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Resumo

Introducao: os tumores borderline serosos e mucinosos de ovario formam um
grupo especial de neoplasias, que difere dos tumores benignos e malignos das
mesmas linhagens histolégicas. Os marcadores moleculares estdao atualmente
provendo informacdes sobre as caracteristicas biolégicas e o comportamento
clinico de varios tumores, entre eles, os tumores borderline. A ciclo-oxigenase-2
(COX-2), uma enzima ligada ao processo inflamatério, € sabidamente
correlacionada com a carcinogénese. Por outro lado, o Ki67, marcador de
proliferacao celular, € capaz de identificar alteragdes do controle do ciclo celular
e da apoptose. Objetivo: comparar a expressdo da COX-2 em tumores
borderline de ovario, serosos e mucinosos e verificar se essa expressao esta
relacionada a atividade proliferativa celular, avaliada através da expressao do Ki67,
a presenca de implantes peritoneais e ao estadio da doenca. Sujeitos e métodos:
para este estudo descritivo de corte transversal, foram selecionados os blocos de
parafina das mulheres com tumores borderline de ovario, tratadas entre Janeiro de
1998 a Dezembro de 2004 na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Sao
Paulo, e no Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, Brasil. Apds revisao
dos prontuarios foram excluidas as mulheres gravidas no momento do diagndstico,
portadoras de outras neoplasias ou em uso registrado de antiinflamatoérios nao
esteroidais. Todas as laminas foram revisadas por dois patologistas e foram
incluidos 86 casos de tumores borderline de ovario cujos blocos eram disponiveis

para avaliacdo imunoistoquimica. Os tumores incluidos foram classificados como:
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serosos (36), mucinosos (46) e seromucinosos (4). Foram avaliadas a expressao
citoplasmatica da COX-2 e a expressdo nuclear do Ki67, determinadas por
imunoistoquimica realizada nestes cortes de tumores borderline de ovario
conservados em parafina. Resultados: A idade média das mulheres estudadas foi
de 42,4 anos (desvio padrédo 16,5) ndo havendo diferenca significativa entre
aquelas com tumores serosos, mucinosos ou seromucinosos (p=0,62). Setenta e
uma mulheres apresentaram a doenca em estadio | e apenas trés
apresentaram doenca em estadio Il. Entre as treze mulheres com implantes
peritoneais, sete eram portadoras de tumores borderline serosos, trés
apresentavam tumores mucinosos e trés, tumores seromucinosos, sendo a
proporcdo de mulheres com implantes peritoneais e estadio |l
significativamente maior, em mulheres com tumores seromucinosos (p=0,001).
A expressao nuclear do Ki67 foi maior nos tumores mucinosos (65,8%), em
comparacao com 0s serosos (25%) e seromucinosos (25%) (p=0,001). Apds
analises multivariadas observou-se que a expressao citoplasmatica da COX-2
foi significativamente maior nos tumores serosos em comparacdo com 0S
tumores mucinosos (68.5% vs 52.5%; p<0.01). Nao houve diferencas na
expressao da COX-2 entre 0s tumores seromucin0sos versus mucinosos, e
tumores seromucinosos versus serosos. A maior expressao citoplasmatica da
COX-2 esteve significativamente associada com uma maior expressao do Ki67
em todos os tipos histolégicos (p=0.03). Por outro lado, a expressdo da COX-2
nao se relacionou com o estadio da doenca nem com a presenca de implantes
peritoneais. Conclusodes: Esses resultados indicam que a expressao da COX-2

€ maior nos tumores borderline serosos de ovario do que nos MucCINOSoS.
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Também indicam que a COX-2 é uma boa preditora da proliferagdo celular pois,
sua expressdao aumenta com a expressdao do Ki67. Entretanto, este estudo
impede inferir se a COX-2 é uma moduladora do comportamento do tumor ou
apenas um marcador de outros eventos biolégicos ja que ndo se associou com

o estadio ou presenca de implantes peritoneais.
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Summary

Background: borderline serous and mucinous ovarian tumors form a special
group of neoplasia, which differs from benign and malignant tumors of the same
histological category. Molecular markers are currently providing information on
the biological characteristics and clinical behavior of the ovarian tumors; among
them, borderline tumors. Cyclooxygenase-2 (COX-2), an enzyme linked to the
inflammation process, is known to correlate with carcinogenesis. On the other
hand, the Ki67, a marker of cell proliferation, is capable of identifying
abnormalities of the cell-cycle control system and apoptosis. Objective: to
compare the expression of COX-2 in serous and mucinous borderline ovarian
tumors and to evaluate whether this expression is related to cell proliferative
activity, by its turn assessed with the expression of Ki67, to the presence of
peritoneal implants and to the disease stage. Subjects and methods: for this
cross-sectional descriptive study we selected paraffin blocks from women with
borderline ovarian tumors, treated at the State University of Campinas, Sao
Paulo, and at The National Institute of Cancer, Rio de Janeiro, Brazil, between
January 1998 and December 2004. After revision of the medical records,
women that were pregnant at the moment of diagnosis, that harbored other
malignancies or that were using nonsteroidal antinflammatory drugs were

excluded. All slides were reviewed by two pathologists and 86 blocks were
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selected to undergo immunohistochemical evaluation. The tumors that were
included were categorized as: serous (36), mucinous (46) and seromucinous
(4). The cytoplasmatic expression of COX-2 and the nuclear expression of Ki67
were determined with immunohistochemistry in slides obtained from these
borderline tumor paraffin blocks. Results: the mean age of the women was 42.4
years (standard deviation 16.5), and there was no significant difference between
the mean ages of women with serous, mucinous or seromucinous tumors
(p=0.62). Seventy-one women had stage | disease and only three had stage Il
disease. Of the thirteen women with peritoneal implants, seven had serous
borderline tumors, three had mucinous and three seromucinous tumors. The
proportion of women with peritoneal implants and stage Ill disease was
significantly higher among women with seromucinous tumors (p=0.0001). The
nuclear expression of Ki67 was higher in mucinous tumors (65.8%) in
comparison to serous (25%) and seromucinous (25%) (p=0.001). After
multivariate analysis it was observed that the cytoplasmatic expression of COX-
2 was significantly higher in serous tumors compared to mucinous (68.5% vs
52.5%; p<0.01). There were no differences regarding the expression of COX-2
comparing seromucinous versus mucinous and mucinous versus seromucinous.
The higher cytoplasmatic expression of COX-2 was significantly associated with
an increased expression of Ki67 in all histological types (p=0.03). On the other
hand, the expression of COX-2 was not related to disease stage and peritoneal
implants. Conclusions: these results indicate that the expression of COX-2 is
higher in serous borderline ovarian tumors compared to mucinous ones. They

also indicate that COX-2 is a good predictor of cell proliferation because its
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expression increases in parallel to that of Ki67. However, this study does not
allow concluding whether COX-2 is a modulator of the tumor’s behavior or just a
marker of other biological events, considering that it bore no relation to disease

stage or peritoneal implants.

Summary  XVi



1. Introducao

Em 2007, nos Estados Unidos da América (EUA), foi estimado o
diagnéstico de 22.430 novos casos de cancer de ovario; e no mesmo ano, 15.280
mulheres morreram da doenca (American Cancer Society, 2008). O cancer de
ovario € a quarta principal causa de morte por neoplasia maligna em mulheres
americanas e corresponde a 5% de todas as mortes por cancer. A baixa taxa de
sobrevida no cancer epitelial de ovario resulta do grande percentual de casos
diagnosticados num estadio avancado da doenca. Apesar dos avangos nas
técnicas cirlrgicas e na quimioterapia, a sobrevida permanece em torno de 45%

em cinco anos (Jemal et al., 2007).

No Brasil, ndo ha dados nacionais sobre a prevaléncia ou mortalidade do
cancer de ovario, segundo Pascalicchio et al. (2000). No ano de 1999 houve uma
incidéncia de cancer em geral entre as mulheres, com 134.400 casos ou taxa
bruta de 170,79/100.000, e mortalidade anual de 48.300 mulheres ou taxa bruta de
mortalidade de 60,66/100.000, sendo que relacionado a incidéncia do cancer do
ovario no Brasil pode-se apenas tecer algumas ilacées. O carcinoma de ovario
€ uma doenca de baixa incidéncia populacional, com valores menores que
1.700 casos (taxa bruta inferior a 2,14). Dentre as lesées malignas dos 6rgaos
genitais femininos ocupa a terceira posi¢ao, abaixo de colo do Utero (primeira
posicao, com 20.650 mulheres e taxa bruta de 26,28) e corpo do Utero (segunda

posicdo, com 5.450 casos e taxa bruta de 6,89), e 0 acometimento anual tem
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permanecido estavel. No Municipio de Sao Paulo, de 1978 a 1993, representou

3,2% das neoplasias, referidas ano a ano, para o sexo feminino.

O ovério tem uma imensa capacidade de originar tumores das mais
diversas linhagens histolégicas, em qualquer época da vida. O epitélio
superficial, as células germinativas e o estroma sédo as principais matrizes de
neoplasias, sendo o epitélio de superficie do ovario a maior fonte destas
alteracoes (Soslow, 2008). A neoplasia epitelial de ovario inclui tumores
benignos, borderline e invasivos, e tem sido proposto que estas entidades
patolégicas possam representar uma sequéncia de estagios na evolugdo do
cancer ovariano (Powell, 1992). O epitélio superficial deriva do epitélio celémico
embrionario, forma os ductos mullerianos, que darao origem ao Utero, trompas e
terco superior da vagina (Auersperg et al., 2001). Na regiao gonadal, este epitélio
tem a capacidade de se diferenciar em varias estruturas, sendo que essa
capacidade se mantém no ovario adulto e permite a diferenciacdo em epitélios
tubario, endometrial e endocervical. Entretanto, estas células com possibilidade de
diferenciagdo multipotencial e imatura, também sdo mais susceptiveis a
transformacao neoplasica (Auersperg et al., 2002). Apenas recentemente 0s
eventos iniciais da progressao para neoplasia a partir do epitélio do ovario estao
sendo estudados sendo que a cultura do epitélio de superficie ovariano € muito
delicada. No entanto, ja foi demonstrada experimentalmente a capacidade do
desenvolvimento do carcinoma ovariano a partir da cultura do epitélio de

superficie ovariana (Auersperg et al., 2001).
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O carcinoma de ovario é constituido por diferentes tipos de doencas
(Soslow, 2008). Por exemplo, existem distintos tipos bioldgicos entre os
carcinomas de baixo e alto grau de diferenciacdo (Singer et al., 2002; Singer et
al., 2005); a ligagdo genética e molecular da endometriose com os carcinomas
endometridides e de células claras parece evidente (Dinulescu et al., 2005; Kato
et al., 2006; Korner et al., 2006); existe uma relacao etiol6gica entre os tumores
borderline serosos e 0s carcinomas serosos de baixo grau de diferenciacéao
celular (Singer et al.,, 2002; Singer et al.,, 2005); e entre os tumores

endometridides borderline e os carcinomas endometridides (Chen et al., 2005).

Recentemente, varios patologistas tém explicado a diferente evolugao
dos carcinomas ovarianos descrevendo duas vias carcinogénicas distintas
(Singer et al., 2002; Shih et al., 2004; Shih et al., 2005; Dehari et al., 2007;
McCluggage, 2008, Kurman et al., 2008). Uma das vias carcinogénicas incluiria
0s carcinomas serosos de baixo grau, carcinomas mucinosos, carcinomas
endometridides, tumores de Brenner malignos, e carcinoma de células claras
que se desenvolveriam através de uma evolucdo de lesbes precursoras
benignas ou dos tumores borderline para tumores invasivos. Os precursores
benignos incluem os cistoadenomas/adenofiboromas nos casos de tumores
Serosos e mucinosos, e endometriose ou endometriomas nos casos de tumores
endometridides e células claras. Esses tumores sdo de crescimento lento, e se
apresentam freqlientemente como grandes tumores anexiais, restritos ao ovario
no momento do diagnéstico. Ja, os tumores menos diferenciados, resultariam

de uma outra via de carcinogénese e surgiriam diretamente do epitélio de
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superficie do ovario sendo raramente associados com lesdes precursoras e se
desenvolveriam através do epitélio de superficie e dos cistos de inclusédo
ovarianos (Bell e Scully, 1994). Estes carcinomas incluem os carcinomas
serosos moderadamente e pouco diferenciados, os tumores malignos mistos do
mesoderma, chamados carcinosarcomas, e 0os carcinomas indiferenciados. Eles
geralmente sdo detectados ja na presenca de disseminagao peritoneal. Este
modelo tedrico considera o desenvolvimento da maioria dos carcinomas
ovarianos, como dois tipos distintos de tumores (McCluggage, 2008) (Figura 1 e

2).
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Epitélio ovariano de superficie

!

Neoplasia intra-
epitelial
ovariana

Cisto de
inclusdo cortical

Cisto adenoma

seroso benigno

Neoplasia borderline serosa
usual

Variante micropapilar da
neoplasia serosa borderline

Carcinoma seroso de baixo grau

Carcinoma seroso de alto grau

Figura 1: Vias de desenvolvimento dos carcinomas serosos de ovario de baixo
e alto grau. Adaptado de McCluggage, My approach to and thoughts on the
typing of ovarian carcinomas. J Clin Pathol, 2008, 61:152-163
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Cistoadenoma mucinoso

l

Cistoadenoma mucinoso borderline

l l

Cistoadenoma mucinoso borderline com Tumor borderline com
carcinoma intra-epitelial microinvasao
Carcinoma mucinoso - Tumor borderline com

carcinoma microinvasivo

Figura 2: Vias de desenvolvimento dos tumores mucinosos do tipo intestinal.
Adaptado de McCluggage, My approach to and thoughts on the typing of
ovarian carcinomas. J Clin Pathol, 2008, 61:152-163
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Porém, é provavel que em raras ocasides o tumor de baixo grau se
transforme num de alto grau ou um de alto grau evolua diretamente de um
tumor seroso borderline (Dehari et al., 2007). E importante enfatizar, que nao se
trata de diferentes graus de diferenciacdo da mesma neoplasia, sdo dois
distintos tipos tumorais com diferentes patogenias, eventos moleculares,
comportamento e progndstico (Singer et al., 2002; Shih et al., 2004; Shih et al.,

2005; Dehari et al., 2007; McCluggage, 2008; Kurman et al., 2008).

Os tumores bordeline de ovario tém sido identificados como tipos
especiais de tumores epiteliais de ovario, com caracteristicas histopatologicas e
comportamento bioldgico intermediario entre os claramente benignos e os
francamente malignos desde 1929 (Taylor, 1929). Este grupo de tumores tem
sido denominado de varias maneiras, como carcinoma nao invasor de baixo
grau de diferenciacao, cistoadenoma proliferativo sem invasao estromal, tumor
de malignidade borderline, carcinoma de baixo grau de diferenciagdo maligna,
ou tumor de baixo potencial de malignidade (Kottmeier, 1952). Em 1971, este
grupo de tumores foi aceito pela Federacado Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) como carcinoma de baixo potencial de malignidade, e em
1973 a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) o denominou tumor borderline

(Serov et al., 1973).

Os tumores ovarianos borderline correspondem a 15% a 20% de todos
os tumores malignos de ovario. Aproximadamente 3.000 casos sao

diagnosticados por ano em mulheres americanas (Link et al., 1996). Os tumores
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borderline mais comuns sé&o do tipo histolégico seroso, seguido pelo mucinoso
e muito raramente se apresentam de forma endometridide, células claras e
células transicionais, também chamado de tumor de Brenner. Histologicamente
os tumores borderline serosos sao definidos pela presenca de um complexo
ramo papilar, epitélio estratificado, atipia nuclear, atividade mitética e auséncia
de invasao estromal no tumor. A distingdo do borderline com o cistoadenoma é
a presenca de hiperplasia formando papilas e micropapilas associadas a um
aglomerado de células, e atipia nuclear branda a moderada. O carcinoma se
diferencia pela invasado estromal (Tavassoli e Devilee, 2003; Kurman et al.,
2005). Os tumores borderline ttm um comportamento mais indolente do que os
carcinomas francamente invasores e sao caracterizados pela sua apresentagao
em estadio precoce, longa sobrevida e recorréncias tardias (Kurman e
Seidman, 2005). Os fatores prognésticos favoraveis nos tumores borderline sao
o estadio inicial, o tipo histopatolégico seroso e a idade abaixo de 40 anos no
momento do diagndstico. A recorréncia tardia ja foi descrita em 23 e 25 anos
apds o diagnostico inicial (Seidman e Kurman, 2000). Ha incerteza se os casos
de recorréncia sao representados por metastases do tumor primario de ovario
ou se seria um segundo tumor primario (Gershenson, 2002; Athanassiadou et

al., 2008).

Merece destaque as diferentes faixas etarias correspondentes a maior
incidéncia dos tumores eptieliais: os carcinomas invasivos ocorrem em
mulheres numa média de idade de 52 anos; ja os tumores borderline podem

ocorrer em mulheres de todas as idades, mas apresentam maior incidéncia em
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jovens, com média de idade de 40 anos. Podem ser diagnosticados em faixas
etarias até 20 anos mais precoces do que sao diagndsticos os carcinomas
invasivos (Colombo et al.,1994; Trimble e Trimble, 1994; Ayhan et al., 2005;

Wong et al., 2007).

Os tumores serosos borderline sao histoldgica e clinicamente distintos
dos tumores mucinosos borderline (Chapman, 2001). Os tumores borderline
serosos caracterizam-se por excrescéncias polipéides e papilas ocupando o
cisto, a superficie externa ovariana, ou ambos; e um certo grau de atipia nuclear
(Soslow, 2008). Entretanto nem sempre é facil diferenciar um tumor seroso
borderline de um carcinoma seroso bem diferenciado. Os critérios usados para
distinguir o tumor borderline seroso, do carcinoma seroso de baixo grau tém
sido revistos em detalhes ha alguns anos (Bell et al., 2004; Seidman et al.,

2004).

Recentes publicacbes indicam que o0s carcinomas primarios mucinosos
de ovario sao muito raros, representando menos de 3% de todos os carcinomas
ovarianos (Seidman et al., 2003; Seidman et al., 2004). Apesar de serem pouco
comuns representam a terceira posicao na distribuicao dos tumores em estadio
| (Leitao et al., 2004). Os tumores mucinosos borderline sao classificados em
neoplasias mucinosas do tipo intestinal e mucinosos endocervical. Entre os
tumores mucinosos de ovario, os mais freqiientes sdo do tipo intestinal, e a
maioria dos carcinomas mucinosos primarios de ovario sao transicbes do

borderline mucinoso tipo intestinal para o carcinoma (Soslow, 2008). E
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importante lembrar que os carcinomas mucinosos e os tumores borderline
mucinosos associados com pseudomixoma peritonei sdo geralmente originarios
do apéndice (Ronnett et al., 1997). Os tumores do tipo endocervical, também
conhecidos por tipos mucinosos mullerianos, ou seromucinosos, ou neoplasias
mistas com componente mucinoso s&o muito mais raros, embora bem
documentados. Sdo tumores mistos do epitélio ovariano, e que se comportam

clinicamente de forma similar ao tumor seroso borderline (Vang et al., 2006).

Os tumores borderline do ovéario diferem dos carcinomas por nao
possuirem invasao franca do estroma, embora possam apresentar areas de
carcinoma intraepitelial e focos de microinvasao. O critério mais importante para
definir carcinoma intraepitelial no tumor borderline é a severa atipia nuclear
(Ronnett et al., 2004). Bell e Scully (1990) descreveram a microinvasao nos
carcinomas serosos, distinguindo entre tumores borderline com microinvasao e

tumores borderline com carcinoma microinvasivos com base no efeito estromal.

Os tumores borderline mucinosos possuem atipia citolégica e figuras de
mitoses. Existem critérios para distinguir os tumores mucinosos borderline,
daqueles com focos de carcinoma intraepitelial, e dos carcinomas exibindo
invasao franca. Nos carcinomas mucinosos primarios de ovario, € comum se
observar areas benignas, areas borderline, e outras borderline com carcinoma
intraepitelial e malignas, lado a lado na mesma neoplasia. Os critérios que
definem a presenca ou auséncia de invasao estromal envolvem: um arranjo

com glandulas pequenas a intermediarias com uma confluéncia caracteristica,
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com minima ou sem acometimento estromal; um crescimento de padrao
cribiforme e um epitélio citologicamente maligno. Embora a microinvasao seja
reconhecida, ndo ha definicdo universal exata sobre o tamanho e o limite para
ser considerada. A maioria dos autores utiliza 5mm, porém outros consideram
3mm ou 10mm? (McCluggage, 2008; Kurman e Shih, 2008; Soslow, 2008).
Estabelecendo-se o diagnéstico de carcinoma mucinoso com infiltracdo
estromal, sempre deve ser considerada a possibilidade de tratar-se de

metastase de tumor do trato digestivo em ovario (Ronnett et al., 2004).

Cerca de 15% a 30% dos tumores borderline estdo associados com
implantes extraovarianos. A doenga é mais comum nos tumores borderline
serosos. Os implantes acometem as estruturas pélvicas, o omento e mais
comumente o peritbnio, e sdo classificados como invasores e ndo invasores
pela sua apresentacdo histopatoldgica (Seidman e Kurman, 2000). Alguns
casos podem apresentar implantes mistos, com os dois tipos associados
(Gershenson, 2002). A arquitetura micropapilar dos tumores serosos borderline
primarios tem sido identificada como fator diretamente relacionado com a
presenca de implante peritoneal invasor (Seidman e Kurman 2000; Silverberg et
al., 2004; Kurman et al., 2005). Alguns estudos demonstram que pacientes com
implantes peritoneais invasores apresentam um pior prognéstico em relagao
aquelas com implantes ndo invasores. Em pacientes com implantes nao
invasores, cerca de 5% morrem pela doenga comparado com 0S casos com
implantes invasores, grupo em que 34% evoluem para o6bito (Seidman e

Kurman, 2000).
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Os eventos moleculares diferem entre 0os carcinomas serosos ovarianos
de baixo grau e os de alto grau de diferenciagcdo (Shih et al., 2004). Os
carcinomas de baixo grau sdo associados a k-ras ou mutagcdo b-raf em
aproximadamente dois ter¢os dos casos (Sieben et al., 2004). Estas mutacdes
séo identificadas nos tumores de baixo grau no momento inicial da evolugao,
onde comecam como areas benignas ou borderline no mesmo tumor. As
mutagdes k-ras e b-raf foram identificadas em cistoadenomas epiteliais e nos
componentes borderline em 86% dos casos: a maioria dos cistoadenomas
serosos sao nao neoplasicos, e alguns cistoadenomas sao neoplasicos e
podem ser precursores dos tumores serosos borderline (Ho et al., 2004; Allison
et al., 2007). As mutacgdes k-ras and b-raf ndo estdo associadas aos tumores de
alto grau, e nos de baixo grau ndo ocorrem simultaneamente na mesma
neoplasia. Os carcinomas serosos de alto grau expressam significantes valores
de p53, MIB1, bcl-2, ckit, Her-2 neu e p16; as duas neoplasias expressam WT1

em alto nivel (O’Neill et al., 2005).

Poucos sao os estudos sobre os eventos moleculares nos tumores
seromucinosos borderline de ovario. Os tumores ovarianos mucinosos tipo
intestinal exibem comumente mutacdes k-ras, e idénticas mutacdes tem sido
demonstradas em areas benignas, borderline e malignas da mesma neoplasia
sugerindo que a mutacdo k-ras € um evento inicial na evolucdo (Scott e
McCluggage, 2006). Mutagbes do b-raf ndo tem sido encontradas nas

neoplasias mucinosas do tipo intestinal (McCluggagge et al., 2008).
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Paralelamente, varias hip6teses vém sendo estudadas como potenciais
fatores envolvidos no desenvolvimento do cancer de ovario. As teorias mais aceitas
sdo relacionadas a ovulagao incessante e inflamacdo. Na teoria da ovulagao
incessante, a ruptura folicular repetida leva a necessidade de reparo do epitélio de
superficie ovariano a cada ovulagéo, possibilitando o aparecimento de alteragbes
genéticas e cancer. Ja a teoria da inflamacao esta relacionada diretamente com
a ovulacao, que se assemelha a um processo inflamatorio: o pico de horménio
luteinizante pré-ovulatério estimula uma infiltracao de leucécitos, producéo de
citocinas, mediadores de vasodilatacdo, ocorrendo reparo de DNA e remodelacéo
tecidual, proporcionando um ambiente de estresse oxidativo que poderia progredir
para o adenocarcinoma. Assim a inflamagao parece desempenhar um papel na

carcinogénese (Brewer et al., 2003).

Muita atengcédo tem sido focada no envolvimento da ciclo-oxigenase 2
(COX-2), uma das duas isoformas da enzima COX, que é responsavel pela
sintese de prostaglandina a partir do acido araquidénico (Chandrasekharan e
Simmons, 2004). Estudos in vitro e pré-clinicos mostraram que a COX-2
apresenta uma elevada expressdao associada as células cancerigenas em
humanos com alto indice de inibicado de apoptose, habilidade metastatica e
neoangiogénese (Liu et al., 2000; Rozic et al., 2001). A COX-2 nao é expressa
na maioria das células, mas é induzida e tem um papel no processo inflamatério
(Williams e Dubois, 1996). Esta enzima tem sido descrita com um enfoque
especifico em varias neoplasias, onde foi avaliada a sua relagdo com a

carcinogénese nos tumores de pulmao, cabeca e pescoco, colon e mama
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(Choe et al., 2005; Mao et al., 2005; Alrawi et al., 2006; Gallicchio et al., 2006).
A alta expressédo da COX-2 na maioria dos tumores solidos tem sido associada
com os parametros de agressividade clinicopatolégica e prognostico
desfavoravel (Sinicrope e Gills., 2004). A expressdao da COX-2 também foi
analisada em cervicites e lesbGes pré-neoplasicas do colo uterino, e nao foi
observada relacdo entre este marcador e a gravidade das lesbes cervicais

(Sarian et al., 2006).

Estudos epidemiologicos relacionaram o uso prolongado de
antiinflamatérios nao esteroidais (AINE) com o processo anti-cancer. Os AINE
exercem efeitos antiinflamatérios inibindo a sintese de protaglandinas, através
da inibicdo ndo especifica das enzimas COX. Prostaglandinas, especialmente a
prostaglandina E2, desempenham acao na patogénese do cancer, devido aos
efeitos secundarios na mitogénese, adesao celular, sistema imunoldgico e
apoptose (Marnett, 1992). Existem evidéncias de que o uso dessas drogas faca
regredir lesdes pré neoplasicas, como os polipos colon retais, presentes na
sindrome de polipose adenomatosa familiar e, portanto suprimem a

carcinogénese (Baron, 2003).

A COX-2 parece facilitar a progressao tumoral através da estimulacao da
proliferacdo e diferenciacdo celular, da imunossupressao, do incremento da
angiogénese e da reducdo da apoptose (Fugimoto et al., 2006). Apesar de
varios estudos epidemioldgicos terem utilizado AINE nao seletivos da COX,

como a aspirina, que inibem tanto a COX-1 quanto a COX-2, apenas a
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expressdao da COX-2 nos tecidos ovarianos parece estar relacionada a
carcinogénese. Observa-se uma associagdo entre a expressdo da COX-2 e o
grau de diferenciagdo da neoplasia ovariana, o prognéstico e o tempo de sobrevida
(Li et al., 2005; Raspollini et al., 2005; Raspollini et al., 2006), sendo esta associacéo
relacionada com os parametros de agressividade, pior resposta a quimioterapia
e prognéstico desfavoravel (Denker et al., 2002; Ferrandina et al., 2002). Nos
tumores borderline a expressao da COX-2 tém sido investigada em um
pequeno numero de estudos, que analisam uma pequena amostragem seriada

(Dore et al., 1998; Matsumoto et al., 2001; Ferrandina et al., 2004).

O uso dos AINE pode estar relacionado a uma pequena diminuicao do
risco para carcinoma de ovario, mas os estudos nao sao conclusivos
(Rosenberg et al., 2000). Uma metanalise realizada envolvendo dez estudos
concluiu que o uso de drogas antiinflamatérias nao esteroidais ndo esta associada
a quimioprevencao do adenocarcinoma (Bonovas et al., 2005). Em outro
estudo recente com mais de 500 casos de cancer de ovario observou-se

uma diminuig¢ao de risco entre usuarias de AINE (Schildkraut et al., 2006).

Ferrandina et al. (2004) observaram uma difusa e intensa expressao da
COX-2 no citoplasma dos tumores serosos borderline, enquanto que o0s
tumores mucinosos do tipo intestinal exibiram uma baixa imunoreagéo da COX-
2. Nas lesdes benignas de ovario também foi observada uma positividade da
COX-2 maior no tipo seroso do que no mucinoso. O subgrupo do tipo

endocervical dos tumores borderline mucinosos apresentou uma expressao

Introdugdo 31



mais significativa da COX-2, do que no tipo intestinal. Esta diferenca na
expressdao do marcador tumoral evidenciou caracteristicas clinicopatologicas,
que foram analisadas de acordo com o diferente tipo histolégico. Contudo,
apenas nas lesbes mucinosas houve um aumento progressivo da positividade
da COX-2 no tipo intestinal borderline para tumores francamente malignos,
sugerindo que a expressdo positiva podera estar envolvida com a
carcinogénese ovariana (Cramer et al., 1998; Rosemberg et al., 2000; Dursun et
al., 2005). Em recente estudo realizado por Yoshida et al. (2007) observou-se
um aumento crescente da expressdo da COX-2 comparando adenoma, com
borderline e carcinoma. Esta seqiiéncia ocorreu tanto nos tumores serosos
quanto nos mucinosos; entretanto o aumento da expressao deste marcador na
linhagem mucinosa foi mais pronunciada do que na sequéncia dos tumores
serosos, 0 que provavelmente evidencia os dois distintos caminhos de

tumorigénese nestes dois tipos histologicos.

A extensa aplicacao de novos métodos em histopatologia traz resultados
sobre marcadores moleculares em diferentes tipos de tumores humanos. O
principal propésito é obter parametros adicionais para caracterizar os varios
tipos de malignidade, dando maior precisdo na informacdo sobre o
comportamento biolégico. O Ki67 € um anticorpo, que detecta o antigeno
nuclear humano, que esta presente na proliferacao de células, e € um marcador
estabilizador do crescimento tumoral celular. Nos carcinomas ovarianos, a alta
expressao do Ki67 tem sido correlacionada com doenga avancada e reducédo na

sobrevida (Kritpracha et al., 2005).
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Nos tumores ovarianos a ploidia do DNA, que oferece indicacdes de
alteragbes adquiridas no DNA das células tumorais, tem sido repetidamente
demonstrado como o principal fator determinante de sobrevida. As taxas de
sobrevida em mulheres com carcinomas dipléide ou proximos a diploidia tém
sido melhores, do que naquelas com aneuploidia tumoral (lversen, 1988;
Huettner et al., 1992). Alteracées no controle do ciclo celular e da apoptose
resultam em maior numero de células em proliferacdo, sendo que a proporgcao
de células neste estado é um importante marcador de gravidade das
neoplasias. A quantidade de células em estado proliferativo pode ser
indiretamente mediada através da deteccdo de um antigeno nuclear expresso
no final da fase G1, toda a fase S e inicio de G2, chamado Ki67. Estudos
anteriores associaram o crescimento da proporcao de células coradas pelo Ki67
a piora da gravidade de diversas neoplasias (Keating et al., 2001; Kruse et al.,

2001).

Ha controvérsias sobre o potencial de qualificacdo do Ki67 e da ploidia
DNA nos tumores borderline (Huettner et al., 1992). O Ki67 foi estudado para
diferenciar os tumores borderline, dos carcinomas mucinosos em estadio | pela
classificacao da FIGO, mas nao houve diferenca estatistica, assim como nao foi
observada diferenca entre os tumores benignos e borderline em relacdo ao
Ki67. Também nao houve significancia estatistica entre a expressao do Ki67
nos tumores borderline serosos e mucinosos, embora evidenciasse uma
positividade crescente, em relacdo ao tamanho do tumor (Darai et al., 1998;

Terlikowski et al.,1999). A expressao do Ki67 € um interessante desafio a ser
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investigado, pois sugere que o mecanismo de carcinogénese no qual a COX-2
esta envolvida ndo esteja diretamente relacionado com a proliferacao (Yoshida
et al., 2007). A deteccao de neoplasias ovarianas permanece crescente, a
distin¢cdo entre os tumores benignos, borderline e carcinomas é uma importante
questdo na patogénese ovariana. A limitagdo dos conhecimentos para
procedimentos microscopicos de diagnoéstico, e sobre a predicao do

comportamento do tumor borderline nos incentiva a pesquisar sobre o assunto.

Novas perspectivas terapéuticas podem surgir a partir do melhor
entendimento sobre a biologia tumoral do ovario. Ainda ndo se sabe com
certeza se a expressao da COX-2 e/ou do Ki67 esta presente no cisto de
inclusdo epitelial superficial, e se estes marcadores podem ser relacionados
com a progressao do tumor benigno para maligno. Este estudo avaliou a
expressdao da COX-2 e Ki67 nas dareas borderline nos tumores ovarianos

MUCINOSOS, Serosos € Seromucinosos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Comparar a expressdao da COX-2 em tumores borderline de ovario,
Serosos € mucinosos e verificar se essa expressao esta relacionada a atividade
proliferativa celular, avaliada através a expressao do Ki67, a presenca de implantes

peritoneais e ao estadio da doenga

2.2. Objetivos especificos

. Comparar a distribuicdo dos tumores bordeline serosos, mucinosos e
seromucinos segundo a idade, estadio, presenca de implantes peritoneais e

expressao nuclear do Ki67.

. Avaliar a relacao entre a expressao da COX-2 e o tipo histolégico seroso,
MUuCIiN0SO ou seromucinoso, a expressao do Ki67, estadio e presenca de

implantes peritoneais.
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Abstract:

Objective: To assess whether the expression of Cyclooxygenase-2 (COX-2) in borderline
ovarian tumors is related to tumor type, cell proliferation rate, presence of peritoneal
implants or disease stage. Methods: The study included 86 borderline epithelial tumors
of the ovary; 36 serous, 46 mucinous and 4 seromucinous (endocervical-type mucinous),
obtained from women who underwent surgery between January 1998 and December 2004.
Expression of COX-2 and Ki67 proteins were evaluated with immunohistochemistry, in
paraffin-embedded sections of the ovarian tumors. Results: Most women had stage I
disease, although a higher proportion of advanced disease was found in women with
serous (14.7%) or seromucinous (50%) neoplasia (p=0.001). Thirteen women were
found to harbor peritoneal implants. The proportion of cells with positive nuclei for
Ki67 was significantly higher in mucinous tumors (p=0.014). Serous tumors presented a
higher expression of COX-2 compared to mucinous ones (68.5% versus 52.5%; p<0.01).
Tumors with >=15% of nuclei positive for Ki67 also had a higher expression of COX-2.
The higher expression of COX-2 did not correlate with peritoneal implants and disease
stage. Conclusion: These results indicate that the expression of COX-2 is positively
related to the cell proliferation rate and was higher in serous than in mucinous borderline
ovarian tumors. However, the study design prevents the assessment of whether COX-2
is itself a modulator of the tumor’s behavior or a surrogate marker of the biological
events that lead to increased aggressiveness.

Key words: Cyclooxygenase; cell proliferation rate; ovarian cancer; borderline ovarian

tumors; immunohistochemistry
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Introduction

Ovarian carcinoma constitutes several disease entities [1]. The examples range
from low- to high- grade serous carcinomas [2,3], encompassing a distinctive class of low
malignant potential (hereinafter treated as borderline tumors) neoplasia. Borderline tumors
generally share a relatively indolent behavior, with an overall 5-year survival of 95%.
However, several factors have been found to correlate with a poorer prognosis and/or further
development of frankly malignant disease, e.g. mucinous type, cell proliferation rate and the
detection of peritoneal implants during surgical staging [4-6]. Unfortunately, even though
the morphological classification of borderline tumors is familiar to most pathologists, the
lack of predictability regarding the biological behavior of these tumors makes its clinical
management a source of concern between gynecologic oncologists.

It is accepted today that there should exist two biological pathways that lead to
the formation of ovarian neoplasia. One pathway, more commonly related to serous
tumors, consists of the rapid transition from the normal ovarian surface epithelium to
ovarian intraepithelial neoplasia and, finally, high-grade ovarian cancer. The other
pathway consists of the transition from benign serous or mucinous cystadenomas to low-
grade ovarian carcinoma, and in most cases includes a transitory phase during which the
tumor should be categorized as borderline. It is also believed that serous borderline
tumors (SBTs) are rarely associated with invasive serous carcionoma. However, SBTs
sometimes progress to carcinoma, and therefore some relationship must exist. In
contrast, mucinous borderline tumors (MBTs) are more often associated with invasive
mucinous carcinoma. These disparate findings suggest that some borderline tumors are

precursors of invasive carcinoma, and others are not. Several studies tried to elucidate
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the relationship between borderline ovarian tumors and invasive cancer, by even
proposing elegant models of tumor development [7-10], based on the presumption that
each tumor type has a different underlying pathogenesis and natural behavior.

Studies on the molecular biology of ovarian tumors, however, are incrementally
yielding new tools that, in the near future, may help distinguish the borderline ovarian
tumors with increased hazardous potential from those with a more indolent behavior [7,10].
One of the most promising molecules that may furnish clinically relevant information is
cyclooxygenase-2 (COX-2), the rate-limiting enzyme in the conversion of arachidonic acid to
prostanoids. COX-2 is inducible by a variety of stimuli and is involved in inflammatory
reactions and pathological processes [11]. Recent studies suggest that over-expression of
COX-2 is related to carcinogenesis by increasing the cell proliferation activity,
promoting neoangiogenesis and reducing apoptosis in human tumors [12,13]. To date,
however, there is a lack of evidence on how this enzyme could be used a marker of the
biological behavior of borderline ovarian tumors, most likely because of the scarcity of
large series of specimens available for study.

A lower expression of COX-2 may be related to the development of borderline
ovarian tumors, whereas a higher expression of this enzyme is most prominently found
in ovarian carcinomas [14,15]. In a previous study on benign, borderline and malignant
tumors, we detected a positive trend in COX-2 expression, accompanying the adenoma-
carcinoma sequence, in either serous or mucinous ovarian tumors [15]. Taking
advantage of the large amounts of stored material from two Brazilian gynecologic
oncology reference centers, we decided to further examine the behavior of the COX-2
enzyme in ovarian neoplasms. We therefore designed the present study, which examines

the expression of COX-2 in different types of borderline ovarian tumors, and
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concurrently evaluates the cell proliferation activity (expression of nuclear Ki67) and
clinical features of the disease: stage and presence of peritoneal implants. The present
results may contribute to the understanding of the role played by COX-2 in ovarian

pathogenesis.

Subjects and methods

Selection of the patients: For this multi-center study, surgical specimens of borderline
epithelial ovarian tumors were identified from women who underwent laparotomy between
January 1998 and December 2004 at the Division of Gynecologic Oncology, Department of
Obstetrics and Gynecology, Campinas State University; and at the Department of Gynecologic
Oncology in the National Institute of Cancer (INCA) in Rio de Janeiro, Brazil. Clinical data
from the patients’ files were retrieved: age at diagnosis, disease stage, and presence of
peritoneal implants. Patients were excluded if: a) were pregnant at the moment of the
diagnosis or b) had other synchronic or asynchronic malignant tumors. Two experienced
pathologists, who rendered a final pathological diagnosis, reviewed the paraffin sections
retrieved from the archives: 36 serous borderline tumors, 46 mucinous borderline tumors and 4
seromucinous borderline tumors. Local ethics committees of both institutes approved the
study protocol. Because of the retrospective nature of the study, the researchers were granted

exemption from obtaining the signed informed consent from the patients.
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Immunohistochemistry (IHC)

Tissue specimens were fixed in formalin and embedded in paraffin in accordance
with standard procedures. Two sections (4um thick) from each tumor block were
obtained for the reactions. The slides were deparaffinised in xylene, rehydrated in
alcohol, treated with 10% H,O, (3 times for 3 minutes) to block endogenous peroxidase
activity and submitted to heat induced epitope retrieval in a steam cooker for 30 minutes
using citrate buffer for COX-2 and Tris-EDTA buffer for Ki67. The sections were
incubated with COX-2 mouse monoclonal antibody (clone 4H12), 1:100 (Novocastra,
Newcastle, NE, United Kingdom), and Ki67 monoclonal mouse anti-human antigen
(clone MIB-1),1:150 (Dako, Glostrup, Denmark) and kept overnight at 4° C. Envision
(COX-2) and Envision Plus (MIB-1) (Dako, Glostrup, Denmark) for 30 minutes at 37°C
were used. Reaction was revealed using 3’3’ diaminobenzidine and slides were counter-
stained with Mayer’s hematoxylin. Positive and negative controls were carried out for
each reaction assay. Different tissue samples were used as reaction control: ulcerative
colitis for COX-2 and lung carcinoma for Ki67. The investigators, blind to the patients’
clinical parameters, performed analysis of all slides under a light microscope.
Digitalized photographs (Figure 1) were taken from the hot spot areas of reaction with a
Nikon COOLPIX Camera 995, and then the images were evaluated with the aid of

software for histological analyses (Imagelab 2000).

COX-2 protein expression: COX-2 immunoreactivity grading was based on the
staining intensity and on the proportion of cells displaying the enzyme. The enzyme
expression was analyzed first on a subjective evaluation of the intensity of cytoplasmatic

staining, and scored from 0 to 3: O=negative, 1=weak, 2=moderate and 3=strong. This
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evaluation was performed by two pathologists and, in case of disagreement, the slide
was submitted to a revision in a co-observer microscope and a consent diagnosis was
rendered. The value of weighted kappa=0.81 points towards a very good level of
agreement between these two professionals. Subsequently, positive and negative cells were
counted, with no less than 500 cells as the minimum acceptable count number in five high
power fields (400X). The staining intensity and the percentage of cells expressing COX-2 in
their cytoplasm were multiplied, rendering a score with theoretical range of 0 to 3, hereinafter
named as COX-2 integrated score for clarity.

Ki67 nuclear expression: Lesions were allotted to two distinct groups on the
basis of their Ki67 nuclear expression: 1) those with totally negative expression of the
marker and 2) those with varying percentages of cells expressing Ki67. The percentage
of stained nuclei was used for the assessment of cell proliferation, with a mandatory
minimum count of 500 nuclei in five fields. The median count of stained nuclei was
15%. For statistical purposes, two groups were thereby formed: 1) less than 15%, 2)
15% or above

Statistical Analysis: Data were stored in OpenOffice spreadsheets. The Kruskal-
Wallis test was used to compare, across the histological strata (serous, mucinous and
seromucinous) 1) the mean age of the patients; 2) the mean percentage of Ki67 positive nuclei.
Chi-squares were calculated to compare the proportions clinical staging, peritoneal implants,
cases with >=15% positive nuclei across the histological strata. In order to proceed with the
multivariate analysis, the Fligner-Killeen test for homogeneity of variances for the proportions
of COX-2 positive cells and COX-2 integrated scores across the histological strata. Then, a
multi-way (multivariate) analysis of variance was used to compare the a) mean percentages of

cells expressing COX and the mean COX-2 integrated scores across the histological types,
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Ki67 expression categories, in women with and without peritoneal implants, and across
disease stages. The statistical analyses were performed using R Environment [16]

statistical software package, with significance levels at 5% (two-tail).

Results

Table 1 illustrates the key features of the patients and their ovarian borderline tumors.
Mean age of the patients did not differ between women with borderline mucinous,
serous or seromucinous tumors (p=0.62). Most women had stage I tumors, although a
higher proportion of advanced disease was found in women with serous (14.7%) or
seromucinous (50%) neoplasia (p=0.001). Thirteen women were found to harbor
peritoneal implants, and 3 of these women belonged to the restrict group of women with
seromucinous tumors (p=0.001). The proportion of cases with >=15% nuclei stained for
Ki67 was higher in mucinous tumors (65.2%) compared to their serous (25%) and
seromucinous (25%) counterparts (p<0.001).

Table 2 displays the multivariate analysis concerning the % of cells with COX-2 stained
cytoplasms and the COX-2 integrated score. Serous tumors presented a higher
proportion of stained cytoplasm compared to mucinous ones (68.5% versus 52.5%;
p<0.01), and the COX-2 integrated scores for these tumors were also higher (p<0.01).
The two-by-two comparisons between histological types revealed that the cytoplasm
staining for COX-2 the contrasts of seromucinous versus mucinous and of seromucinous
versus serous tumors were not statistically significant (data not shown). Tumors with
>=15% of nuclei positive for Ki67 also had a higher expression of COX-2 (p=0.03) and
COX-2 integrated scores (p=0.04). COX-2 expression did not correlate with peritoneal

implants and disease stage.
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Discussion

The present study illustrates that serous borderline ovarian tumors display a
significantly higher expression of cytoplasmic COX-2 compared to their mucinous
counterparts. By contrast, the study also revealed a higher mitotic activity, or cell
proliferation rate, (expression of Ki67) in mucinous tumors. The relatively small
proportion of seromucinous tumors precluded further analysis concerning this

uncommon subtype of ovarian epithelial tumors.

This study yielded important information concerning the biological activity of
borderline tumors, allowing a better understanding of the developmental processes that
lead to ovarian carcinogenesis. The increased expression of COX-2 in borderline ovarian
tumors as contrasted to mucinous borderline tumors reveals that the inflammatory
pathway plays a role in the carcinogenic process, and that this role is substantially
different in serous and mucinous tumors. Previous reports pointed out to a higher
expression of COX-2 in serous compared to mucinous ovarian tumors, but these analysis

never encompassed a such large number of borderline tumors [15,17].

It has long been proposed that tumor promoters may substantially induce the
expression of COX-2. This enzyme, by its turn, may ultimately stimulate the epidermal
growth factor receptor, hence favoring cell proliferation [18, 19]. This in vitro finding
provides an excellent explanation for the different clinical behaviors of mucinous and
serous malignant ovarian tumors, notably the increased aggressiveness of the later
compared to the former. In those studies, the expression of COX-2 in serous tumors was
substantially higher than that in mucinous malignant tumors, as was the proportion of

women with advanced disease [20]. It has been almost unequivocally demonstrated that
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mucinous invasive tumors share a more indolent behavior as compared to serous tumors,
resulting in better prognosis and survival. Whether these differences might be ascribed
to mechanisms involving the expression of COX-2, it is still too premature to conclude.
Nevertheless, there seems to exist a clear relationship between the expression of the
enzyme and the clinical behavior of the neoplasia, at least considering the group formed
by invasive tumors. The expression of COX-2 is also significantly higher in borderline
serous tumors compared to their mucionous counterparts, as the present study clearly

demonstrates.

Some authors have already anticipated that COX-2 inhibitors may, in the near
future, become prescription drugs in the treatment of ovarian tumors [21,22]. The
present study, however, brings information that complicates the already complex and
incomplete understanding of the role played by COX-2 in the carcinogenic processes
relating to ovarian tumors. Our previous reports have suggested that there might exist an
upward trend in COX-2 expression comparing benign to borderline, and borderline to
frankly invasive tumors, regardless of the histological line (serous or mucinous) lineage
to which these neoplasms belong [15]. The present study points toward another
rationale, by which the expression of COX-2 is much higher in serous tumors as
compared to mucinous ones. It is still impossible, highly unfortunately, to draw any
conclusions as to whether the increased expression of COX-2 is a cause of the higher
aggressiveness of serous tumors or it is just a biological characteristic of this group of
tumors. Although unproven, it seems to exist an association between a worse clinical
behavior of the tumor and the increased expression of COX-2, but this relation is clear

only in malignant tumors [20].
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In the present study, there was a marked association between the COX-2
expression and the proliferative activity (expression of Ki67). This finding is interesting
because the multivariate analysis excluded the effect of the tumor type (the analysis had
shown that the expression of Ki67 was higher in mucinous tumors) on the proliferation
cell rate. In one previous report on malignant tumors, the Ki67 staining was found to be
lower in mucinous tumors compared to serous malignancies. This finding should not be
extrapolated to borderline tumors, as demonstrated by the present study, which is
empowered by the relatively high number of mucinous tumors. The significant
correlation between COX-2 and Ki67, adjusted for the tumor type, strongly suggests that
the proliferative activity is related to COX-2 activity, regardless of the tumors type.
Previous reports failed to reach this same conclusion, probably because of the rarity of
mucinous tumors. It is also sensible to infer that borderline tumors are theoretically very
adequate for the studies on the variability of the cell proliferation rate, because
malignant tumors have an already increased cell proliferation rate, which may offset a
minor variability that might exist between tumor types. By contrast, ovarian adenomas

have a very weak Ki67 immunostaining pattern [15].

Recent epidemiological lines of evidence may help understand the relation
between the expression of COX-2 and the cellular proliferative activity. Vadlamudi et al.
[23] and others reported on the coexpression of COX-2 and HER2/HER3, which are
potent epidermal growth factors. Erkinheimo et al. [24] described an association
between HER2 amplification and COX-2 expression, although Ferrandina et al. [12]
have heavily contested this finding. The difficulties in interpreting these contradictory

findings relies on the fact that COX-2 is expressed in a limited number of tumor cell
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types, although the enzyme has been proved to be inducible by tumor promoters,
cytokines and growth factors. It is still unclear, however, whether COX-2 is just a
marker of the disrupted cell proliferation control mechanisms or is itself an inducer of

cell proliferation or even dedifferentiation.

The present report brings information that helps explain the biological events that
lead to tumor formation in the epithelium of the ovaries. Two important assumptions are
corroborated by the present findings: 1) serous borderline tumors display an increased
expression of COX-2 as compared to mucinous borderline tumors, as do their malignant
counterparts and 2) there was a marked relation between cell proliferation activity (Ki67
expression) and COX-2, even after adjusting for the tumor type. The interpretation of
these findings is difficult, however. Whereas the relation between the increased cell
proliferation activity and higher COX-2 expression in serous malignant tumors is
compatible with the more aggressive clinical behavior of this tumor type, the higher
expression of COX-2 in borderline serous tumors than in mucinous ones not explain the
higher likelihood of further development of malignant disease typical of the mucinous

borderline tumors.

The current evidence, to which the present findings are an addition, indicates that
the expression of COX-2 and the cell proliferation rate in ovarian tumors are linked.
This relationship may have potential clinical implications while considering frankly
malignant neoplasia. However, considering borderline tumors, although this same
relation could have been demonstrated, it might be unimportant from the clinical

standpoint. In this group of tumors, regardless of the potential effects played by COX-2,
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mucinous tumors have a significantly higher cell proliferation rate and a worse

prognosis.
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Article précis: The expression of COX-2 in borderline ovarian tumors is higher is

serous neoplasia and bears a relation with cell proliferation rate.
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Table 1 — Histopathological and clinical features of the cases

Total Serous Mucinous P
N=86 N= 36 N= 46 mucinous  value
Mean age (sd) 42.4(16.5) 40.1(16.5) 44.2 (17.1) 40.2 (7.0) 0.62
Stage*
Ia 54 (64.3%) 17 (50%) 37 (80.4%)
Ib 7 (8.3%) 5 (14.7%) 2 (4.3%)
Ic 11 (13.1%) 6 (17.6%) 4 (8.7%) 1 (25%)
II 2 (2.8%) 1 (2.9%) 0 1 (25%)
I 10 (11.9%) 5(14.7%) 3(6.5%) 2 (50%) 0.001
Peritoneal
implants*
Yes 13 (15.5%) 7 (20.6%) 3 (6.5%) 3 (75%)
No 71 (74.5%) 27 (79.4%) 43 (93.5%) 3(25%) <0.001
Ki67
<15% 46 (53.5%) 27 (75%) 16 (34.8%) 3 (75%)
>=15% 40 (46.5%) 9 (25%) 30 (65.2%) 1 (25%) <0.001

*Two cases ignored
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Table 2 — Multivariate analysis of the expression of COX-2 in ovarian borderline tumors

Mean percentage P value COX-2 P value
of cells expressing integrated score
COX-2 (range 0-3)

Histological type
Mucinous 52.5(25.7) Ref. 1.2 (0.8) Ref.
Seromucinous 66.5 (33.7) 0.13 1.6 (0.9) 0.12
Serous 68.5(22.2) <0.01 1.7 (0.8) <0.01
Ki 67
<15% 58.7 (26.8) Ref 1.4 (0.8) Ref
>=15% 61.1 (26.8) 0.04 1.5(0.9) 0.03
Peritoneal implants
No 58.4 (25.6) Ref 1.4 (0.8) Ref
Yes 68.4 (25.3) 0.53 1.7 (0.9) 0.33
Stage
I 58.4 (25.5) Ref 1.4 (0.8) Ref
II 35.0 (12.7) 0.61 0.6 (0.4) 0.79
I 75.7 (22.7) 0.29 1.9 (0.7) 0.19

Ref = referential
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Legend to figure 1: positive COX-2 and Ki67 expression in different borderline
tumors (original magnification 400X): COX-2 expression in: A1) serous
borderline B1) mucinous borderline  C1) serousmucinous borderline. Ki
67expression in:  A2) serous borderline B2) mucinous borderline C2)

serousmucinous borderline.
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4. Conclusoes

» A idade média das mulheres estudadas foi de 40 anos (minima e maxima),
nao havendo diferenga significativa entre aquelas com tumores serosos,
MuCIiN0sos ou seromucinosos. A maioria das mulheres apresentavam doenca
em estadio |, embora a presenca de implantes peritoneais tenha sido
observada em 13 casos, sendo significativamente maior em mulheres com
tumores seromucinosos. A expressdao nuclear do Ki67 foi maior nos

tumores mucinosos, em comparagao com 0S Serosos € Seromucinosos.

= A expressao citoplasmatica da COX-2 foi significativamente maior nos
tumores serosos. A maior expressao da COX-2 esteve significativamente
associada com uma maior expressdao do Ki67 em todos os tipos
histol6gicos. Por outro lado, a expressao da COX-2 nao se relacionou

com o estadio da doenga nem com a presenca de implantes peritoneais.
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6. Ahexos

6.1. Anexo 1 - Ficha de coleta de dados para tumores borderline de ovario

Numerodocaso:1_ | | | Iniciais: 1_1_ I I 1 1 1 1
Idade | | |
Tipo histolégico: | _Iseroso | __Imucinoso |__|seromucinoso

Reacgéo de imunoistoquimica

Anticorpo No. biopsia Ano Data da reacéo Diluicdo do ac | Controle pos/neg

COX-2

Ki67 (MIB-1)

Leitura da coloracéo:

Avaliagao subjetiva da COX-2:

Patologista 1 Patologista 2 Reavaliacéo Final

Ausente (0)

Fraca (1)

Moderada (2)

Forte (3)

Avaliagéo objetiva da COX-2 :
% das células coradas :

Avaliacao objetiva do Ki67 : % das células coradas :
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6.2. Anexo 2: listagem da mulheres incluidas no estudo

COX-2 por

Caso | Origem | Ano | Idade |Tipo.histologico| Estadio |Implantes| Ki67 Ferrandina
1 Unicamp | 1997 74 MucCinoso la nao 0,00 0.24
2 Unicamp | 1997 56 Seroso lc nao 43.33 0.4
3 Unicamp | 1997 53 Seroso la nao 0,00 2.85
4 Unicamp | 1997 15 Seroso Ic nao 0,00 0.47
5 Unicamp | 1997 36 MucCinoso la nao 2.97 0.5
6 Unicamp | 1997 61 MucCinoso la nao 39.38 1.76
7 Unicamp | 1998 47 Seroso la nao 0,00 2,70
8 Unicamp | 1998 38 Seroso Il c sim 0,00 1.94
9 Unicamp | 1998 21 Mucinoso la nao 15.32 0.98
10 | Unicamp | 1998 58 MucCinoso la nao 0,00 0.4
11 Unicamp | 1998 35 MucCinoso la nao 42.72 1,22
12 Unicamp | 1998 25 mucinoso la nao 0,00 0.33
13 | Unicamp | 1998 48 mucinoso la nao 0,00 1.96
14 | Unicamp | 1998 40 Seroso la nao 22.6 2.64
15 | Unicamp | 1998 57 SEeroso Il c sim 0,00 0.98
16 | Unicamp | 1998 34 MucCin0so Ic nao 44.27 1.56
17 | Unicamp | 1999 34 MUuCin0so la nao 21.6 2,73
18 | Unicamp | 1999 72 Seroso la nao 0.99 2.25
19 | Unicamp | 1999 30 MucCinoso la nao 19.92 0.84
20 | Unicamp | 1999 18 Mucinoso la nao 0,00 0,00
21 Unicamp | 1999 42 MuUucCin0so la nao 0,00 1.14
22 | Unicamp | 1999 26 mucinoso b nao 0,00 2,04
23 | Unicamp | 2000 77 mucinoso la nao 0,00 1.59
24 | Unicamp | 2000 22 mucinoso la nao 15,80 2.46
25 | Unicamp | 2000 16 Seroso b nao 6,54 2.58
26 | Unicamp | 2001 24 MUuCin0so la nao 39.14 2.94
27 | Unicamp | 2001 37 mucinoso Il c sim 4,68 1.72
28 | Unicamp | 2001 24 Mucinoso la nao 48.02 0.54
29 | Unicamp | 2001 50 mucinoso la nao 32.02 0,00
30 | Unicamp | 2001 44 MucCinoso la nao 0,00 0.26
31 Unicamp | 2001 28 SEeroso IIb sim 0,00 0.88
32 | Unicamp | 2001 47 Mucinoso lc nao 28.14 1.34
33 | Unicamp | 2002 55 MucCinoso la nao 20.09 0.13
34 | Unicamp | 2002 53 Seroso Ic nao 0,00 0.13
35 | Unicamp | 2002 24 Seroso la nao 0,00 0.72
36 | Unicamp 2002 54 Seroso la nao 0,00 0.99
37 | Unicamp [ 2002 24 Seroso Il c sim 10.14 2.46
38 | Unicamp | 2003 60 MuCinoso la nao 28.82 0.24
39 | Unicamp | 2003 24 Mucinoso la nao 38.21 1.77
40 | Unicamp 2003 23 MucCinoso la nao 21.02 0.26
441 Unicamp | 2003 58 MUuCin0so la nao 34.6 0.46
42 | Unicamp | 2003 39 Seroso la nao 4,05 2.37
43 | Unicamp [ 2003 45 Seroso Il b sim 23.80 2.58
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COX-2 por
Caso | Origem | Ano | Idade |Tipo.histologico| Estadio |Implantes| Ki67 Ferrandina
44 | Unicamp [ 1999 49 seromucinoso Ilc sim 0,00 0.26
46 Inca 2002 19 Seroso Ic nao 7.44 0.99
47 Inca 2002 39 Seromucinoso Ic nao 13.30 1.85
48 Inca 2002 |ignorado Seroso ignorado nao 24.27 0.81
50 Inca 2002 40 Seroso Ic nao 10.05 2.67
51 Inca 2003 76 Seroso Ic nao 12.46 1.13
52 Inca 2003 28 MuCcinoso la nao 0.71 0.73
53 Inca 2003 34 MucCinoso Ib nao 11.50 0.68
55 Inca 2003 16 Seroso b nao 7.32 1.32
56 Inca 2003 43 mMucinoso la nao 40.14 2.32
57 Inca 2003 61 Mucinoso Ic nao 21.81 2.31
58 Inca 2003 40 Mucinoso la nao 11.04 1.04
59 Inca 2003 70 MucCinoso la nao 21.82 0.78
62 Inca 2003 49 Seroso Ib nao 8.30 1,12
63 Inca 2003 77 Mucinoso la nao 2.83 1.13
64 Inca 2003 74 Seroso la nao 7.68 2.51
65 Inca 2003 47 Mucinoso la nao 7.20 0.60
66 Inca 2004 23 Seroso la nao 8.04 1.36
68 Inca 2004 23 Seroso b nao 23.68 1.25
69 Inca 2004 41 Seromucinoso lllc sim 13.29 2.42
70 Inca 2004 52 Mucinoso lllc sim 20,00 0.26
72 Inca 2004 44 Seroso b nao 22.92 2.91
74 Inca 2004 35 MuCin0so la nao 23.59 2.46
75 Inca 2004 33 mMucinoso la nao 34.26 1.82
76 Inca 2004 58 Mucinoso Ic nao 11.50 1.04
77 Inca 2004 62 Mucinoso la nao 19.37 0.45
78 Inca 2004 49 Seroso la nao 18.71 1.40
80 Inca 2004 77 mucinoso lllc sim 25.35 2.65
81 Inca 2003 36 Seroso la nao 5.98 0.87
83 Inca 2003 56 Mucinoso la nao 59.85 1.88
84 Inca 2004 28 MuCcinoso la nao 21.30 0.71
86 Inca 2004 28 Seroso la nao 24.73 1.94
87 Inca 2003 32 Seromucinoso Illa sim 32.33 1.95
88 Inca 2002 43 Seroso la nao 21.29 2.67
91 Inca 1998 41 Seroso la nao 13.99 1.76
94 Inca 1999 | ignorado Seroso ignorado nao 4.37 2.08
95 Inca 2000 54 Seroso la nao 7.79 0.49
96 Inca 2000 38 mMucinoso la nao 28.98 1.26
97 Inca 2000 30 Seroso la nao 6.90 1.00
98 Inca 2000 34 Seroso llla sim 6.38 1.90
103 Inca 1998 25 Seroso la nao 10.88 1.37
105 Inca 1999 70 MucCinoso la nao 23.53 1.53
106 Inca 1999 37 Mucinoso la nao 31.30 1.98
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6.3. Anexo 3. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa das Instituicdes

6.3.1. Instituto Nacional de Cancer
a’
MINISTERIO DA SALDE
m Comfié de Etics sm Pesquisa INCA
INCA
DECLARACAQ

Conforme estipulado na Resolugdo 196 de 10/10/96 do Conselho Nacional de Saide, MS,
declaramos que os resultados do projeto de pesquisa ZD1839/TL0104 intitulado: Expressio da
Ciclooxigenase 2 ¢ do Ki 67 nos Tumores Borderline de Owvério, serfio tarnados piiblicos, sejam
eles favordveis ou nfio.

Rio de Janeiro, 15 de margo de 2005

-Prﬁha\’ca'm ?dﬂ*ﬂq’
—

Dra. Patricia Patury Borba
Investigadara Principal
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MINISTERID Dy SAUDE
W Conl dhy EHica em Fseerisa-B0a

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR E DO CEP

A Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
Ref. Termo de Compromisso do Pesquisador e do CEP

Ref. Prot. n* 05/05 — Expresséio da Ciclooxigenase 2 € ¢o Ki 67 nos Tamores Borderline
de Oviério

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional do Cancer (INCA), devidamente registrado
junto a esse Orgfo, fendo como Coordenador o Dr. Luis Otdvio Olivatto, e a Pesquisadora
Principat do estudo citado, Dra. Patricia Patury Borba, se comprometemn a cumprir todas s normas
estabelecidas pela Resolugfio n° 196 de 16 de Outubro de 1996 & de n° 251 de 07 de agosto de

1997, do Conselho Nacional de Saiide, relacionada 3 pesquisa em seres humanos.

N. Termos,

P. Deferimenito.

Rio de Janeiro, 15 de margo de 2003,

Labi) . Falwan
sinatura do identg do CEP Assinatura da Pesquisadora Principal
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(h MINISTERIQ) DA SADDE
,"“ Comiré o Etica w1 Pasiivea-INCA

-

DECLARACAO

Declaramos que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA, concorda com as normas de Boas
Priticas Clinicas (Good Clinical Practices — GCP/ICH), e atua conforme estas normas.

Rio de Janeiro, 15 de margo de 2005
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6.3.2. Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp

ACULDADE DE CIENCIAS MEDICA

COMITE DE ETICA EM PESQUIS
=] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, ¢

o (0_19) 3788-89:

FAX (0_19) 3788-71¢

® www.fem unicamp.br/pesguisa/etica/index. hitr
B ceplafem. unicamp.|

CEP, 19/10/04.
(Grupo I1I)

PARECER PROJETO: N° 406/200¢

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EXPRESSOES DAS CICLOOXIGENASES 1 E 2 POR TUMORES
EPITELIAIS DE OVARIO BENIiGNOS E MALIGNOS E POR OVARIOS NORMAIS”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sophie Francoise Mauricette Derchain

INSTITUICAO: Centro de Atengao Integral a Saiide da Mulher/CAISM/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 18/08/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/10/05

[T- OBJETIVOS

Avaliar a expressdo de ciclooxigenase por tumores epiteliais de ovario, benignos ot
malignos, e por ovarios normais.

(I - SUMARIO

Para a realizagdo do projeto, serfio avaliados laudos anatomo-patoldgicos obtidos ne
periodo compreendido entre 1997 e 2003. As amostras que atenderem aos critérios de incluséc
serdo catalogadas e avaliadas quanto a presenga de COX-1 efou COX-2. Para isso serdc
utilizadas técnicas imunohistoquimicas. Aproximadamente 300 blocos serdo avaliados para
obtengdo dos dados.

Js dados serdo tratados estatisticamente para finalizagdo do projeto.

[V - COMENTARIOS DOS RELATORES

Os pesquisadores solicitam dispensa do Termo de Consentimento, uma vez que ndo serdo
identificados os pacientes e as amostras ja foram coletadas ha até 7 anos. Também é salientado
que existe uma grande dificuldade e alto custo para a obtencdo do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, podendo assim ser dispensado.

V- PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s

icatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
itendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e complementares, bem como ter
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aprovado todos os anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de
Pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nio representam a opinio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item TV _1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que 0
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de outubro de 2004.

Profa. Dra. CarmA Silyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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