pacientes com carcinoma de ovario. Pesquisaram através de
imunohistoquimica a expressdo de p53, Bcl-2 e mdm-2 (inibidor do p53).
Positividade nuclear para Bcl-2 apresentou correlacdo inversa com a resposta
ao tratamento quimioterapico nos adenocarcinomas Serosos Ou

endometridides. E em analise multivariada a expressao de Bcl-2 mostrou ser
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um fator progndstico negativo para sobrevida geral, Hazard Ratio 3.09 (IC 1.46
— 6.55), p=0.003.

A correlacdo entre expressao de proteinas Bcl-2 com o progndstico do
carcinoma de ovario ainda é controversa. **'** Em estudo realizado na
Noruega e publicado em 2000, por Baekelandt e cols’, foram avaliados o valor
progndstico (relacionado a fatores clinicos, independente da terapia’®) e
preditivo (relacionado a um tipo de tratamento especifico e ndo a outros’®) da
expressao de Bax, Bcl-2 e Mcl-1 em uma coorte de 185 pacientes consecutivas
com carcinoma de ovério EC lll, tratadas de maneira uniforme, com protocolo
baseado em quimioterapia adjuvante com cisplatina e epirrubicina, apos
cirurgia de citorreducdo. Essas pacientes participavam de um estudo
multicéntrico de tratamento de consolidacdo apods laparotomia de second-look.
(Sorbe B, Proc ASCO, 1996 — abstr 780) A laparotomia de second-look foi

utilizada, entdo, como método de avaliacdo de resposta ao tratamento. "

Esse trabalho encontrou uma prevaléncia de 66% (122/185) de Bax
em células tumorais ovarianas, 62%(115/185) de Bcl-x. e 53% (98/185) de Mcl-
1, enquanto em 14 amostras diferentes de tecido ovariano normal esses
valores corresponderam a 36%, 0 e <5%, consecutivamente. '* Os marcadores
testados ndo demonstraram valor prognéstico em andlise multivariada de
sobrevida geral ou livre de doenca. Apenas doenca residual pos-citorreducao
cirdrgica, grau de diferenciacdo e presenca de ascite tiveram papel prognéstico

significante na anélise multivariada.”™

A idéia originada desses estudos é que o prognéstico ndo dependa
exclusivamente de uma Unica proteina relacionada a apoptose, mas sim, da
relacdo entre diferentes fatores: como a combinacdo entre a expressdo de
véarias dessas proteinas entre si. * No estudo de Baekelandt e cols. observou-
se que a combinacdo entre expressao de Bcl-2 e Bax apresentou uma
diferenca significativa entre a sobrevida mediana (de 57 meses para 21 meses
— p=.011) entre pacientes que expressavam positivamente essas duas

proteinas e aquelas que expressavam positivamente apenas uma das
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proteinas. Nao foi demonstrada correlacdo entre a expressdo de p53 e Bax
nesse estudo, e a hipétese levantada foi que fatores pds-transcricdo ou pos-
translacéo regulem a expressao de Bax. Mas a expresséao reduzida de Bax, por
outro lado, foi relacionada a baixos padrées de resposta ao tratamento

quimioterapico em neoplasias de mama’®® e ovario™ em outros estudos.

Em estudo retrospectivo realizado em 229 casos de carcinoma de

152 avaliaram a

ovario de oito centros da Polbnia, Kupryjanczyk e cols.
expressao de Bcl-2 e Bax em dois grupos diferentes de pacientes: p53 positivo
ou negativo. As pacientes apresentavam estagios clinicos de IIB a IV e foram
tratadas com quimioterapia baseada em platina, sem oferta de taxanos. O
estudo ndo encontrou associacdo entre sobrevida geral e a expressado das
proteinas nos dois diferentes grupos. Entretanto os casos de resposta completa
apresentaram associacao com baixa expressédo de Bax em geral (Odds Ratio
0.53, 95% IC 0.29 — 0.99, p=0.047) e, no grupo com p53 negativo apenas, com
Bcl-2 negativo(Odds Ratio 0.4, 95% IC 0.16 — 1.01, p=0.05). Em termos de
sobrevida livre de doenca a expressao do Bax foi associada como prognostico
de maior sobrevida no grupo p53 positivo (RR=0.39, 95%IC 0.17 — 0.88,

p=0.02). O tempo exato de sobrevida ndo € informado pelos autores.

Existem evidéncias, a partir de estudos em linhagens celulares, de que
a expressdo do Bcl-2 esta associada a resisténcia & platina **°. Em termos
clinicos (in vivo) esta permanece uma extrapolacdo a partir das respostas

observadas nos estudos clinicos. (Tabela 4)
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2.1 Justificativa para a realizagédo do estudo

Embora agentes terapéuticos especificos, tendo como alvo a familia
Bcl-2 estejam em fase de desenvolvimento avancado e as proteinas da familia
Bcl-2 demonstrem ter correlacdo com o cancer de ovario, o assunto permanece
controverso. Seu padrao de uso como fator progndéstico ou alvo de tratamento
ainda ndo encontrou utilizacdo pratica nessa neoplasia e mais estudos séo

necessarios.

Da mesma forma, esses estudos (com excecdo de Mano e cols.™™)

foram realizados em pacientes da América do Norte e Europa, populacdes com
maior incidéncia da neoplasia. Ndo ha relato de analise semelhante em

pacientes com carcinoma epitelial de ovario na América do Sul ou no Brasil.

2.2 Objetivos do presente estudo

1. Estabelecer a prevaléncia da expressao de proteinas da familia Bcl-2
(Bcl2; Bclx,; Bax; Bad) e p53 em tecido de carcinoma epitelial de ovario
de pacientes de uma coorte retrospectiva do HCPA.

2. Verificar a presenca de associacdo entre a expressao dessas proteinas
e:

a. Resposta objetiva ao tratamento (parcial, completa, doenca
estavel ou progressao de neoplasia)
b. Sobrevida livre de doenca

c. Sobrevida geral
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3.1 Resumo

Base tedrica: Nos Estados Unidos da América (EUA) e no Norte da Europa o
carcinoma de ovério é a principal causa de morte por cancer ginecoldgico. A
maioria dos casos é diagnosticada em estagios avancados — Il ou IV FIGO . A
sobrevida em 5 anos neste grupo é de 30% das pacientes. O tratamento
envolve cirurgia oncolégica para citorreducdo tumoral e quimioterapia
adjuvante, na maioria dos casos. A via do apoptose estd envolvida no
desenvolvimento tumoral e resisténcia ao tratamento. As proteinas da familia
Bcl2 sdo ativas na via apoptética e sua atividade se divide em anti e pré-
apoptose. Estudos em pacientes com cancer de ovario foram realizados nos
EUA, Europa e Canada e os resultados observados foram controversos com
relacdo ao papel dessas proteinas no cancer de ovario.

Objetivos: Determinar a prevaléncia de Bcl2, Bcl-x,, Bax, Bad e p53 em uma
amostra de pacientes do HCPA. Estudar a possivel correlacdo entre a
expressdo dessas proteinas e aspectos de desfecho clinico (resposta ao
tratamento, sobrevida total e livre de doenca).

Pacientes e métodos: Foram avaliadas, retrospectivamente, 45 pacientes
com diagnostico de carcinoma epitelial de ovario, tratadas de forma
padronizada no HCPA no periodo de 1996 a 2004. Tecido tumoral foi avaliado
através da técnica de imunohistoquimica com relacdo a positividade para as
proteinas Bcl2, Bcl-x., Bax, Bad e p53.

Resultados: A prevaléncia das proteinas encontrada nessa amostra de
pacientes foi: Bcl2 49%, Bcl-x, 80%, Bax 98%, Bad 87% e p53 58%;
apresentando similaridade, em geral , com a literatura mundial revisada. A
expressdo positiva da proteina p53 correlacionou-se com pior sobrevida livre
de doenca (16 versus 58 meses — p=0.04) na analise univariada. As demais
proteinas ndo apresentaram correlagbes com resposta ao tratamento ou
sobrevida, nesta amostra.

Conclusao: Estudos prospectivos nesse tipo de populacdo, com a utilizacéo
das novas tecnologias como microarray podem ser a melhor maneira de
estudar esse conjunto de proteinas que se correlacionam dinamicamente em
uma intrinseca rede pro e antiapoptose.
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3.2 Introducéo

O carcinoma de ovéario é a principal causa de morte por cancer
ginecolégico em paises desenvolvidos. *** No Brasil ele ocupa a terceira
posicdo nesse ranking , uma vez que tumores de cérvice e corpo do utero

ainda s&o os primeiros colocados. °

7

A idade de maior incidéncia & entre os 40 e 65 anos, afetando
mulheres em fase de grande produtividade de sua vida. A sintomatologia é
difusa e inespecifica favorecendo o diagndstico apenas em fases avancadas —

estagios Ill e IV FIGO - como, de fato, é o observado em 70% dos casos.*’

O tratamento dessa neoplasia envolve uma equipe médica
multidisciplinar. Inicialmente, uma equipe cirdrgica treinada e familiarizada com
a biologia e o padrdo de disseminacdo da doenca permite um maior indice de
cirurgias oncologicamente adequadas, o que afeta diretamente com o
prognéstico dessas pacientes. 2 A cirurgia tem por objetivos a citorreducédo do
tumor e o estadiamento da doenca, deixando na cavidade abdominal o menor
volume de doencga possivel. “>**° O tratamento complementar do carcinoma de
ovario envolve quimioterapia a base de platina e taxano, na maioria dos
casos.?>!® Nessas pacientes, a quimioterapia é capaz de prolongar o intervalo
livre de sintomas e a sobrevida global em cerca de 18 e 38 meses,

respectivamente °%*°%!! Entretanto, a sobrevida geral em 5 anos ainda é de

apenas 30%."
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A apoptose, ou morte celular programada, é importante no controle
das mutacdes e alteracfes celulares no sentido de evitar o surgimento tumoral.
375 Mas também é importante no tratamento desses tumores, uma vez que a
quimioterapia citotoxica, como € o caso dos compostos derivados de platina,

vai agir, em Ultima anélise, através desse mecanismo. %"

Os principais reguladores do processo de apoptose sdo os produtos
do gene supressor tumoral p53 e do gene Bcl2. A familia de proteinas Bcl2
divide-se em componentes pro-apoptoticos e anti-apoptéticos. Os componentes
pré-apoptéticos mais conhecidos sdao: Bax e Bad e os anti-apoptéticos mais
conhecidos séo: Bcl-2 e Bcl-x.. Como um todo, o balango entre a atividade de

proteinas pré- e anti-apoptéticas definira a viabilidade celular. ™

Avaliando especificamente a neoplasia de ovério, observa-se que o
padrao de expressdo de proteinas da familia Bcl-2 é diferente entre o tecido
ovariano normal e maligno **4*%°_A proteina Bcl2, por exemplo, esta presente
no tecido ovariano normal mais freqientemente que em carcinomas epiteliais

144145 " anquanto Bax e Bcl-x, tém padrdo oposto ***. Em geral, um

de ovario
terco dos carcinomas epiteliais de ovario expressam a proteina Bcl2 /1% e,
aparentemente, existe uma correlagao entre a diminuigdo da expressao da Bcl2

e a evolucado para neoplasia **’.

Evidéncias, a partir de linhagens celulares de carcinomas de ovario,
sugerem que a expressdo da Bcl2 esta associada também a resisténcia a

platina **°. Entretanto, o padrdo de expressdo e a correlagéo entre expressao
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de proteinas Bcl-2 com o progndstico carcinoma de ovario em estudos clinicos

realizados nos EUA, Canadé e Europa ainda é controversa 2314 150 74 147 155 156

151 152

O padrdo de expressédo de proteinas da familia Bcl-2, favorecendo ou
impedindo a apoptose, e sua relacdo com resisténcia ao tratamento
quimioterapico poderia levar a um menor indice de respostas objetivas, com
consequente menor sobrevida livre de progressdo e sobrevida global. A
demonstracdo de associacdo entre pior evolucdo clinica e menor indice de
respostas objetivas ao tratamento quimioterapico, com alteracdes na expressao
de proteinas da familia Bcl-2, forneceria a base tedrica para futuros estudos

clinicos com tratamento especifico direcionado a esta rota metabdlica.

Com o objetivo de conhecer a prevaléncia da expressao de Bcl2, Bcl-
XL, Bax, Bad (membros da familia Bcl-2) e p53 em carcinomas de ovario em
uma populacdo do sul do Brasil, diferente da até entdo avaliada em estudos
disponiveis, e avaliar a associacdo entre a expressdo de primariamente Bcl-2 e
Bcl-x, com os indices clinicos de efetividade do tratamento e de Bax, Bad e
p53 associadamente, desenvolvemos esse estudo em uma coorte de pacientes

diagnosticadas e tratadas no HCPA entre 1996 a 2004.
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3.3 Métodos

Pacientes e Amostras

Este estudo observacional de coorte historica (ou retrospectiva) foi
realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A amostra estudada foi
constituida por pacientes com carcinoma de ovario, tratadas no HCPA no
periodo de 1996 a 2004. Neste periodo, entrou em vigéncia a utilizacdo de
protocolo assistencial conjunto (Anexo 4.1) das equipes de Oncologia Genital e

Oncologia Clinica.

Os casos foram localizados através de busca pelo codigo C56 (CID-
10) nos registros gerais, registros cirurgicos e registro de cancer do HCPA.
Foram incluidas na analise as pacientes que preenchessem 0s seguintes
critérios: estagiamentos clinico e cirargico adequados; com tecido tumoral do
momento do diagndéstico disponivel para analise imunohistoquimica e com
dados clinicos de tratamento e seguimento disponiveis nos registros medicos

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Foram localizados pelo CID-10 C56 - 370 pacientes, cujos registros
foram revisados para preenchimento de ficha de dados clinicos (Anexo 4.2).
Inicialmente, 112 casos foram censurados por ndo se qualificarem como
carcinoma epitelial de ovario e, sim, outras patologias tumorais ovarianas

(teratomas 11 casos, cistos benignos 84 casos, tumores borderline 17 casos).
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Outros 85 casos apresentavam erros grosseiros na classificacdo do CID-10,

nao envolvendo patologia ovariana; e 42 registros nao foram localizados.

Dos 131 casos de carcinoma de ovario identificados, 84 nao
alcancaram os critérios de inclusdo: 35 pacientes realizaram parte de seu
tratamento (cirurgia ou quimioterapia) fora do HCPA e 49 pacientes nao
apresentavam material disponivel para andlise imunohistoquimica (10 casos
diagnosticados por citopatologia apenas, quatro casos sem estudo
anatomopatoldgico ou citopatoldgico, 19 casos com bloco de parafina néo
localizado, 04 casos foram excluidos por terem recebido tratamento
quimioterapico neoadjuvante (impossibilitando a andlise imunohistoquimica
adequada), e 10 pacientes negaram-se a receber tratamento). Dois casos
receberam tratamento cirdrgico ndo oncolégico e outros dois casos nao

receberam tratamento adjuvante por problemas mentais. (Figura 3.8.1)

A amostra estudada constituiu-se de 45 pacientes cuja idade mediana
foi 57 anos (variando entre 22 e 83 anos). Apenas uma paciente deste grupo
ndo foi submetida a laparotomia inicialmente. Apresentando estagio IV-FIGO
ao diagnéstico, com metastases cutdneas abdominais, recebeu tratamento
quimioterapico inicial. O tecido utilizado para andlise imunohistoquimica foi
obtido da bidpsia dessa lesdo antes da quimioterapia. Caracteristicas gerais da

populacao estéo descritas de forma detalhada na Tabela 3.7.1.

Todas as amostras tumorais tiveram seu diagnostico histopatolégico

revisado por um patologista (R.l.). Os indices clinicos — estagiamento da
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0162,163

neoplasia ao diagnostico conforme a FIG citorreducao cirargica 6tima

(menos de 2 cm de doenca residual em cavidade abdominal) ou ndo, resposta

164y tempo de sobrevida

clinica ao tratamento (conforme os critérios da OMS
livre de doenca (em meses) e sobrevida geral (em meses) foram revisados

criticamente.

O tempo de seguimento das pacientes foi considerado como sendo a
data do diagnoéstico até a ultima informacéo presente nos registros médicos ou

data de morte.

Fator em Estudo: caracteristicas clinicas da populacdo nesta coorte.

Desfecho: variacdo no padrdo de expressdo das moléculas da familia

Bcl2 (Bcl2, Bcelx,, Bax, Bad) e p53.

Imunohistoquimica

Foram utilizadas amostras de tecido tumoral fixado em formalina e
embebido em parafina para estudar a expressao das proteinas da familia Bcl-2.
Os cortes foram processados utilizando o método estreptavidina-biotina-
peroxidase, com recuperacao do antigeno induzida em forno de microondas e

diaminobenzidina como cromdgeno.
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Os anticorpos utilizados e suas diluicdes foram podem ser observados
na Tabela 3.7.2. Como controle positivo foi utilizada amostra de linfoma

folicular. Os controles negativos foram incubados sem o anticorpo primario.

A avaliacdo da coloracdo de imunohistoquimica foi realizada por trés
patologistas (M.ILA.E, L.M. e R.l.) ndo informados da evoluc¢do clinica das
pacientes. A graduacdao foi estabelecida conforme a percentagem de coloracdo
positiva das células tumorais: zero al0% - negativo; 11 a 25% - 1+; 26 a 50% -
2+; 51 a 75% - 3+; 76 a 100% - 4+. As andlises foram geradas considerando
positivos os resultados com percentagem de células coradas maior de 10%,

sendo o resultado final a média das percentagens de cada observadora.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através da construcéo de tabelas de
freqiéncia. Diferengcas em propor¢cdes foram avaliadas pelo teste de Chi-
quadrado (Mehta e Patel, 1983) ou teste exato de Fisher. As correlagdes foram

avaliadas de acordo com o coeficiente de Pearson.

As probabilidades de sobrevida geral e sobrevida livre de doenca
foram estimadas usando o método de Kaplan-Meier (Kaplan e Meier, 1958)
com teste Log Rank para analise univariada. As andlises multivariadas de
sobrevida geral e sobrevida livre de doenca foram feitas utilizando o modelo de

regressao de Cox (Cox, 1972).
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Para todos os testes valores bicaudais e alfa < 0.05 foram
considerados significativos. Todos os célculos utilizaram o programa Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS - versao 13.0 Chicago, lllinois).

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e GPPG HCPA-

UFRGS.
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3.4 Resultados

Correlacdes clinico-patoldgicas

A mediana de idade das pacientes foi de 57 anos, variando de 22 anos
a 83 anos. A maioria dessas pacientes apresentou estagios avancados ao
diagnostico, 43 delas (95%) apresentavam estagio Il ou IV FIGO. (Tabela

3.7.1)

O tipo histologico mais comumente observado nessa amostra foi o
adenocarcinoma seroso, em 29 (65%) dos casos. Nao foi identificado nenhum
caso de carcinoma de células claras, conhecido na literatura como sendo
associado ao pior prognostico, juntamente com o carcinoma mucinoso. Os
tipos histolégicos encontrados nesta amostra foram agrupados em
adenocarcinoma seroso, endometridide (4/45), mucinoso (2/45) ou

adenocarcinoma sem outra especificacao (SOE) (10/45). (Tabela 3.7.1)

No que concerne ao tratamento recebido, 44 pacientes foram levadas
a laparotomia para estagiamento e tratamento, uma paciente recebeu o
diagnéstico a partir de area metastatica e tratamento apenas quimioterapico,
inicialmente. Dezenove (42%) das 44 pacientes apresentavam doenca
volumosa, com carcinomatose peritoneal ou atingindo abdome superior no
momento da cirurgia. Entretanto, 22/44 casos (50%) tiveram como resultado do
procedimento cirargico citorreducdo 6tima, ou, doenca residual com menos de

2 cm na cavidade abdominal. (Tabela 3.7.3)
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Das 45 pacientes, duas nao receberam quimioterapia na forma
adjuvante, por 6bito no pds-operatorio (um caso por suboclusdo intestinal e
outro por tromboembolia pulmonar). Entre as 43 pacientes tratadas com
quimioterapia, o tratamento de primeira linha foi baseado em compostos de
platina em 40 pacientes (93%) e, dentre estas, associado ao paclitaxel em 32

(74%).

A resposta completa ao tratamento quimioterdpico inicial (por imagem
e marcador sérico) foi observada em 25/43 (58%) das pacientes, enquanto 8/43
(18%) apresentaram resposta parcial ou doenca estavel, 3/43 (7%)
apresentaram progressao e 2/43 (4%) foram a oObito durante o tratamento, por
progressao neoplasica. Uma paciente (2%) dentre as 43, abandonou o
tratamento e 0 acompanhamento apds a terceira aplicagdo de quimioterapia.

(Tabela 3.7.3)

Numa avaliacdo entre os fatores prognésticos conhecidos para o
carcinoma de ovario avancado - idade, performance clinica, tipo e grau
histolégico, estagiamento, ascite e resultado da citorreducao cirdrgica - e a
resposta ao tratamento quimioterdpico de primeira linha, ndo foi encontrada

nenhuma associagao estatisticamente significativa neste grupo de pacientes.

Das 40 pacientes tratadas com platina em primeira linha, 39 tinham
informacdes completas de seguimento, 11 (25%) dessas foram consideradas
como sendo resistentes ao tratamento quimioterapico com compostos

derivados da platina (progressao em vigéncia de tratamento ou recidiva antes
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de alcancar 06 meses do término do tratamento com esse farmaco). Nao se
identificou nenhuma associacao significativa entre as proteinas em estudo e a
presenca de resisténcia tumoral ao tratamento com compostos de platina,

nesta amostra.

Imunohistoquimica

Vinte e dois (49%) dos 45 casos apresentaram positividade para
expressdo da proteina Bcl-2. A maioria dos casos positivos (20/22-90%)

apresentou graduacoes entre 20 e 55% de positividade. (Figura 3.8.1)

Dos 45 casos, 36 (80%) foram positivos para Bcl-x.. As graduacoes
entre 52 e 97% de positividade ocorreram em 80% (29) dos 36 casos positivos.

(Figura 3.8.2)

Trinta e nove casos (39/45-87%) foram positivos para Bad. Vinte e seis
(67%) desses 39 casos apresentaram entre 26 e 75% de positividade para

dessa proteina entre as células tumorais. (Figura 3.8.3)

Quarenta e quatro entre o total de 45 (98%) foram positivos para Bax,
a grande maioria deles (31/44-70%) com 75 a 100% de positividade. Apenas
um caso apresentou-se negativo para reacdo com o anticorpo Bax. (Figura

3.8.4)
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Dentre os 45 casos, p53 apresentou-se positivo em vinte e seis (58%).
Dezoito deles (69%) com graduacédo de 75 a 100% de células positivas. (Figura

3.8.5 - Tabela 3.7.4)

A expressao da proteina Bcl-2 correlacionou-se positivamente com a
expressao de Bad (Pearson R = 0.378, p=0.011), assim como a expressao das
proteinas Bcl-x, e Bax apresentou correlacdo positiva regular (Pearson R =
0.365, p=0.014). Bcl-x,. e p53 apresentaram correlacdo negativa fraca, sem
alcancar, entretanto, significancia estatistica nessa amostra. (Pearson R = -

0.126, p=0.41).

Examinando possiveis associacfes entre a expressao das proteinas
estudadas e os fatores prognésticos conhecidos para o carcinoma de ovario
avancado (grau e tipo histologico, idade, citorreducdo cirdrgica e ascite) foi
encontrada correlacdo entre a auséncia de expressao da proteina p53 e o tipo
histoldgico seroso (p=0.01). As proteinas da familia Bcl-2 ndo demonstraram

associacao significativa com os fatores progndésticos nesta amostra.

Com a intencdo de investigar um possivel valor preditivo dessas
proteinas no carcinoma de ovario, correlacdes entre as expressdes protéicas e
a resposta apresentada ao final da primeira linha de tratamento quimioterapico
foram testadas. Entretanto, ndo se identificou correlacdo significativa. Bcl-2
(Pearson R = -0.71, p=0.66); Bcl-xL (Pearson R = -0.135, p=0.375); Bad
(Pearson R = 0.076, p=0.619); Bax (Pearson R = 0.018, p=0.9) e p53 (Pearson

R =-0.13, p=0.25).
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Da mesma maneira, nenhuma forma de diferenca significativa na
expressdo das proteinas estudadas foi demonstrada na distribuicdo dos casos
entre os grupos com diferentes respostas ao tratamento quimioterapico.

(Tabela 3.7.5)

Andlise de Sobrevida

A sobrevida mediana observada foi de 24 meses (minimo zero e
maximo de 121 meses), no periodo de 01 de janeiro de 1996 a 31 de dezembro

de 2004. A sobrevida observada em 5 anos foi de 18%.

Ao final do periodo de seguimento, 07 (16%) pacientes
permaneceram livres de doenca; recidiva ou progressao ocorreram em 22
(49%) das pacientes, das quais 18 (40%) evoluiram para 6bito. Em 16 (36%)
casos nao foi possivel a obtencdo de dados recentes relacionados ao desfecho

final, apenas resposta ao tratamento.

Ao analisar a Sobrevida Livre de Doenca, utilizando o método Kaplan-
Meier, a expressao, positiva ou negativa, das proteinas Bcl2, Bcl-x., Bax e Bad,
nao influenciou significativamente nas diferencas entre 0s grupos nesta
amostra. A expressao negativa da proteina p53, por sua vez, demonstrou
associacdo com uma maior sobrevida livre de doenca, de 58 para 16 meses.

(Log rank, p=0.044). (Figura 3.8.8)
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Os resultados da andlise multivariada de sobrevida livre de doenca,
incorporando os fatores prognésticos conhecidos (idade, grau, EC, citorreducéo
e tipo histolégico), protocolo de quimioterapia utilizado e resposta ao
tratamento quimioterapico de primeira linha e as proteinas em estudo nao
apresentaram associacdo estatistica significativa com a maior sobrevida livre

de doencga.

Em termos de Sobrevida Geral ndo se encontrou associacao entre a
expressao positiva ou negativa das proteinas da familia Bcl-2 ou da proteina

p53 com maior ou menor sobrevida na andlise de Kaplan-Meier. (Figura 3.8.9)

Considerando os fatores prognosticos ja conhecidos na literatura, a
expressdo positiva ou negativa das proteinas em estudo, o protocolo
quimioterapico utilizado em primeira linha e a resposta, como completa ou néo,

ao final do mesmo; a analise multivariada ndo demonstrou significancia.
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3.5 Discussao

De acordo com a revisdo da literatura efetuada nas bases MEDLINE,
nosso estudo € o primeiro fora dos EUA, Europa ou Canada a avaliar
concomitantemente a possivel relacdo entre quatro diferentes proteinas da

familia Bcl-2, proteina p53 e o carcinoma epitelial de ovario.

A populacéo analisada nesta coorte confirmou a descricdo usualmente

245927 conforme

encontrada na literatura sobre o carcinoma epitelial de ovario
podemos observar nas Tabelas 1 e 2. Ressaltem-se o0s aspectos
epidemiolégicos mais comuns: mulheres de meia-idade, apresentando doenca
em estagios avancados e histologia predominante descrita como

adenocarcinoma Seroso.

Ao comparar a prevaléncia de expressao das proteinas da familia Bcl-
2 e p53 em nossa coorte, com a apresentada na literatura (Tabela 3.7.4 e
3.7.8), encontramos similaridades. Deve-se levar em conta que um dos fatores
que dificulta a comparacédo de resultados entre os estudos € a diferenca entre o
padrdo de leitura utilizado, técnicas e reagentes empregados, e a variabilidade
inter e intra-observador, que acontece na utilizacdo da imunohistoquimica em
diferentes centros. Mesmo com relacéo a proteina Bcl2, cujo uso é difundido e
utiizado correntemente no auxilio diagnéstico e prognéstico de outras

entidades tumorais, como linfomas, por exemplo, a variacao € intensa.
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Com relacao ao carcinoma epitelial de ovario, a expresséo da proteina
Bcl-2 ocorre em 40% dos casos (x 10%) descritos em trabalhos anteriores.
Nossa coorte apresentou uma positividade de 49%. Resultados superponiveis,
mesmo considerando-se padrées de leitura imunohistoquimica diferentes,
utilizando escores arbitrarios e particulares, como nas séries publicadas por
Baekelandt " e Chan **’ | baseadas em soma de pontos de acordo com a
proporcdo de células tumorais positivas e a intensidade desta positividade.
Mano e cols.’®, diferentemente, consideraram positiva apenas a expressdo
nuclear da proteina Bcl-2, seguindo o racional de que a ligacdo da proteina
Bcl2 a cromatina nuclear inibiria a apoptose e, portanto, teria ligacdo com
resisténcia a quimioterapia e pior prognostico. A positividade da proteina
encontrada no trabalho japonés foi de 42% e este foi o Unico trabalho a
correlacionar a expressdo de Bcl-2 com pior resposta ao tratamento e pior

sobrevida. 16°166

A proteina Bcl-x. € uma proteina anti-apoptotica de atividade similar a
Bcl-2. Sua expressao no carcinoma epitelial de ovario foi avaliada previamente
apenas por Baekelandt e cols.” , que encontraram uma positividade de 66%
aplicando um escore de leitura composto por soma da extensao e intensidade
da coloracdo e divisdo do escore composto em trés diferentes grupos.
Encontramos 80% de positividade em nosso trabalho e a leitura foi feita
considerando positivas as amostras com mais de 10% de células coradas. A

comparacao direta desses resultados nao €, portanto, possivel.
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Bax é descrita com expressdo positiva em torno de 40%'°%'%° ou
60% 4! e foi encontrada em nosso meio com uma prevaléncia de 98%. E

interessante observar que na andlise de Tai e cols.™

a positividade
encontrada, 60%, foi assim considerada apenas nos casos com expressao
positiva em mais de 50% das células, podendo ter sido ainda maior se
considerados positivos os casos com mais de 10% das células. Utilizando o
critério de mais de 50% das células positivas como ponto de corte,
encontramos 70% de positividade e todas as andlises estatisticas foram
repetidas com este critério. Os resultados, entretanto, ndo foram afetados.
Apenas um caso em nossa amostra apresentou-se negativo para Bax, este
mesmo caso foi negativo para as demais proteinas da familia Bcl-2,
possivelmente por inadequada fixacdo do material, seja por falta de

tamponamento da formalina ou pelo tempo escasso ou excessivo de

permanéncia da pec¢a no fixador.

Estudos prévios (Tabela 3.7.8) demonstraram associa¢des variadas
das proteinas entre si, numa possivel expressdo da conhecida interacéo anti e
pré-apoptética que ocorre entre essas proteinas no contexto tumoral. Nesta
populacdo, a expressdo da proteina Bcl-2 correlacionou-se positivamente com
a expressao de Bad (Pearson R = 0.378, p=0.011) e Bcl-x. com Bax (Pearson
R = 0.365, p=0.014). Ambas associac¢des entre proteinas anti-apoptoéticas com

proteinas pro-apoptoticas, respectivamente.

Neste contexto é interessante considerar que a proteina Bad costuma

regular negativamente a atividade anti-apoptética das proteinas Bcl-2 e Bcl-x,
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através de sua ligacéo a elas, especialmente a Bcl-x., 0 que deixa a Bax livre
de sua ligacdo com Bcl2 e Bcl-x.®’ facilitando sua atividade pré-apoptética
sobre a membrana mitocondrial. A proteina pré-apoptética Bad nao foi
analisada em nenhuma outra coorte de carcinoma epitelial de ovario
anteriormente. Entretanto, a descricdo de sua atividade no processo de

167,168

apoptose, e em linhagens celulares desse tumor , embasam o racional em

descrever sua prevaléncia nessa amostra, que foi de 87%.

A proteina p53, reconhecidamente associada ao controle de apoptose
e a atividade das proteinas da familia Bcl-2, tem utilizacdo difundida e melhor
padronizada, e apresentou expressdo homogénea entre os estudos prévios,
com expressoes entre 50 e 60%. A expressdo encontrada nesta amostra foi
semelhante (58%) e confirmou a associacdo encontrada entre a positividade
desta proteina e pior sobrevida livre de doenca (de 16 para 58 meses, p=0.04).
4154 Existem descri¢bes, em cancer de mama, de que a proteina p53 wild type
apresenta uma meia-vida curta e, por conta disso, a técnica de
imunohistoquimica expressa, na verdade, um acumulo principalmente de

proteina p53 mutada.*®® De fato, Psyrri e cols.*”

avaliaram a expressao do p53
no carcinoma de ovério, utilizando microarray, e demonstraram associacéo
com melhor sobrevida livre de doenca e sobrevida geral. Trabalhos recentes

com cultura celular também investigam a resposta ao tratamento

quimioterapico com platina e muta¢des do p53 no carcinoma de ovario.*"

172

Gomes e Andrade avaliaram a expressao imunohistoquimica da

proteina p53 em uma coorte de 70 pacientes de Campinas, Brasil, e também
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encontraram associacao entre essa expressao e o tipo histolégico carcinoma

seroso. Em trabalho anterior '3

, com uma coorte de 90 pacientes, 0 mesmo
grupo avaliou a associacdo da proteina p53 e da proteina Bcl-2 com sobrevida
e tempo de progressdo, ndo encontrando associacdo significativa. A

positividade de p53 foi de 47% e de Bcl-2, 20%.

A resposta ao tratamento, sobrevida livre de doencga e sobrevida geral
ndo se associaram a diferentes niveis de expressao das proteinas familia Bcl2

nessa amostra de pacientes.

Algumas evidéncias apontam para a associacdo de melhores
respostas ao tratamento com paclitaxel nos casos com maior expressao da
proteina Bax.®*'®' Em nossa amostra, apenas um caso ndo expressou a
proteina e, dos 44 que a expressaram, apenas um apresentou percentagem de
células tumorais reativas a imunohistoquimica menor que 50% o que
impossibiltou comparagbes e conclusdes nesse sentido. De maneira
semelhante, ndo foi encontrada associacdo entre expressao das proteinas em
estudo e a resisténcia ao tratamento quimioterapico com compostos derivados

de platina.

As dificuldades encontradas num estudo retrospectivo, em especial
em um hospital de cuidados terciarios que atende uma populagéo tipicamente
de nivel socio-econdmico pouco privilegiado, permitindo uma perda de

seguimento de até 36%, e 0 numero pequeno de pacientes passiveis de
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inclusdo neste estudo, certamente devem ser pesados no julgamento desses

dados.

A relacdo dindmica da regulacdo da familia de proteinas Bcl2 e p53
faz pensar que a determinacdo imunohistoquimica de um limitado numero
dessas interagdes num ponto Unico no tempo, provavelmente ndo é a melhor
maneira de avaliar seu real papel no contexto tumoral e na citotoxicidade por
drogas. Técnicas mais avancadas e especificas, como microarray e
proteomics, podem detectar niveis reais de proteinas ativas e/ou mutadas, o
que seria mais confiavel na tentativa de correlagcdo com desfechos clinicos. Da
mesma forma, a resisténcia a multiplas drogas pode encontrar sua resposta

nesse cenario clinico intrincado, provavelmente ndo em um fator Unico.74

Concluindo, o padrao de expressdo das proteinas da familia Bcl-2 e
proteina p53, encontrado nesta amostra de pacientes com carcinoma epitelial
de ovério, foi similar ao descrito na literatura mundial disponivel. A expressao
positiva de p53 demonstrou correlacdo com menor sobrevida livre de doenca
na analise univariada, 0 que aponta para as investigacfes jA em andamento
acerca desta proteina, suas mutacdes e potencial alvo terapéutico. As
proteinas da familia Bcl-2 n&o se correlacionaram com resposta ao tratamento
ou sobrevida nesta amostra e requerem investigacbes em estudos

prospectivos, utilizando novas tecnologias de deteccéao.
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Tabela 3.7.1 — Caracteristicas das Pacientes (n=45)

. I.Darametr'os. Numero de pacientes %
clinicopatolégicos
Idade Mediana - 57 anos (22 - 83 anos)
Estagio FIGO
A 1 2
A 1 2
1B 5 11
Ic 25 55
\Y 13 29
Tipo Histoldgico
Endometridide 4 9
Seroso 29 65
Mucinoso 2 4
Adeno SOE 10 22
Grau
I 3 7
I 20 45
11 2 4
N&o graduado 20 44

FIGO — Federagéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia, SOE — Sem origem
especifica
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Tabela 3.7.2 — Anticorpos ultilizados da familia Bcl2 e p53

Marcacgéo
Anticorpo Nome Fabricante | Diluicao
celular
AntiBcl-2 Polyclonal rabbit | BD Biosciences |1:80 citoplasmatica
anti/mouse Bcl-| pharmingen
2
Anti Bel-x. Rabbit anti-Bcl- | BD Biosciences |1:1000 citoplasmatica
X Polyclonal | pharmingen
Antibody
W/Control
Anti-Bad Mouse BD Biosciences|1:1000 citoplasmatica
lgG2b/Clone Pharmingen
48/Pos  control
A431
Anti-Bax Polyclonal BD Biosciences | 1:400 citoplasmatica
Rabbit anti-| Pharmingen
mouse/rat Bax
Antibody
anti-p53 Purified Mouse |BD Biosciences|1:1000 nuclear

anti-human p53
Monoclonal

Antibody -
is6tipo  mouse
IgG1 / clone

Pab 1801

Pharmingen
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Tabela 3.7.3 — Tratamento (n=45)

Tratamento

NUumero de pacientes

%

Achado abertura cavidade

Doenca limitada ovério
Doenca limitada pelve
Doenca abdome superior
Carcinomatose peritoneal
Dados perdidos

Doenca residual pos operatorio

Carcinomatose/irressecavel
<2cm
>2cm

Sem cirurgia

Quimioterapia 12 linha

Cisplatina/Paclitaxel
Carbo/Paclitaxel
Cisplatina/Ciclofosfamida
Carbo/Ciclofosfamida
Carboplatina
Tamoxifeno

Melfalan

Nao

Respostainicial

Resposta Completa
Resp Parcial/D Estavel
Progresséao

Obito
Abandono
Toxicidade impeditiva
Obito pos op

NUumero de ciclos

[EEN
OO 0 ~NOOUWN K-

4
9
11
18
2

12

22

10
1

N
Wk WwNwo Y

ARPPORRRAN

20
24
40

27
49
22

42
31
12

4.5

N
NN

= Ol
NN NANE S

ocnvNM~NIBvNE A
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Tabela 3.7.4 - Resultados Imunohistoquimica (n=45)

NUmero de

Imunohistoquimica . %
pacientes
Bcl-2
positivo 22 49
negativo 23 51
Bcl-x.
positivo 36 80
negativo 9 20
Bax
positivo 44 98
negativo 1 2
Bad
positivo 39 87
negativo 6 13
p53
positivo 26 58
negativo 19 42
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Tabela 3.7.5 - Andlise de resposta ao tratamento quimioterapico
conforme expressao das proteinas em estudo

Resposta ao tratamento quimioterapico de

Proteinas  IHQ primeira linha

Completa Parcial/Estavel Progresséao p
otz e : 2 oo
BolX oo 169 g ; 086
Bax Lo 205 = g 044
Bad oo 232 % ; 061
s e 30 : :  om

IHQ - Imunohistoquimica
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Tabela 3.7.6 - Analise de Sobrevida Livre de Doenca
conforme expressao das proteinas em estudo

SLD (Log-
Protein IH . 9
einas Q mediana IC 95% rank)
Y
meses
Negativo 40 (9.7 - 70.2)
Bel2 o sivo 16 (0-53.2) 0.90
) Negativo 16 (8.7 - 23.2)
Bel-xe b ositvo 40 223-57.7) %9
Negativo 58 -
Bax Positivo 35 (10,2 - 59.7) 0.86
Negativo 47 (0 - 104)
Bad Positivo 40 (11.2 - 58.8) 0.66
Negativo 58 (39.8 - 76.2)
.04
p53 Positivo 16 (6.2 - 25.8) 0.0

IHQ — Imunohistoquimica, SLD — Sobrevida Livre de Doenca
IC — Intervalo de Confianga
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Tabela 3.7.7 - Andlise de Sobrevida Geral conforme
expressado das proteinas em estudo

, SG (Log-
Proteinas IHQ ) IC 95% rank)
mediana
Y
meses
Negativo 40 (9.7 - 70.2)
0.8
Bel2 o sivo 16 0 - 68.3) 3
Negativo 16 (8.8 -23.2)
- 0.37
Bel-xe b ositvo 47 (26.4 - 67.6)
Negativo 58
Bax Positivo 35 (2.9-67) 0.99
Negativo 47 (0-14)
Bad Positivo 35 (6.3 - 63.6) 0-89
Negativo 58 (39.8-76.1)
0.15
p53 Positivo 16 (6.2 - 25.8)

IHQ — Imunohistoquimica, SG — Sobrevida Geral, IC — Interva
lo de Confianca
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Tabela 3.7.8 — Estudos sobre a associacédo entre as proteinas da familia Bcl-2,
p53 e o Carcinoma Epitelial de Ovario

N Bcl-2 Bax Bcl-X, P53
Autor
Berker™® t Sem associagao
( ) 50 50% - - 66%
Turquia
Herod s t sobrevich):3 associado com pior
70  57% - - 61%
(Reino Unido) Bcl-2 associado com melhor
sobrevida
Mano™°t Bcl-2 associado com  pior
(Japao) 66 42% - - 45% |resposta e pior sobrevida
Bcl2 pos e p53 neg
Baekelandt™ * associados com melhor sobrevida
0, 0, ) 0
(Noruega) 185 39% 66% 62%  49% Bcl2 e Bax, um deles neg e o
outro pos associado com melhor
sobrevida
Chan**’ 1 0 o Associacdo inversa entre a
(EUA) 46 33% i i 54% expresséo de Bcl-2 e p53
Bcl-2 associado com bom
Marx*® t 215  30% 47% ] _ |prognoéstico
(EUA) Bax associado com mau
prognostico
_ 156 Associagao inversa entre a
Henriksen™ T 50 48% - ] _ |expresséo Bcl-2 e p53
(Dinamarca) Bcl-2 neg associado com
menor sobrevida
+ 151 . .
Tai =™ 45 ) 60% ) ) Bax pos associado com maior
(EUA) resposta ao paclitaxel e maior SLD
Kupryajnczyk®® Bax pos associado com RC
229 32% 43% - 59%

# (Polbnia)

Bax pos com p53 pos
associados com maior SLD

Estudos prospectivos. T Estudos retrospectivos. SLD- Sobrevida Livre de Doenca

RC — Resposta Completa.

Neg - negativo

Pos - positivo
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3.8 Figuras
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Registro CID — C56 no HCPA = 370 casos (lista fornecida SAME, comparada com listas
cirurgias e registro de cancer HCPA)

Reviséo 370 casos:
* 112 casos erroneamente classificados como Carcinoma Epitelial de Ovario:
e Teratomas = 11casos
e Cistos ovarianos benignos = 84 casos
e Tumores Borderline = 17 casos
* 85 erros grosseiros de classificacdo ou listagem
* 42 casos sem prontudrio localizado (ap0s trés revisdes, repetidas no periodo de 2 anos)

86 exclusodes
e 35 pacientes com tratamento esporadico no HCPA
e 49 pacientes sem material para IHQ:
o 10 diagndsticos por Citopatoldgico (CP)
0 04 casos sem anatomopatolégico (AP) ou CP
0 19 casos sem localizagéo bloco de parafina
0 04 casos com quimioterapia neoadjuvante
o 10 pacientes negaram-se a receber qualquer tratamento
e 02 pacientes sem tratamento adjuvante por problemas mentais
e 02 pacientes tratadas com cirurgia ndo oncolédgica

Figura 3.8.1 — Fluxo de pacientes
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Figura 3.8.2 — Imunohistoquimica positiva para Bcl2. (superior 100x, inferior
400x)
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Figura 3.8.3 — Imunohistoquimica positiva para Bcl-x, . (superior 100x, inferior
400x)
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Figura 3.8.4 — Imunohistoquimica negativa para Bcl-x,_ (100x)
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Figura 3.8.5 — Imunohistoquimica positiva para Bad. (superior 100x, inferior
400x)
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Figura 3.8.6 — Imunohistoquimica positiva para Bax. (superior 100x, inferior
400x)
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Figura 3.8.7 —imunohistoquimica positiva para p53. (superior 40x, inferior
400x)
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Figura 3.8.8 — Kaplan-Meier Bcl-2 / p53 e Sobrevida Livre de Doencga.
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Anexo 4.1 — Protocolo Assistencial

Rutinas Assistenciais para Tratamento de Pacientes com CancernoeHepA
R 0K R R i i AT AL L R S LR w UL 8 N (00 ) v

ettt

R T T
p—

e A AN R

Carcinoma de Qvario

S A TR S RO o
p—

T AL AL T AN PN T ]
—

INTRODUGAO
PATOLOGIA

AVALIACAO CLINICA

1) Suspeita clinica

2) Massa ovariana definida

3) Carcinoma de ovario recidivado

ESTADIAMENTO
1) Grupamento por estagio

TRATAMENTO

Quimicterapia
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INTRODUGAO

O cAncer de ovdrio &, nos Estadns Unidos, a
quarta causa mais comum de mortalidade por cén-
cer em mulheres e a principal causa de mortalida-
de entre os tumores ginecolégicos. Aproximada-

s s oo SR A

-

mente uma em cada setenta mulheres ird desen-
volver cancer de ovdrio e aproximadamente 1% das
martes da populagéo feminina resultam dessa do-
enga. As maiores taxas de incidéncia ccorrem em
paises altamente industrializados, com excegio do
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Japdo, que possui uma das menores taxas do mun-
do. Estudos em populagdes migrantes sugerem
fortemente influéncias ambientais na etiologia da
doenga. Nos Estados Unidos, a incidéncia varia
desde 15,7 em cada 100,000 mulheres de 40 a 44
anos até 54 em cada 100.000 nas idades de 75 a
79 anos. Neste pais, no ano de 1995, foram esti-
mados 26.600 novos casos de cancer de ovario,
representando 5% dos lumores malignos em mu-
lheres e sendo a 4* causa de morte por cancer.
Durante o ano de 1881, em Porto Alegre, foram
diagnosticados 62 casos de céncer de ovario, e
- ocorreram 38 dbitos pela doenga. As neoplasias
epiteliais de ovario se desenvolvem geralmente na
populagao aduita caucasiana. Raramente ocorrem
antes da mendrca e a sua taxa de incidéncia au-
menta significativamente apds esia. Uma alla inci-
déncia de tumores epiteliais &€ encontrada em mu-
Iheres com poucas gestagoes, nuliparas e mulhe-
res com histéria de infertilidade. Nenhuma associ-
acéo clara entre cancer de ovaria e a administra-
¢ao de estrogenos sintéticos estd estabelecida, mas
contraceptivos orais reduzem o risco da doenga.

O cancer de ovario 8 mama parecem compartiihar
alguns fatores etioldgicos, uma vez que mulheres
com cancer de mama t&m um risco 2 vezes maior
gue ¢ esperado de desenvolver cancer de ovério,
e mulheres com cancer de ovario tém uma incidén-
cia 3 a4 vezes maior de cancer de mama. Embara
incomuns, casos de cancer de ovario familiar po-
dem constitulr 5 & 10% do total de casos. Apesar
de raro e comprometer 0,05% das pacientes com
céncer de ovarie, aguelas com duas ou mais pa-
rentes de primeiro grau com a doenga tém um ris-
co de 7% de apresentar a doenga. Varios disturbi-
0s genéticos, como a sindrome de Peuiz-Jeghers
e disgenesia gonadal, predispoem a neoplasias
ovarianas, embora o0s tumores geralmente sejam
benignos e de origem estromal. Nao existe nenhum
sinal ou sintoma especifico do cncer de ovério,
especialmente se a doenga se encontra em estagi-
08 Iniciais. Os sintormas podem incluir ndusea,
dispepsia e desconforto abdominal baixo. Pode
ocorrer, menos comu-ments, sangramento vagi-
nal e sintomas urindrios. A dor abdominal pela
massa ovariana @ em geral intermitente e
inespecifica, assim como o desconfarto causado
pela compressac da bexiga e reto. O diagnodstico
de carcinoma de ovario é cirlrgico e necessita de
confirmacgao histoldgica, mas nem todo aumento
de volume ovariano & indicagio de eirurgia. A ultra-
sonografia é importante para o diagndstico diferen-
cial nesses casos. A presenga de tumor ovariano
sdlido ou misto indica cirurgia em qualquer faixa
etdria. Lesdo ovariana cistica é indicagfio de cirur-
gia em mulheres pés-meno-pausicas & pré-puberes,
sendo necessario, no entanto, individualizar os ca-
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sos. Lesdo funcional com regressdo espontinea
podemn surgir nessas faixas de idade. Nas muthe-
res em idade reprodutiva com tumores cisticos
anexiais menores que € a 10 em podem ser mane-
jados de forma expectante uma vez que 70% deles
s& resolvera sem cirurgia. Caso ndo tenham
regredido apds observacao por quatro a oito se-
manas, tem indicacao de exploragao cirdrgica.
Quando aparecem as manifestacdes clinicas, a
doenga se apresenta em estigio avangado. No
momento do diagnéstico, 75% dos casos tém com-
prometimento tumoral além do ovario e 60% além
da pelve. A disseminacio dos tumores epiteliais
ocorre por descamacao superficial, por via linfati-
ca, ou menos comumente por metastases
hematogénicas. Os tumores se disseminam por
contiguidade e através do peritdnio. Gom & progres-
sdo da doenga pode haver acometimentodo oviario
contrala-teral, implantes peritoneais e dissemina-
¢80 linfatica para o Utero e trompas de faldpio. A
superficie peritonial da bexiga, retossigméide, ou
peritonio pélvico podem ser envolvidas por com-
prometimento direto. A ferma mais comum de aco-
metimento extraovariano é a disseminagio
celimica (transperitonial). Os tumores podem
exfoliar células mesmo sem haver ruptura da cép-
sula, estas se aderem a superficie peritonial, for-
mando micrometastases que continuam a exfoliar
células lumorais. As células flutuam livremernite e
sao removidas da cavidade peritonial por canais
lintaticos no diafragma. O fluxo do liquido peritoneal
segue pelas goteiras parietocélicas, rumando pre-
dominaniernente para o hemidiafragma direfto. A
drenagem ocorre para os capilares linfaticos
submesoteliais do diafragma que intercomu-nicam-
se com a superficie pleural e subsequen-temente
com os linfonodos mediastinais anteriores. A obs-
trucao parcial ou completa dos linfaticos
diafragmaticos pelas células tumorais permite a
implantac&o tumoral no omento € em varios outros
sitios da superficie serosa do peritdnio, propician-
do a formagio da ascites carcinomatosas. A forga
da gravidade em posigdo ortostdtica leva & implan-
tac8o precoce nos fundos de sacc e ao longo da
superficie do reto. Nessa rolina abordaremes os
tumores epiteliais que sao os tumores ovarianos
mais prevalentes.

PATOLOGIA

Os tumores epiteliais correspondem a 85 a 90%
dos tumores malignos ovananos, e sdo classifica-
dos em benignos, malignos (isto é, invasivo) e de
baixo potencial de malignidade (isto &, malignida-
de “borderiine”). Os tumores de malignidade
“borderiing” tdm diferente histdria natural em rela-
¢éo aos tumores benignos ¢ malignes, pois progri-
dem e metastatizam lenlamente e devemn, portan-
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to, ser analisados separadamente dos tumores
invasivos guanto ao plano de tratamento. Sua inci-
déncia pode chegar a 15% de todos os tumores
epiteliais. Os tumores estromais correspon-dem a
menos de 10% de todos os tumores ovarianos, Sao
eles os tumores de células da teca-granulosa e de
células de Sertoli-Leydig, que por produzirem
estrogénio, podem estar associados com
feminilizagao e puberdade precoce . Os umores
de células germinativas correspondem a menos de
5% de todas as neoplasias ovarianas com prog-
naéstico e tratamento diferentes em relagao aocs
tumores epiteliais. O grau de diferenciagao celular
(grau histnldgicn) do céncer apitelial & um impor-
tante fator progndstico independente, e ajuda a pre-
dizer a sobrevida e a resposta ac tratamento
(OMURA 1891). A graduacgéo histolégica dos tu-
maores ovarianos néo tem sido bem aceita pelos
patologistas, principalmenie por nde existir uma
classificagao padrao objeliva e de [&cil reprodugao.
Marcadores tumorais capazes de detectar cancer
epitelial de ovario precocemente seriam de grande
valor, uma vez gue ainda hoje, a maior parte das
pacientes sdo diagnosticadas j& em estagios avan-
gados da doenga. O antigeno carcinoembriénico
(CEA) encontra-se elevado em apraoximdamente
58% dos pacientes com tumores ovarianos epiteliais
estagio lll . O CEA tem valor limitado no diagnosti-
co dos tumores ovarianos, uma vez gue seus ni-
veis séricos podem estar elevados am pacientes
cam cirrase, doenga pulmonar cranica, doenga in-
flamatéria intestinal @ em pacientes tabagistas .
Para pacientes com elevagéio do CEA prévio ao tra-
tamento, sua dosagem pode ser de valor para o
acompanhamento de doenga subclinica, O CA 125
parece ser o antigeno tumoral mais il no diag-
nastico e seguimento dos pacientes com cancer
epitelial de ovario. Uma limitacdo do CA 125 como
método de rastreamento é que apenas 50% das
pacientes com cancer de ovario em estidios inici-
ais tém elevacéo de seus nivels. Das pacientes com
CArcinOMAas ovananos epiteliais 82% apresenlam
este marcador. O aumento ou queda de seus titu-
los correlacionam-se com a doenca em 93% dos
pacientes. A elevacao persistente de seus niveis
em paclentes apdés elrurgia é quase invariavelmen-
te associada & doencga residual na cirurgia de
reavaliagéo ( “second-look™ ). A elevagéo dos ni-
veis de CA 125 pode anteceder varios meses a
detecgao clinica da recidiva. Pacientes que com-
pletaram o tratamento primario  estdo sendo se-
guidos devem dosar o CA 125 a cada 3 meses.

AVALIACAQ CLINICA
Em toda mulher , particularmente peri ou pés-
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menopdusica com sitomas abdominais ou pélvicos
deve ser feito exame flsico completo e exame
pélvico, com especial atengéo para a avaliagao dos
anexos.

1) Paciente com suspeita clinica de cédncer de
ovario deve realizar a seguinte avaliagéo:

- Historia e exame clinicos completos (incluindo
pelve @ papanicolao).

- Contagens hematoldgicas completas.

- Ecografia abdominal total & transvaginal

- Radiograma de tordx

2) Paciente com massa ovariana definida ou
ascite deve, antes de ser levada a cirurgia, rea-
lizar 0s seguintes exames adicionais:

- Desempenho clinico

-CA 125

Observagéo: na presenca de derrame pleural no
radiograma de térax ou ascite, deve ser realizada
uma pungaa diagnastica para obter pelo menos 10
ml de material para: exame citopatolégico, citologia
diferencial, LDH, proteinas totais, glicose, colora-
¢80 de gram e cultural,

3) Paciente com céincer de ovério recidivado:
Estas pacientes devem, antes de iniciar trata-

manto de resgate, fazer oz seguintes exames de

estadiamento para ser definida a indicagio de uma

segunda citorredugéo:

- Histéria @ exame clinicos completos (incluindo

pelve e papanicolao).

- Desempenho clinico.

- Radiograma de torax

- Ecografia abdominal total

- Contagens hematoldgicas completas

-CA 125

ESTADIAMENTO

O estadiamento do cncer de ovario é baseado
na extenséo e localizago da doenga encontrada
na exploragdo cirdrgica. E crucial que o procedi
mento cirtrgico iniclal seja completo e preciso para
o manejc:l adequado da panien'fﬂ com cancer de
ovario.

Tumor Primario
™ Tumaor primario nao pode ser avahado
TO N&o ha evidéncia de tumor primario
T1 Tumor limitado ace ovarioe
Tia Tumaor limitade a um ovario; capsula
intacta, sem tumor ma superficie
ovariana
Tib Tumor limitado a ambos os ovarios,
cdpsulas intactas, sem tumor na
superficie ovariana
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Tic Tumer limitado a um ou ambos os
ovdrios, com gualguer um dus
seguintes achados: capsula rompida,
turmor na superficie ovariana, células
malignas em ascite ou lavado
peritoneal

T2 Tumar comprometendo um ou ambos
05 ovaries, com exlensauv a pelvis

T2a Extensao & ou implantes cm Gtero ou
trompa (s}

T2b Extansao a outros tecidos pélvicos

T2c Extensao pélvica (2a ou 2b) com
células malignas em ascite ou lavado
peritoneal

T3 Tumor compromelendo um ou ambos
0s ovarios, com metastase peritonial
microscopicamenle confirmada, fora
da pelvis, e/ou metastase em
linfonodos regiunais

Taa Metastase peritonial microscdpica
alem da pelvis
Tap Metastase peritonial macroacépica

além da pelvis, com 2 cm ou menos
em sua maior dimensao

T3c Melaslase peritonial além da pelvis,
Gom mais de 2 cm em suAa maior
dimensau e/ou metdsiase em
linfonodos regionais

Nota: As metastases da capsula hepética séo T3/
estadio Ill, as metastases do parénquima hepatico
s8¢ M1/estadio IV. Derrame pleural deve ter
citologia positiva para ser M1/esladio IV.

Linfonodos Regionais
MX Linfonodos regionais néo podem ser avali-
ados
NO Auséncia de metdstases em linfonodos re-
gionais
N1 Metastases em linfonodos regionais

Metdstases & distdncia
MX  Presenga de metdstase a distancia nao
pode ser avaliada
MO Auséncia de metdstase & distancia
M1 Metastase & distancia

Grupamento por estagio

Estadio 1A Tia NO MO
Estadio IB Tib NO MO
Estadio IC Tic NO MO
Estadio 1A Tz2a NO MO
Estddio 1|B T2b NO MO
Estadio lic TZc NO MO
Eatadio llla T3a NO MO
Estadio b T3b NO MO
Estadio IC T3c NO MO

Qualquer T N1 MO
Cstadio IV Qualguer T Qualguer N M1
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TRATAMENTO

No cancer de ovario o tratamento é multidisplinar
onde a integragdo entre as diversas arcas envolvi-
das & fundamental.

Cirurgia

A cirurgia tem papel fundamental na abordagem
diagnostica e terapéutica da neoplasia ovariana. A
confirmagéo diagndstico é realizada através da
laparolomia exploradora e apds estudo histelégico
da les@o. Somente a suspeigaon clinica ndo é sufici-
ente para & indicac@io de cirurgias amplas e radi-
cais. Em centros médicos onde hé disponibilidade
do exame andtomo-patolégico de congelagéo, o
tratamento cirurgico podera ser executado no mes-
mo tempo do diagnostico. Do contrério, deve-se
aguardar o resultade do estudo em parafina de frag-
mento de bidpsia ou da anexectomia e se houver
confirmag&o da neoplasia, um segundo procedi-
mento cirdrgico, agora com finalidade terapéutica,
sera indicado.

Canstitui abjetiva transoperatdrio, a avallago
da extensdo intraabdominal da doenga
(estadiamento cirdrgico} e a resseccdo tumoral
ampla {Girurgia de Citorredugao ou de debulking).

A cltorredug¢as fundamenta-se nos principios
citocinéticos do ciclo celular neoplésico: quanto
menor o volume tumoral, maior o polencial de cura
ac tratamento adjuvante. Estudos clinicos confir-
mam taxas de sobrevida menores em pacientes
com doenga residual maciga. E considerada Girur-
gia Citorredutora satisfatdria aguela cujos nddulos
tumaorais residuais nfo ultrapssam, individualmen-
te, um centimetro de diametro.

Com & finalidade de uniformizar a conduta ci-
rurgica e permitir o estadiamento correto, preconi-
za-se uma rotina de abordagem transoperatoria:

1. Incisae mediana longitudinal com exposicao
ampla da cavidade abdominal,

2. Exame citopatoldgico do liquido de ascite ou
do lavado peritonial obtido com soro fisioldgico nas
regides subdiafragmaticas, goteiras parietocdlicas
e fundo de saco anterior e poste-rior;

3. Retirada do tumor para exame histolégico de
cengelagéo, se disponivel;

4. Avaliagéo de toda a cavidade abdominal, para
posterior registro do volume e localizagéo de doen-
ca;

5. Histerectomia total extrafacial com
salpingectomia bilateral;

6. Retirada de toda a massa tumoral visivel,
procurando néo deixar doenga residual maior que
1cm de didmetro,

7. Linfadenectomia pélvica e paraadrtica;

8. Omentectomia infracolica;
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9. Bidpeias peritoniais aleatdrias (fundo de saco
anterior e posterior, goteiras parietocdlicas e clipu-
las subdialragmaticas). E possivel a detecglo de
doenga oculta em 5 a 10% dos casos;

10. Descrigcdo minuciosa dos achados cirdrgi-
cos com localizagdo e tamanho da doenga residu-
al.

Apesar do esforgo cirdrgico ser direcionado &
redugdo méxima do volume tumoral, existem duvi-
das sobre as vantagens da citorredugao em casos
de envolvimente tumoral do sitsema porto-hepati-
co, dos linfonodos paraadricos cefdlicos aos va-
s0% renais, do parénguuima hepatico, do pancreas
e comprometimento macico do diafragma.

Para os casos de doenga abdominal avangada
com impossibilidade de ressecgéo cirurgica radi-
cal em uma primeira abordagem, existem protoco-
los que preconizam, com o objetivo de redugéo
tumoral, a realizacao de trés ciclos de quimioterapia
neo-adjuvante, seguidos de nova cirurgia (Cirurgia
de Intervalo). Os resultados obtidos sao controver-
sos, mas a citorredu¢ao tem sido possivel em paci-
entes com lesdes estaveis ou que tenham apre-
sanlado uma resposta favordvel apds o terceiro
cicloc de quimicterapia.

Nova cirurgia de citorredugao podera ser exe-
cutada nos casos de recidiva ou persisténcla da
doenga. Pacientes jovens, com tumores bemn dife-
renciados, com boa resposta ao tratamento prima-
rio @ com intervalo livre de doenga superior a 6
meses parecem ser favorecidas com esta aborda-
gem.

Em situagdes clinicas especiais, existem estu-
dos mostrando a possibilidade de cirurgia conser-
vadora (salpinguvoforectomia unilateral com
estadiamento cirdrgico da cavidade abdominal e
bidpsia do ovario contralateral). A responsabilida-
de de tal decisao devers ser dividida com pacienta
e seus familiares devido ao risco potencial de pro-
gressiao da doenga.

Pré-requisitos para cirurgia conservadora:

1. Pacientes jovens com desejo de gostagao;

2. Doenga em estadio IA;

3. Tumor epitelial bem diferenciado ou bordeline,
disgerminoma puro, tumor das células da granulosa
ou das células de Seruali-Leydig;

4. Seguimento pés-operatério regular e perio-
dico.

Quimioterapia
1) Pacientes com cancer de ovario estagios A e
IB de baixo grau histologico

Como apenas 15% a 25% das pacientes sdo
diagnosticadas nestes estaglos, os estudos nesta
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drea estAo limitados por um numero reduzido de
pacientes. Os estudos da década de 70 que com-
pararam cirurgia com cirurgia seguida de
quimioterpia e/ou radioterapia naoc mestraram au-
mento da sobrevida no grupe tratado de forma
adjuvante (MAGUIRE 1993).

2) Pacientes com cancer de ovario estagios |
de alto grau histolégico ¢ IC

Todas ag pacientes com céncer de ovario de
alto grau necessilam de tratamento adjuvante, bem
coma aquelas com carcinoma de células claras (NIH
1995). Muitas, mas n@o todas as pacientes com
estagio 1C devem fazer tratamente adjuvante (NIH
1995). Um estudo que comparou o fosforo-32 com
melfalam n&o mostrou diferenga no intervalo livre
de doenga e na sobrevida global, entrietanto n&o
houve grupo controle sem tratamento adjuvante
{(Young 1990). Estudos mais recentes comparam
cisplatina ao fosforo-32, mas os resultados finais
ainda ndo estdo disponiveis (Maguire 1993). Devi-
do ao bom prognostico das pacientes com cancer
de ovario inicial & necessario se desenvolver méto-
dos para definir qual o grupo com maior risco de
recidiva a fim de indicar tratamento adjuvante
(Young 1990; Maguire 1993). O valor de tratamen-
to adjuvante no cancer de ovéria inicial ainda é in-
cerla, e, em especial para as pacientes com esta-
giolA e IB, nao deve ser oferecido (Maguire 1993).

3) Pacientes com céncer de ovérlo avangado -
estagios Il, e IV

As pcientes com cAncer de ovério com qual-
quer estagio diferente de | séio consideradas doen
¢a avangada (NIH 1995). As pacientes com cancer
de ovario submetidas a cirurgia citorredutora com
resultade satifatorio (doenga residual < 1em) gu naa,
tem indicagao de tratamento havendo ainda con-
trovérsias quanto a indicacéo da avaliacéo da res-
posta, fora de um estudo clinico, atraves de uma
segunda laparotomia ('second lock") (Maguire
1993). A literatura sugere que os programas com
composto do platinum sao superiores aos agentes
alguilantes e a programas sem compostos do
platinum (AOCTG 1991). Apesar disso o maior
impacto dos compostos do platinum foi nos indices
de resposta, com pouca diferenga na sobrevida
{AOCTG 1991, Maguire 1993). Alguns dos progra-
mas de tratamento do cincer de ovario avangado
usam a doxorubicina associada a cisplatina. Ainda
que alguns estudes mostrem vantagem de
sobrevida com o uso da antraciclina, a maiorla dos
estudos randomizados que compararam progra-
mas com cisplating, corn ou sem doxorubicina, nao
mostraram beneficic com o uso de doxorrubicina
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(Conte 1986; Neijt 1987 GICOG 1987: Omura
1989). Além disto, a doxorubicina torna o progra-
ma de tratamento mais téxice (Ozols 1994), e pode
levar a diminuigao da dose da cisplatina que é a
droga mais importante da combinagao (Maguire
1993). A cisplatina foi, por algum tempo, o com-
posto do platinum padriaao para o tratamento do can-
cer de avario. Com o surgimento da carboplatina,
com um perfil de toxicidade aparentemente mais
favorédvel, realizaram-se estudos visando estabe-
lecer comparag8o com a cisplatina. Os estudos que
comparam cisplalina com carboplatina, favorecem
o uso da carboplatina devide a maior facilidade de
administragio e menor toxicidade renal e neurold-
gica, embora a carboplatina cause maior mielossu-
pressdo, em especial trombocitopenia (TenBorkkel
Huinink 1991; Edmonson 1989; Alberts 1992;
Swenerton 1992; Hannigan 1983). A
individualizagéo da dose de carboplatina pelo uso
datomula de Calvert {Calvert 1989), néo usada nos
estudos acima citados, pode acrescentar vanta-
gem ao uso desta droga no lugar da cisplatina
(Ozals 1994). Atualmente, ha evidéncias de que a
dose total dos compostos do platinum em um peri-
odo definido de tempo é mais importante que a in-
tensidade de dose (Maguire 1993; Ozols 1994;
Aalberts & Garcia 1994). Devido ao seu perfil de
toxicidade a carboplatina & a droga de escolha para
os esludos que invesligam altas doses de
quirmnioterapia no cdncer de ovario avangado {Ozols
1894; Albberts & Garcia 1994). O paclitaxel é, en-
tre as novas drogas, a mais importante a ser acres-
centada, na década de 90, ao tratamento do ¢én-
cer de ovario (Ozols 1984; Caldas & Maguire 1995).
Sua atividade significativa em pacientes com tumo-
res de ovario refratarios aos compostos do platinum,
levaram ao seu rapido desenvolvimento nesta do-
enga. Hecentemente foi publicado um estudo
randomizado comparando cisplatina e
ciclofosfamida com paclitaxel e cisplatina em paci-
entes com cancer de ovario estagios Il e IV sem
tratamento prévio (Maguire 1996). Este estudo mos-
trou melhora dos indices de resposta objetiva,
sobrevida mediana e imarvalo livre de doenca, Es-
tudos adicionais definirdo o papel da combinagéo
paclitaxel e cisplatina no tratamento primario do
cancer de ovdrio. Mais recentemente ha estudos
buscando desenvolver & combinac@o do paciitaxel
com carboplatina (Ozols 1994; TenBorkke! Huinink
1995; Ozols 1995). H4 ainda um estudo de fase |
que esla avaliou a combinag&o paclitaxel, cisplatina
e ciclofosfamida com fator de crescimento
hematopoiético apresentando 80% de respostas,
mas ainda ndo ha estudos adicionais com este re-
gime de tratamento {Reed 1995). Os melhores re-
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sultados no tratamento com quimioterpia para can-
cer de avario pressupde cirurgia cilorredutora
satisfatoria, com lesdes residuais inferiores a 0,5
cm ou 1,0 om (Ozols 1994). Um estudo recente
{vanDerBurg 1985) randomizou, apés 3 ciclos de
cisplatina e ciclofosfamida, paCiEI’ltES com
cilorredugin inadequada para serem submetidas
ou néo a nova cirurgia citorredutora, e receber mais
3 ciclos da mesma quimioterapia. Houve melhora
do intervalo livre de doenga e de sobrevida do gru-
po submetido a segunda cirurgia citorredutora com
SuCesso.

4) Pacientes com cancer de ovério recidivado
Mo tratamento quimioterapico do cancer de ova-
rio recidivado a primeira avaliagao a ser feita é se
estamos frente a doenca refratéria a compostos do
platinum ou ndo. Doenga clinicamente sensivel a
compostos do platinum é aquela que apreseniou
resposta inicial &4 quimioterapia com estes, & cujo
intervalo do final do tratamento até a recidiva da
de=niga & superior a 6 meses. Os pacientes que
apresantaram progress8o do tumor ou doenga es-
tAvei como melhor a resposta a quimioterapia com
compostos do platinum sdo considerados resisten-
tes a estes. Também se considera doenca resis-
tente ao platinum quando a recidiva occorrer me-
nos de 6 meses apos o término do tratamento
(Thigpen 1993). A literatura mostra que quanto
maior o intervalo enire o primeiro e o segundo tra-
tamentos com compostos do platinum, maiores
serfio os Indices de respostaao segundo tratamen-
to, independente da droga usada na primeira e
segunda linha (Thigpen 1993). As opgdes para do-
enga resistente a compostos do platinum s&o basi-
camente o paclitaxel, a ifosfamida,a hexame-
tilmelamina e o tamoxifen (Thigpen 1983; Ozols
1994). O paclitaxel & uma droga gue demonstrou
desde os estudos iniciais uma importante ativida-
de em tumares de ovario refratarios a platinum
{Maguire & Rowinsky 1991; Thigpen 1993; Ozols
1994). Com respostas objetivas entre 20% e 29%
em tumores refratarios a compostos do platinum, o
paclitaxel se tornou em uma opgao muito para no
tratamento do cancer de ovério recidivado pés-
quimioterapia (Maguire & Rowinsky 1991) e moti-
vou 0 seu estudo no tratamenta primario desta da-
enca {(Maguire 1996). As principais toxicidades do
paclitaxel séo as reagbes alérgicas durante a infu-
£30 o a mielossupressdo podendo ger necessario
0 uso de fator de crescimento hematopoiético con-
forme as doses e assovciagbes ulilizadas (Ozols
1994). Uma segunda opgao é a ifosfamida que
mostrou indices de resposta, em pacientes refrata-
rios a compostos do paltinum, entre 12%; o 23%,
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(Thigpen 1993; Sutton 1993). Seu perfil de
toxicidade inclui les&o do urolélio, mielossupressao
e encefalopatia (Maguire & Rowinsky 1991). Ape-
sar da modesta atividade, a ifosfamida tem papel
no tratamento do cancer de ovario recidivado
(Thigpen 1993). A combinag@o de paclitaxel com
ifosfamida estd em avaliagio em estudo de lase |
{Markman 1995). A hexametilmelamina é uma dro-
ga conhecida desde a década de 60 mas que ain-
da néo tem papel definido no tratamento do céncer
de ovario. Como sua toxicidade medular € modes-
ta, € uma boa droga para ser usada em associa-
gdo com outras drogas mielotdxicas (Maguire &
Rowinsky 1991). Como tratamenio de resgate a
hexametilmelamina apresenta respostas em torno
de 20% {Maguire & Rowinsky 1891; Thigpen 1983},
Esta droga ndo é disponivel no nosso meio. O
tamoxifen, por sua vez, apresenta pelo menos um
estuda comao tratamento de segunda linha em cén-
cer de ovéario com indices de resposta de 18%. Seu
uso de maneira mais intensa ainda depende de
maiores estudos (Thigpen 1993).

5) Quimioterapia intraperitonial

A quimioterapia intraperitonial para o tratamen-
to do cancer de ovdrio estd baseado na possibili-
dade de expbr o tumor a maiores concentragdes
das drogas superando a resisténcia a estas, au-
mentando a morte de células tumorais e
melhoramdo ¢ resultado do tratamento (Markman
1994). Os estudo iniciais mostravam ser possivel
atingir altas concentragoes de citotéxicos na cavi-
dade peritonial com toxicidade sistémica semelhan-
te a observada com administragio endovenosa. A
importancia disto no cancer de ovario uma vez que
a disseminacéo da doenga fica restrita a cavidade
peritonial até fases muito avangadas da doenga
(MARKMAN 1991). Por outro lado este método
terapéutico s6 apresenta resuitados satisfatdrios
quando o volume de doenga a ser tratade € muito
pequeno, microscopico ou menor de 0,5 cm
{Markman 1991). De todas as drogas estudadas a
cisplatina é a mais bem conhecida, mas também
foram avaliadas a carboplatina, a mitoxantrona, a
mitomicina e o paclitaxel {Markman 1991; Markman
1995). Recentemente foi publicado, na forma de
resumo, um estudo gue comparou a administragéo
de ciclofostamida com cisplatina endovencsa ou
intraperitonial {Alberts 1995). Houve maior
sobrevida e menor toxicidade relacionada a
cispla[ina na grupo que usou esta por via
intraperitonial. Ha algumas situagées em que a
quimioterapia intraperitonial poderia ser conside-
rada uma opcao de tratamento: (1) apds o trata-
mento sistémico em pacientas com volume muito
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pequeno de doenga residual (< 0,5 em); (2) tumo-
res de alto grau em resposta completa definida por
cirurgia; (3) tratamento inicial de doenga estagios |
e Il (Markman 1991).

Radiotlerapia

A radioterapia tem, nos dias de hoje, um papel
muito restrito no tratamento do cancer de ovario.
Efeitos colaterais como bridas com obstrugéo in-
testinal e, s vezes, perfuracdes intestinais, ndo sfo
incomuns com radioterapia para o abdémen, mas
ndo ocorrem com quimioterapia. Além disto,
trombocitopenia também & mais frequente nas
pacientes tratadas com radioterapia abdominal to-
tal para cancer de ovério. A melhora do perfil de
toxicidade da quimioterapia, com a inlrodugio de
pragramas de tratamento a base de compostos do
platinum, fez com gque a radioterapia fosse coloca-
da em segundo plano (Lanciano & Randall 1891).
Os estudos com radioterapia como tratamento
adjuvante nos estagios Iiniciais do cancer de ovario
maostraram resultados semelhantes aos obtidos com
quimioterapia a base de compostos do platinum.
Apesar disto, a maioria dos estudos sao da década
de 70 e inicio da década de 80 gquando os
estadiamento cirirgico do cancer de ovario néo era
tao rigoroso e a técnica de radioterapia menos de-
sanvolvida, O fasforo coloidal intracavitério (P32)
gue ¢ um radioisétopo com alta energia b e ecom
maior penetracdo tecidual do que o ouro 198
(Au198) usado inicialmente e a auséncia de radia-
¢80 g do P32 diminuiu as complicagbes (Lanciano
& Randall 1991). Um estudo randomizado recente
comparou o P32 com melfalan no tratamento
adjuvante dos estégios | e Il de céncer de ovirio
com fatores de mau progndstico, nao havendo di-
ferenga de sobravida nos dois grupos (Young 1920).
Alguns autcres usaram radioterapia por feixe ex-
terno associada ao P32, aumentando as complicas
¢ao relacionadas ao tratamento e ndo havendo
ganho de sobrevida (Lanciano & Randall 1891). Os
trabalhos com radioterapia por feixe externo avali-
aram a radioterapla abdominal total e a radiotera-
pia pélvica. A radiolerapia pélvica se maostrou ina-
dequada como tratamento adjuvante no cancer de
ovario devido ao alto indice de recorréncia da do
enga fora do campo de irradiacac (Lanciano &
Randall 1991). A radioterapia abdominal tetal fol
comparada de forma randomizada ao melfalan, nao
sendo demonsirado diferencga de sobrevida, mas o
brago da radioterapia apresentou alte indice de
complicagbes toxicas e um custo mais elevado
(MDACC IN). Os estudos que compararam radio-
terapia com quimioterpia em pacienies com Gan-
cer de ovario avangado, tlambém nao mostraram
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diferenga de sobrevida. Assim como nos estudes
cam guimioterapia os pacientes gue mais se bene-
ficiam da radioterapia adjuvante sdo os com
citorreducéo adequada (Lanciano & Randall 1991).
Us estudos que avaliaram tanto P32 como a radio-
terapia adb tot em pacientes com doenca persis-
lente delectada na laparotomia de reavaliagio apds
quimioterapia adjuvante, mostraram resultados fa-
vordveis nas pacientes com doencga microscdpica
ou lesdes mencres (Kuten 1988; Lanclano &
Randall 1991). Os mutitiplos tratamentos prévios
com quimioterapia limitam o uso da radicterapia adb
tot, assim como varias laparotomias dificuttam tec-
nicamente ¢ uso do P32. Além disto o P32 si tem
atividade sifgnificativa em pacientes com doenga
microscopica e lesdes menoras que 3 a 4 mm. Con-
cluindo, a radioterapia tem atividade significativa e
comparavel a quimioterapia, mas devido aos resul-
tados de estudos que moslraram majores indices
de complicagbes com a radioterapia esta nao faz
parte do tratamento de rotina do céncer de ovario.
Desde a realizagéo destes estudos houveram me-
Ihoramantos na téenica da radioterapia e avangos
tecnoldgicos, ndo havendo ainda relatos de estu-
dos atuais que incorporem estes avangos (Lanciano
& Randall 1991).

1) RECOMENDAGAO:
Cirurgia

Todas as pacientes com cancer de ovario , gue
apresentem condigéo clinica devem ser submeti-
das a cirurgia para esladiamento e citorredugéo da
doenga para lesdes residuais inferiores a 1 em.

2) Quimioterapia
2.1} Pacientes com cdncer de ovdrio estagios 1A e
IB de baixo grau histoldgico:

Estas pacientes devem ser submetidas a trata-
mento cirdrgico conforme descrito acima, e, devido
ao pregnostico favoravel, serem colocadas em se-
guimento sem tratamento adjuvante.

2.2) Pacianles com cancer de ovdrio estaglo | de
alto grau histolégico ou IC ou células claras:
Estas pacientes devem receber 3 eiclos do pro-
grama de tratamento com Cisplatina e
Ciclofosfamida (PC), a cada 21 dias, conforme

Protocolo 24/99.

2.3} Pacientes com cancer de ovério estagios Il e
Il com citorredugdo adequada (tumores residuais
meneres que 1 cmj:

Estas pacientes apds cirurgia citorredutora de-
vem ser encaminhadas para tratamento com
quimioterapia. O programa de tratamento, admi-
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nistrado por 6 (eeig) ciclos de Cisplatina e
Ciclofosfamida (PC), a cada 21 dias, conforme
Protocolo 24/99,

Estdo em avaliagéo programas envolvendo
Taxol e carboplatina. H& estudos mostrando a
superidade de PC, com a cisplatina administrada
via intra-peritonial, podendo ser oferecido se o ser-
vign dispuser de condigbes técnicas.

Observacio;
- As pacientes sem evidéncia clinica e laboratorial
de doenca podem ser submetidas a cirurgia de
reavaliacao conforme rotina da instituicdo:

- sem evidéncia de doenga: seguimento con
forme descrito abaixo.

- com evidéncia de doenga: paclitaxel confor-
me item 5.2, da sec¢éo de tratamento.

2.4) Pacientes com cancer de ovdrio estagio I com
citorredugéo inadequada e estdgio IV:

Estas pacientes apds cirugia citorredutora sem
sucesso devem ser encaminhadas para tratamen-
to com quimicterapia.

- A resposta ao programa de tratamento deve ser
reavaliada apos o 3° ciclo. Aqui podera ser consi-
derada novamente a possibilidade de cirurgia
citorredutora, Aqueles pacientes que estiverem
apresentando resposta objetiva ao tratamento, e
ndo forem a cirurgia, devem seguir sendo
reavaliados a cada dois ciclos. A quimioterapia sera
interrompida dois ciclos apos resposta completa ou
doenca estdvel em duas avaliagdes consecutivas.
- Os casos submetides a cirurgia no intervalo do
tratamento com citorredugao adequada seguem a
mesma quimioterapia por mais 3 ciclos. Casos que
ainda assim apresentam doenga residual maior que
1 cm seguem o tratamento como as pacientes nao
submetidas a cirurgia.

- O programa de quimioterapia é Gisplatina e
Paclitaxel (PT}, a cada 21 dias, conforme Protoco-
lo_25/99. Estd em estudo a combinagdo de
Carboplatina e Taxcl.

Observagio: se for documentada toxicidade
hematoldgica grau IV ou atraso do tratamento por
mais de 7 dias a dose do paclitaxel deve ser redu-
zida para 135 mg/m?®.

2.5) Pacientes com cdncer de ovdrio recidivado ou
doenca residual apss tratamento adjuvante:
Toda paciente com recidiva de céncer de ova-

rio ou doanga residgal ﬁgﬁ' guimjgjgr_aﬁig deve ser
submetida, sempre que possivel, 8 nova cirurgia
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citorredutora visando doenga residual inferirar a 1
cm.

2 5.1) Doenga recidivada sensivel a compostos do
platinum (ver definicdo item 3, segae de
quimicterapia):

As pacientes que recidivaram 6 meses apds o
término do tratamento podem ser levadas a novo
procedimento cirurgico. Apds, devem ser tratadas
novamente com um programa de iratamento a base
de compostos do platinum conforme descrito para
pacientes com céncer de ovério nos item 2, 3ou 4
da recomendacgao da tratamento.

2.5.2) Doenca residual ou recidivada resistente a
compostos do platinum néc expostos a paclitaxel
(ver definicao itemn 3, segao de guimnioterapia), de-
verm receber Paciitaxel, a cada 21 dias protocolo
25/99.

2.5.3) Pacientes em segunda recidiva resistente a
compostos do platinum ou jé expostos a paciitaxel:
- Tamoxifen 20 mg, via oral, 12/12h.

Observagéo: Devem ser estimulados programas
expenimentais a ser desenvolvidos de maneira con-
junta apds aprovagdo pela Comissao de Etica e
Grupo de Pesquisa e Pds-graduagio.

AVALIAGAO DE RESPOSTA

As pacientes em quimioterapia que possuam
exames positivos (radiologia e CA-125) antes do
inicio do tralamenlo devem ter estes mesmos exa-
mes repetidos a cada 2 ciclos. Além destes, de-
vem ser realizados a cada ciclo:
- Histdria e exame clinicos
- Contagens hematologicas completas.
- Pravas de funcéo renal
- Desempenho clinico

Na evidéncia de progressao da doenga o trata-
mento deve ser interrompido e a paciente reavaliada
conforme descrito acima no item C, da sogdo de
avaliagdo clinica.

SEGUIMENTO

As pacientes fora de tratamento com
quimioterapia devem avaliadas no ambulatorio a
cada 3 meses com a seguinte rotina de exames:

e T T S PN 0

Exame Perodicidade

1. Histdria e exame clinicos 3 meses

2. Contagens hematoldgicas 3 meses

completas.,

3. Ecografia abdominal total e 6 meses

transvaginal

4. Radiograma de torax 6 mases

5. Dasempenha clinico 3 meses

6. CA125 3 meses

7. Fostatase alcalina e g-GT 3 meses

8. Cintilografia dssca se dor dssea ou
elevagéo de
fosfatase alcalina

9. Mamografia anual

Se houver alteragdo do exame clinico antecipar
03 exames.
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CARCINOMA DE OVARIO
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« Orientagéo para o paciente: ingerir pelo menos 2 litros de liquidos nas 24 horas que antecedemn o
tratamento

* No hospital

- Sofo glicosado 5%- 1000m|
MaCl 20% - 40ml
KCl 10% - 10mi
MgS0, 50% - 3ml

endovenoso em 2 horas

* Pré-medicagao

- Dexameiasona 20mg IV, 30min antes da quimioterapia.

- Ondansetron 8mg a 24mq, diluido em 50ml soro glicosado 5%, infundir em 15min, 30min antes
da guimioterapia

* Quimioterapia

- Ciclofosfamida 750mg/m?, no D1, endovenoso em bolo;

- Cisplatina 75mg/m?, no D1, administrado em 2 horas diluido em:
= soro fisioldgico 0,9%, 300mi
- manitol 20%, 100m|
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» Orientagio para o paciente:

- Ingerir pelo menos 2 litres de liquidos nas 24 hora que antecedem o tratamento
« No hospital:

- Boro glicosado 5% - 100Uml
NaCl 20% - A0ml
KCI 10% - 20m|
MgSQ, 50% - 3ml

endovenoso em 2 horas

* Pré-medicagao

- Ranitidina 50mg (ou Cimetidina 300mg) endovenoso diluido 30min antes da quimioterapia

- Dexametasona 20mg endovenose em bureta 30min antes da quimioterapia

- Dexclorfeniramina 2mg, 2cp via oral, 30min antes da quimioterapia

- Ondansetron 8mg a 24mg, diluido em 50ml soro glicosado 5%, infundir em 15min, 30min antes
da quimioterapia

* Quimioterapia (nesta sequéncia)

- Paclitaxel 135-175 ug/m®, D1, administrado em 1 a 3h, diluido em:
= 500ml

Cisplatina 100mg/m?, no D1, administrado em 2 horas diluido em:
- soro fisioldgico 0,9%,500ml
- monitol 20%, 100ml
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* Pre-medicagao
- Ranitidina 50mg (ou Cimetidina 300mg) endovenoso diluido 30min antes da quimioterapia
- Dexametosona 20mg endovenoso em bureta 30min antes da quimioterapia
- Dexclorfeniramina 2mg, 2cp via oral, 30min antes da quimicterapia
- Ondansetron 8mg a 24mg, diluido em 50ml soro glicosado 5%, infundir em 15min, 30min antes
da guimioterapia
* Quimioterapia
- Paclitaxel 135 a 200 mg/mé, no D1, administrado em 3 horas diluido em:
- soro fisioliogico 0,9%, 500mil
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Anexo 4.2 — Instrumento de coleta de dados clinicos

IDENTIFICAGAO & DEMOGRAFIA

Data rewisac,__/ __§ Nomerno caso; CA-25& rgfdl
DADOS DEMOCGRAFICOS Cutrs:
Iniciais da paciene:
Data Nascimerto: /7 AP
Reglstra:
DIAGHNOSTICD Data diagnéstes: [/ 7 ESTASGIO
{1 hIA
dade no d agnéstics: (2 )13
(3 )Lz
Diagnéstico por: {4 )0A
1 1 ) clidegs, CNDE: (5 0E
i 2 ) bidpsia, OHDE: {6 )IC
| 3 ) cirurgia (7 ) -A
{ 4 )outrg; (8 )N-B
(8 ) m-c
EXAMES PRE-CPERATORIOS {10} I\, plewra
Tamx:{ 0 )Megativa (11} N, ouro:
{ 1 ) Fositive, { 99} INDETERMINADD
descricie:
ECC
(3} ecogD
(1) ey
(2) ecog
{ 0 ) Megativa {3) ecog3
{ 1 )Fuositivo, (4) ecog4
descricac:
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BANCO DE DADOS - FROJETO CANCER DE OVARIO

LAPAROTOM A
{ 0 JNAD (1)5Mm
CIRURGLA

CITORRECUGAD
{1 }PRIMARLA

{ 2 JINTERWALO

{ 3 )SECUMDARA
{ 4 yBIOPSIA

{ 5 VSECOMND LOCOK

Dats cinwrgla:_ {

ACHADD ABERTURA CAVIDADE
{ 1 ydeenca imiada ao ovario

{ 2 )doenca imitada a pelve

3 )doanca sm abdoma sup

4 ) carcinomatose partoneal
mvnia
m

SCEDIMENTO CIRURGICO
' bidpeias
) ooforectamia urilaleral
y oofarectamia bilateral
) panhisieeciomia
1 linfadenectemia pévica / paraadtica
i omEntectermia
) ressecCic cdlon
i resseccic irato urinanc
“.

(
{
{
ﬂ
(
(
{
(
{
{
(
{
{ hepaleciomia

|
2
3
4
b
[
[
&
]

CIRURGIA,

ESULTADOC CIRURGIA

JHAD imessecivel

} Citorreducdio 2.0 cm

) Citcrreducdo <2.0 em, menas lesra

) Citcrreducho <2.0 cm, menas figaco

} GRorreducio , mas dosnca macha absd suppehe
} Ciorreducio = 2.0 cm
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5.1 Abstract

Background: In the USA, Europe and Canada epithelial ovarian cancer is the
principal cause of death from gynecological cancer and most patients are diagnosed
in advanced stages of the disease — Stages Ill or IV FIGO. The 5 years survival for
these patients is around 30%. Treatment is based in laparoscopy to stage and debulk
the tumor volume and most cases will need chemotherapic treatment, based on
platinum compounds. Apoptosis route is involved in the tumor development and,
probably in treatment resistance also. Bcl2 family proteins are active in the apoptosis
route and its activity is divided in pro and anti-apoptosis pathways. Studies in ovarian
cancer and Bcl2 proteins family activity were done in USA, Europe and Canada.
However, the results remain controversial concerning the role of these proteins in
ovarian cancer.

Objective: Determine Bcl2, Bcl-x., Bax, Bad and p53 prevalence in a sample of
patients from HCPA. Evaluate a possible correlation between these proteins
expression and the clinical response, as well as the survival.

Methods and patients: Forty-five patients were retrospectively analyzed. They had
epithelial ovarian carcinoma diagnosed and treated in a standardized way on HCPA,
between the years 1996 to 2004. Tumor tissue samples were evaluated through
immunohistochemical analysis to detect positive expression of the proteins Bcl2, Bcl-
X., Bax, Bad and p53.

Results: The prevalence found for the studied proteins in this sample was: Bcl2
49%, Bcl-x. 80%, Bax 98%, Bad 87% and p53 58%; similar to the levels described in
the literature. Positive expression of p53 correlated with worst disease free survival
(16 versus 58 months — p=0.04) in the univariate analysis. The other proteins did not
show correlation with treatment response or with survival in this sample.

Conclusion: Prospective studies in this population, utilizing new technologies, as
micro array, can be the best way to study this group of proteins. It seems to be the
best way to study a group of proteins which shows a dynamic correlation between
themselves, in an intrinsic network of pro and anti-apoptotic pathways.
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5.2 Background

Epithelial ovarian cancer is the leading cause of death in gynecological
cancers in developed world.*?* In Brazil it is the third one, since uterine body and

cervix tumors are still the first in this ranking. °

The peak of incidence is between the fourth and sixth decade of life, a
phase of great productivity for most of the affected women. Unfortunately, the
symptoms are diffuse and unspecific, delaying the diagnosis to advanced stages of
the disease — stages lll or IV — which, in fact, it is the reality observed in 70% of

cases.*’

A multidisciplinary health care team should manage the ovarian cancer
treatment. Surgeons well trained and used to the biology and dissemination pattern
of this disease, usually can perform tumor resections in a more standardized way,
which directly affects the patient's prognosis.'®> The goal of surgical procedure is
tumor debulking and staging of the disease, leaving the less tumor volume as
possible in the abdominal cavity.****® Complementary treatment of ovarian
carcinoma include chemotherapy based on platinum and taxanes compounds in

most of the cases.®%!

In these patients, chemotherapy is able to extend the
symptoms free survival and the overall survival in 18 o 38 months, respectively.

52160.161 Byt still, the overall survival in 5 years is just around 30%.*

Apoptosis, or programmed cell death, is important in the control of cell
mutations and alterations, to avoid the tumor appearance. 73,75 it is also important

in the treatment of these tumors, since the cytotoxic chemotherapy, as the platinum

derived compounds, will act based on this pathway. %"
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The main regulators in the apoptosis process are the products of the
tumoral supressor gene p53 and from de gene Bcl2. The Bcl2 family is compound by
pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins. The most known pro-apoptotic compounds
are: Bax and Bad and the most known anti-apoptotic members are: Bcl-2 e Bcl-x,."
Usually, the balance between the pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins activity

will define the cell viability. ™

Evaluating specifically ovarian neoplasm, we can see that the Bcl2 family
protein expression pattern is different between the normal ovarian tissue and the
malignant ovarian tissue. !¢ Bcl2 protein, for example, is present in the normal

144,145

ovarian tissue more frequently than in the epithelial ovarian carcinomas , While

Bax e Bcl-x, have an opposite pattern.***. Usually, a third of the epithelial ovarian

147,148

carcinomas express the Bcl2 protein and, apparently, there is a correlation

between Bcl2 expression and the evolution to the neoplasm pattern **’.

Previous studies in cell models of ovarian carcinomas suggest that the
Bcl2 protein expression is associated also with platinum treatment resistant

disease.'®.

However, the expression pattern and the correlation between Bcl2
protein expression and ovarian carcinoma prognosis, in studies done in United

States, Canada and Europe, is still a matter if debate, 153154 150 74 147 155 156 151 152

The expression pattern of Bcl2 proteins family, favoring or preventing
apoptosis, and its relation with chemotherapeutic treatment resistance can lead to a
lower index of objective responses and, consequently, lower progression free
survival. Demonstrating the association between worst clinical evolution and a lower
index of objective responses to chemotherapy with alterations in the Bcl2 family
protein expression could bring theoretical basis to future clinical trials about specific

treatment targeting this metabolic route.
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This study was developed with the aim of knowing the prevalence of the
expression of Bcl-2, Bcl-x., Bax, Bad (Bcl-2 proteins) and p53 in ovarian carcinomas
of a cohort of patients from the south of Brazil, which is a different population than
the one evaluated until now, in the available studies. Besides that, we search for a

link between the expression of these proteins and the effectiveness of the treatment,
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5.3 Methods

Patients and Samples

This is an observational study of a historical (or retrospective) cohort,
carried out in Hospital de Clinicas, Porto Alegre, Brazil. Patients with ovarian cancer,
treated in this hospital from 1996 to 2004, constituted the sample. Since 1996, a
protocol of standardized treatment was introduced in the hospital, aiming the
cooperation between the Gynecological Oncology Unit and the Clinical Oncology

Unit. (Attachment 4.1)

The patients were searched in the hospital’'s general register of patients
and on the hospital register of cancer and surgery. The search was done based on
the code C56 (CID-10). The selected patients should fulfill the following criteria:
adequate surgical and clinical staging process, with collect of tumor tissue in the
moment of diagnosis available for immunohistochemical analysis and with clinical

data of treatment and follow-up available in the medical registers of the hospital.

After the initial search, 370 patients were localized. Their hospital registers
were reviewed to complete the clinical data sheet of the study. (Attachment 4.2)
Initially, 112 patients were censured because their diagnosis was not epithelial
ovarian carcinoma, but, other kind of ovarian tumors (teratomas 11 cases, benign
cysts 84 cases, borderline tumors 17 cases). Another 85 cases showed mistakes in
the CID-10 classification or registration, not characterizing ovarian pathology at all;

and 42 registers were not localized.
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One hundred and thirty one samples were identified as epithelial ovarian
carcinoma. Unfortunately, 84 of them did not reach the inclusion criteria of this study.
Thirty-five patients had just part of their treatment at this hospital, which means, they
had surgery or chemotherapy done in another hospital. Forty nine patients did not
have available material for immunohistochemical analysis (10 cases were had
diagnosed based only on cythopathologic studies, 04 cases did not have any
anatomopathologic or histopathologic study, paraffin blocks were not localized in 19
cases, 04 cases were excluded because they received neoadjuvant treatment (which
prevent appropriate immunohistochemical analysis) and 10 patients denied
oncological treatment. Two cases received inadequate surgical treatment and
another 02 cases did not receive adjuvant treatment because of serious mental

problems. (Figure 5.8.1)

The studied sample consisted of 45 patients with median age of 57 years
(variation between 22 and 38 years). Only one patient in this sample had not
laparotomy at the beginning of the treatment. She was stage IV-FIGO at diagnosis,
with abdominal cutaneous metastasis. She received initial treatment based on
chemotherapy. The tissue sample analysed by immunhohistochemical test was
collected from the biopsy of the cutaneous lesion, before chemotherapy. General

Characteristics of the sample population are on Table 4.7.1.

One pathologist (R.l.) without knowledge of the clinical data reviewed
histologic slides. Clinical index — disease stage at diagnosis based on FIGO%163
complete surgical debulking (less than 2 cm of residual tumor left in the abdominal
cavity) or not, clinical response to treatemnt based on the criteria established by

OMS *®*) | progression free survival (in months) and overall survival (in months) were

critically reviewed.
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The follow up time was considered the time from diagnosis until the last

information presented on clinical records or death.

Immunohistochemical

Sections from formalin-fixed, paraffin-embedded blocks were immunostained
using the biotin-streptavidin-peroxidase method to study the Bcl2 family proteins
expression. The antigen recuperation was induced in microwave oven using the

diaminobenzidine chromogen.

Table 5.7.2 shows the details of antibodies and the dilutions used in this
analysis. A sample of follicular lymphoma was the positive control and the negative

controls were samples incubated without the primary antibody.

Three pathologists evaluated the immunohistochemical slides (M.ILA.E, L.M.
e R.1.), unaware of the patients clinical status. Immunostaining was scored according
to the percentage of positive staining of the tumor cells: 0 to 10% - negative; 11 to
25% - 1+; 26 to 50% - 2+; 51 to 75% - 3+; 76 to 100% - 4+. All the samples with
more than 10% of immunostained cells were considered as positive, and the final
score was composed by arithmetic media of the percentual results scored by each of

the observers.

Statistical Analysis

A analise estatistica foi realizada através da construcdo de tabelas de

freqUéncia. Differences in proportions were evaluated by the Chi-square (Mehta and
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Patel, 1983) or Fisher’s exact test, whichever was appropriate, and correlations were

examined according to Pearson.

Disease-related and progression-free survival rates were calculated using
the method of Kaplan-Meier (Kaplan and Meier, 1958). The log-rank test was used
for univariate analysis, and a Cox proportional hazards regression model was used
for multivariate evaluation of survival rates. In multivariate analysis, a backward

stepwise selection procedure was done.(Cox, 1972).

The statistical significance was considered as two-sided P < 0.05. The
Statistical Package for Social Science (SPSS - version 13.0 Chicago, lllinois) was

used for statistical analysis.

Ethical Aspects

This study was approved by the Ethics Committee and GPPG HCPA-

UFRGS.
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5.4 Results

Clinicopathologic Correlations

The median age in this patient’s cohort was 57 years, with a variance
between 22 and 83 years. Most of these patients presented with advanced stages at
the moment of diagnosis, 43 of them (95%) presented stages Il or IV FIGO. (Table

5.7.1)

The most commonly observed histological group in this sample was serous
adenocarcinoma, in 29 (65%) cases. No case of clear cells carcinoma was identified.
This histological type is associated with the worst prognosis, together with the
mucinous carcinoma. We grouped the histological types found in our sample as
serous adenocarcinoma, endometrioid (4/45), mucinous (2/45) or non-specific

adenocarcinoma (10/45). (Table 5.7.1)

Concerning the treatment, 44 patients were submitted to laparotomy for
staging and treatment, one patient was diagnosed after biopsy of a metastatic lesion
and received just chemotherapic treatment at diagnosis. Nineteen (42%) from the 45
patients presented volumous disease at diagnosis, with peritoneal carcinomatous
dissemination or malignant cells in the upper abdomen at surgery. However, 22/44

patients (50%) achieved optimal debulking at surgery. (Table 5.7.3)

Two of the 45 patients did not receive adjuvant chemoterapy; because they
died post-operatively (one death caused by intestinal occlusion and the other caused
by pulmonary thromboembolism). From the 43 patients that received chemoterapy,
the first line was based on platinum compounds in 40 patients (93%), associated to

paclitaxel in 32 of these 40 cases (74%).
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Clinical response to the first line chemotherapy treatment (base don image
and serum CA125) was observed in 25/43 (58%) of the patients, while 8/43 (18%)
showed partial response or stable disease, 3/43 (7%) showed progressive disease
and 2/43 (4%) died during treatment, by disease progression. One patient (7%) in 43,
abandoned the treatment and follow-up after the third cycle of first line chemoteray.

(Tabela 5.7.3)

Evaluating advanced stage ovarian cancer established prognosis factors —
age, performance status, histological type and grade, staging, ascites and debulking
surgery results — and the response to first line chemotherapy, we did not find any

significant statistical association in this patients’ group.

From the 40 patients that received platinum compounds in the first line
treatment, 39 had complete follow-up informations, 11 (25%) of them were considere
as platinum resistant disease (tumor progression during platinum treatment
application or recurrent disease before a 6 months interval from the end of platinum
treatment). No significant association was found between the studied proteins and

the presence of platinum tumoral resistance in this group.

Immunohistochemical

Twenty-two (49%) of the 45 cases presented positive expression of the Bcl2
protein. Most of the positive cases (20/22-90%) were graduated between 20 and

55% of positive cells in the sample. (Figure 5.8.2)
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From the 45 analysed cases, 36 (80%) were positive to Bcl-x.. Graduations
were between 52 and 97% of positivity in 80% (29) of the 36 positive cases. (Figure

5.8.3 and 5.8.4)

Thirty-nine cases (39/45-87%) were positive to Bad. Twenty-six (67%) of this
39 cases were graduates between 26 and 75% of positivity to this protein in the

tumoral cells samples. (Figure 5.8.5)

Forty-four from the 45 samples (98%) were positive to Bax, most of them
(31/44-70%) with 75 to 100% of positivity. Only one case presented complete

negative to reaction with Bax antibody. (Figure 5.8.6)

From the 45 cases, the p53 protein was expressed positively in twenty-six
(58%). Eighteen of them (69%) had graduations between 75 and 100% of positive

cells. (Figure 5.8.7 - Table 5.7.4)

Protein Bcl2 expression correlated positively with protein Bad (Pearson R =
0.378, p=0.011), as well as the proteins Bcl-x_ and Bax presented a regular positive
correlation between themselves (Pearson R = 0.365, p=0.014). Bcl-X, and p53 showed
a weak negative correlation, without, however, reach statistical significance in this

patient sample. (Pearson R =-0.126, p=0.41).

Examining possible associations between the expression of the studied
proteins and known prognosis factors in advanced ovarian cancer (histological type
and grade, age, surgical debulking and ascites), we found a correlation between the
absence of immunostaining to p53 and the histological type serous adenocarcinoma.
(p=0.01). Bcl2 family proteins did not show any significant association with the

prognosis factors in this sample.
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Aiming to investigate a possible predictive value of these proteins in
ovarian carcinoma, correlations between proteic expression and the clinical response
to the first line chemoterapy were tested. However, no significative correlation was
found. Bcl-2 (Pearson R =-0.71, p=0.66); Bcl-xL (Pearson R = -0.135, p=0.375); Bad
(Pearson R = 0.076, p=0.619); Bax (Pearson R = 0.018, p=0.9) e p53 (Pearson R = -

0.173, p=0.25).

In the same way, no significative difference in the studied protein
expression was demonstrated in the cases distribution between the groups with

different responses to chemoterapic treatment. (Tabela 5.7.5)

Survival Analysis

The median survival observed was 24 months (minimum O and maximum
121 months, in the period of January 1st 1996 to December 31st, 2004. The

observed 5-years survival was 18%.

At the end of follow-up period, 07 (16%) patients were disease free;
recurrence or progression ocurred in 22 (49%) patients, and 18 (40%) of this last
group died during the observation period. Follow-up and death data were lost in 16

(36%) cases, form which we just have response to treatment complete data.

Analyzing disease free survival, using the Kaplan-Meier method, the Bcl-2,
Bcl-x., Bax e Bad protein expression, positive or negative, did not had significative
influence in the difference between the patient groups in this sample. The negative
expression of the p53 protein, otherwise, showed relation with longer free disease

survival time, from 58 to 16 months. (Log rank, p=0.044). (Figure 5.9.8 — Table 5.7.5)
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The multivariate analysis results on disease free survival, incorporating the
known prognosis factors (age, histological grade and type, staging and surgical
debulking), chemotherapy protocol and clinical response to treatment and the

proteins studied, did not show any significant statistical association.

In terms of of overall survival, we did not find association between the Bcl2
family proteins positive or negative expression, not even with the expression of

protein p53 with survival in the Kaplan-Meier analysis. (Figure 5.9.9 — Table 5.7.6)

Considering the prognostic factors already known, the positive or negative
proteins expression, the first line chemotherapy scheme, the response to this
treatment, considere as complete or not, multivariate analysis did not reach any

significant difference.
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5.5 Discussion

According to our literature review, based on MEDLINE search, our study is
the first one, out of USA, Europe or Canada, to evaluate the possible concomitant
relationship between four different members of the Bcl2 family proteins, the p53

protein and epithelial ovarian carcinoma.

The population sample analyzed in this cohort confirmed the usual

description we find on literature about the epithelial ovarian carcinoma®**%2’

, as we
can see in the Tables 1 and 2. We can point out specially, the epidemiologic aspects
commonly seen: middle age women, diagnosed in advanced stages of the disease

and showing as predominant histological type the serous adenocarcinoma.

Comparing the prevalence of the expression of Bcl2 protein family and p53
protein described in the literature and the prevalence we found in our cohort (Tables
5.7.4 and 5.7.8), we can see the similarity. One should take into account that one
reason that makes hard the results’ comparison between all the studies about this
subjects the different patterns for immunohistochemical test reading, the different
techniques and reagents utilized, and the inter and intra-observer variability, that can
happen in the use of immunohistochemical test in different centers. Even in the
evaluation of Bcl2 protein, which use is common and well known in the diagnosis and
prognosis of other pathologic entities, as the lymphomas, for example, the variation is

broader.

In the epithelial ovarian cancer, the Bcl2 protein expression occurs in 40%
(= 10%) of the cases described in previous works. Our cohort presented a 49%

positivity. These results were superposed, even considering the different patterns
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and reading scores, as the particular ones utilized in the series published by
Baekelandt " and Chan ¥, based in sum of scores obtained from the evaluation of
the proportion of positive tumor cells and the intensity of this positivity. Mano and
cols.’®, differently, considered as positive just the nuclear expression of Bcl2 protein,
following the rational that the connection of Bcl2 protein to the nuclear chromatin
could inhibit the apoptosis.This inhibition of apoptosis could be linked to the
chemotherapy resistance and worst prognosis. The protein positivity found in the
Japanese work was 42% and this was the only work that correlated Bcl2 expression

to a worst treatment response and worst survival. 1°°16°

Protein Bcl-x_ is an anti-apoptotic protein with similar activity to Bcl-2. Its
expression in epithelial ovarian carcinoma was evaluated before just by Baekelandt
and cols.”, and they found 66% of positive immunostaining, using a reading score
composed by addition of the extension and intensity of the immunostaining and the
posterior division of the cases in three different groups. Our sample showed 80% of
positive immunostaining and the reading was done considering as positive the
samples with more than 10% of immunostaining. Then, the direct comparison

between these two results is not possible.

Bax is described as having positive expression around 40%%°%'%° or
60% 4! and was found in our patients with a prevalence of 98%. In the analysis

11 the positive expression of Bad was 60%, but only the

performed by Tai and cols.
samples with more than 50% of the cells immunostaining for the protein were
counted as positive. Therefore, if a new analysis of their samples were done, utilizing
more than 10% cells immunostaining as the cut-off point to define positivity, the

prevalence of Bad expression could have been bigger. We repeated the analysis of

our samples using more than 50% of immunostaining as cut-off point to positivity and

158



we found 70% of prevalence. All the statistical analysis was repeated with both
criteria. The results, however, were not affected. Only one case in our sample
presented no immunostaining to Bax, but the same case was negative to
immunostaining for all the other tested proteins. Probably it happened because of
inadequate fixation of the material, or absence of formalin tamponing process,

scarceness or excess of time spent by the material in the fixing agent.

Previous studies (Table 5.7.8) found various associations of the Bcl2 family
proteins and p53 protein between themselves, possibly, an expression of the anti-
and pro-apoptotic interactions that happen with these proteins in the tumor context.
In our population, Bcl2 protein expression correlated positively with Bad protein
expression (Pearson R = 0.378, p=0.011) and Bcl-x_ with Bax (Pearson R = 0.365,
p=0.014). Both interactions occurred between an anti-apoptotic and a pro-apoptotic

protein, respectively.

In this context is interesting to think that Bad protein uses to make the
negative regulation of the anti-apoptotic activity of the Bcl2 e Bcl-x,. proteins. This
happens through the connection of Bad to Bcl2 and Bcl-x., specially this last one,
and it leave the Bax protein free of a possible connection to Bcl-2 and Bcl-x.®’,
making easier to Bax it pro-apoptotic action on the mitochondrial membrane. None of
the previously described works analyzed the presence of Bad protein in the context
of epithelial ovarian carcinoma. However, the descriptions of its activity in the

167,168

apoptosis process in ovarian tumor cell lines , establish the rational to describe

Bad protein prevalence of the 87% in our population.

The p53 protein, recognized by its action as an apoptosis’ regulator and its
connection to the Bcl2 family proteins, is well known and has a disseminated

utilization, with a better-standardized technique. The studies developed previously

159



presented a homogeneous prevalence, with expressions variating between 50 and
60%. In our sample the p53 protein prevalence was similar to that (58%). We also
could confirm the association previously described between the positive expression
of p53 and a worst disease free survival (from 16 to 58 months, p=0.04). "*** There
are descriptions, in breast cancer research, that the p53 wild type protein has a short
half-life and, because of that, the immunohistochemical technique express, in fact,
the accumulation of the p53 mutated protein.'*® Psyrri and cols.!”® evaluated the p53
expression in ovarian carcinoma utilizing microarray technique, and could
demonstrate an association with better disease free and overall survival in their
model. Recent works with cell lines also are investigating response to platinum

treatment and p53 mutation in ovarian carcinoma.*”

Gomes and Andrade '"? evaluated the immunohistochemical expression of
the p53 protein in a Brazilian cohort of 70 patients and also found association
between that expression and serous carcinoma histological type. In a previous work

from the same group of researchers’

, with a cohort of 90 patients, the possible
association between p53 protein and Bcl2 protein was studied, but no significative
association was found. The prevalence they describe for these patients is of 47% for

p53 protin and 20% for Bcl2 protein.

Treatment response, disease free survival and overall survival were not
associated to different levels Bcl2 family proteins of p53 protein expression in our

sample of patients.

Some evidence point to an association of better response to chemotherapy
treatment with the agent paclitaxel and cases with a bigger expression of Bax
protein.®>*! In our sample only one case did not expressed the Bax protein, and in

the 44 cases positives, only one had a immunostaining percentage of cells of less
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than 50%. This made difficult or impossible any comparison and conclusions. Also,
any association between the studied proteins expression and platinum treatment

resistance was found in this sample.

This study was done in a hospital of tertiary care. This hospital attends
mostly patients of low social and low economic level, which is reflected here in high
levels of follow-up losses and in small number of inclusions allowed. Part of the
exposed problems, certainly are usual problems seen in a restrospective study.

These aspects must be weighed in the evaluation of the data displayed here.

The dynamic relationships occurring in the regulation process of Bcl2
proteins family and p53 protein lead us to the conclusion that the
immunohistochemical evaluation may not be the best way to evaluate their real role
in the tumor environment and in the evaluation of citotoxicity caused by drugs. In the
immunohistochemical technique, we just have acces to a limited number of
interactions in a unique point in time. Advanced techniques, as microarray and
proteomics, can detect real levels of active and/or mutated proteins, which would be
better in the attempt of correlate it with clinical endpoints. Following the same line,
multiple drug resistence studies can find answers in this intrincated clinical scenario,

probably not in a unique and specific factor.”

Concluding, the Bcl2 proteins family and p53 protein patterns of
expression found in this patients sample with epithelial ovarian cancer was similar to
the previously described in the available literature around the world. The positive
expression of the p53 protein showed correlation with less disease free survival in
the univariate analysis. Investigations of the role of this protein, its mutations and its
potential as a therapeutic target in the ovary cancer are already in investigation. The

Bcl2 proteins family did not correlate to treatment response of survival in this sample.
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Prospective studies, with the use of new technology for the detection of these

proteins in ovarian cancer should be done to evaluate these questions.
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5.7 Tables
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Table 5.7.1 — Patients Characteristics (n=45)

Clinicopathological

Number of patients %
parameters
Age Median - 57 years (22 - 83 years)
Staging FIGO
A 1 2
A 1 2
1B 5 11
nc 25 55
\Y 13 29
Histological type
Endometrioid 4 9
Serous 29 65
Mucinous 2 4
Non-specific Adenoca 10 22
Grade
I 3 7
Il 20 45
11l 2 4
Not graduated 20 44

FIGO — Federation International of Gynecology and Obstetrics
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Table 5.7.2 — Antibodies used for immunohistochemical analysis.

Cell
Antibody Name Manufacture | Dilution
Reading
AntiBcl-2 Polyclonal rabbit| BD Biosciences|1:80 citoplasmatic
anti/mouse Bcl-2 Pharmingem
Anti Bel-x. Rabbit anti-Bcl-X | BD Biosciences |1:1000 citoplasmatic
Polyclonal Pharmingen
Antibody
W/Control
Anti-Bad Mouse 1gG2b /|BD Biosciences|1:1000 citoplasmatic
Clone 48 / Pos|pharmingen
control A431
Anti-Bax Polyclonal BD Biosciences|1:400 citoplasmatic
Rabbit anti-| Pharmingen
mouse/rat  Bax
Antibody
anti-p53 Purified Mouse |BD Biosciences|1:1000 nuclear

anti-human p53
Monoclonal

Antibody -
isétipe  mouse
lgG1 / clone

Pab 1801

Pharmingen




Tabela 5.7.3 — Treatment (n=45)

Treatment

Number of patients

%

Abdominal cavity

Disease limited ovary
Disease limited pelvis
Disease limite superior abd
Peritoneal carcinomatosis

Lost data

Debulking
Carcinomatosis/irressecable
<2cm
>2cm
No surgery

Chemoterapy 1st line

Cisplatin/Paclitaxel
Carbo/Paclitaxel
Cisplatin/Ciclophosfamide
Carbo/Ciclophosfamide
Carboplatin
Tamoxifen

Melphalan

No

Response

Complete Response
Partial R/StableD
Progression

Death
Abandoned
Toxicity
Death post-surgery

Number of cycles

[EEN
OO 0 ~NOOUWN K-

12
22
10

N P
Wk WN WOy NRrRrNRalRE

rRPPORPFPRPRAN

20
24
40

27
49
22

42
31
12

4.5

N
n NN

Sl
NN NANES

oenvNM~NIZvNvE A
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Table 5.7.4 — Immunohistochemical results (n=45)

: , Number of 0
. v
Imunohistochemical patients 0
Bcl-2
Positive 22 49
Negative 23 51
BC'-XL
Positive 36 80
Negative 9 20
Bax
Positive 44 98
Negative 1 2
Bad
Positive 39 87
Negative 6 13
p53
Positive 26 58
Negative 19 42
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Table 5.7.5 — Treatment response analysis based on proteins ex-
pression

Proteins IHC Response to first line chemotherapy

treatment

P

Complete Partial/Stable Progression value

Bcl2 Neg.a_tive 13 3 2 0.49
Positive 12 5 1
Negative 6 2 1

Bcl-x 0.86
e Positive 19 6 2
Negative 0 1 0

0.44
Bax Positive 25 7 3
Negative 3 1 1

0.61
Bad Positive 22 7 2
Negative 10 5 2

0.79
p53 Positive 15 3 2

IHC - Imunohistochemical
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Table 5.7.6 — Analysisof disease free survival based
on proteins expression

Log-
Proteins  IHC DF.S Cl 95% rank
median
P value
Months
Negative 40 (9.7 - 70.2)
Bel2 Positive 16 (0-53.2) 0.90
) Negative 16 (8.7 - 23.2)
Belxe o ositve 40 223-s51.7)  O°
Negative 58 -
0.86
Bax o isitve 35 (10,2 - 59.7)
Negative 47 (0 - 104)
Bad Positive 40 (11.2 - 58.8) 0.66
Negative 58 (39.8 - 76.2)
p53 Positive 16 (6.2 - 25.8) 0.04

IHC — Imunohistochemical, DFS — Disease free survival
Cl — Confidence Interval
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Table 5.7.7 — Analysis of Overall survival based on
Proteins expression

| 0S Log-
Proteins  IHC ) Cl 95% rank
median
P value
Months
Negative 40 (9.7 - 70.2)
0.83
Bel2 Positive 16 (0 - 68.3)
Negative 16 (8.8 - 23.2)
- 0.37
Bel-xe b ositve 47 (26.4 - 67.6)
Negative 58
0.99
Bax o isitve 35 2.9 - 67)
Negative 47 (0-14)
0.89
Bad Positive 35 (6.3 - 63.6)
Negative 58 (39.8-76.1)
0.15
p53 Positive 16 (6.2 - 25.8)

IHC — Imunohistochemical, OS — Overall survival, Cl —
Confidence interval
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Table 5.7.8 — Estudos sobre a associacéo entre as proteinas da familia
Bcl-2, p53 e 0 Carcinoma Epitelial de Ovario

N Bcl-2 Bax Bcl-X, P53
Author
Berker' t No association.
50 50% - - 66%
(Turky)
Herod®* t SurVi\I;’jB associated with worst
70  57% - - 61%
(United Kingdom) Bcl-2 associated with better
survival.
Mano™°t Bcl-2 associated with worst
66 42% - - 45% _
(Japan) response and worst survival.
Bcl2 pos and p53 neg
Baekelandt™ * . . . . associated with better survival
(Norway) 185 39% 66%  62%  49% Bcl2 and Bax, one neg and
the other pos associated with better
survival.
147 Inverse association between
Chan™"1 46 33% - . 54% _
(USA) [Bcl-2 and p53 expression.
Bcl-2 associated with good
Marx*>® t 215 30%  47% ) _ |prognosis
(USA) Bax associated with bad
prognosis.
_ 156 Inverse association between
Henriksen™ T 50 48% - ) _|Bcl2 and p53 expression
(Denmark) Bcl-2 neg associated with
worst survival
Tai 151 Bax pos associated with better
45 - 60% - - |response to paclitaxel and better
(USA) [DFs.
Kupryajnczyk®2 Ba pos associated with CR
229 32% 43% - 59%

# (Poland)

Bax pos togheter with p53 pos
associated with better DFS.

Prospective studies. 1 Retrospective studies. SLD- Disease Free Survival

CR — Complete Response.

Neg - negative Pos - positive
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5.8 Figures
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CID register — C56 on HCPA = 370 cases (list supplied by hospital general archives,
compared to surgery lists and cancer registers)

Revised: 370 cases
* 112 cases wrong classification as Epithelial Ovarian Carcinoma
e Teratomas = 11cases
e Beningn ovarian cysts = 84 cases
e Borderline tumors = 17 cases
* 85 mistakes in classification
* 42 cases without localized resgister (afetr three different total reviews, repeated in 2

131 patients considered to inclusion in the
cohort

86 exclusion

e 35 patients with partial treatment in HCPA

e 49 patients without material to IHC:
o0 10 cytopathologic diagnosis (CP only)
0 04 cases without anatomopathologic analysis (AP), neither CP
0 19 cases withour paraffin blocks localized
0 04 cases treated with neoadjuvant chemoterapy
o 10 patients reffused any kind of treatment

¢ 02 patients without treatment because serious mental problems

e 02 patients inadequate surgery procedure

Figure 5.8.1 — Patients in the study
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Figure 5.8.2 — Bcl2 positive Immunohistochemical. (top 100x, bottom 400x)
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Figure 5.8.3 — Bcl-x,. positive Immunohistochemical. (top 100x, bottom
400x)

189



Figure 5.9.4 — Bcl-x. negative Immunohistochemical (100x)
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Figure 5.9.5 — Bad positive Immunohistochemical. (rop 100x, bottom 400x)
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Figure 5.9.6 — Bax positive Immunohistochemical. (top 100x, bottom 400x)
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Figure 5.9.7 — p53 positive Immunohistochemical. (top 40x, bottom 400x)
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Figure 5.9.8 — Kaplan-Meier Bcl-2 / p53 proteins and Disease free

survival.
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Figure 5.9.9 — Kaplan-Meier - Bcl2 / p53 Proteins and General survival
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6.0 Conclusdes e perspectivas futuras

O padrao de expressao das proteinas da familia Bcl-2 e proteina p53,
encontrado nesta amostra de pacientes com carcinoma epitelial de ovario, foi
similar ao descrito na literatura mundial disponivel. A expressao positiva de p53
demonstrou correlagdo com menor sobrevida livre de doenca na analise
univariada, o que aponta para as investigacées jA em andamento acerca desta
proteina, suas mutacfes e seu potencial como alvo terapéutico. As proteinas
da familia Bcl-2 ndo se correlacionaram com resposta ao tratamento ou
sobrevida nesta amostra e requerem investigagcdes em estudos prospectivos,

utilizando novas tecnologias de deteccéo.

Uma vez que temos uma avaliagdo inicial da prevaléncia de
expressao positiva das proteinas da familia Bcl-2 e do p53 em pacientes com
carcinoma epitelial de ovario do HCPA; bem como uma idéia geral de suas

caracteristicas clinicas, a idéia futura € uma avaliagdo prospectiva desses

fatores.

A coleta de material biolégico para futuras analises com técnicas
labratoriais mais avancadas, como o microarray, € algo que deve fazer parte de
qualquer idéia de pesquisa futura neste campo, visando a translacéo de fatores
clinicos em marcadores ou alvos biolégicos em cada neoplasia e,

especificamente aqui, no carcinoma de ovario
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A idéia de desenvolver um ambulatério especifico de ginecologia
oncologica e oncologia clinica, com base neste trabalho e em varios outros
focados nesta area € algo que deve ser pensado e discutido. A possibilidade de
cuidados mais especificos e geracdo de material de pesquisa nesta area

ganharia com isso .
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