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| must not fear.

Fear is the mind-killer.

Fear is the little-death that brings total obliteration.

| will face my fear.

| will permit it to pass over me and through me.

And when it has gone past | will turn the inner eye to see its path.

Where the fear has gone there will be nothing. Only I will remain.

Litany Against Fear; Dune
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RESUMO

Introducdo: Anormalidades nos supressores tumorais pl4, pl6 e p53 séo
relatadas em diversos tipos de cancer em humanos. Na carcinogénese ovariana, p16
e p53 foram extensivamente estudados, mas pl4 foi analisado somente em
carcinomas. Objetivo: O estudo visa determinar a expressao imuno-histoquimica de
pl4d, pl6 e p53 em tumores ovarianos epiteliais benignos, borderline e malignos.
Método: Estudo transversal utilizando imuno-histoquimica em amostras de tumores
epiteliais ovarianos emblocados em parafina do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Resultados: pl4 foi positivo em 93% dos tumores benignos, 94% dos borderline e
60% dos malignos. A perda de expressdo foi estatisticamente associada com
carcinomas. p16 foi positivo em 94,6% dos carcinomas, 75% dos tumores borderline
e 45,7% dos benignos. p53 foi positivo em 29,7%, 16,7% e 2,9% dos tumores
malignos, borderline e benignos, respectivamente. Os subtipos de carcinoma nao
mostraram diferencas de expressdo. Conclusdo: Nosso estudo foi o primeiro a
descrever a expressao de pl4 em tumores benignos e borderline. Ela permanece
estavel nos benignos e borderline, enquanto os carcinomas exibem uma perda de
expressao significativa. Isso pode indicar que anormalidades de pl4 acontecem
tardiamente na carcinogénese. As taxas de expressdo de pl6 e p53 foram
semelhantes a estudos anteriores. Estudos futuros devem investigar anormalidades
genéticas nas sequencias codificadoras de pl4 e incluir todos os tipos de tumor

epitelial ovariano.

Palavras-chave: ovario; tumor epitelial ovariano; cancer de ovério; pl14; ARF; pl6;

p53; imuno-histoquimica



ABSTRACT

Background: Abnormalities in tumor suppressors pl4, pl6 and p53 are
reported in several human cancers. In ovarian carcinogenesis, p16 and p53 have been
extensively studied, but p14 was only analyzed in carcinomas. Aim: This study seeks
to determine pl14, p16 and p53 immunohistochemical expression in benign, borderline
and malignant ovarian epithelial tumors and correlate them with survival and clinical
variables. Methods: Cross-sectional study utilizing immunohistochemical staining of
pl4, p16 and p53 in paraffin-embedded tissue samples from ovarian epithelial tumors
obtained from Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Results: p14 was positive in 93%
of benign, 94% of borderline and 60% of malignant tumors. Loss of expression was
statistically associated with carcinomas. p16 was positive in 94.6% of carcinomas, 75%
of borderline and 45.7% of benign tumors. p53 was positive in 29.7%, 16.7% and 2.9%
of malignant, borderline and benign tumors, respectively. Carcinoma subtypes showed
no difference in expression. Conclusions: To our knowledge, this is the first
description of pl4 expression in benign and borderline tumors. It remains stable in
benign and borderline tumors, while carcinomas show a significant absence of
staining. This may indicate p14 abnormalities occur later in carcinogenesis. p16 and
p53 expression rates show similar results to previous reports. Future studies should
investigate genetic abnormalities in p14 coding sequences and include all types of

ovarian epithelial tumors.

Keywords: ovary; ovarian epithelial tumor; ovarian cancer; pl4; ARF; pl6, p53;

immunohistochemistry



INTRODUCAO

O cancer de ovario € uma doenca com incidéncia relativamente baixa, mas
alta taxa de mortalidade (1-3). Pode ser de linhagem epitelial, germinativa ou
estromal. Neoplasias malignas epiteliais correspondem a 90% de todos os casos (4).
Devido a baixa incidéncia dos outros tipos, o presente estudo e revisdo da literatura
serdo apenas sobre os tumores epiteliais. A maioria dos tumores sédo benignos (5).
Os carcinomas geralmente sdo de alto grau histoldgico e diagnosticados em estagios
avancados, levando a alta mortalidade e baixa sobrevida livre de doenca (6,7). Apesar
de estudos de base populacional mostrarem diminuicdo da incidéncia nas ultimas
décadas, programas de rastreio se mostraram inefetivos e a evolucdo dos métodos
terapéuticos nao conseguiu produzir reducdo da mortalidade (4,8,9). Alteracdes nas
proteinas reguladoras do ciclo celular sdo encontradas em tumores epiteliais
ovarianos, mostrando diferenca entre benignos, borderline e malignos (10). Essas
anormalidades, combinadas com outros achados clinicos e histologicos, levaram a
novas hipéteses sobre a carcinogénese ovariana (11,12). Devido a incerteza sobre
sua origem, formas de prevencao e rastreio e auséncia de melhora na resposta as
opcOes de tratamento atuais, faz-se necessario continuado estudo sobre suas

caracteristicas clinicas, histopatolégicas e moleculares.



REVISAO DA LITERATURA

1. Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

Foram realizadas buscas de artigos cientificos no PUBMED utilizando as

combinac¢des de palavras-chave apresentadas na figura 1, na proxima pagina.

Os segquintes livros foram utilizados: WHO Classification of Tumours of Female
Reproductive Organs (Kurman, R; 2014), Blaustein’s Pathology of the Female Genital
Tract (Kurman, R; 2011), Rotinas em Ginecologia (Freitas, F; 2011), Lewin’s Genes
XI (Krebs, JE; 2014), The Cell: A Molecular Approach (Cooper, GM; 2013), Molecular
Biology of The Cell (Alberts, E; 2007), Human Molecular Genetics (Strachan, T; 2011).

Foram utilizados dados dos websites das seguintes instituicdes: Instituto
Nacional de Cancer, International Agency for Research on Cancer, American Cancer

Society e Association of the Nordic Cancer Registries.



\
— 83 artigos utilizados

Ovarian cancer +
survival

19377 artigos

Ovarian cancer +
mortality

9504 artigos

\ Cell cycle + review

43961 artigos

\ Cell cycle + cancer

16150 artigos

. Ovary+plé | ———  67artigos
‘ Ovary + pl4 % 14 artigos
‘ Ovary + ARF % 34 artigos k
‘ Ovary + p53 % 680 artigos
‘ Ovary + CDKN2A % 37 artigos
~ Ovarian + p16 % 294 artigos
‘ Ovarian + pl4 N 28 artigos
_ Ovarian + ARF N 30 artigos
\ Ovarian + p53 % 2655 artigos
‘Ovarian + CDKN2A N 238 artigos
‘ Ovarian + origin N 4280 artigos
\Ovarian + cell cycle
8915 artigos
Ovarian cancer +
global \ 621 artigos
Ovarian cancer +
stafisties \ 2085 artigos
Ovarian cancer +
incidence X{ 15030 artigos

Cell cycle + cancer
+ review

18822 artigos

Figura 1 - Estratégia de busca de artigos cientificos utilizando o PUBMED.



2. Marco conceitual

Tumores benignos

Positivo Tumores borderline
Tumores malignos
Expressédo imuno-
histoquimica das proteinas =
pl16, pl4 e p53
Tumores benignos
Negativo Tumores borderline

Tumores malignos

_ L 1 1l 1

Figura 2 - Marco conceitual da dissertacao.

O marco conceitual da dissertacdo é baseado na expressdo imuno-histoquimica das
proteinas pl16, pl4 e p53. De acordo com nossas hipoteses, a positividade ou
negatividade desses marcadores mostra diferencas entre tumores ovarianos

benignos, borderline e malignos.



3. Epidemiologia

Anualmente sdo diagnosticados 238.719 casos de cancer de ovario em todo o
mundo e 151.917 mulheres morrem em decorréncia da doenca (1). No Brasil, ocupa
0 42 lugar em incidéncia entre as neoplasias ginecoldgicas, superada por mama, colo
uterino e corpo uterino. O Distrito Federal apresenta a maior taxa (8,81 casos a cada
100 mil mulheres), seguido pelo Rio Grande do Sul (7,96). Porto Alegre exibe taxa
ainda mais elevada (13,28) (2). No Brasil, no periodo 2004-2013, mostrou a quinta
maior taxa de mortalidade por cancer em mulheres e a terceira entre as neoplasias
ginecoldgicas, precedida por mama e colo uterino (3). As neoplasias malignas
ovarianas primarias sao divididas em trés linhagens: epiteliais, germinativas e
estromais. As neoplasias epiteliais malignas sdo chamadas de carcinomas e estes
perfazem a grande maioria dos casos (90%), seguidos por neoplasias estromais (3-
6%) e germinativas (0,5 a 5%) (4). No entanto, considerando todas as neoplasias
epiteliais, cerca de 26% sao malignas (carcinomas), 71% sé&o benignas (adenomas) e

4% sao consideradas borderline (tumor proliferativo atipico) (5).

4. Fatores derisco

Os fatores de risco mais bem estabelecidos para o carcinoma ovariano sao
idade e genética, geralmente sendo diagnosticado na peri ou pés-menopausa, sendo
60 anos a idade média em que ocorrem. Em mulheres com mais de 65 anos, além da
incidéncia aumentada, também ¢é relatado aumento da mortalidade em relacdo a
pacientes mais jovens (4). A histéria familiar tem grande impacto na incidéncia.
Enquanto o risco de desenvolvimento na populagéo feminina geral € de menos de 2%,
este aumenta para 4-5% entre mulheres com uma familiar afetada, 7% naquelas com
duas familiares afetadas e 30% em portadoras de mutacdo de BRCAL ou BRCA2 (13).
Pacientes com historia prévia de carcinomas mamarios ou com histéria familiar dessa
doencga também exibem aumento de risco de 20 a 25% (14,15). Encontram-se maiores
taxas em caucasianas e em paises onde essa populacao predomina (15). A incidéncia
também € maior em pacientes de ascendéncia judaica Ashkenazi. Essa populagéo
exibe frequéncia de mutagédo de BRCA em 1 a cada 50 individuos (contrastando com
a frequéncia da populacéo geral, que varia entre 1 a 300 a 1 a 800 individuos). Quando
diagnosticadas com carcinoma ovariano, exibem taxa de 40% de mutacgéo, enquanto
na populacdo geral essa taxa é de 10%. Outras sindromes familiares também

possuem risco elevado. Portadoras da sindrome de Lynch tem 10% de risco de



desenvolver a doenca. Também é observado aumento da incidéncia na sindrome de

Cowden, Peutz-Jeghers e polipose associada ao MUTYH (6,14,16,17).

Outros fatores de risco relatados incluem obesidade, exposicdo a hormonios,
endometriose e doenca inflamatoria pélvica. O uso de talcos na regido genital e
hébitos alimentares foram associados a aumento de risco por alguns autores, mas 0s
achados séo controversos (14,16,18). Os fatores de protecdo atualmente conhecidos
sdo uso de anticoncepcional oral, gravidez, amamentacdo e ligadura tubaria (19).
Usuérias de anticoncepc¢ao oral por qualquer periodo exibem reducéo de risco de 25%
em comparacao aquelas que nunca utilizaram. Além disso, o efeito protetor aumenta
com o tempo de uso. A paridade também exibe efeito cumulativo, com risco relativo
de 0,81 a cada filho (15,17).

5. Prevencéao

Considerados os fatores de risco e protecdo, a prevencao do cancer de ovario
pode ser feita pelo uso de anticoncepcionais orais e com a remocao dos ovarios e/ou
tubas uterinas. Devido ao baixo risco de desenvolvimento na populacédo geral, n&o
estd indicada salpingooforectomia bilateral em mulheres pré-menopausicas.
Entretanto, com base na teoria da origem tubaria dos carcinomas ovarianos, pode ser
oportuna a realizacédo de salpingectomia bilateral concomitante a histerectomia por
condi¢Bes benignas. Em 2012, essa estratégia foi recomendada pelo Gynecological
Oncology Group of Canada. Em um estudo de caso-controle baseado em registros
populacionais dinamarqueses, a salpingectomia bilateral reduziu o risco de
carcinomas em 42% na populacdo geral. Numa coorte sueca, a salpingectomia
bilateral foi associada com uma reducdo de risco de 65%, enquanto a

salpingooforectomia bilateral mostrou reducao de risco de 94% (12,19,20).

Em portadoras de sindromes com risco elevado, deve ser oferecida a
realizacdo de salpingooforectomia bilateral redutora de risco a partir dos 35 anos,
apesar de nao existirem estudos sobre sua efetividade. O tema ainda é controverso
e, em 2008, o American Congress of Obstetricians and Gynecologists contraindicou o
procedimento em mulheres abaixo de 45 anos, devido aos efeitos colaterais, como a

osteoporose e doencas cardiovasculares (14,15,20,21).

6. Rastreio



Atualmente, ndo ha programa de rastreio universalmente aceito e recomendado
por nenhuma organizagcdo nacional. A maioria das tentativas anteriores utilizaram
dosagem sérica de CA-125 e/ou ecografia transvaginal. Entretanto, a aplicacéo
desses métodos ndo mostrou efeito na mortalidade e gerou um namero elevado de
falsos positivos e procedimentos invasivos desnecessarios. Outros testes também
foram utilizados, incluindo o exame de sangue OvaSure™, que mensurava seis
biomarcadores. Contudo, foi retirado do mercado devido a falta de validagéo externa.
O exame OvaCheck™ utilizava protedmica, mas também néao foi validado. A Society
of Gynecological Oncologists afirma que ambos os testes precisam ser mais bem
estudados antes de serem oferecidos ao publico (7,14,22,23). O rastreio de mutacdes
de BRCAL e BRCA2 na populacdo em geral teria possivel efeito preventivo, contudo,
0S custos associados a testagem e aconselhamento genéticos ainda sao proibitivos
(20). Vérios autores indicam rastreio em pacientes com histéria familiar de cancer de
mama e/ou ovario, consideradas de alto risco, apesar de existirem variacdes nessa
definicdo (6,14,17). Freitas et al. (21) indica, a partir dos 35 anos, realizacdo anual ou
semestral de ecografia transvaginal e dosagem sérica de CA-125 para as pacientes

desse grupo.
7. Diagnostico

O diagnéstico geralmente é feito apds a apresentacdo de sintomas, o que €
problematico, visto que frequentemente séo inespecificos e se sobrepem com outras
condi¢Bes mais comuns. De acordo com a metanalise de Ebell et al. (7), os sintomas
mais Uteis para o diagnostico sdo massa, distensdo ou aumento da circunferéncia
abdominal, dor ou inchaco abdominal/pélvico, perda de apetite e historia familiar de
cancer ovariano. Entretanto, a auséncia desses sintomas ndo exclui a presenca da

doenca.

A ecografia transvaginal € o exame ndo-invasivo mais utilizado durante a
investigagdo dos sintomas. Os achados sugestivos de malignidade sdo: lesdes com
superficie irregular, projecbes papilares, septacdes, componente solido, paredes
espessas e fluxo sanguineo no interior da lesédo. Lesdes cisticas simples ou com
septos finos raramente sdo associadas com neoplasias malignas. Na presenca de
exame ultrassonografico sugestivo de malignidade, é realizada a dosagem sérica do

CA-125. Ele é o principal marcador sérico de tumores epiteliais ovarianos, sendo



detectado em 80% dos carcinomas ndo-mucinosos e estando também presente em
outros tecidos derivados do epitélio celébmico, como tubas uterinas, endométrio,
endocérvice e mesotélio da pleura, peritdbnio e pericardio. Em mulheres pos-
menopausicas, € considerado indicativo de carcinoma ovariano quando for maior que
35 U/mL. Em pré-menopdusicas, existem muitos falso-positivos causados por
condi¢gbes benignas como endometriose, adenomiose, miomatose uterina e doenca
inflamatoria pélvica. Nessas pacientes, apenas valores maiores que 200 U/mL séo

valorizados na investigacdo de malignidade ovariana (21).

O diagnostico e estadiamento definitivos séo realizados com laparotomia
exploradora e exame anatomopatolégico do tumor (21). A tabela abaixo mostra o
estadiamento dos tumores malignos ovarianos, de acordo com a 72 edicdo da
classificacdo de tumores malignos da Unido Internacional para Controle do Cancer
(UICC):

Tabela 1 - Classificacdo TNM e FIGO dos tumores ovarianos. Fonte: Kurman,
R,;2014 (24)

TNM Ovario FIGO

TX Tumor primario ndo-avaliavel

TO Sem evidéncia de tumor primario

T1 Limitado aos ovarios I
Tla Um ovario, capsula intacta IA
T1b Ambos os ovarios, capsulas intactas IB

Derramamento cirargico, cépsula rompida, tumor na

Tlc superficie, células malignas em ascite ou lavados IC
peritoneais
Tlcl Derramamento cirargico do conteudo IC1

T1c2 Céapsula rompida antes da cirurgia ou tumor na superficie IC2




T1c3 Células malignas em ascite ou lavados peritoneais IC3

T2 Extenséo pélvica Il

Tabela 1 - Classificacdo TNM e FIGO dos tumores ovariano (continuacao). Fonte:
Kurman, R; 2014 (24)

TNM Ovario FIGO
T2a Utero, trompa (s) A
T2b Outros tecidos pélvicos IIB

Metastase em linfonodo retroperitoneal e/ou metastase
T3 elou N1 extra-pélvica  comprovadas  citologicamente  ou 1]

histologicamente

N1 Metastase somente em linfonodo retroperitoneal A1
Nla Metastase em linfonodo retroperitoneal < 10 mm AL
N1b Metastase em linfonodo retroperitoneal > 10 mm AL
T3a Metastase peritoneal extra-pélvica microscopica A
T3b Metastase peritoneal extra-pélvica macroscopica < 2 cm B
T3c Metastase peritoneal extra-pélvica macroscopica > 2 cm lnc
M1 Metastase a distancia (exclui metastase peritoneal) vV
Mla Derrame pleural com citologia positiva IVA

Metastase parenquimatosa e metastase em Orgaos
M1lb extra-abdominais (incluindo linfonodos inguinais e fora VB

da cavidade abdominal)

Somente 25% das pacientes sao diagnosticadas nos estagios | ou I, 58% no
estagio Ill e 17% no estagio 1V, levando a uma baixa sobrevida livre de doencga e alta

taxa de mortalidade (6,7). O estagio é um dos grandes determinantes do prognadstico.



Pacientes diagnosticadas no estagio | tem taxa de recorréncia de menos de 10%,
enquanto aquelas no estagio IV exibem recorréncia de 90% (6). A tabela a seguir
mostra as taxas de sobrevida relativa em 5 anos, registradas pelo National Institute of

Cancer:

Tabela 2 - Taxa de sobrevida relativa em 5 anos dos carcinomas ovarianos. Fonte:
American Cancer Society; 2016 (25)

Taxa de sobrevida relativa em 5

Estagio

anos

I 90%
1A 94%
IB 92%
IC 85%
I 70%
A 78%
1B 73%
" 39%
A 59%
B 52%
nc 39%
A\ 17%

Sopik et al. (8,15), utilizando registros populacionais norte-americanos,
observou um declinio nas taxas de incidéncia e mortalidade entre 1975 e 2001,

estando relacionado a introducéo e popularizagcédo do uso de anticoncepcionais orais.



A diminuicdo na mortalidade foi associada a diminuicdo da incidéncia, mas néo foi
encontrada relacdo com rastreio mais eficiente ou diagndsticos mais precoces. O
avanco nas opcoes terapéuticas ndo mostrou efeito na taxa de mortalidade, mas
aumentou a sobrevida livre de doenca. Resultados similares foram encontrados em

estudos de base populacional na Franca e nos paises nordicos (4,9)
8. Tratamento

O principal determinante do tratamento é o estagio no momento do diagnostico,
determinado pelo estadiamento cirdrgico, baseado nos achados da laparotomia,
resultados histopatolégicos e citopatolégicos coletados. A cirurgia € a base do
tratamento e seu objetivo principal € a citorreducéo: reduzir o volume tumoral até nédo
existir mais doenca visivel. Caso isso nao seja possivel, o objetivo é a citorreducéo
Otima, definida como nédulos residuais que variam entre 0,5 cm e 3,0 cm, de acordo

com a fonte (13).

O protocolo cirargico basico envolve: incisdo longitudinal mediana; aspiracédo
do liquido peritoneal para exame citopatoldgico; avaliacdo das cupulas diafragméticas
e bidpsia de areas suspeitas; retirada do tumor para exame transoperatério de
congelacéo; avaliacdo de toda a superficie peritoneal. 6rgdos abdominais e pélvicos,
com bibpsia de éareas suspeitas; histerectomia total extrafascial com
salpingooforectomia bilateral; retirada de toda a massa tumoral, evitando deixar
doenca residual com diametro maior que 1 cm; linfadenectomia para-aértica e pélvica

bilateral; omentectomia infracdlica; descricdo minuciosa dos achados cirargicos (21).

Deve-se, também, fazer abordagens terapéuticas distintas conforme o estagio

em que se encontra a paciente:
Estagio I
IA e IB com histologia tumoral G1 ou G2: cirurgia primaria com estadiamento

IC, 1A e IB com histologia tumoral G3 ou de células claras: cirurgia primaria com

estadiamento e quimioterapia sistémica adjuvante

Estagio Il: cirurgia primaria com estadiamento e citorredugdo e quimioterapia

sistémica adjuvante



Estagio Ill: cirurgia primaria com estadiamento e citorredu¢do e quimioterapia

sistémica adjuvante

Estagio IV: cirurgia primaria com estadiamento e citorreducdo e quimioterapia

sistémica adjuvante ou tratamento quimioterapico exclusivo

A realizacdo de cirurgias conservadoras pode ser considerada em casos de

pacientes com desejo de gestar ou em tumores borderline.

Como em quase todas as neoplasias malignas, ha recomendacdo de
seguimento para avaliacdo precoce de possiveis recidivas. No caso das neoplasias
epiteliais ovarianas, o protocolo pds-cirargico prevé exame fisico trimestral durante o
primeiro ano, quadrimestral no segundo e semestral do terceiro ao quinto anos;
dosagem de CA-125 trimestral durante o primeiro ano, semestral no segundo e
anualmente do terceiro ao quinto anos; exames complementares (anuais): raio-X de
térax, ecografia abdominal total ou tomografia computadorizada, provas de funcéo

hepatica, exame citolégico vaginal e colposcopia (21).
9. Tumores epiteliais ovarianos

A Organizacao Mundial da Saude (OMS), conforme ja foi dito, classifica as
neoplasias ovarianas primarias de acordo com seu tecido de origem: epiteliais,
germinativas, do estroma e miscelaneas. Os tumores epiteliais sdo os mais comuns,
correspondendo a 90% de todos os casos. Sdo classificados de acordo com seu
epitélio de revestimento em serosos, mucinosos, endometrioides, de células claras,
de Brenner, seromucinosos e carcinomas indiferenciados. Segundo sua arquitetura e
atipias citoldgicas, séo divididos em adenomas, tumores borderline e carcinomas. A
classificacdo a seguir é a adotada pela OMS na ultima edi¢éo de sua classificacao de
tumores do trato reprodutor feminino (24):

9.1. Tumores serosos

Neoplasias epiteliais contendo células epiteliais semelhantes ao epitélio da

tuba uterina (epitélio seroso).
9.1.1. Tumores serosos benignos

S0 os tumores epiteliais mais comuns e perfazem dois tercos de todos os

tumores serosos. Ocorrem em todas as faixas etarias, mais comumente em pacientes



entre 40-60 anos, geralmente assintomaticas. O sintoma mais comum é a dor pélvica
cronica, relacionada a grandes volumes tumorais, podendo também causar tor¢céo
ovariana. S&o bilaterais em 12-23% dos casos. Possuem tamanho meédio de 5-8 cm.
Cistoadenomas séao cisticos, com superficie interna lisa, preenchidos por fluido claro
e aquoso. Cistoadenofibromas exibem pequenas projecdes fibrosas no interior do
cisto. Adenofibromas sédo solidos com pequenos espac¢os glandulares. Papilomas
superficiais sdo exofiticos, localizados na superficie externa do ovéario. No exame
microscopico, séo revestidos por epitélio seroso sem atipias nucleares ou proliferacéo.

Area de proliferacdo epitelial compondo até 10% do volume tumoral é chamada de

Figura 3 - Cistoadenoma seroso. Fonte: Kurman, R; 2011 (5)

proliferacéo focal. Todos os subtipos demonstram comportamento benigno, ocorrendo

raras recorréncias em caso de resseccgao incompleta (5,24).

9.1.2. Tumores serosos borderline/tumores serosos proliferativos

atipicos

S&o o tipo de tumores borderline mais comum. A idade média do diagnéstico &
de 42 anos. Os fatores de risco sdo 0os mesmos do carcinoma, mas sua incidéncia é
consideravelmente menor do que a incidéncia dos carcinomas serosos de alto grau

(CSAG), além de ocorrerem em uma faixa etaria mais jovem. A grande maioria dos



casos se apresenta como massas confinadas ao ovario. Os sintomas geralmente sdo
semelhantes aos benignos, mas exames de imagem mostram maior complexidade
lesional. Normalmente sao cisticos e maiores que 5 cm de diametro, sendo bilaterais
em dois tercos das pacientes. Contém projecdes e vegetacdes friaveis no interior dos

cistos, que também podem estar presentes na superficie externa.

Exibem mais proliferacao epitelial e atipia que tumores benignos, mas menos
gue carcinomas serosos de baixo grau. Sua principal caracteristica € a proliferacao,
formando um padrdo hierdrquico de ramificacdo de papilas irregulares: grandes
papilas se ramificam em pequenas papilas, que por sua vez formam pequenos tufos
de células epiteliais destacadas. Citologicamente, exibem cilios e atipia nuclear leve.
A presenca de agrupamentos de células eosinofilicas isoladas no estroma, medindo
menos de 5 mm de diametro, € chamada de microinvasdo. Também pode ser
encontrado carcinoma microinvasor, definido como ninhos sélidos ou cribriformes no

estroma, de histologia carcinomatosa, medindo até 5 mm de diametro

Tumores borderline podem exibir implantes nas cavidades pélvica e abdominal,
classificados como implantes invasivos ou ndo invasivos. Implantes invasivos formam
pequenos grupamentos solidos circundados por espacos vazios, com padrdo de
crescimento papilar ou cribriforme, semelhantes ao carcinoma seroso de baixo grau
(CSBG). Normalmente mostram invasao do tecido subjacente, mas lesdes confinadas
a superficie com caracteristicas histoldgicas tipicas também sé&o incluidas nesse
grupo. Implantes invasivos se comportam como carcinomas serosos de baixo grau.
Implantes ndo-invasivos sdo compostos por papilas ramificadas hierarquicamente ou
grupamentos de células com atipia nuclear leve a moderada. Podem estar restritas a
superficie do tecido ou no estroma. Em linfonodos, podem ser encontrados implantes,
endossalpingiose (glandulas benignas de epitélio seroso) e grupamentos de células
isoladas. Ocasionalmente, associada a tumor borderline, é encontrada metastase
linfonodal com caracteristica de carcinoma seroso de baixo grau, devendo ser

classificada como tal.

A sobrevida é dependente do estagio do diagndstico inicial. A maioria dos casos
tem comportamento benigno, mas uma minoria exibe curso indolente de até 20 anos.
Implantes invasivos estdo presentes em 8% das pacientes e sdo o preditor

prognéstico mais importante. O envolvimento linfonodal somente é importante no caso



de metéstase de CSBG. Pacientes com doenca confinada ao ovéario tem sobrevida
em 10 anos de 96-100%, enquanto naquelas com implantes invasivos € de 66%.
Podem recorrer como tumores borderline ou carcinomas serosos de baixo grau. A
progressdo para CSBG ocorre em 5% dos casos, sendo a principal causa de
mortalidade. Também se considera que praticamente todos os casos fatais, além da
progressdo para CSBG, sejam decorrentes de estadiamento ou amostragem
histoldgica insuficientes. A presenca de microinvasdo, carcinoma microinvasor,
implantes ndo invasivos, endossalpingiose e grupamentos de células isoladas em

linfonodos nédo afetam a sobrevida (5,24).

9.1.3. Tumores serosos borderline — variante

micropapilar/carcinomas serosos de baixo grau ndo invasivos

7z

Um tumor ndo invasivo cuja peculiaridade € a arquitetura ramificada néo
hierarquica (micropapilas emanando diretamente de grandes papilas) complexa, de
padrdo micropapilar e/ou cribriforme. Suas caracteristicas clinicas e macroscoépicas
sdo semelhantes aos tumores borderline. As micropapilas sao finas, com eixo
conjuntivo escasso ou ausente, exibindo altura cinco vezes maior que sua largura.
Emanam diretamente de papilas grandes e fibréticas. Ao contrario dos tumores

serosos borderline convencionais, que tem células colunares ciliadas, esses tumores



mostram células cuboidais ou poligonais sem cilios, citoplasma escasso e nucleos
com atipia moderada e nucléolos proeminentes. Padrdes cribriformes séo observados

e podem predominar.

Enquanto tumores borderline convencionais apresentam-se em estagios
avancgados em 13% dos casos, essa variante exibe taxa de 27%. Implantes invasivos
séo encontrados em 50% dos casos. As taxas de sobrevida e recorréncia observadas
sao semelhantes as do carcinoma seroso de baixo grau, levando a especulagcédo que
uma maior amostragem histologica revelaria areas invasoras. Estudos de expressao
génica mostram mais similaridades com carcinomas serosos de baixo grau do que
com tumores borderline, sugerindo que essa lesdo seja um passo intermediario na

progressao borderline - carcinoma invasor (5,24).

Figura 5 - Tumor seroso borderline, variante micropapilar.
Fonte: Kurman, R; 2011 (5)

9.1.4. Carcinomas serosos de baixo grau

Séao relativamente raros, perfazendo apenas 6% dos carcinomas Serosos.
Formam massas ovarianas, que podem ser achados incidentais ou se tornarem
sintométicas. A idade média de diagnostico é de 45 anos, normalmente
diagnosticados em pacientes 10-20 anos mais jovens do que aquelas com carcinoma

seroso de alto grau. A maioria se apresenta em estagios avangcados (94%), mas o



7z

volume da doenca geralmente é menor do que no CSAG. Exames de imagem
mostram lesBes cisticas com septos espessos e/ou componentes nodulares com
vascularizacdo aumentada. 80% a 90% séo bilaterais, com tamanho médio de 11 cm.
S&o cisticos com projecfes papilares (intracisticas ou na superficie). Também séo

comumente encontradas areas de calcificagdo.

O critério histoldgico basico observado é a invasao do estroma ovariano pela
neoplasia, exibindo diversos padrées arquiteturais, incluindo células isoladas, ninhos
irregulares, micropapilas ou macropapilas. Esses padrdoes coexistem e se mesclam
em muitos casos. Citologicamente, sdo compostos por células pequenas e uniformes,
com atipia nuclear leve a moderada, nucléolo proeminente e pouco pleomorfismo.
Tem baixo indice mitotico (menos que 12 mitoses por 10 campos de grande aumento)
e auséncia de necrose. Psamomas sao frequentes. Alguns autores descrevem a
variante psamocarcinoma, quando os psamomas ocupam mais de 75% das papilas.

Entretanto, ndo € um diagndostico relatado na classificacdo da OMS.

Possuem crescimento indolente e resisténcia a quimioterapia e, quando
recorrem, geralmente mantém suas caracteristicas de baixo grau. Sao raros os relatos
de progressao para carcinoma de alto grau. Quando restritos ao ovario, tem 6timo
prognéstico. Em estagios avancados a sobrevida em 5 anos e 10 anos é,
respectivamente, 85% e 50%. Doenca residual pés-cirtrgica maior que 2 cm € preditor

de mau prognostico (5,24).
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Figura 6 - Carcinoma seroso de baixo grau. Fonte: Kurman, R
2011 (5)




9.1.5. Carcinomas serosos de alto grau

O tipo mais comum de cancer ovariano e correspondendo a 50-60% dos
carcinomas. A idade média de diagnostico varia entre 57 e 63 anos. Os sintomas mais
comuns sdo dor e distensdo abdominal. Outros incluem anorexia, sintomas
gastrointestinais e urinarios. Devido a falta de especificidade sintomatica, o
diagnéstico é frequentemente postergado. Exames de imagem mostram massas
volumosas, complexas e hipervascularizadas, além de ascite e nédulos peritoneais.
O CA-125 geralmente € elevado, na faixa de 500-1000 U/ml. Dois ter¢os dos casos
séo bilaterais. Geralmente sdo volumosos, mas em 30% dos tumores 0s ovarios tem
aspecto normal ou apresentam pequenos nédulos superficiais. Sdo multiloculados,
revestidos por vegetacdes fridveis, com areas solidas necroticas e hemorragicas.

Ocasionalmente séo totalmente sélidos.

Formam massas celulares solidas com espacos fendiformes. Também sé&o
vistas areas papilares, glandulares e cribriformes, além de extensa necrose.
Citologicamente, exibem nucleos grandes, hipercroméaticos e pleomdérficos, incluindo
formas bizarras e multinucleadas. Os nucléolos sdo proeminentes, grosseiros e
eosinofilicos. Tumores com grau nuclear intermediario, correspondente ao grau G2 da
antiga graduacéo de carcinomas ovarianos, devem ser considerados de alto grau. O
indice mitético é elevado (mais de 12 mitoses por campo de grande aumento), com
mitoses atipicas. Raros tumores sdo intracisticos, sem invasdo aparente. Podem
exibir arquitetura semelhante a tumores borderline, mas a presenca de atipia citolégica
de alto grau automaticamente os classifica como carcinoma de alto grau. Uma variante
do CSAG é o carcinoma de células transicionais, classificado como tumor urotelial até
a penudltima classificacdo da OMS. Entretanto, estudos imuno-histoquimicos

comprovaram sua origem Serosa.

O principal fator prognaostico é o estagio inicial. Quando os tumores se tornam
sintomaticos, ja se encontram em estagios avancados em 75-80% das pacientes, com
taxa de cura menor que 25%. Nesses casos, 0 volume de tumor residual pés-

citorreducdo é o principal determinante do progndstico, sendo significativamente

melhor quando a doenga é totalmente ressecada. Ainda ndo esta claro se essa



associacdo é devida a uma ressectabilidade decorrente de uma neoplasia mais
favoravel ou se um maior esforco na realizagdo da citorreducdo leva a melhores
desfechos (5,24)

2011 (5)

9.2. Tumores mucinosos

Neoplasias epiteliais contendo células epiteliais mucinosas de tipo

gastrointestinal. O epitélio pode ser gastrico foveolar (20%) ou intestinal (80%).
9.2.1. Tumores mucinosos benignos

Os cistoadenomas perfazem cerca de 13% de todos os tumores epiteliais
ovarianos benignos e 80% de todos 0s tumores mucinosos ovarianos primarios,
enguanto adenofibromas séo incomuns. A idade média de diagndéstico € 50 anos, mas
sdo encontrados numa ampla faixa etaria. Os sintomas mais comuns sdo dor ou
massa abdominal/pélvica. S&o unilaterais em 95% dos casos. Cistoadenomas tem
tamanho médio de 10 cm, sao cisticos, uniloculados ou multiloculados, preenchidos
por material gelatinoso espesso, com revestimentos interno e externo lisos.

Adenofibromas séo solidos e pequenos, com pequenos espacos glandulares.



Cistoadenomas sao revestidos por epitélio mucinoso simples, ndo-estratificado.
10% dos casos estdo associados com tumores de Brenner ou cistos dermoides.
Adenofibromas possuem o mesmo revestimento epitelial mas possuem um estroma
fibromatoso denso e proeminente. Citologicamente, ndo exibem atipias nucleares ou
proliferagdo epitelial. Assim como 0s tumores seroso benignos, podem conter
proliferacdo focal. Seu comportamento € benigno. Recorréncias séo raras e
associadas com ressecg¢ao incompleta (5,24)
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Figura 8 - Cistoadenoma mucinoso. Fonte: Kurman, R; 2011 (5)

9.2.2. Tumores mucinosos borderline/tumores mucinosos proliferativos

atipicos

Compdem 30-50% dos tumores borderline, atrds dos serosos. A idade média
de diagnostico é 40-49 anos, sendo relatados em pacientes entre 13-88 anos. O
sintoma mais comum € massa abdominal unilateral. A bilateralidade é rara e deve
levantar a suspeita de carcinoma metastatico. Nao produzem implantes peritoneais,
portanto sdo sempre estagio I. Seu tamanho médio é de 21,5 cm. S&o cisticos, uni ou
multiloculados, com material gelatinoso espesso. Os revestimentos interno e externo
geralmente sdo lisos, mas podem ser encontradas areas de crescimento solido
intracisticas. As areas sélidas podem conter focos de carcinoma, devendo ser as mais

amostradas no exame anatomopatoldgico.



Sao revestidos por epitélio de tipo gastrointestinal mostrando proliferacdo maior
que os tumores benignos, formando tufos e papilas vilosas ou filiformes.
Citologicamente, tem atipia nuclear leve a moderada e ocasional pseudoestratificacédo
nuclear. O indice mitético € variavel. Tumores que apresentam atipia nuclear e
proliferagdo acentuadas sdo chamados de tumor mucinoso borderline com carcinoma
intraepitelial. Também podem conter areas de microinvasdo e/ou carcinoma

microinvasor.

O progndéstico é excelente. Recorréncia foi relatada em casos de cistectomia.
Os raros casos de progresséo relatados foram inadequadamente examinados e
possivelmente continham areas de carcinoma. Mesmo nos casos com carcinoma
intraepitelial, a sobrevida é de 95-100%. Os raros casos de morte relatados ndo sao
confidveis em relacdo a amostragem tumoral ou presenca de tumor primario extra-
ovariano. A presenca de microinvasdo estd associada a 5% de recorréncia e
mortalidade inferior a 5%. A importancia progndstica do carcinoma microinvasor ainda

é indefinida, devido a dados insuficientes (5,24).
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Figura 9 - Tumor mucinoso borderline. Fonte: Kurman, R; 2011

)
9.2.3. Carcinomas mucinosos
Correspondem a 3-4% dos carcinomas ovarianos primarios. A idade média de

diagndstico é 45 anos. Os sintomas mais comuns sao dor ou distensdo abdominal e

a maioria dos tumores esta restrito ao ovario. Estagios avangcados sdo muito raros.



Formam massas unilaterais, volumosas, com areas cisticas e solidas. A maioria dos
casos nao exibe envolvimento da superficie externa, mas tumores muito grandes

podem se romper ou formar adesoes.

Exibem dois padrbes de invasdo, que podem coexistir no mesmo tumor. O
padrdo expansivo € caracterizado por aglomeracdo de glandulas sem estroma
interveniente, gerando um aspecto semelhante a um labirinto, ou cribriforme. O padréo
destrutivo estromal € menos comum, exibindo glandulas, ninhos e células isoladas
irregulares com citologia maligna, infiltrando o estroma. A presen¢ca do padrédo
infiltrativo, particularmente em casos bilaterais, deve levantar a suspeita de metastase
e investigacdo de sitio extra-ovariano. O indice mitético é elevado, com figuras de
mitose atipicas. Citologicamente, as células sdo mucinosas, com atipia nuclear
moderada a acentuada e pleomorfismo. A heterogeneidade intratumoral € comum,
encontrando-se areas benignas e borderline. Alguns autores graduam as lesdes em
baixo e alto grau, utilizando os mesmos critérios do carcinoma seroso. Contudo, a

classificacdo da OMS nao contempla essa divisao.

A maioria dos tumores esta confinada a um ovéario no diagndéstico, com
sobrevida de 90%. A presenca de invasdo destrutiva esta associada a piores
progndsticos. A recorréncia é precoce, em menos de 3 anos apés o diagnostico. A
maioria das pacientes com doenca extra-ovariana no diagnéstico inicial morre devido
a doenca (5,24).
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Figura 1 10 - Carcmoma mucinoso. Fonte: Kurman, R; 2011(5)



9.3. Tumores endometrioides
Neoplasias epiteliais ovarianas contendo epitélio endometrial/endometrioide.
9.3.1. Cistos endometrioides/endometriomas

S&o formas cisticas de endometriose no ovario. O sintoma mais comum é dor,
devido ao efeito de massa do cisto. Geralmente estdo associados a endometriose em
outros locais, o que pode causar infertiidade. Medem até 15 cm de diametro,
mostrando revestimento interno irregular e areas hemorragicas. O contetudo é
marrom-escuro, levando ao aspecto classico de “cisto de chocolate”. Na microscopia,
sao revestidos por epitélio endometrial sobrejacente a estroma endometrial. O epitélio
pode mostrar atipia nuclear, macronucleose e hipercromasia acentuados.
Hemorragia, macréfagos com hemossiderina e fibrose séo frequentes. Seu

comportamento é benigno. Ocasionalmente sofrem transformac&o maligna (5,24).

Flgura 11 Clsto endometr|0|de Fonte Kurman R 2011-(5)

9.3.2. Tumores endometrioides benignos

Sao lesbes muito raras e provavelmente correspondem a endometriomas cujo
estroma endometrial ndo foi visualizado. A idade média de diagndstico é de 55 anos.
Os sintomas sao inespecificos, podendo apresentar dor aguda devido a torcao.

Geralmente sao unilaterais. Cistoadenomas sao cisticos, uni ou multiloculados, com



revestimento interno hemorragico. Adenofibromas tem tamanho médio de 10 cm, sdo
sélidos com areas cisticas, com aspecto de favo de mel. Ambas as lesdes
normalmente estdo associadas com endometriomas e endometriose extra-ovariana.

Microscopicamente, se diferenciam de endometriomas pela auséncia de
estroma endometrial. Cistoadenomas s&o cisticos, revestidos por epitélio
endometrioide. Adenofibromas possuem estroma fibroso proeminente com glandulas
endometrioides tubulares ou cisticas. Citologicamente, o epitélio € colunar, com
ndcleos ovoides e nucléolos inconspicuos. Frequentemente sao ciliados, lembrando

epitélio tubario. Seu comportamento € benigno (5,24).

Figura 12 - Adenofibroma endometrioide. Fonte: Kurman, R;
2011 (5)

9.3.3. Tumores endometrioides borderline/tumores endometrioides
proliferativos atipicos

S&o incomuns, constituindo apenas 0,2% dos tumores epiteliais ovarianos. A
idade média do diagnostico € de 51 anos. O sintoma mais comum é massa pélvica. A
maioria dos pacientes tem endometriose associada. A presenca de hiperplasia ou

carcinoma no endométrio também é comum (39%). Sao predominantemente
unilaterais, com tamanho médio de 9 cm. Tipicamente sdo sélidos, com estroma



fiboromatoso denso. Quando sdo cisticos, mostram revestimento interno frivel e

contetdo hemorréagico.

Exibem dois padrées de crescimento. O padréo adenofibromatoso é analogo a
hiperplasia endometrial atipica. Caracteriza-se por proliferacdo glandular
endometrioide com aglomeracdo glandular sem estroma interveniente, podendo
formar um padrao cribriforme, em meio a estroma fibroso denso. O padréo intracistico
tem o mesmo aspecto, mas se apresenta como protrusado na superficie interna de um
cisto. Citologicamente, a atipia nuclear é leve a moderada, além de exibir
estratificacdo epitelial. A presenca de atipia citologica acentuada modifica o
diagnostico para carcinoma endometrioide intraepitelial. Pode conter areas de

microinvasao.

O prognéstico é excelente, ndo sendo observado comportamento maligno. A
microinvasao e o carcinoma intraepitelial aparentemente nao afetam o progndstico,

mas devido a raridade desses tumores, existem poucos casos relatados (5,24).
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Figura 13 - Tumor endometrioide borderline. Fonte: Kurman, R;
2011 (5)



9.3.4. Carcinomas endometrioides

Correspondem a 10-15% dos carcinomas ovarianos, sendo a segunda
neoplasia maligna mais comum. A idade média do diagnéstico é de 58 anos. A maioria
€ assintomética, mas o sintoma mais comum € massa peélvica. A maioria das lesdes &
unilateral e confinada ao ovario. 42% dos tumores sdo associados com endometriose
e 15 a 20% coexistem com carcinoma endometrial. Essa associacdo sugere que
ambos podem compartilhar os mesmos fatores de risco. Apresentam tamanho médio
é de 15 cm, com superficie externa lisa. A superficie de corte exibe massas ou papilas
fridveis, com conteldo sanguinolento. Podem ser totalmente solidos, com necrose e
hemorragia. Caso tenham surgido de um cisto endometrioide, formam nddulo

polipoide que se projeta na luz de cisto preenchido por sangue.

Exibem similaridades com carcinomas endometrioides do corpo uterino.
Formam glandulas confluentes sem estroma interveniente, padrées cribriformes,
viloglandulares, glandulas ovais ou tubulares. Menos frequentemente, exibem
crescimento destrutivo de glandulas desorganizadas infiltrando o estroma e causando
desmoplasia. Citologicamente, o epitélio € estratificado com margens luminais bem
delimitadas. S&o graduados como carcinomas endometriais em G1, G2 e G3, de
acordo com a presenca de areas sélidas e o grau de atipia nuclear. Alguns autores
utilizam o método binario de baixo e alto grau. 30% a 50% dos casos mostram areas
de diferenciacdo escamosa. Também podem apresentar areas de alteracdo secretora
e padrdes que simulam a arquitetura de neoplasias estromais. Quando também ha
carcinoma no endométrio, a distincdo entre duas neoplasias independentes ou
metastase é feita com base em critérios clinicos. De acordo com o estagio inicial, a
sobrevida em 5 anos é: estégio |, 78%; estagio Il, 63%; estagio lll, 24%; estagio IV,
6%. Tumores G3 tem pior prognoéstico. Areas de diferenciacéo escamosa ndo afetam

0 prognostico (5,24).
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Figura 14 - Carcinoma endometrioide de alto grau/G3. Fonte:
Kurman, R; 2011 (5)

9.4. Tumores de células claras

Tumores epiteliais ovarianos contendo células claras: células cuboidais ou
achatadas com citoplasma claro ou eosinofilico.

9.4.1. Tumores de células claras benignos

S&0 muito raros, com poucos casos descritos na literatura. Podem ser achados
incidentais ou exibirem sintomas inespecificos. Adenofibromas formam massas
sélidas com diametro entre 3-16 cm e possuem superficie externa lobulada e lisa. A
superficie de corte exibe pequenos cistos. Histologicamente, contém glandulas
simples, dilatadas e espagadas entre si, num estroma fibromatoso. Citologicamente,
0 epitélio é cuboidal ou achatado, com citoplasma claro ou eosinofilico. O epitélio e o
estroma tem nucleos brandos. Mitoses sao raras ou ausentes. Devido a sua raridade,
esse diagndstico s6 deve ser feito apds extensa amostragem e exclusdo de tumor
borderline ou carcinoma. Cistoadenomas sdo mais raros, sendo cisticos e seu

revestimento epitelial geralmente é achatado, devido a compressdo. Possuem

comportamento benigno (5,24).



9.4.2. Tumores de células claras borderline/tumores de células claras

proliferativos atipicos

Correspondem a menos de 1% de todos os tumores borderline. A idade média
de diagnostico é 59-68 anos e quase todas as pacientes sdo pos-menopdausicas. O
sintoma mais comum é massa ou aumento abdominal. Todos séo confinados ao
ovario e quase todos sao unilaterais. Apresentam tamanho médio de 6 cm. Ao corte,
sao soélidos com pequenos cistos. Na microscopia, veem-se glandulas arredondadas
ou ovais, espacadas entrei si, num estroma fibromatoso. Citologicamente, o epitélio é
composto de células claras estratificadas que podem formar um padrao caracteristico
de “hobnail”. Também sao vistas células neoplasicas soltas na luz das glandulas. A
atipia nuclear € moderada. Mitoses séo raras. Frequentemente estdo associados com
endometriose. Todos os casos documentados mostram comportamento benigno

(5,24).
9.4.3. Carcinomas de células claras

S&0 os tumores ovarianos mais associados com endometriose, surgindo dela
em 50-70% dos casos. A idade média de diagnostico é 54 anos. Os sintomas mais
comuns sdo massa ou distensdo abdominal. Geralmente s&do unilaterais, com
tamanho médio de 15 cm. Podem ser sélidos, sélido-cisticos ou cisticos com areas

nodulares.

Exibem uma mistura de padrBes solidos, papilares e tubulocisticos.
Citologicamente, as células variam de achatadas a cuboidais ou poligonais, enquanto
o citoplasma é claro ou eosinofilico e os nucleos sao hipercromaticos, excéntricos e
com nucléolos evidentes. A maioria dos tumores contém “hobnail cells”, que sao
células com ndcleos apicais hipercromaticos. As areas soélidas sdo compostas por
lencdis de células poliédricas separadas por septos finos. Os tubulos e cistos contem
secrecdes eosinofilicas. As papilas geralmente sdao pequenas e regulares. Todos 0s

carcinomas de células claras sao considerados de alto grau. O fator progndstico mais



importante é o estagio inicial, sendo 6timo em IA. Doenca em estagios avancados tem
ma-resposta a quimioterapia, levando a baixa sobrevida (5,24)
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Figura 15 - Carcinoma de células claras. Fonte: Kurman, R;
2011 (5)

9.5.Tumores de Brenner/transicionais

Tumores epiteliais ovarianos compostos de células de tipo transicional

semelhantes ao urotélio.
9.5.1. Tumores de Brenner

Correspondem a cerca de 5% de todos os tumores epiteliais ovarianos
benignos. A idade média de diagndstico é 56 anos. A maioria é assintomética e
identificada como achado ocasional em ovarios removidos por outras razées. Cerca
de 25% sdo associados com outros tumores epiteliais, geralmente mucinoso.
Dependendo do tamanho, podem causar dor e aumento abdominal. Se possuem
estroma funcionante, geram sintomas endocrinos. Normalmente tem menos de 2 cm,
raramente excedendo 10 cm. 90% s&o unilaterais. S&o soélidos e bem circunscritos,
com superficie de corte cinzenta ou amarelada, com pequenos cistos.
Histologicamente, exibem ninhos ovais ou irregulares de epitélio transicional num
estroma fibromatoso proeminente. Os ninhos podem ser solidos ou exibir cavidades.

Citologicamente, o epitélio é poliédrico a alongado, com citoplasma claro e nucleos



ovoides sem atipia. Mitoses sdo raras. Frequentemente sdo encontradas areas de

metaplasia mucinosa. Possuem comportamento benigno (5,24).

Figura 16 - Tumor de Brenner. Fonte: Kurman, R; 2011 (5)

9.5.2. Tumores de Brenner borderline/tumores de Brenner proliferativos

atipicos

S&o tumores raros. A idade média de diagnostico € 59 anos. O sintoma mais
comum é massa pélvica. Sao unilaterais e restritos ao ovario. Geralmente cisticos e
grandes, medindo, em média, 18 cm. A superficie interna dos cistos mostra massas
papilares e areas solidas. Raramente sao completamente solidos. Na microscopia, 0
componente papilar tem semelhancas com carcinomas uroteliais de baixo grau néo-
invasores do trato urinario. Citologicamente, sdo semelhantes aos tumores de Brenner
benignos. Quase sempre sdo encontrados tumor de Brenner benigno e areas de
metaplasia mucinosa. A presenca de atipia nuclear de alto grau classifica a lesdo
como tumor de Brenner borderline com carcinoma intraepitelial. Seu comportamento

€ benigno, mas ha relatos de recorréncia (5,24).
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Figura 17 - Tumor de Brenner borderline. Fonte: Kurman, R;
2011 (5)

9.5.3. Tumores de Brenner malignos

Correspondem a menos de 5% dos tumores de Brenner. A idade média de
diagnéstico é 63 anos. Os sintomas mais comuns sdo massa ou dor abdominal. 80%
dos casos sao restritos ao ovario e 12% séao bilaterais. Geralmente sdo grandes,
com tamanho médio de 16-20 cm. Podem ser so6lidos ou cisticos com nédulos

sélidos. Microscopicamente, exibem massas irregulares de células transicionais ou,
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raramente, células escamosas. Os cistos sdo revestidos por epitélio transicional
estratificado com ndcleos hipercromaticos e pleomoérficos. A atividade mitética é alta.
O estroma é densamente fibroso, tornando o diagnéstico de invasao dificil em
alguns casos. Tipicamente também é encontrado tumor de Brenner benigno, além
de metaplasia mucinosa. Seu comportamento depende do estagio, mostrando
sobrevida em 5 anos de 88% no estagio IA. Quando h& doenca extra-ovariana, se

comporta similarmente aos outros carcinomas ovarianos (5,24).
9.6. Tumores seromucinosos

Sao tumores compostos por dois ou mais tipos de epitélio. Assim como 0s
outros tipos histolégicos, sdo divididos em benignos, borderline e carcinomas. Sao
muito raros, com poucos casos relatados, mas parecem obedecer o padrdo de
comportamento dos outros tipos histolégicos (5,24)

9.7.Carcinomas indiferenciados

Sao tumores epiteliais malignos que ndo mostram diferenciagcdo de nenhum
tipo especifico. Sdo raros e a idade média do diagnéstico é de 55 anos, se
apresentando em estagios avancados. Formam massas soélidas com necrose.
Histologicamente, mostram lengais, ninhos e corddes de células ovoides e monétonas
com alto indice mitético. Sdo associados com carcinomas endometrioides de baixo
grau, sugerindo uma possivel progressdo. Seu comportamento € altamente agressivo
(5,24).

10.Carcinogénese ovariana

Diversas teorias tentam explicar a origem dos tumores epiteliais ovarianos. No
passado, o uso de talco na regido genital e a infeccéo pelo virus da caxumba foram
apontados como carcinogénicos, mas posteriormente descartados devido a auséncia
de evidéncias epidemiolégicas. O uso de alcool e tabaco também foi proposto, mas
apesar dos relatos associando o seu consumo com aumento do risco de carcinoma
ovariano, ndo parecem estar envolvidos no surgimento das neoplasias. Outra hipotese
afirmava que tumores epiteliais ovarianos seriam mesoteliomas, causados por
agentes irritantes do mesotélio que penetrariam pelo trato genital inferior. Essa
proposta era baseada nas similaridades entre alguns tumores ovarianos e mesoteliais

e na observacdo de cistos contendo transicdo entre epitélio ovariano maligno e



mesotélio. Entretanto, ndo foram identificados agentes irritantes especificos do
mesotélio, além de mesoteliomas e tumores epiteliais ovarianos possuirem perfis

imuno-histoquimicos distintos (12).

Em 1972, Mahmoud Fathalla propss a teoria da ovulacéo incessante. O autor
observou que tumores ovarianos sao raros em animais com ovulagao intermitente e
comuns em animais com ovulacdo constante. Em humanos, essa teoria explica a
baixa incidéncia de tumores epiteliais em pacientes pré-puberes, com multiplas
gestacOes e o efeito protetor da anticoncepcdo oral. Experimentos em modelos
animais, visando a transformacao maligna das células da superficie ovariana, geram
carcinomas (13,26). Culturas dessas células também geram carcinomas de baixo e
alto grau. Segundo essa teoria, a ovulacdo causa destruicdo e reparo, gerando
inflamagéo, que aliada a fatores locais e/ou hormonios, causam invaginacao,
cistificacdo e metaplasia do mesotélio, resultando nos diversos tipos histolégicos
observados. Posteriormente esses cistos sofrem transformacfes malignas, resultando
em carcinomas (27). Observa-se associacdo entre uso de gonadotrofinas para
tratamento da infertilidade e o aumento de seus niveis séricos pds-menopausa com
maior risco de carcinoma ovariano. Isso demonstraria como a estimulacao do epitélio
superficial pode estar relacionado a génese desses tumores (28,29). Para um tecido
ter capacidade metaplasica, precisa reter caracteristicas de células tronco. O
mesotélio demonstra marcadores desse potencial, como NANOG. Além disso, células
com metaplasia tubaria expressam marcadores imuno-histoquimicos semelhantes a
tuba uterina, como E-caderina, Epcam, anti-cilios e OVGP1. Também s&o observados
cistos com revestimento misto (mesotélio e epitélio tubario), o que favorece sua origem
mesotelial, visto que metaplasia mesotelial do epitélio tubario é um evento improvavel.
Cistos mesoteliais com alteracdes displasicas sdo relatados, principalmente em
portadoras de mutacao de BRCAL. Esses também exibem alteracdes pré-neoplasicas
como expressdo aumentada de p53, perda da membrana basal, aumento de fatores
antiapoptoticos e resposta alterada a hormdnios e fatores de crescimento. Contudo,

sua raridade é vista como indicacdo que nao seriam a verdadeira origem (11,12,30).
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Figura 19 - Teoria da ovulagdo incessante. Fonte: modificado de
Levanon, K; 2008 (95)

Alguns autores citam uma origem embrioldgica distinta da tuba uterina e do
mesotélio ovariano como evidéncia que o ultimo ndo poderia sofrer metaplasia tubaria.
Entretanto, N. Auersperg afirma que ambos tem origem embriol6gica comum. Outras
criticas a esse modelo questionam a raridade de carcinomas serosos de alto grau em
estagios precoces, apesar de ser o mais prevalente. Isso seria explicado por fatores
do microambiente ovariano que estimulam uma rapida proliferacdo. Dessa maneira,
as lesdes sao raramente detectadas devido ao curto tempo de sua existéncia antes
de se transformarem em carcinomas de alto grau. Outro questionamento aponta que

0 mesotélio da superficie ovariana ndo tem semelhanca com o epitélio dos tumores



no parénquima, inclusive imuno-histoquimicamente. O marcador PAX8 é expresso em
carcinomas serosos, mas nao no mesotélio, enquanto a calretinina é expressa no
mesotélio, mas ndo em carcinomas. Outros estudos justificam esse fato ao
demonstrar que o mesotélio, quando se invagina e forma cistos, perde a expressao
de marcadores mesenquimais e expressa marcadores epiteliais. Comumente séo
encontrados cistos de inclusdo com epitélio tubario. Entretanto, ndo hé explicagdo
para a inexisténcia de cistos de inclusdo revestidos por epitélio mucinoso ou

transicional, que dariam origem a tumores mucinosos e de Brenner (11,12,30-33).

A proposta que predomina na literatura atual, sendo uma das mais recentes, é
a teoria da origem tubaria. Essa hipotese foi formulada a partir do achado de
alteracdes displasicas, neoplasicas e imuno-histoquimicas nas tubas de portadoras
de mutacdo em BRCA1/2 submetidas a salpingooforectomias profilaticas (34). A tuba
uterina seria o sitio de origem dos tumores epiteliais, através da implantacdo de
células epiteliais tubarias no ovario, durante a ovulacédo. As neoplasias séo divididas
em dois grupos: tipo 1 e tipo 2, cada um com origens, caracteristicas histologicas,

imuno-histoquimicas, moleculares e clinicas distintas (11,12,26,27,35-38).

Os tumores de tipo 1 compreendem o0s carcinomas serosos e endometrioides
de baixo grau, mucinosos, transicionais e de células claras. Esses tumores geralmente
possuem comportamento indolente e estédo restritos ao ovario. Compartilham um
continuo morfoldégico com seus tumores benignos correspondentes, progredindo de
maneira paralela a sequéncia adenoma - carcinoma do célon, na seguinte ordem:
adenoma — tumor borderline — carcinoma. Os tumores serosos de baixo grau possuem
uma lesédo tubaria precursora chamada de hiperplasia tubaria papilar (PTH), causada
por inflamagcdo crbénica do epitélio. PTH’s sdo frequentemente encontradas em
associacdo com tumores de baixo grau e exibem caracteristicas semelhantes. Essas
células descamam e se implantam no ovario durante a ovulagdo. Progressivas
mutacdes de KRAS, BRAF, ERBB2 e perda de estabilidade genética levam ao
surgimento de tumores, na sequéncia descrita acima. Em contraste com os tumores
de alto grau, raramente tem mutacdes de TP53 ou BRCA (39). Também se acredita
gue o epitélio tubario normal possa descamar, implantar-se no ovario e originar
tumores serosos de baixo grau (27). Os carcinomas endometrioides de baixo grau e
de células claras séo originados na endometriose ovariana, surgida da implantacéo

de células endometriais no ovario pela menstruacdo retrograda. As principais



alteracOes descritas sdo mutacdes do PTEN. Essa proposta sustenta-se em estudos
gue demonstram mutacdes do PTEN semelhantes na endometriose e em carcinomas
endometrioides do mesmo ovario. Modelos animais com delecdo desse gene
desenvolvem carcinomas endometrioides (28,33). Também é relatada ativacédo de
vias oncogénicas no endométrio de mulheres com endometriose (teoricamente
permitindo sua disseminagédo e proliferacdo). O efeito protetor da ligadura tubéaria
(impedindo a menstruagéo retrégrada) também contribui para essa explicacdo (19).
Os tumores mucinosos e transicionais originam-se nos restos de Walthard (compostos
por epitélio transicional benigno). Essas estruturas surgem de células epiteliais
tubarias que se implantam no ovario e sofrem metaplasia transicional (40). Os
achados a favor dessa afirmacédo sao a auséncia de fendtipo miulleriano desses
tumores (n&o indicando origem comum com outros tipos histolégicos) e a
historicamente conhecida coexisténcia entre tumores de Brenner e mucinosos
(11,12,28,31,41).

Os tumores de tipo 2 incluem carcinomas serosos e endometrioides de alto
grau, carcinomas indiferenciados e carcinossarcomas, com varios casos exibindo
sobreposicao de caracteristicas histolégicas. Geralmente se apresentam em estagios
avancados, com evolucao rapida e agressiva. Possuem altas taxas de mutacdo de
TP53 (80%), BRCA (40-50%) e amplificacdo de CCNE1l (31%), mas apenas
raramente tem mutacdo nos genes alterados nos tumores de tipo 1 (27,39,42). Sua
patogénese inicia com dano no DNA do epitélio tubéario de tipo secretor, seguido por
mutacdo do TP53, indicando uma desregulacéo precoce do ciclo celular. Duas lesbes
precursoras sdo descritas: a primeira € composta por pequenas expansdes das
células secretoras, chamada de excrescéncia de células secretoras (“secretory cell
outgrowth” - SCOUT). A segunda é a assinatura de p53 (“p53 signature”),
caracterizada por superexpressao imuno-histoquimica de p53. Foi proposto que
SCOUT’s dao origem as assinaturas de p53 ou que ambas sdo a mesma entidade
com diferenga na expressao de p53 (27,28). A assinatura de p53 exibe mutacgdes de
TP53 em 57% dos casos, sendo encontrada (geralmente nas fimbrias) de pacientes
com carcinoma seroso intraepitelial tubario e em tubas sem lesé@o neoplasica (34). A
continuidade da perda de controle do ciclo celular culmina no surgimento do
carcinoma seroso intraepitelial tubario (STIC). O microambiente da tuba nédo permite

gue essas lesdes invadam o estroma, impedindo sua transformacdo em carcinomas



tubarios invasores. Posteriormente, durante a ovulagéo, células tubarias neoplasicas
sofrem descamacédo e se implantam na superficie ovariana. Nesse microambiente
propicio, proliferam, resultando em carcinomas de alto grau, sem a sequéncia
progressiva observada no tipo 1. O principal argumento de defesa dessa teoria é 0
envolvimento tubario (incluindo STIC’s) em 50-60% dos casos de carcinoma serosos
de alto grau ndo-hereditario. Adicionalmente, ambos carcinomas serosos de alto grau
e STIC’s compartilham a mesma morfologia, muta¢des de TP53, superexpressao de
p53 e ciclina E1 (11,12,27,28,31,43-47).

Existem quatro hipéteses para justificar os 40-50% de carcinomas serosos de
alto grau sem envolvimento da mucosa tubaria: a primeira diz que alguns carcinomas
serosos de alto grau podem surgir de tumores de baixo grau. Em alguns casos, CSAG
coexistem com carcinomas de baixo grau e tumores “borderline”. Esses tumores de
alto grau demonstram KRAS e TP53 de tipo selvagem, semelhante aos CSBG,
levando a hipotese que surgiram dos ultimos; a segunda teoria propde que cistos
corticais derivados da implantacdo de epitélio tubario normal no ovéario durante a
ovulacéo, com posterior cistificacdo, sofrem mutacédo do TP53 e malignizacdo. Esses
cistos sdo revestidos por epitélio tubario e encontrados somente em pacientes pos-
menarca, enquanto os revestidos por mesotélio sdo relatados pré-menarca. Também
mostram prevaléncia diretamente proporcional a idade, além de possuirem uma
populacao de leucdcitos semelhante a da tuba uterina (27,43,45); a terceira explicacao
sdo STIC’s nao detectados devido ao corte histol6gico, mesmo com a realizacdo de
protocolo de incluséo total da tuba uterina; a quarta hipétese propde que o crescimento
excessivo do carcinoma impossibilita a distincdo das camadas da tuba, impedindo a

identificacdo de envolvimento mucoso (11,12,31).
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Figura 20 - Teoria da origem tubaria

A: Vias carcinogénicas de tipo 1 e tipo 2
B: Tipo 2: células neoplasicas tubarias sendo implantadas no ovario

Fonte: modificado de Kurman, R; 2011 (5)

Hé& guestionamentos sobre a validade desse modelo. Enquanto a maioria dos
carcinomas tubarios (70%) é diagnosticada nos estagios | ou Il, carcinomas ovarianos
sdo diagnosticados predominantemente nos estagios Il e IV. Nao faz sentido que
lesBes tubarias invasoras nao exibam envolvimento pélvico ou metastase a distancia,
enquanto lesGes tubérias intraepiteliais levam a carcinomas ovarianos com
disseminacdo pélvica e metastase (30). Outra pergunta utiliza a doenca inflamatoria
pélvica como referéncia. Nessa doenca, bactérias atravessam a tuba uterina e
atingem a pelve, por efeito gravitacional, gerando inflamacao nessa regido. Como ja
mencionado, a maioria dos carcinomas ovarianos se apresenta em estagio -1V, o
gue significa envolvimento abdominal. N&o ha explicacéo para o porqué de as células
neoplasicas tubarias aparentemente desafiarem a gravidade e atingirem superficies
acima da tuba uterina e ovario. Também é indagado como uma via tumorigénica Unica
pode gerar a enorme variabilidade morfoldgica vista nos tumores epiteliais, mesmo

naqueles de mesmo grau de malignidade e tipo histolégico (12,33).



Elvio Silva propde a teoria “fere ex nihilo”. Segundo sua hipotese, todas as
neoplasias ovarianas surgem a partir de células primitivas, mesenquimais ou epiteliais
precoces sem caracteristicas distintas, ou seja, surgidas quase do nada (“fere ex
nihilo”). O surgimento dos tumores epiteliais envolve as seguintes alteracdes: células
tronco e mesenquimais dao origem as lesbes benignas; hormdnios influenciam o
comportamento dos tumores, através de sua acdo em células ovarianas estromais,
que por sua vez induzem proliferacdo epitelial (o autor cita como exemplo as
diferencas encontradas entre tumores semelhantes em gestantes e em modelos
animais submetidos a ac6es hormonais); os tumores tem origem multicéntrica, o que
esclarece situagbes como a presenca de carcinoma intraepitelial na tuba de um lado
e carcinoma apenas na superficie do ovario contralateral (12).

11.0 ciclo celular

As células eucaridticas crescem e se dividem através de um ciclo celular
dividido em duas partes: mitose e interfase. Durante a mitose, 0S Cromossomos se
separam entre as duas células-filhas, culminando na divisdo celular. Ap6s a mitose, a
célula tem duas vias a seguir: a primeira, encontrada na maioria das células humanas
adultas, € o periodo de quiescéncia (G0), onde ndo ha crescimento celular ou
replicacdo do DNA. Esse estado € mantido pelo efeito repressor da proteina pRb. A
segunda via disponivel é seguir pelas trés fases habituais da interfase (G1, S e G2),
para um novo ciclo de divisao celular (48-51).

Uma célula sob a influéncia de fatores de crescimento progride para G1 (gap
1). Nessa fase ocorre duplicacdo de todos os componentes (RNA, proteinas, lipidios
e carboidratos), exceto o DNA. Para que o ciclo celular progrida, a maquinaria celular
precisa inativar a repressdo realizada por pRb. Estimulos mitogénicos levam a
transcricdo de ciclinas, formando fatores de promog¢ao da maturagcao (MPF’s), dimeros
constituidos por uma ciclina e uma quinase dependente de ciclina (cdk). Isoladas, as
cdk’s sdo inativas, sendo ativadas quando formam o complexo com uma ciclina. A
passagem de G1 para S € dependente de dois MPF’s. O primeiro é constituido pela
ciclina D e por cdk4/6. Sua quantidade aumenta progressivamente durante G1, até
gue seja maior do que seus inibidores, quando consegue exercer sua funcao principal
de fosforilar pRb, permitindo a ativagéo de fatores de transcricdo. Entre os produtos

dessa transcricdo esta a ciclina E, que forma o dimero ciclina E-cdk2, que age nos



periodos central e final de G1. Sua principal fungéo é amplificar a fosforilacao inicial
de pRb, além de comecar a formagéo do complexo de pré-replicacdo na fita de DNA,
efetivamente iniciando a fase S (sintese). Na sintese, ha atividade da ciclina A, que
substitui a ciclina E e forma o complexo ciclina A-cdk2, agindo ao completar a
formacao do complexo de pré-replicacdo. Posteriormente ocorre replicacdo do DNA.
Quando S esta completa, inicia-se G2. Ao contrario da transigcdo G1-S, a passagem
S-G2 néo é bem demarcada e ndo possui ponto de controle, ocorrendo quando a
replicacdo de DNA esta completa. A passagem de G2 para M € regulada pelo

complexo ciclina B-cdkl (48-52).

Para que o ciclo celular avance de G1 para S, € imprescindivel um tamanho
celular minimo e auséncia de dano no DNA. Se alguma dessas condi¢cdes ou
estimulos oncogénicos esta presente, o avanco do ciclo celular é interrompido. Se a
célula consegue reparar o dano no DNA, o ciclo é retomado. Se ndo ha correcéo, a
célula progride para apoptose ou senescéncia permanente. O controle dessa
progressao é feito por conjuntos de proteinas que agem sobre os complexos ciclina-
cdk. Os fatores centrais no controle desse mecanismo sdo as proteinas supressoras
tumorais p53 e pRb. O outro grupo de supressores tumorais sdo as inibidoras de
quinases dependentes de ciclinas (CKI's), entre elas p16, p14 e p21. Se ocorrem
mutacdes, sua funcéo é perdida ou prejudicada, permitindo que células de tamanho
inadequado e com DNA danificado repliqguem, sendo uma das alteracdes mais

encontradas em tumores (48,53).

O primeiro mecanismo de controle de G1-S € a via comandada por p53. Numa
célula normal, p53 é constantemente degradado por MDM2, portanto tendo meia-vida
muito curta. Na presenca de dano no DNA, MDM2 é fosforilado, perdendo sua
capacidade de degradar p53. Dessa maneira, p53 é estabilizado e ha aumento de
seus niveis, permitindo a realizacdo de suas acdes de ativacdo ou repressao de certos
genes. De acordo com a extensdo do dano no DNA, leva a parada do ciclo celular ou
ativa a via da apoptose. Entre os genes estimulados por p53 estdo: GADDA45, que
estimula reparo do DNA; RNA'’s longos nao-codificantes (lincRNA’s) e miRNA’s, que
inibem a transcri¢do; p21, que inibe a ciclina D. Também é estimulada a transcrigdo

de MDM2, levando a um sistema de controle de p53 por feedback negativo (48).



O outro ponto de controle € chamado ponto de restricdo, controlado por pRb.
Esse é um momento critico para a célula, pois a partir desse momento ndo ha como
evitar a replicacdo do DNA, independentemente de sinais externos. Assim como p53,
responde a sinais sobre o crescimento celular e dano no DNA. Em seu estado habitual,
pRb se encontra no citoplasma, ligado ao fator de transcricdo E2F, impedindo sua
acdo. Para que ocorra progressao, pRb é fosforilado pelo complexo ciclina D-cdk2, o
que causa sua dissociacdo de E2F. E2F livre penetra no nucleo, onde ativa a
transcricdo de diversos genes necessarios para a entrada em S. Dentre eles, o gene
do préprio E2F, levando a um feedback positivo e o da ciclina E, que, como ja descrito,
aumenta a fosforilacdo de pRb. A eliminacdo de pRb ou o contorno de seu mecanismo
de controle através de outras proteinas é um dos mecanismos utilizados por células

cancerigenas para proliferar inadequadamente (48,54).

A atividade das ciclinas também é controlada por um grupo de proteinas
chamadas de inibidoras de quinases dependentes de ciclina (CKI’s), dividido em duas
familias: CDKN2A, também conhecida como INK4, composta por p14, pl15, p16, pl18
e p19. Na presente revisdo enfocamos apenas em pl6 e pl4. p16 é produto do gene
CDKN2A, cuja transcricdo é estimulada por dano no DNA. Inibe ciclina D-cdk4/6,
assim bloqueando seu efeito negativo sobre a atividade de pRb e impedindo o avanco
do ciclo celular. Também ativa a via da apoptose (55). Um aspecto interessante € que
pRb inibe a transcricdo de pl16, modulando os niveis do primeiro. O outro produto de
CDKNZ2A ¢é p14, também é conhecido como ARF, por ser a proteina resultante da fase
de leitura alternada (“alternate reading frame”) do mesmo I6cus de p16(56). Apesar
de compartilharem areas codificantes, diferem em seu primeiro exon, resultando em
leituras e polipeptideos distintos (57). Sua transcricdo € ativada por dano celular e
estimulos oncogénicos (53,58—60). Também é transcrito por estimulo de E2F. Uma
de suas acdes é degradar E2F, bloqueando o avanco do ciclo, além de exercer um
feedback negativo. Seu outro efeito é sequestrar MDM2 no nucléolo, impedindo que
este degrade p53, permitindo que o Ultimo pare o avanco do ciclo celular (61-63). A
outra familia de CKI’s é CIP/KIP, composta por p21, p27 e p57. Seu principal membro
€ p21, cuja transcricdo é ativada por p53. Sua principal acdo € se ligar a ciclina D-
cdk4/6, impedindo que esse fosforile pRb (48,64).
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12.Proteinas supressoras tumorais e neoplasias epiteliais ovarianas

Dentre os componentes do ciclo celular, a progressdo além do ponto de
restricdo de G1 é visto como crucial no surgimento de células malignas, uma vez que
a partir deste ponto, a célula obrigatoriamente realizara a duplicacdo de seu DNA.
Portanto, alteracGes nas proteinas controladoras dessa progressdo podem levar ao
surgimento de células neoplasicas. Essas proteinas e seus genes codificantes sao
estudados em varias neoplasias, incluindo ovarianas, onde s&do encontradas
associacfes entre mutacfes e diferencas de expressdo imuno-histoquimica e
variaveis clinico-patolégicas. A seguir, expomos as informacdes disponiveis na
literatura atual sobre as proteinas estudadas em nosso estudo, com enfoque em suas

alteracdes na carcinogénese ovariana e imuno-histoquimica.
12.1. p53

O p53 é produto da transcricdo do gene TP53 e tem funcéo supressora tumoral

responsiva a dano no DNA. A perda ou mutacdo de TP53 é uma das altera¢cdes mais



comuns no cancer, permitindo que as células tumorais evitem os mecanismos de
parada do ciclo celular e/ou apoptose, continuando a replicacdo de DNA danificado
(49,53). Na presenca de mutacado, os produtos do TP53 mutante sdo resistentes a
degradacédo e sdo incapazes de ativar a transcricdo de seu inibidor MDM2 (abolindo
o feedback negativo), levando a expressédo de altos niveis de p53, além de terem
efeitos oncogénicos e estarem associados a maior resisténcia a quimioterapicos
(56,63,65,66).

Mutacbes de TP53 e superexpressdo de p53 estdo associados com piores
prognosticos em carcinomas uroteliais(63), o que também ¢é observado em
carcinomas timicos. Adicionalmente, timomas ndo demonstram TP53 mutante (64).
Em lesdes cervicais, a infeccédo pelo HPV gera o oncogene EB6, que se liga e degrada
p53. Também sao relatadas mutagcbes em TP53. Alguns estudos mostram relacéo
entre a expressao de p53 e o grau da lesdo escamosa, enquanto outros nao relatam
associacdo. Também séo contraditérios os achados sobre seu valor como progndstico

ou indicador de infeccdo por HPV de baixo ou alto grau (67,68).

Nos tumores epiteliais ovarianos, estudos avaliando a expressao imuno-
histoquimica de p53 demonstram maior expressao nas neoplasias serosas em relacao
aos outros tipos histologicos. Além disso, carcinomas exibem a maior prevaléncia de
superexpressao em relagcdo a tumores borderline e adenomas (69). Dentre os
carcinomas serosos, segundo O’Neill et al. (70), 64% dos tumores de alto grau e 18%
dos tumores de baixo grau exibem alto nivel de expressao (definido como mais de
75% de nucleos positivos), enquanto baixos niveis de positividade sédo vistos em 28%
e 64% dos tumores de alto e baixo grau, respectivamente. Giurgea et al. (71)
demonstrou positividade (definida como 1% ou mais de ndcleos positivos) apenas em
neoplasias serosas, sendo de 56,25% nos carcinomas de alto grau e 12,5% nos de
baixo grau. 6,66% dos tumores borderline foram positivos e todos os adenomas foram
negativos. Clinicamente, a expressao aumentada estd associada a estagios iniciais
avancados. Mutacdes no TP53 sédo encontradas em 80% dos carcinomas serosos de
alto grau mas s&o incomuns nos de baixo grau, nos tumores borderline e adenomas
(69,72). O valor prognéstico das alteracdes de p53 € controverso, com estudos
relatando associacdo com maus progndsticos, enquanto outros ndo encontram
relacdo com a sobrevida (56). Expressao imuno-histoquimica aumentada e mutagcdes

também sdo encontradas em carcinomas intraepiteliais da tuba uterina, e de acordo



com a teoria da origem tubéaria dos carcinomas, poderiam ser um evento precoce na

carcinogénese dos carcinomas serosos de alto grau (11,73,74).
12.2. pl6

O p16 é um dos produtos do gene CDKN2A. Como supressor tumoral, sua
transcricdo é estimulada pelo dano ao DNA. Como ja mencionado, pRb bloqueia a
transcricdo do p16, observando-se aumento dos niveis quando ha perda de fungéo de
pRb. Esse efeito é observado em lesbes escamosas e glandulares do colo uterino. A
infeccdo pelo HPV produz o oncogene viral E7, que inativa pRb, levando a altos niveis
de pl6. Nessas lesdes, aumento da expressdo imuno-histoquimica de pl6 esta
relacionado com aumento da expressao de mRNA’s de E7. Observa-se aumento
progressivo de expressao entre o epitélio cervical ndo-infectado, les6es de baixo grau,
lesbes de alto grau e carcinomas (67,68,75). A inativacdo do gene CDKN2A é um
evento comum na carcinogénese humana (cerca de 50% das neoplasias malignas),
através de delecdes, metilacdes e mutacdes. O aumento da expressao de pl6 é
associada com maus progndésticos em neoplasias mamarias, cervicais, prostéticas e
orais, enquanto a perda de expressdao é relacionada com mau progndstico em

carcinomas timicos (63,64,76,77).

Nas neoplasias epiteliais ovarianas, a expressao imuno-histoquimica elevada
€ encontrada principalmente nos tumores serosos, enquanto 0S MUCINOSOS €
endometrioides sdo negativos ou tem positividade baixa (72,78,79). O percentual de
tumores positivos varia de acordo com o estudo, devido as diferentes definicdes de
positividade e diferentes clones de pl6 utilizados. A expressao relatada nos
carcinomas varia entre 31% e 88% de nucleos positivos. Nos tumores borderline, entre
27% e 65% e nos adenomas, entre 45% e 70% (56). Apesar dessa variabilidade,
observa-se maior expressdo nos carcinomas, seguidos pelos tumores borderline e
adenomas (80). Segundo alguns estudos, carcinomas serosos de alto grau possuem
altos niveis de expressédo, enquanto carcinomas serosos de baixo grau e tumores
serosos borderline possuem niveis mais baixos, sem diferenca entre os dois, o que €
condizente com o modelo dualistico da carcinogénese ovariana (10,70,79).
Entretanto, outros autores ndo demonstraram essa associacao (81,82) A expressao
imuno-histoquimica elevada, baixa ou negativa esta relacionada a estagios iniciais

avangados e piores progndsticos, enquanto valores intermediarios se associam com



melhores desfechos (80,81,83). Em linhagens de células de carcinoma ovariano com
TP53 mutante, € observado aumento na expressao de pl6, o que seria uma tentativa
de manutencao da via da apoptose. A combinacao de p16 e p53 mutantes é relatada
em tumores mais agressivos (55). Uma possivel explicacdo para a associacao entre
altos niveis e maus progndésticos seria a presenca de alteracdes no gene CDKN2A,
levando a transcricdo de formas de p1l6 sem atividade supressora (80).Por sua vez,
carcinomas negativos seriam um grupo especifico com perda total desse mecanismo

de controle do ciclo celular (81).
12.3. pl4

pl4, assim como pl6, € uma proteina supressora tumoral transcrita a partir do
gene CDKN2A. Da mesma maneira que pl16, alteracdes no gene afetam a atividade
de pl4, e sdo encontradas em diversas neoplasias malignas (61,84,85). Em
carcinomas mamarios, Pare et al. (77) relata associacao entre superexpressdo de
pl4, histologia pouco diferenciada e maior chance de recorréncia, argumentando que
esse aumento de expressao reflete o aumento da resposta supressora tumoral a
proliferacdo celular exagerada. Watanabe et al. (86) demonstrou maior expressao
imuno-histoquimica de pl4 em carcinomas endometriais do que em tecidos nao-
neoplasicos. Entretanto, carcinomas de alto grau exibiram maior negatividade do que
os de baixo grau, 0 que demonstraria a perda desse mecanismo de controle do ciclo
celular mais tardiamente na via carcinogénica. A perda de expressdo de pl4 € um

evento comum em carcinomas cutaneos e meningiomas anaplasicos (85,87).

S&0 escassos o0s estudos sobre o papel do p14 em tumores ovarianos, e esses
avaliam somente carcinomas. Nao foram encontrados relatos sobre tumores benignos
e borderline. Dentre os estudos encontrados, utilizando Western Blot, Havrilesky et al.
(88) mostrou que todos os carcinomas ovarianos foram negativos para p14. Vaskivuo
et al. (60), trabalhando com a linhagem de adenocarcinoma ovariano OVCAR-3,
demonstrou somente positividade basal em células com TP53 mutante. Utilizando
imuno-histoquimica, Khouja et al. (89) demonstrou auséncia de expressao em 89%
dos carcinomas, expressao de até 50% de nucleos positivos em 11% dos casos e
nenhum caso com expressdao maior que 50%. Hashiguchi et al. (90) encontrou
positividade (mais de 5%) em 89,1% dos carcinomas, mas nao demonstrou

associacdo com outras variaveis. O estudo de Saegusa et al. (91) mostrou



positividade fraca (menos de 50%) em todos os carcinomas, mas nado encontrou
diferenca de expressdo entre tipos histolégicos, relacdo com progndstico ou

associacdo com a expressao de pl6.



JUSTIFICATIVA

Apesar de sua baixa incidéncia, o carcinoma ovariano exibe alta taxa de
mortalidade, cuja diminuicdo ndo foi associada a melhoras no tratamento. Diversos
estudos ja demonstraram a importancia das alteragfes das proteinas supressoras
tumorais na sua patogénese e prognaostico, além de sua diferenca de expressao entre
benignos, borderline e malignos. Entretanto, a literatura ndo exibe consenso em
relacdo a essas associacdes e possui grande variabilidade nos métodos utilizados.
Nosso estudo € justificado pela necessidade de estabelecer ferramentas auxiliares na
determinacdo do progndstico de cada paciente. A imuno-histoquimica € um método
utilizado diariamente na rotina dos laboratorios de patologia, sendo uma técnica
familiar para a maioria dos profissionais. Isso permitiria uma aplicacdo imediata dos
achados do estudo. Dada a variabilidade de resultados relatados, é necessaria a
confirmagéo dos dados da literatura mundial, contribuindo para o entendimento das

alteracdes do ciclo celular e da origem desses tumores.



HIPOTESES
A expressao imuno-histoquimica de p16, pl4 e p53 mostra diferenca entre

tumores epiteliais ovarianos benignos, borderline e malignos.

A expressao imuno-histoquimica de p16, pl4 e p53 mostra diferenca entre

tumores epiteliais ovarianos serosos, mucinosos e endometrioides.

A expressao imuno-histoquimica de p16, pl4 e p53 mostra diferenca entre

carcinomas serosos de baixo grau, alto grau, mucinosos e endometrioides.



OBJETIVOS

Principais
Determinar a taxa de positividade imuno-histoquimica de p16, p14 e p53 em

tumores epiteliais ovarianos.

Estabelecer se ha diferenca de expressao imuno-histoquimica de pl6, pl4 e

p53 entre tumores benignos, malignos e borderline.

Estabelecer se ha diferenca de expressao imuno-histoquimica de pl6, pl4 e
p53 entre tumores serosos, mucinosos e borderline.

Estabelecer se h& diferenca de expressédo imuno-histoquimica de pl16, pl4 e
p53 entre carcinomas serosos de alto grau, serosos de baixo grau, mucinosos e

endometrioides.

Secundarios

Determinar a propor¢éo de cada tumor na populacao estudada.

Determinar a idade média do diagndstico em cada tipo de tumor.
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Abstract:

Background: Abnormalities in tumor suppressors pl4, pl6 and p53 are reported in
several human cancers. In ovarian epithelial carcinogenesis, p16 and p53 show higher
immunohistochemical staining frequencies in malignant tumors and are associated
with poor prognosis. p14 was only analyzed in carcinomas, with conflicting results.
There are no reports on its expression in benign and borderline tumors. This study
aims to determine pl4, pl6 and p53 expression frequencies in ovarian benign,

borderline and malignant tumors.

Methods: A cross-sectional study utilizing immunohistochemistry, performed on
paraffin-embedded ovarian epithelial tumor samples. Fisher's exact test. Associations

were considered significant when p<0.05.

Results: pl14 loss of expression was associated with malignant tumors (60% positive)
(p<0.05), while 93% and 94% of benign and borderline tumors were positive. p16 was
positive in 94.6% of carcinomas, 75% of borderline and 45.7% of benign tumors
(p<0.05). p53 absent staining was associated with benign tumors (2.9% positive)
(p<0.05) but no difference was observed between borderline (16.7%) and malignant

tumors (29.7%). Carcinoma subtypes showed no difference in expression.

Conclusions: This is the first description of p14 expression in benign and borderline
tumors. It remains stable in benign and borderline tumors, while carcinomas show a
significant absence of staining. This may indicate p14 abnormalities occur later in
carcinogenesis. pl6 and p53 frequencies increase from benign to borderline and
malignant tumors, similarly to previous reports, possibly reflecting the accumulation of
inactive mutant protein. Future studies should investigate genetic abnormalities in p14

coding sequences and include all types of ovarian epithelial tumors.



Keywords: ovary; ovarian epithelial tumor; cancer; pl4; ARF; pl6, p53;
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Background:

Ovarian cancer is the seventh most incident cancer in women worldwide. In 2012,
238,719 new cases were diagnosed and 151,917 women died from the disease [1].
Malignant epithelial tumors comprise 90% of all ovarian cancers and are usually
diagnosed at advanced stages, leading to high mortality and low survival rates [2,3].
Abnormalities in cell cycle control have been reported in a wide range of human
cancers [4,5]. The eukaryotic cell cycle is divided in five phases: mitosis, gap 0 (GO)
gap 1 (G1), synthesis (S) and gap 2 (G2). Most human adult cells are in GO and there
is no increase in cell size or DNA content. This state is maintained by tumor suppressor
protein pRb. When external growth factors are present, the cell enters the G1 phase,
during which there is duplication of all cellular components, except DNA. This is
possible due to the release of the suppressing effects of pRb through the action of
complexes formed by cyclins and cyclin-dependent kinases. The inactivation of pRb
allows progression through G1 and into the synthesis phase, when DNA is replicated.
When DNA damage, insufficient cell size or oncogenic stimuli are present, other tumor
suppressor proteins are activated and prevent passage from G1 to S. If abnormalities
are present in these proteins, mutated cells can proliferate unrestrictedly and generate
a neoplasm [6—8].Tumor suppressors’ genetic and immunohistochemical alterations
are a common finding in human cancers, including ovarian epithelial tumors, especially

carcinomas [9-16]In this study, we focus on three of these proteins: p14, p16 and p53.



pl4 (also known as ARF) is transcribed from the CDKN2A gene. It sequesters MDM2
in the nucleolus, preventing p53 degradation. Additionally, it inhibits transcription factor
E2F activity. These actions lead to cell cycle arrest [17,18]. Previous studies about p14
immunohistochemical expression in ovarian epithelial tumors have focused only on
carcinomas and display conflicting results. Saegusa et al. described positivity in all
carcinomas [19]. Hashiguchi et al. reported positivity in 89.1% of all carcinomas, while
Khouja et al. found that 89% of carcinomas were negative [20,21]. None of these
studies demonstrated any association with clinical parameters or prognosis. We found

no reports on pl4 expression in benign and borderline tumors.

pl6 is also a product of CDKN2A. It prevents cell cycle advance by inhibiting cyclin D-
cdk4/6, thus maintaining pRb’s negative control over the restriction point [10]. p16 is
suppressed by pRb, and high expression of pl16 is associated to loss of pRb function,
one of the most common abnormalities in cancer [22]. Higher expression rates are
found in carcinomas, followed by borderline and benign tumors, despite a wide staining
percentage variation among studies [15,23]. Some authors report differences between
high-grade serous carcinoma (HGSC) and low-grade serous carcinoma (LGSC), with
the latter not differing from serous borderline tumors. However, other studies show no
difference between HGSC and LGSC [16,24-27]. When evaluated as prognostic
factors, both high and low levels of p16 staining have been linked to worse outcomes,
while intermediate levels were associated with longer survival times. Other reports
found no association with survival [23,25-27]. In relation to epithelial types, serous
tumors show high expression, while mucinous and endometrioid demonstrate low

levels or absent staining [25,28,29].

p53 can arrest cell cycle progression or activate the apoptosis pathway, if DNA damage

is extensive. In unaltered cells, p53 is constantly degraded by MDM2, leading to a very



short half-life. When DNA damage is present, several factors (such as pl4) cause
MDM2 phosphorylation. p53 is stabilized and cellular levels rise, serving as a
transcription factor for some genes and repressing others [6]. Mutations in TP53 are a
common event in most human cancers, transcribing inactive proteins, resistant to
degradation and detectable by immunohistochemistry [22]. Ovarian carcinomas exhibit
the highest rates of expression in comparison to borderline and benign tumors. Among
carcinoma subtypes, HGSC are more positive than LGSC, mucinous, endometrioid
and clear cell [15,30,31]. O’Neill et al. reported a high level of expression in 64% of
HGSC and 18% of LGSC [24]. Some reports indicated that high levels of expression
relate to poor prognosis, but others found no association [15,30]. In this study, we
aimed to assess pl4, pl6 and p53 expression in ovarian epithelial tumors and to

determine associations with disease-free survival time and clinical variables.

Results:

Mean age of diagnosis was 49.36 (45.68 — 53.03) for benign tumors, 44.25 (38.24 —
50.26) for borderline tumors and 58.35 (54.39 — 62.32) for malignant tumors (95%
confidence interval). Malignant tumors were associated with older age (p<0.05).
Benign and borderline tumors showed no statistical difference. The highest rates of
pl4 immunoreactivity were found in benign tumors, decreasing in borderline tumors
and even further in carcinomas, as shown in table 1. When considered positive (score
1 or higher) or negative, 93% of benign, 94% of borderline and 60% of malignant
tumors were positive (figure 1). Loss of expression was associated with carcinomas
when compared to borderline and benign tumors (p<0.05), but no difference was
observed between the last two. Serous and mucinous tumors demonstrated no
difference in expression (85.1% and 89.7%, respectively). Endometrioid tumors were

significantly associated with loss of expression (all tumors were negative) (p<0.05).



pl6 expression was higher in malignant tumors, decreasing in borderline and benign
tumors (table 2). No borderline or malignant tumor showed less than 11% positive
nuclei. Positivity (score 3) was found in 94.6% of carcinomas, 75% of borderline and
45.7% of benign tumors (figure 1). The different rates among all three types were
statistically significant (p<0.05). 71.3% of serous, 48.7% of mucinous and 100% of
endometrioid tumors were positive, but only serous and mucinous tumors were

statistically different (p<0.05).

p53 staining was higher in malignant tumors, decreasing in borderline and in benign
tumors. No benign or borderline tumor exhibited more than 50% positive nuclei (table
3). 29.7% of malignant, 16.7% of borderline and 2.9% of benign tumors were positive
(score 2 or 3) (figure 1). The rate difference was significant in benign tumors (p<0.05),
but not between borderline and malignant tumors. 66.7% of endometrioid, 12.8% of
mucinous and 11.9% of serous tumors were positive. Statistical significance was
demonstrated between endometrioid and serous tumors (p<0.05). No antibody
showed expression differences among carcinoma subtypes. No correlations were

found when comparing expression rates between each other.

Discussion:

The main limitation of the study was its small sample size. Our main finding was the
determination of p14 levels in benign and borderline tumors and their difference in
relation to carcinomas. To our knowledge, no other study has investigated p14 in these
tumors. 93% and 94% of benign and borderline tumors, respectively, were positive.
Carcinomas showed a significant loss of expression, as reported by Khouja et al. and
Havrilesky et al. [21,22]. Khouja et al. also reported no expression in normal ovaries

(n=10). The high expression levels in benign and borderline tumors may indicate wild-



type pl4 is not detectable, and positive staining reflects mutant proteins, unresponsive
to negative feedback mechanisms. Another possible explanation is that p14 activity is
maintained throughout carcinogenesis, being overexpressed in response to oncogenic
signals, but lost at later stages. This has been proposed in endometrial carcinogenesis,
where adenocarcinomas show greater expression than normal endometrium and high-
grade tumors are associated with absent staining [12]. Similar results were reported in

laryngeal carcinomas [32].

pl6 levels were similar to previous reports: carcinomas are the most positive, followed
by borderline tumors and adenomas [23,24]. 94.6% of carcinomas were positive,
similar to reports by Dong et al. and Kommoss et al. [23,26]. There is no consensus
on interpretation methods or cutoff values for positivity, leading to a wide range of
expression rates. Different clones also influence this variation [21,25]. The progressive
increase in expression was also reported in normal mammary tissue and breast
carcinomas [13]. Possible explanations include: progressive loss of pRb function and
its repressive effect over p16; bypassing of p16’s tumor suppressing effect by
alterations in other components of cell cycle control, leading to overexpression in an
attempt to maintain the control over cellular proliferation; accumulation of inactive
mutant proteins [10,14,22,33]. We could not find differences in expression among
carcinoma subtypes. However, pl6 levels were statistically different between
carcinomas and borderline tumors. Given that most carcinomas were high grade, this
finding may corroborate the assumption that HGSC pathogenesis is independent from
benign and borderline tumors [33]. High p16 levels were associated with serous
histology, as previously described by Dong et al. and O’Neill et al. [23,24]. There was
no association between p16 and pl14 levels. Despite being transcribed from the same

locus, they differ in exon 1. Mutations and methylations were reported in their shared



and unique sequences, explaining why they display non-related expressions

[11,20,34,35].

p53 expression increased from benign to borderline and malignant tumors, as
previously reported [30]. Analogously to p14 and p16, reports on p53 expression have
different designs, interpretation methods and definitions of positive or negative.
Expression rates vary according to the clone utilized. 29.7% of carcinomas in our
sample were positive, a similar result to another study using the same antibody
(PADb240) [30]. The gradual increase in p53 expression is explained by different half-
lives between the wild-type protein (constantly degraded, short half-life) and mutant
p53 (resistant to degradation, long half-life). While the first is rarely detectable, the
latter accumulates in the cell and is more likely to be detected immunohistochemically
[9]. It has been proposed that wild-type p53 inhibits p16 expression. Despite not
showing statistical association, both staining percentages increased in a similar
manner, which is compatible with this theory [21,22]. The majority of authors report
significant differences between HGSC and LGSC or serous borderline tumors [19,31].
We did not find a statistically significant difference between borderline and malignant
tumors or among carcinoma types. Endometrioid tumors were statistically associated
with negative p14 and positive p53. While p<0.05, we do not believe this is a valid
association, given that all our endometrioid sample was composed of carcinomas,

which are associated with low p14 and high p53 staining.

Conclusions:

We have demonstrated that pl4 is positive in benign and borderline tumors, while
absent staining is associated with carcinomas. As observed in other organs, this may

indicate loss of pl4 activity is a late event in tumorigenesis [32,36]. Expression in



normal ovaries has been reported as absent, but this was based on a small (n=10)
sample [21]. Further studies are necessary to determine staining levels in non-
neoplastic ovarian tissue pl4 is not as extensively studied in ovarian tumors as p16,
and reports on mutations and methylations of CDKN2A rarely specify if these
abnormalities affect their shared or individual exons [11,20,34,35]. Future studies
should report not only the presence of these alterations, but also their location in

CDKN2A. Additionally, they should include benign and borderline tumors.

Methods:

Sample selection:

This is a cross-sectional study using buffered, 10% formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue samples from women who underwent surgery for primary ovarian epithelial
tumors at Hospital de Clinicas de Porto Alegre between January 2007 and January
2014. The original hematoxylin and eosin stained slides were reviewed and one
paraffin block was selected from each case. We excluded possibly metastatic tumors,
samples with insufficient epithelium for immunohistochemical staining and those with
undifferentiated histology. Brenner tumors were not included due to their rarity in our
archives. The final sample contained 143 tumors: 47 serous cystadenomas, 23
mucinous cystadenomas, 24 serous borderline tumors, 12 mucinous borderline
tumors, 4 low-grade serous carcinomas, 25 high-grade serous carcinomas, 5

mucinous carcinomas and 3 endometrioid carcinomas.

Immunohistochemistry:

Whole tissue sections were cut 3um thick and mounted on silanized slides. Slides were

incubated at 80°C for 60 minutes, depariffinized and rehydrated. Water-bath antigen



retrieval was performed at 95°C for 60 minutes, utilizing citrate buffer ph 6.0.
Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% hydrogen peroxide in methanol
solution for 30 minutes. Slides were incubated overnight at 4°C with the the following
primary antibodies: anti-p14 (1:25, ab3642, abcam®), anti-p16 (1:400, ab54210,
abcam®) and anti-p53 (1:100, ab26, abcam®). ADVANCE™ (Dako) was used for
secondary antibody incubation, followed by hematoxylin counterstaining and

mounting. Positive and negative controls for each antibody were also stained.

Immunohistochemical expression was assessed individually by two pathologists. A
third pathologist reviewed conflicting results and a final score was reached. Due to
excessive background staining and previous reports about the lack of specificity of
cytoplasmic expression, only unequivocal nuclear positivity was considered valid [19].
Each tissue section was read in its entirety and a score was assigned according to the
percentage of positive nuclei in neoplastic epithelial cells: 0 (0%), 1 (1-10%), 2 (11-
50%) or 3 (51-100%) (figure 2). Based on previous studies, for p14, scores 1 or greater
were considered positive [21]. For p16, only score 3 and for p53, scores 2 and 3 were

positive [16].

Statistical Analysis:

IBM SPSS Statistics version 22.0 (IBM Corporation, 2013) was used for all statistical
calculations. Expression of pl4, pl6 and p53 and their association with other
parameters were evaluated by Fisher’s exact test and the Bonferroni correction. 95%
confidence interval for the mean age of patients at diagnosis was submitted to post-
hoc analysis (ANOVA and Tukey’'s range test). Associations were considered

statistically significant when p<0.05.

List of abbreviations:



GO: gap 0; G1: gap 1; S: synthesis; G2: gap 2; HGSC: high-grade serous carcinoma;

LGSC: low-grade serous carcinoma; PPN: percentage of positive nuclei
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Figures:

Figurel.tif — Title: Figure 1 - Percentage of positive tumors. Legend: Percentage of

pl4, p16 and p53 positive tumors in benign, borderline and malignant tumors.
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Figure2.tif — Title: Figure 2 - Expression scores. Legend: Immunohistochemical scores:

0 (0% positive nuclei), 1 (1-10% positive nuclei), 2 (11-50%) positive nuclei, 3 (51-

100% positive nuclei).

Tables and captions:



Table 1 - p14 expression in benign, borderline and malignant tumors

PPN(*) Benign Borderline Malignant
0 7.1% 5.6% 40.5%
1-10 5.7% 25% 18.9%
11-50 47.1% 66.7% 35.1%
51-100 40% 2.8% 5.4%

(*) Percentage of positive nuclei

Table 2 — p16 expression in benign, borderline and malignant tumors

PPN (*) Benign Borderline Malignant
0 1.4% 0% 0%

1-10 14.4% 0% 0%

11-50 38.6% 25% 5.4%
51-100 45.7% 75% 94.6%

(*) Percentage of positive nuclei

Table 3 — p53 expression in benign, borderline and malignant tumors

PPN (*) Benign Borderline Malignant
0 92.9% 63.9% 64.9%
1-10 4.3% 19.4% 5.4%
11-50 2.9% 16.7% 18.9%
51-100 0% 0% 10.8%




(*) Percentage of positive nuclei



CONSIDERACOES FINAIS
O carcinoma ovariano, apesar dos avancos terapéuticos e diagnosticos

recentes, continua apresentando uma alta taxa de mortalidade e morbidade. A
literatura sobre alteragbes do ciclo celular nos tumores epiteliais ovarianos é
abundante, mas exibe grande variabilidade de métodos e resultados. A discussao
sobre a origem desses tumores ainda gera controvérsia entre 0s autores e nao parece
perto de uma conclusdo. Nosso estudo utilizou imuno-histoquimica por sua
conveniéncia e facilidade de execugdo em materiais emblocados em parafina. Nossos
achados corroboraram a literatura ja existente sobre o tema. A expresséo de pl4 em
tumores benignos e borderline ndo havia sido previamente relatada. A diferenca em
relacdo aos carcinomas € um possivel novo alvo de estudo sobre a carcinogénese

ovariana.



PERSPECTIVAS

Alteragdes no supressor tumoral p14 devem ser mais estudadas em tumores
epiteliais ovarianos, visto que demonstramos uma diferenca estatisticamente
significativa. Os estudos sobre alteracdes no gene CDKN2A em tumores ovarianos
apenas consideram a expresséo de pl6 e ndo precisam a localizagéo da alteracdo na
sequéncia do gene. Estudos futuros sdo necessdarios para estabelecer se as
alteracdes afetam sequencias compartilhadas ou exons particulares a p16 ou pl14. As
alteracdes no ciclo celular ja foram exaustivamente estudadas, mas devem continuar
a ser exploradas, dada a complexidade do assunto. O entendimento das alteragbes e
sua temporalidade na patogénese ovariana pode levar a novas formas de rastreio

precoce e novos alvos terapéuticos.



ANEXO - Fotos das categorias de expressao imuno-histoquimica

Figura 22 - Categoria 0 (0% de nucleos positivos)

Figura 23 - Categoria 1(1-10% de nucleos positivos)



Figura 24 - Categoria 2 (11-50%) de ndcleos positivos

Figura 25 - Categoria 3 (51-100%) de ndcleos positivos



