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Mutagao do gene EGFR e expressado de PD-L1 em tumores de pacientes com
cancer do colo do utero
Resumo

Michelle Marques Lessa Torres

Introducao: O cancer do colo do utero (CC) é a quarta malignidade mais diagnosticada
na populacado feminina mundialmente. A terapia-alvo tem revolucionado o tratamento
do cancer tendo como objetivo atingir focalmente as células malignas com menor
efeito colateral para o paciente e com resultados promissores. A terapia-alvo para o
CC é limitada ao bevacizumabe. Duas proteinas - EGFR e PD-L1 - sdo possiveis
alvos; medicacdes especificas para elas estdo disponiveis no mercado e trazendo
beneficios em outros canceres. Os receptores EGF sao expressos pelo CC e, quando
ativados, favorecem o crescimento celular maligno, mas terapias anti-EGFR
apresentaram resultados controversos. Sugere-se que a sua mutacdo, como em
outras neoplasias, seja necessaria para a resposta terapéutica, porém dados do
estado mutacional de EGFR diferem na literatura. Além disso, o eixo regulatério PD-
1/PD-L1 emergiu como um novo alvo promissor para a terapéutica contra o cancer,
mas nao ha informacgdes consistentes no CC. Em razao da alta mortalidade do CC
avancado, a identificacdo de uma populacao especifica que se beneficiaria da terapia-
alvo é de extrema importancia. Objetivos: Investigar as muta¢des de EGFR e o padréo
de expressao e heterogeneidade de PD-L1 no CC e avaliar o seu significado
progndéstico nesses pacientes. Material e Métodos: Avaliou-se uma coorte dos casos
de CC, do ano de 2011, do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva,
para mutacao de EGFR e expressao de PD-L1. Amostras de DNA foram isoladas a
partir de fragmentos fixados em formalina e em parafina. Utilizou-se a analise de
sequéncia direta dos produtos da reagdo em cadeia da polimerase do gene EGFR
para avaliar mutagcbes ativadoras. Avaliou-se a expressdao de PD-L1 por meio de
imuno-histoquimica em arranjo em matriz de amostras teciduais dos mesmos casos
de CC. Foram coletados dados epidemioldgicos. Resultados: Foram incluidos 184
pacientes com CC nos estagios 1A a IV, com idade entre 18-80 anos. Investigaram-se
os éxons 18, 19, 20 e 21 de EGFR e a mutacgao foi encontrada em um (0,78%) de 128
casos de CCE. Nenhum CCA apresentou EGFR mutado. A mutag&o ocorreu no éxon
18 por uma substituicdo do glutamato por glutamina na posi¢cdao 711 (E711Q ou
c.2131G>C). Quanto a expressao de PD-L1, houve positividade em 60,2% dos CCE
e 37,5% dos CCA. Encontrou-se elevava divergéncia de expressao de PD-L1 entre
amostras do mesmo paciente, 20,0% no CCE e 50,0% no CCA. A expressao de PD-
L1 ndo esta associada com a sobrevida no CC. Concluséo: Resultados apresentados
indicam que as mutagdes EGFR s&o incomuns no CC e é improvavel que sejam uteis
na indicacao do tratamento. A expressao de PD-L1 pode ser considerada um potencial
biomarcador para CC, contudo a sua heterogeneidade é expressiva e deve ser
minuciosamente avaliada em cada paciente.
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EGFR mutation and PD-L1 expression in patients with cervical cancer
Abstract
Michelle Marques Lessa Torres

Introduction: Cervical cancer (CC) represents the fourth most commonly diagnosed
cancer in women worldwide. Although preventive strategies are cardinal, early
diagnosis and an effective treatment are primordial for the reduction of morbidity and
mortality. Molecular targeted therapy has revolutionized the treatment of cancer as it
aims the malignant cells with promising results and fewer side effects than traditional
chemotherapy. Although target therapy for CC is precarious, two proteins, EGFR and
PD-L1, are possible molecular targets. There is already specific medication against
these two proteins available in the market and bringing benefits to other cancers.
When EGF receptors are activated it triggers malignant cell growth, and although they
are expressed by CC cells, anti-EGFR therapies have shown controversial results. It
is suggested that ECFR mutation would be necessary for therapeutic, but data from
mutational state of EGFR is contradictory in the literature. In addition, the PD-1 / PD-
L1 regulatory axis emerged as a promising new target for cancer therapy, with long-
term responses observed in cancers, with no consistent information on CC. Because
of the high mortality of advanced CC, the identification of a specific population that
would benefit from molecular targeted therapy is extremely important. Aims: To
investigate EGFR mutations and PD-L1 expression and heterogenicity in CC and to
evaluate their prognostic significance in these patients. Material and methods: A cohort
of CC cases from the National Cancer Institute José Alencar Gomes da Silva was
evaluated for EGFR mutation and PD-L1 expression. DNA samples were isolated from
formalin-fixed paraffin fragments. Direct sequence analysis of the polymerase chain
reaction products of the EGFR gene was used to evaluate activated mutations. The
expression of PD-L1 was evaluated by immunohistochemistry in tissue microarray
from the same cases of CC. Epidemiological data were collected. Results: We included
184 patients with CC from IA to 1V, aged 18-80. EGFR exons 18, 19, 20 and 21 were
investigated and the mutation was found in one (0.78%) of the 128 cases of CCE. No
CCA had mutated EGFR. The mutation occurred in exon 18 by a substitution of amino
acid glutamate with glutamine at position 711 (E711Q or ¢.2131G> C). Regarding the
expression of PD-L1, there was positivity in 60.2% of CCE and 37.5% of CCA. Disparity
of PD-L1 expression was found between samples from the same patient, 20.0% CCE
and 50.0% CCA had discrepancy within patient staining. The expression of PD-L1 was
not associated with survival. Conclusion: The presented data indicates that EGFR
mutations are uncommon in CC and unlikely to be useful for treatment. PD-L1
expression can be considered as a potential biomarker for CC, yet its heterogeneity is
significant and should be thoroughly evaluated in each patient.
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1 INTRODUGAO

O tema que inspirou e motivou esse trabalho é o tratamento eficaz e
personalizado contra o cancer do colo do utero (CC). O CC é um problema social que
atinge principalmente os paises com economia de baixo e médio rendimento e, quanto
mais conhecimento e recursos se obtenham para o seu tratamento, maior sera o
impacto positivo populacional.

O cancer é um problema de saude publica e as terapias tradicionais, como a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia, ainda s&o os principais tratamentos, mas a
sua eficacia é insatisfatdria na maior parte dos canceres, especialmente nos canceres
avancgados, e seus efeitos colaterais indesejaveis sao elevados, afetando a qualidade
de vida dos pacientes. Recentemente, surgiram varios tratamentos novos que séo
chamados terapia-alvo, que tem como objetivo atacar as células cancerigenas
especificas, poupando as células saudaveis. A inibicdo do ponto de controle
(checkpoint) imune € uma das terapias mais promissoras.

No geral, o avango do tratamento do cancer se deve ao avango tecnoldgico que
trouxe, além do conhecimento gendmico dessas malignidades, maior clareza com
relagdo as alteragdes moleculares e as possibilidades de desenvolver terapias-alvo.
O artigo classico sobre as caracteristicas do processo de malignidade (HANAHAN;
WEINBERG, 2011) explora amplamente todos os fatores conhecidos no processo da
carcinogénese e traz luz a percepgao de que o mecanismo do desenvolvimento do
cancer € universal e similar nos diversos tipos de malignidade. Obviamente, cada tipo
de neoplasia tem componentes uUnicos, mas o entendimento profundo sobre uma
malignidade pode servir de base para compreender as outras. Este trabalho se utilizou
de conhecimento prévio de carcinogénese de outros tumores que aqui foram, de forma
unica, extrapolados para o CC.

A presente pesquisa envolveu elementos de duas grandes areas descritas no
artigo de Hanahan e Weinberg (2011), mutagdo e evasao do sistema imune. Com
relagdo a mutacao, investigou-se uma possivel modificagdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), que podera induzir uma proliferagdo celular
constante; e, no ambito da evasao do sistema imune, observou-se a expressao da
proteina ligante de morte celular programada 1 (PD-L1), do inglés programmed death-

ligant 1, nas células tumorais, que favorece o escape da célula cancerigena do nosso



sistema imune. A importancia dessa informagao vai para além de um conhecimento
estatico, &€ de suma relevancia pelo fato de a terapia-alvo contra essas proteinas ja
estar disponivel no mercado e sendo utilizada em outros tipos de cancer.

A escolha dessas duas proteinas € decorrente do seu grande destaque em
alguns canceres e de uma possivel utilizagao dessa descoberta no CC. Ha informacéao
sobre a mutacido do EGFR e a utilizacdo da sua terapia-alvo usada estabelecidamente
nos canceres de pulmao e de estbmago; mas a presenga de mutagdo do EGFR no
CC é controversa na literatura. Da mesma forma, tem-se a informagao sobre o status
do PD-L1 e o tratamento estabelecido e em teste com terapias anti-PD-L1 nos
canceres de pulmao, renal, melanoma, neoplasia trofoblastica gestacional, entre
outros, mas informacédo sobre o seu papel no CC nao esta estabelecido. Alguns
estudos preliminares abordaram esse assunto indicando um controverso resultado na
mutacao do EGFR e uma possivel expressdo do PD-L1 nas células tumorais no CC e
vislumbrou-se a possibilidade de explorar esse assunto de forma abrangente e
consistente na populacdo de CC aqui estudada.

O presente estudo busca verificar a presenga de mutacdo do EGFR na
populacdo de CC e sua consequéncia para esse possivel subgrupo. Além disso,
espera-se aumentar o entendimento do microambiente tumoral em pacientes com CC
por meio da analise da expressio da proteina PD-L1 nas células tumorais por imuno-
histoquimica (IHQ) e da avaliagdo da possivel relacdo dessa expressdo com
desfecho. Este estudo visa a fornecer mais informagao sobre a mutacdo do EGFR e

a expressao do PD-L1 no CC.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer do colo do utero no mundo

Mundialmente, o CC é a malignidade ginecolégica com maior incidéncia e
mortalidade em numeros absolutos. Entre as mulheres, € o quarto tipo de cancer mais
diagnosticado e o quarto que mais leva a 6bito, ficando atras apenas dos canceres de
mama, pulmao e colorretal (GLOBOCAN, 2012). No ano de 2012, foram 527.624 mil
casos novos de CC no mundo e 265.672 mortes decorrentes dele, representando
8,0% de todas as malignidades que acometeram a populagdo feminina. A sua
incidéncia € maior em paises de baixo e médio rendimento e esta diretamente ligada
a uma politica de prevencao ineficaz (Figuras 2.1 e 2.2). No mundo, a incidéncia (por
100 mil), comparando taxas padronizadas por idade, chega a variar de 1,0 até 46,5;
sendo em média 8,0 nos paises com maior indice de desenvolvimento humano (IDH)
e 25,7 nos paises com menor IDH (GLOBOCAN, 2012); esses valores demonstram
uma enorme diferenca entre paises com maior e menor disponibilidade financeira para
aplicar em uma politica de saude eficaz. Esse dado enfatiza o fato de os casos de CC
serem, em grande parte, consequéncias de uma precaria atencado a saude basica; a
influéncia das acbes preventivas no CC é de extrema valia e indiscutivel. A
mortalidade, que no CC esta diretamente ligada ao diagndstico precoce, segue o
mesmo perfil populacional da incidéncia. Com isso, os casos de CC acabam sendo
diagnosticados em estagios mais avangados e em maior numero nos paises com
baixo e médio rendimento, levando a um desfecho predominantemente desfavoravel.
Os sintomas correlacionados ao CC inicial podem ser inexistentes, minimos ou
inespecificos (leucorréia, sinusorragia, dor pévica), sintomas mais significativos
normalmente s6 ocorrem em doenca avancada e esse € mais um fator pelo qual as
politicas de prevencado sao imprescindiveis para o diagndstico precoce (WALTER,
MWAKA, NEAL, 2014). A mortalidade (por 100 mil), comparando taxas padronizadas
por idade, nas regides de menor IDH, é de 16,6; enquanto, nas de maior IDH, é de
2,7. Apesar de a incidéncia e a mortalidade ainda serem elevadas mundialmente, elas
vém diminuindo nos ultimos 30 anos (Figura 2.3) e isso se deu principalmente pelas

estratégias de prevencao em diversos niveis.
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Figura 2.1: Comparacdo de incidéncia e mortalidade de céncer na populacao
feminina entre regides mais e menos desenvolvidas mundialmente no ano de

2012.
Fonte: GLOBOCAN, 2012.
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Figura 2.2: Incidéncia mundial dos casos de cancer do colo do utero em 2012.
Fonte: GLOBOCAN, 2012.
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Figura 2.3: Tendéncias da incidéncia de cancer do colo do utero em paises
selecionados: taxa padronizada por idade por 100mil.
Fonte: GLOBOCAN, 2012.

2.2 Cancer do colo do utero no Brasil

A realidade no Brasil reflete a realidade mundial com relacdo a mortalidade, é
o quarto tipo de malignidade que mais mata, ficando atras apenas dos canceres de
mama, pulmao e colorretal, sendo o cancer ginecoldgico, em numeros absolutos, que
mais leva a 6bito em nosso pais, por conta da elevada incidéncia. No que diz respeito
a incidéncia (Figura 2.4), o CC ocupa o terceiro lugar, atras apenas dos canceres de
mama e colorretal. Para o ano de 2017, estimaram-se 16.340 novos casos e 5.430
mortes decorrentes do CC no Brasil (INCA, 2015). Entre 2000-2009, no Brasil, 23,7%
dos casos de CC foram diagnosticados no estagio |, 29,8% no estagio Il, 39,5% no
estagio lll e 7,0% no estagio IV (THULER, AGUIAR, BERGMANN, 2014). Avaliando-
se a incidéncia pelas regides (INCA, 2015), o CC é o mais incidente na Regido Norte
(23,97/100 mil). Nas Regides Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100
mil), ocupa a segunda posigao; na Regido Sudeste (11,30/100 mil), a terceira; e, na
Regido Sul (15,17 /100 mil), a quarta posigao (Figura 2.5), o que possibilita perceber

que a incidéncia no Brasil também esta relacionada ao desenvolvimento regional.



Esse resultado esta de acordo com o dado apresentado por Oliveira et al. (2015),
tendo a Regido Norte a maior incidéncia e a Regido Sul a menor. Esses dados
sugerem que mesmo no Brasil a incidéncia do CC também esta relacionada a fatores
socioecondémicos, assim como no mundo.

Em quinze anos, o numero de mortes por CC em relagdo ao numero de
mulheres teve uma leve queda no pais, passando de 6,65 casos para cada 100 mil
mulheres em 2004-2008 para 5,96 casos em 2011-2015 (INCA, 2015). Em numeros
absolutos, no entanto, o numero de mortes aumentou, ja que a populagdo também
cresceu nesse periodo. Em 2002, a doenga matou 4.091 mulheres e, em 2017, 5.430
(INCA, 2015).

Nos anos 1990, houve um esforgo politico para a implementagcéo e o aumento
dos numeros, e a abrangéncia dos exames de prevengao em todo pais (OLIVEIRA et
al., 2015), o que vem trazendo beneficios a longo prazo para a populagéo brasileira.
Espera-se que, com a introdu¢do da vacina contra o papilomavirus humano (HPV, do
inglés human papilloma virus), no calendario vacinal a partir de 2013, as taxas de
lesdes pré-malignas e malignas diminuam, assim como ja vem ocorrendo em outros
paises como a Australia, Estados Unidos, Dinamarca e Reino Unido (LEE; GARLAND,
2017). Essas medidas de prevencéo sdo de suma importancia, mas vale ressaltar que
0 acesso ao tratamento, em tempo favoravel, de mulheres que tiveram diagndstico
pré-maligno ou maligno, € imprescindivel para a diminuicdo da incidéncia e da
mortalidade do CC.
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Figura 2.4: Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2017 na populacao feminina, exceto pele ndo melanoma.
Fonte: INCA, 2015.
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Figura 2.5: Representagéao espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer do
colo do utero por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2017, segundo
Unidade da Federacéo.

Fonte: INCA, 2015.

2.3 Aiinfecgao pelo HPV e o cancer no colo do utero

O desenvolvimento e a progresséo do CC estdo diretamente relacionados a
infeccédo pelo HPV. O HPV pertence a familia Papillomaviridae, na qual mais de 150
tipos ja foram descritos. Entre eles, aproximadamente 40 tipos estdo associados a
infeccbes do trato anogenial e podem causar patologias benignas (ex.: verrugas
genitais) e o CC. O HPV pode ser dividido em dois grandes grupos, o de baixo e o de
alto grau, nos quais o de alto grau é considerado fator de risco e desempenha um
papel importante na patogénese do carcinoma cervical. Quinze subtipos foram
considerados carcinogénicos: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73 e 82 (BURD, 2003).

O HPV inicia sua atividade nas células do colo do utero apds a sua infeccéo
primaria por meio da camada basal da jungdo escamocolunar. O HPV possui pelo
menos seis genes que se expressam precocemente e sdo chamados de early (E) e
dois tardiamente, chamados de /ate (L). A regido E, expressa logo apds a infecgao,
codifica as proteinas envolvidas na indugdo e na regulagdo da sintese de DNA
(deoxyribonucleic acid) e é formada pelos genes E1 associado a replicagao viral; E2
associado a transcri¢cao e a replicagao; E4 associado a maturacao viral e a alteragao

da matriz intracelular; E5, E6 e E7 envolvidos na transformacao celular. A regido L,



expressa em estagios posteriores da infecgdo, codifica as proteinas do capsideo
icosaédrico viral e € formada pelos genes L1 e L2. A proteina L1 é expressa apds a
L2 no ciclo de replicagéo viral e faz a mediagdo na montagem dos virions de HPV.
Entre as regides E e L, localiza-se a regido longa de controle (LCR), uma sequéncia
entre o fim de L1 e o comeco de E6 que nao codifica proteina, mas mantém o controle
da transcrigao do virus, importante no controle da replicacéo viral e na transcri¢ao de
genes virais e celulares (GENTHER et al., 2003).

A proteina E5 é muito importante na fase precoce da infecgéo, pois estimula o
crescimento das células por meio da formagao de complexos com o0 EGFR, o receptor
do fator de crescimento (B, derivado de plaquetas e com o receptor do fator 1
estimulador de col6nias, além de prevenir a apoptose dessas células. Com a
integracdo do DNA viral a célula do hospedeiro, parte da sequéncia que codifica o E5
€ interrompida, o que faz com que o mesmo nao participe de eventos tardios da
carcinogénese (HWANG; NOTTOLI; DIMAIO, 1995; ZHANG; SPANDA; ROMAN,
2002).

As proteinas codificadas pelos genes E6 e E7 de HPV de alto risco causam
degradagao e/ou inativagcado das proteinas p53 e Rb (retinoblastoma protein) (Figura
2.6). A proteina p53 (proteina supressora tumoral) € parte da via de reparo do DNA,
podendo levar a uma interrupgédo do ciclo celular na fase G1 (gap 1) e induzir a
apoptose. Ja a proteina Rb é supressora de tumor e sua forma ativa é quando ela esta
ligada ao E2F, formando o complexo pRb/E2F (Figura 2.7). O E7, ao se ligar com alta
afinidade a pRb, libera o E2F que atua como fator de transcrigcdo no nucleo. O inibidor
de CDK (ciclin-dependent kinases) p16 INK4a é controlado negativamente por
proteinas Rb e, por isso, é superexpresso em células de carcinoma cervical nas quais
as proteinas Rb sdo inativadas por oncoproteinas HPV E7 (YIM; PARK, 2005).
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2.4 O HPV e as lesbes pré-maliganas

O CC é caracterizado por uma fase pré-maligna bem definida que pode ser
suspeitada no exame citoldgico de células cervicais esfoliadas e confirmada no exame
histolégico de material cervical. Essas alteragdes pré-malignas representam um
espectro de anormalidades citolégicas que variam de NIC (neoplasia intraepitelial
cervical) 1 (displasia leve) a NIC 2 (displasia moderada) até NIC 3 (displasia
severa/carcinoma in situ). Estima-se que oitenta por cento dos individuos sexualmente
ativos sao infectados com HPV em algum momento de sua vida sexual (CHESSON et
al, 2014). As infec¢des por HPV geralmente sao transitorias, e mesmo aquelas que
persistem por alguns meses geralmente sdo eliminadas naturalmente apos um a dois
anos. O desenvolvimento do NIC e do CC é quase sempre precedido por uma infecgao
por HPV oncogénico e persistente (HILDESHEIM et al., 1994; KOSHIOL et al., 2008).
Numerosos determinantes sao levados em conta para afetar a progressao da infecgao
por HPV para NIC, incluindo determinantes comportamentais, como exposi¢ao ao
tabaco, relagdes sexuais com elevado numero de parceiros, uso de anticoncepcionais
e gravidez anterior (INTERNATIONAL COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL
STUDIES OF CERVICAL CANCER, 2006, 2007, 2009), bem como imunossupressao
e presenca de infecgdes por outros patdgenos de transmissao sexual, como
Chlamydia trachomatis e herpes-virus simples (SMITH et al., 2002a; 2002b;
CHATURVEDI et al., 2009). A NIC é diagnosticada a partir de analise citolégica de
células da cérvix por meio do exame de Papanicolaou, o que torna oportuno agir na
lesao inicial antes da progressao e do desenvolvimento do CC.

As sequéncias de DNA do HPV sao detectaveis na grande maioria dos
carcinomas cervicais invasivos, mas a relevancia prognostica de gendtipos
especificos ainda esta para ser completamente definida; na literatura, encontram-se
informacgdes controversas. De Cremoux et al. (2009) descobriram que o tipo de HPV
foi um preditor independente de sobrevida livre de doenga em 515 pacientes. Alguns
trabalhos relataram que o gendtipo HPV-18 é uma variavel prognéstica fraca, mas
independente em mulheres com doenga precoce tratada com cirurgia primaria
(BURGER, 1996; KANG, 2011). Por exemplo, Schwartz et al. (2001) observaram que

0s canceres relacionados ao HPV-18 tinham um risco duas vezes maior de morte
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quando comparados com os canceres relacionados ao HPV-16. As associagdes de
HPV-18 foram ainda mais fortes para a doenga precoce, enquanto nenhuma
associagao foi observada para doenga avangada. Esses resultados permaneceram
inalterados nas analises restritas ao CCE (cancer do colo do utero epidermdide).
Inversamente, Pilch et al. (2001) descobriram que o genétipo HPV 16 teve um impacto
negativo independente na sobrevida global (SG) em 204 pacientes com cancer
cervical (risco relativo [RR] = 3,653; p<0,002). O HPV de alto grau é fundamental na
carcinogénese, mas a real influéncia do tipo do HPV ¢ incerta.

Pelo fato de a histéria natural do CC ser longa (5-10 anos) (GRAVITT; WINER,
2017), ha diversas oportunidades para agir e evitar a persisténcia da infec¢do e o

desenvolvimento que leva ao cancer.

2.5 Prevencao do cancer do colo do utero

A prevencgao primaria do CC se da através da diminui¢ao do risco de contrair o
HPV e a prevengao secundaria € realizada através de medidas de diagndstico de
lesdes pré-malignas. As medidas preventivas sdo de suma importancia para diminuir
0s numeros de casos de CC e um tratamento eficaz € essencial para a diminuicdo da
morbimortalidade relacionada a essa doenga. Apesar de esse cancer especifico ja
possuir estratégias de prevencdo estabelecidas e ter tratamento sem alta
complexidade para estagios iniciais, € dificilmente tratavel em estagios avancados e

sua recorréncia é frequente.

2.5.1 Prevencgéo primaria do cancer do colo do utero

Dentre as medidas de prevengao primaria estdo o uso de preservativo e a vacina
contra o HPV. Como virtualmente 100% dos CC sao decorrentes da infecgao
persistente do HPV, diminuir o risco de contagio é uma medida de suma importancia.

O uso do preservativo € indispensavel para conter a disseminacido do HPV, mas
infelizmente apenas aproximadamente 30% da populagao brasileira relata usar o
preservativo de forma consistente (DOURADO et al., 2015).

A vacina contra o HPV foi introduzida no calendario de vacinacdo no Sistema

Unico de Saude (SUS), em 2013 para meninas e em 2017 para meninos. Apesar do
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uso da vacina contra o HPV, o seu papel na mudanga do perfil epidemiolégico da
doenca demorara a acontecer por conta da historia natural do CC. Apesar de ainda
nao se terem resultados sobre a diminuicdo de lesdes pré-malignas na populagao
brasileira, mundialmente ja se registram resultados promissores apos a
implementagdo macica da vacinacdo. A nao verificagao desses resultados no Brasil
se deve principalmente a dois fatores, o primeiro é o tempo entre a politica de
vacinagao e o tempo necessario para estimar o beneficio da mesma, ja que o CC tem
uma historia natural longa necessitando de aproximadamente de 5-10 anos para
observar resultados. Além disso, dados sobre a politica de vacinagao no Brasil relatam
baixa adesédo principalmente no segundo ano de disponibilidade da vacina no SUS,
ocorrendo uma queda de 23% no numero de meninas que receberam mais que uma
dose entre os anos de 2014 e 2015; o que coloca em duvida o real beneficio para a
populacao esse perfil vacinal inconsistente e fora das orientagdes da politica nacional
de saude e protocolos internacionais (NOGUEIRA-RODRIGUES et al, 2017). Os
paises que instituiram a vacinacao por volta de cinco a dez anos atras, ja realizaram
estudos para avaliar os seus beneficios e obtiveram diminuicdo de até 90% das
verrugas genitais; de 39% de NIC |; de 50% de NIC IlI; e 50% das lesbes in situ (LEE;
GARLAND, 2017).

2.5.2 Prevencao secundaria do cancer do colo do utero

As medidas de prevencdo secundaria, que sido também referidas como
medidas de rastreamento, consistem em: citologia cervical oncoética (CCO), detecgao
e tipagem do HPV no colo do utero e colposcopia.

Os programas de rastreamento do CC baseados em CCO, nos quais as células
cervicais esfoliadas sdo examinadas para prever o risco subjacente de CC, sédo de
extrema valia. A reducao substancialmente observada da incidéncia de CC apds a
introducao do rastreamento do CCO e a marcada diferenga na incidéncia de CC entre
paises com e sem programas de rastreamento indicam que o teste de Papanicolaou
previne consideravelmente essa malignidade, sendo um exame de baixo custo e
pouca complexidade, trazendo grandes beneficios para a populagao (GUSTAFSSON

et al.,, 1997). Na citologia é observada apenas as alteragdes celulares caudas pela
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infecgdo do HPV, ndo levando em consideracao o tipo de HPV, mas ha o exame de
tipagem de HPV (SCHIFFMAN et al., 2011). Existem evidéncias consistentes de
ensaios clinicos randomizados de que o rastreio do DNA carcinogénico do HPV é mais
sensivel do que o rastreamento citolégico para a detecgdo de NIC 3 histologico
(BULKMANS et al., 2007; RONCO et al., 2010;). Ainda mais importante, um teste
negativo de HPV oferece estratificagdo de risco de longo prazo: cinco a dez anos de
seguranga (ou seja, um alto valor preditivo negativo) de ndo desenvolver NIC 3 e
reforgo ainda maior de ndo desenvolver cancer invasivo entre as mulheres negativas
para o HPV. O alto valor preditivo negativo permite o alongamento seguro e econémico
do intervalo de rastreamento citolégico quando o teste de HPV ¢ usado.

A colposcopia também €& usada para prevengao secundaria na medida que
avalia mais abrangentemente a forma, a cor e a textura das lesées presentes no colo
do utero e além disso, ha a possibilidade de realizar bidpsias direcionadas em areas
suspeitas. A triade CCO, colposcopia e biopsia (histologia) € o principal tripé para o
rastreamento e diagndstico das lesdes precursoras do CC (BARUT et al, 2015)

Apesar da tipagem do HPV ter se mostrado relevante no combate ao CC, o
SUS ainda nao a dispde como exame de rotina populacional. Por conta disso, o uso
da citologia e colposcopia como estratégia de rastreamento necessita ser implacavel,
uniformemente estabelecida e universalmente acessivel em todo o territério brasileiro

para que a incidéncia de CC diminua no pais.

2.6 Padréo histopatolégico do cancer do colo do utero

Os dois tipos mais comuns de CC sao o escamoso (ou epidermoide) (CCE) e
o adenocarcinoma (CCA). Cerca de 80-90 % casos de CC é do tipo escamoso, 10-
20% CCA e de 3-5% de outros tipos. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA) e as organizagdes mundiais, a porcentagem
entre CCE e CCA vem modificando nos ultimos anos com o aumento relativo do CCA
(GLOBOCAN, 2012; INCA, 2012). Os fatores de risco para os dois tipos de cancer
parecem ser iguais com excegao do tabagismo e anticoncepcional oral, que € mais
prevalente em casos de CCE (ZHANG; SPANDA; ROMAN, 2002; GENTHER et al.,
2003;). Uma comparagao entre CCE e CCA na populagao brasileira foi realizada por
Nogueira-Rodrigues et al. (2014), incluindo 51.842 casos de CC; entre eles, 87,8%
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CCE e 12,2% CCA, na qual verificou-se que pacientes com CCE s&do mais jovens e
mais frequentemente solteiros, iletrados e consumidores de alcool e tabaco, indicando
uma maior influéncia de fatores externos nesse subtipo de cancer. A média de idade
do diagndstico do CC foi diferente entre CCE 51,1 + 14,6 e CCA 52,1 + 13,8 anos
(p<0,001). Mais casos de CCA foram diagnosticados no estagio | (33,3%) do que
casos de CCE (21,3%). Esse estudo epidemioldgico corroborou com a informacéo de
que os casos de CCA aumentaram proporcionalmente nos ultimos anos no Brasil,
passando de 10,2% em 2000 para 15,9% em 20009.

2.7 Tratamento nos diferentes estagios do cancer no colo do utero

O tratamento do CC varia de acordo com o estagio da doenga. Para carcinoma
invasivo precoce, a cirurgia € o tratamento de escolha. Em casos néo cirurgicos, a
radiacdo combinada com quimioterapia € o padrao atual de cuidados. Em doenca
disseminada, a quimioterapia ou a radioterapia sdo tratamentos paliativos para os
sintomas (NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016; BOARDMAN,
2016).

O tratamento do céncer cervical frequentemente requer uma abordagem
multidisciplinar com o envolvimento de um ginecologista oncolégico, radiologista e
oncologista clinico. O tratamento presentado esta de acordo com o NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016.

Estagio 0 (Carcinoma in situ)

O carcinoma in situ é tratado com medidas locais ablativas ou excisorias, tais
como criocirurgia, ablacao a laser e excisao em alca. A remocgao cirurgica é preferida
na medida em que permite uma avaliagao patoldgica adicional para excluir a doenga
microinvasiva. Apos o tratamento, esses pacientes necessitam de vigilancia
(NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016; BOARDMAN, 2016).

Estagio 1A1

O tratamento de escolha para o estagio IA1 é a cirurgia. Histerectomia total,

histerectomia radical e conizagdo sao procedimentos aceitos. A disseccdo de
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linfonodos n&o € necessaria se a profundidade de invasao for inferior a 3 mm e nao
houver invaséao linfovascular.

Pacientes selecionados com doenga no estagio IA1, mas sem invasao do
espaco linfovascular que desejam manter a fertilidade, podem ser submetidos a
conizagao terapéutica com acompanhamento préximo, incluindo citologia,
colposcopia e curetagem endocervical. Os pacientes com comorbidades médicas que
nao sao candidatos cirurgicos podem ser tratados com sucesso com radiagao
(NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016).

Estagios IA2, IB ou IIA

Para os pacientes com doencga estagios IB ou IlA, existem duas opgbes de
tratamento: a) histerectomia radical com linfadenectomia pélvica bilateral, que é o
tratamento de escolha; e b) radiagao de feixe externo combinado com braquiterapia.

A traquelectomia vaginal radical com dissecgéao linfonodal pélvica é adequada
para a preservacao da fertilidade em mulheres com doencga estavel IA2 e naquelas
com doenga IB1 com lesbes de até 2 (NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER
NETWORK, 2016). Os principais problemas com a gravidez, apos a traquelectomia,
s&o insuficiéncia istmo-cervical e o parto prematuro (SPEISER et al., 2011).

As diretrizes cirurgicas atuais para os estagios IA2 a IIA permitem técnicas
minimamente invasivas, tais como as técnicas laparoscépicas tradicionais e as
técnicas laparoscopicas assistidas roboticamente. Com efeito, tem sido demonstrado
que esses procedimentos menos mérbidos sdo igualmente eficazes na obtencéo de
margens cirurgicas adequadas e na dissecgdo dos linfonodos, possuindo
simultaneamente a vantagem adicional de tempos de recuperagao pos-operatorios
mais curtos (NEZHAT et al., 2008; LOWE et al., 2009; CANTRELL et al., 2010).

A irradiagdo pés-operatéria da pelve reduz o risco de recidiva local em
pacientes com fatores de alto risco. De acordo com Sedlis et al. (1999), os fatores de
risco sdo invasao linfovascular, acima de 1/3 de invasio estromal e tamanho tumoral >
4cm (SEDLIS et al., 1999). Peters et al. (2000) em um estudo randomizado mostrou
que pacientes com comprometimento parametrial, ndédulos pélvicos positivos ou
margens cirurgicas positivas também se beneficiam, com aumento de sobrevida, de
uma combinagao pos-cirurgica contendo cisplatina e irradiagéo pélvica (PETERS et
al., 2000).
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A radioterapia pds-operatéria também é recomendada em pacientes com pelo
menos dois fatores de risco intermediarios (incluindo tamanho tumoral maior do que 2
cm, invasao estromal profunda ou invasédo do espaco linfovascular). Para pacientes
com cancer de IB2 ou IlA e tumores maiores que 4 cm, a radiagdo e a quimioterapia
sao selecionadas na maioria dos casos. Os riscos estdo associados a terapia
combinada, mas muitos desses pacientes irdo satisfazer critérios de risco
intermediario ou alto apds a histerectomia radical e, portanto, sao fortes candidatos

para essa abordagem.

Estagios IIB, Il ou IVA

Para o CC localmente avangado (estagios IIB, Ill e IVA), a radioterapia foi o
tratamento de escolha por muitos anos. A radioterapia comega com um curso de
radiacao de feixe externo para reduzir a massa tumoral e assim permitir a aplicacao
intracavitaria subsequente. A braquiterapia € administrada por meio de aplicadores
pos-carga que sao colocados na cavidade uterina e vagina.

Além disso, os resultados de ensaios clinicos randomizados grandes, bem
conduzidos e prospectivos, demonstraram uma melhora na sobrevivéncia quando a
quimioterapia € combinada com a terapia de radiacdo. Consequentemente, o uso de
quimioterapia a base de cisplatina em combinacdo com a radiagao tornou-se o padrao
de cuidados para o tratamento primario de pacientes com cancer cervical localmente
avancgado (KEYS et al., 1999; MORRIS et al., 1999; ROSE et al., 1999; NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016).

Estagio IVB

O estagio IVB tem uma terapéutica individualizada é utilizada em uma base
paliativa. A radioterapia é usada isoladamente para o controle da hemorragia e da dor,
enquanto a quimioterapia sistémica, para a doenga disseminada (NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016). Para a doenca recorrente, a
escolha da terapia € influenciada pelos tratamentos anteriormente empregados.

O tratamento das recidivas pélvicas apds o tratamento cirdrgico primario deve
incluir quimioterapia de agente unico e radiagédo; e o tratamento de recorréncias
noutros locais deve incluir quimioterapia de combinag¢do. Para a recidiva pélvica

central apos radioterapia, a histerectomia radical modificada ou a exenteragao pélvica
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podem ser consideradas (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND
GYNECOLOGISTS, 2002; BEREK et al., 2005; GOLDBERG et al., 2006; LONG et al.,
2005; MONK et al., 2009).

Para doenga recorrente apos quimioterapia e radioterapia, um intervalo livre de
doenca de mais de 6 meses € considerado para designar o tumor como sensivel a
platina (MOORE, 2008). O padréo de tratamento nesses casos é a quimioterapia com
uma combinagao a base de platina de paclitaxel e cisplatina (MOORE et al., 2004;
LONG et al., 2005; MONK et al., 2009; MOORE et al., 2007).

A terapia alvo disponivel hoje em dia para o CC é o bevacizumab, uma
medicacdo anti-VEGF (vascular endothelial growth fator) que tem acgao
antiangiogénica e seu uso esta indicado em pacientes que apresentam CC avancado
(metastatico, recorrente ou persistente). O bevacizumab foi aprovado apds o ensaio
clinico Gynecologic Oncology Group (GOG)240 em 2014 e recentemente foi
apresentado a analise acompanhando a SG previamente avaliada, a SG nesse interim
e os efeitos adversos no periodo entre o ensaio clinico inicial e 2017. O beneficio
conferido pela incorporagdo do bevacizumab foi mantido com o acompanhamento
prolongado como evidenciado pela curva de sobrevivéncia global e esses achados
representam a eficacia e tolerabilidade da terapia com antiangiogénese em CC
avangado (TEWARI et al, 2017).

Com algum terreno conquistado na terapia alvo, o desafio existe para identificar
mais tratamentos toleraveis que possam estender ainda mais a sobrevida e até atingir
resposta clinica completa. Existe uma grande janela de oportunidade para o uso de
terapias alvo ja que na doenga avangada o tratamento quimio e radioterapico, apesar
de terem tratado e curado diversos casos ateé hoje, também levam a uma deterioragao
rapida da qualidade de vida (QoL) e sobrevida mediana curta variando de 7 meses a

12 meses na maioria dos pacientes (SMALL et al, 2017).
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2.8 Possiveis alvos terapéuticos no cancer do colo do utero

2.8.1 O receptor EGF e o seu papel na carcinogénese

O EGFR faz parte de uma familia de quatro receptores de superficie celular de
tirosina quinase distintos, denominados ErbB-1 ou EGFR, ErbB-2 ou HER-2/neu,
ErbB-3 e ErbB-4. A ligagdo com o fator de crescimento epidérmico induz
autofosforilagdo de EGFR que, por sua vez, ativa duas vias de sinalizagcao a jusante,
a via de proteina quinase ativada por mitogeno RAS-RAF (MAPK)/via quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K) alvo
de mamifero da rapamicina (mTOR) (Figura 2.8). Ambas as vias estdo envolvidas em
processos associados ao desenvolvimento e a progressdao do tumor, tais como
crescimento celular, inibigdo de apoptose, migracéo celular e angiogénese. Dado sem
carcinomas de células escamosas de cabeca e pesco¢co mostraram que a
superexpressao de EGFR esta associada a uma fraca resposta a radioterapia e a alta
taxa de recidiva local, e que a combinagao do cetuximab anti-EGFR-monoclonal com
radioterapia prolonga significativamente a sobrevida livre de progressédo comparada
com radioterapia isolada (BONNER et al, 2006). No cancer de pulmao, principalmente
o de nao pequenas células, a presenca de mutagao que ocorre no EGFR resulta em
uma superexpressao e isso é fator determinante para o progndstico, evolugao e
tratamento do paciente (DA CUNHA SANTOS; SHEPHERD; TSAO, 2011). O uso de
monoterapia especifica contra 0 EGFR e o tratamento personalizado no cancer de
pulmao tém proporcionado beneficios aos doentes. Antes da descoberta de que
apenas um subgrupo de pacientes que apresente mutagdo no gene EGFR obtém
resposta clinica favoravel com o uso de terapia alvo anti-EGFR, diversos estudos
clinicos foram realizados com resultados inconclusivos nos pacientes com expressao
elevada de EGFR. Essa informacgao dissociou a ideia da expressao do EGFR ser
preditora de resposta a terapia-alvo, fazendo-se necessaria a presenca da mutagao
para que houvesse resposta clinica e indicagdo do uso da terapia anti-EGFR (LOPES,
VATTIMO, JUNIOR, 2015).
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Figura 2.8: Atividade intracelular do receptor de EGFR.
Fonte: MAHESSH, 2010.

No CC, a expressao de EGFR varia de 6% a 90%, dependendo da metodologia
do estudo (ARIAS-PULIDO et al., 2008; SCHILDER et al., 2009; EL HAMDANI et al.,
2010; IIDA et al., 2011; NOORDHUIS et al., 2009; SOONTHORNTHUM et al., 2011;
WOODWORTH et al.,, 2011; WRIGHT et al.,, 2012). Em estudos que avaliaram
somente os adenocarcinomas, a expressao elevada varia de 33-43% (ARIAS-PULIDO
et al.,, 2008; EL HAMDANI et al., 2010; IIDA et al., 2011; SCHILDER et al., 2011;
WOODWORTH et al., 2011; WRIGHT et al., 2012). A classificagdo de expresséao e
superexpressao nao € bem definida, artigos disponiveis relatam ponto de corte para
superexpressao que vai desde acima de 10% de positividade até acima de 33,3% de
positividade (RUSCH, 1997; SELVAGGI 2004; LAVENS, 2010; LEE, 2015; JIANG,
2015). Mas independentemente dos pontos de corte usados, a superexpressao do
EGFR néo esta diretamente relacionada a mutacdo do EGFR e o processo que leva
a essa superexpressao ainda nao foi completamente elucidado no CC. Assim como
no cancer de pulmao, a investigacdo da mutacido do EGFR pode ser um importante

aliado ao tratamento do CC.
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As causas da elevada ativacao das vias do EGFR incluem a superexpresao do
receptor e mutagdes ativadoras (YEWALE, 2013). A expressao de EGFR no CC pode
ser ativada por proteinas E5 ou E6/E7 do HPV (AKERMAN, 2001; SPANGLE;
MUNGE, 2013). O ES5 ativa o EGFR por intermédio da ligacdo a subunidade de 16 kD
da bomba de proteina ATPase conduzindo a uma reducéo dos receptores de EGFR.
A ativagdo de EGFR pode iniciar cascatas bioquimicas de uma variedade de proto-
oncogenes que estimulam o crescimento rapido de células (TSAI; CHEN, 2003;
BUMRUNGTHAI et al., 2015).

Além disso, E6 favorece a hiperativagcao do receptor na presencga do fator de
crescimento e aumenta a internalizacdo de EGFR fosforilado mesmo na auséncia de
fatores de crescimento; isso resulta em ativagédo prolongada do receptor e estimulagao
MAPK e PI3K (SPANGLE; MUNGE, 2013).

Apesar da classificacdo de superexpressdo do EGFR no CC também ser
controversa na literatura, a expressao elevada do EGFR, segundo a definicdo de cada
autor, € um preditor independente de ma resposta a radioterapia ou a quimiorradiagao,
baixa sobrevida livre de doenca e baixa SG na doenga avancada (KIM; PARK; KIM,
2002; CHO et al., 2003; GAFFNEY et al., 2003; LEE et al., 2004; NOORDHUI et al.,
2009; PEREZ-REGADERA et al., 2011). Verificou-se que esse biomarcador é um
fator prognostico independente de desfecho desfavoravel também em pacientes com
doencga precoce tratados com cirurgia radical (KERSEMAEKERS et al., 1999). No
entanto, alguns autores nao conseguiram detectar qualquer correlagdo entre a
expressao de EGFR e o risco de recorréncia ou morte no CC (SCAMBIA et al., 1998;
HOVE et al., 1999; SKOMEDAL et al., 1999; NGAN et al., 2001; BALTAZAR et al.,
2007; YAMASHITA et al., 2009). Estudos clinicos usando terapia anti-EGFR néo
resultaram em resposta clinica nos casos de CC (SANTIN, 2011; HERTLEIN, 2011;
FARLEY, 2011).

Conforme visto anteriormente, a superexpressdo do EGFR ndo esta
diretamente relacionada a mutacao do EGFR, mas pode estar presente. E assim como
no carcinoma pulmonar de nao pequenas células, o EGFR pode ser um importante
alvo no tratamento do CC se estiver mutado. Na literatura, ndo ha um consenso com
relagao a presenca, a frequéncia e as consequéncias da mutacdo do EGFR no CC. A
maioria dos estudos relata ndo ter encontrado essa mutacdo em nenhuma das
amostras avaliadas (ARIAS-PULIDO et al., 2008; EL HAMDANI et al., 2010; IIDA et al,
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2011; SCHILDER et al., 2011; WOODWORTH et al., 2011, ZHANG et al 2015).
Todavia, nota-se, com atengéao, o fato de Wright et al. (2012), em um estudo preliminar,
detectarem a mutacao do EGFR em nove dos 25 casos de CC escamoso avaliados,
mas no estudo final, verificou 3,8% de mutagcédo do EGFR no CC (WRIGHT et al, 2013).
Com efeito, nenhum estudo conseguiu demonstrar a mutacdo do EGFR no
adenocarcinoma (ARIAS-PULIDO et al., 2008; EL HAMDANI et al., 2010; IIDA et al,
2011; SCHILDER et al., 2011; WOODWORTH et al., 2011; WRIGHT et al., 2012).

Este estudo visa a explorar a dicotomia na literatura com relagdo a presenca,
ou ndo, da mutacdo do EGFR no CC e sua associacdo com desfecho. De forma
preliminar, Rodrigues (2009), na populagdo do INCA, avaliou 38 pacientes com
carcinoma escamoso do colo do utero, 84,3% apresentavam expressao de EGFR,
sendo em intensidade de 2 ou 3+ em 13% delas, mas nenhuma delas apresentou
mutac&o nesse gene.

Pelo fato do EGFR ser alvo terapéutico passivel de bloqueio através de drogas
disponiveis no mercado sendo utilizado com sucesso em pacientes oncolégicos com
mutacao nesse receptor, e diante da falta de clareza da sua mutacado no CC, faz-se
necessario uma investigagado em seu padrdao mutacional e sua relagdo com o desfecho

na populacdo que apresenta EGFR mutado.

2.8.2 O papel da proteina PD-L1 na carcinogénese

A estratégia de combate ao cancer por meio da manipulagdo da resposta do
sistema imunolégico tem trazido respostas promissoras. Desde por volta de um século
atras ja se especulava uma possivel interagdo da resposta imunoldégica no
desenvolvimento e combate ao cancer e, aos poucos, essa especulacao foi se
concretizando (PARISH, 2003). Uma das questdes mais controversas na imunologia
era se a resposta imune poderia ser estimulada por células malignas; o paradigma se
a imunoterapia contra o cancer seria viavel ou impossivel pairou sobre a comunidade
cientifica durante anos. No entanto, nos ultimos anos, as evidéncias crescentes que o
sistema imune participaria da carcinogénese e que tanto as respostas imunes inatas
como adaptativas poderiam reconhecer e eliminar os tumores, revolucionaram a visao
sobre o papel da imunologia na oncologia (CHEN, MELLMAN, 2013). PD-1 faz parte
da familia B7-CD28 (ISHIDA et al., 1992), que é um receptor inibitério da superficie
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celular expresso em células T, células B, mondcitos e células natural killers (NKT)
(KEIR et al., 2008). PD-1 tem dois ligantes conhecidos: PD-L1 (B7-H1) (DONG et al.,
1999) e PD-L2 (B7-DC) (LATCHMAN et al.,, 2001), que tém perfis de expressao
distintos. Em condi¢gdes normais, PD-L1 desempenha um papel importante na
manutengdo da homeostase imunologica, PD-L1 e PD-L2 ligam-se a receptores
especificos em células T. Quando ligados aos seus receptores, a atividade das células
T citotoxicas € regulada negativamente, protegendo assim as células normais dos
danos colaterais.

Ambos os ligantes sdo expressos em células apresentadoras de antigenos,
incluindo células dendriticas; mas além disso, PD-L1 € o principal mediador de PD-1-
imunossupressao dependente (BRAHMER et al., 2010) em células nao
hematopoiéticas. A ligacdo de PD-L1 ou PD-L2 a PD-1 inibe a sinalizagédo de
receptores de células T e inibe a expressdo de certas moléculas antiapoptéticas e
citocinas pro-inflamatérias (KEIR et al., 2008). A interacdo de PD-1 com seus ligantes
também afeta o ciclo celular, impedindo a progressao por meio da fase G1. A via PD-
1 € um importante regulador da indugdo e manutencao da tolerancia periférica (e
tolerancia as células "auto" malignas dentro do microambiente tumoral) (PROBST et
al., 2005; KEIR et al., 2006), mantendo o equilibrio entre a ativagdo das células T e a
protecao de tecidos saudaveis de lesées mediadas por imunidade.

Os tumores sao capazes de explorar o sistema imune homeostatico regulados
por meio dessas moléculas de controle. Eles podem sobrecarregar o sistema
imunoldgico por intermédio de multiplas estratégias, incluindo alteragbes na
expressao do antigeno, interferindo com a iniciagdo de células T e favorecendo um
espectro de efeitos referidos como "edi¢gao imunoldgica”, por meio da qual os tumores
alteram o seu microambiente durante o desenvolvimento para escapar da deteccgao
imune e erradicagdo (DRAKE; JAFFEE; PARDOLL, 2006). Limitando respostas
antitumorais de células T pela exploragdo de caminhos de pontos-alvo (tais como as
que envolvem CTLA-4 ou PD-1), as células malignas previnem a destruicao tumoral
significativa e estabelecem um equilibrio entre o tumor e o sistema imunolégico, que
normalmente reconhece e destrdi as células ndo benignas. Novas imunoterapias com
foco no deslocamento do equilibrio a favor do tumor para um microambiente

antitumoral, permitindo que o sistema imunolégico monte uma resposta eficaz, estao
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sendo desenvolvidas com alvo nas vias reguladores negativas (MCDERMOTT;
ATKINS, 2013).

O uso terapéutico da manipulagdo imunolégica na oncologia ja vem sendo
usado por um tempo, mas em 2011 uma nova droga chamada ipilimumabe para
doentes com melanoma metastatico trouxe um grande beneficio. Tratava-se de um
anticorpo especifico ao antigeno CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), um
receptor proteico presente na superficie das células T, cuja interagdo com a proteina
CD80 e CD86, presente nas células apresentadoras de antigeno, inibe a resposta
imunolégica (MELLMAN; COUKOS; DRANOFF, 2011).

ApOs esse inicio, terapias imunoldgicas promissoras, visando moléculas de
controle de imunidade, tém levado a melhores resultados de sobrevida em varios tipos
de malignidade incluindo os canceres de pulm&o, melanoma e cancer de bexiga
(HERBST et al., 2014; POWLES et al., 2014) por atingirem taxas de respostas clinicas
completas e duradouras (PENNOCK; CHOW, 2015; SHARMA; ALLISON, 2015). A
terapia anti-PD-L1 revolucionou o tratamento do melanoma trazendo novo padrao de
sobrevida para essa doencga. A proteina PD-L1 também é fortemente expressa na
neoplasia trofoblastica gestacional, sugerindo que o ligante esta envolvido na evasao
imune tumoral e que o tratamento anti-PD-L1 pode ser efetivo. Recentemente, foi
publicado uma carta com relato de caso de 4 pacientes com neoplasia trofoblastica
gestacional que foram tratados com pembrolizumab, doenca que quando é
irressecavel e ha resisténcia ao tratamento quimioterapico, é fatal. Nesse grupo de 4
pacientes o pembrolizumab foi bem tolerado, apresentando apenas toxicidade leve
(grau 1-2), a resposta clinica n&o pode ser avaliada, mas vislumbra-se a possibilidade
do uso dessa imunoterapia. Foi verificado forte expressdo de PD-L1 nesses pacientes,
mas nao foi um biomarcador de resposta a imunoterapia (GHORANI et al, 2017).

Tratamentos, anti-CTLA-4, anti-PD1 e anti PD-L1 neutralizam a acao
imunossupressora na célula cancerigena no microambiente tumoral (HEEREN et al.,
2016) (Figura 2.9). Terapias anti-PD-L1 estdo sendo usadas em estudos clinicos em
CC e resultados preliminares indicam boa resposta clinica independente da expressao
de PD-L1 (SANTINI et al. 2014; FRIEDMAN C. 2016; LEEUWEBHOEK A. V. 2017;
ROMANO e. et al 2017, HOLLEBECQUE et al, 2017).
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Figura 2.9: PD-1 e cancer. A: a ligacdo de células T PD-1 pelo tumor B7-H1
resulta na desregulagédo de fungdes efetoras de células T que destroem o tecido
tumoral; B: o bloqueio dessa via por anticorpos anti-PD-1 previne a desregulacéo,
e permite que as células T mantenham a sua funcionalidade antitumoral e a
capacidade de mediar a morte das células tumorais.
Fonte: SZNOL; CHEN, 2013.

Atualmente, o eixo PD-1/PD-L1 é alvo imunoterapéutico em varios tipos de
cancer, mas informagdes significativas da expressdo de PD-L1 no cancer cervical
ainda estdo sendo estudadas. Pelo fato da classificagcdo da expressdo de PD-L1 nao
estar universalmente estabelecida e além disso, a heterogeneidade intratumoral ser
uma dificuldade presente (MCLAUGHLIN et al. (2016) DILL et al. 2017), esse trabalho
visa investigar diferentes formas de avaliagdo da expressdo de PD-L1 e a
heterogeneidade nos casos de CC. Recentemente, uma classificacdo da expressao
de PD-L1 foi proposta do Reedy et al 2017 levando em consideragao porcentagem de
células positivas e intensidade da expressao.

Com as imunoterapias e o novo perfil de resposta clinica e sobrevivéncia dos
pacientes oncolégicos levantam-se questdes sobre como expandir esses beneficios
por toda a oncologia. Existe a expectativa de aumentar o numero de pacientes que

receberao esse tratamento e obterdo beneficio clinico a longo prazo, mas como
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predizer os pacientes que responderdo positivamente ainda esta sob investigagao
(TENG, et al., 2015).

25



3 JUSTIFICATIVA

O céncer de colo de utero tem grande impacto mundial decorrente da elevada
incidéncia e alta mortalidade e politicas de prevencdo e avanco no tratamento
necessitam de grande ateng¢do da comunidade cientifica.

Apesar de ter havido avango no conhecimento e na pratica da prevengao do
CC, as estratégias de rastreamento tém sido implementadas de forma insatisfatoria
no Brasil. Além disso, o tratamento para doencga inicial apresenta bons resultados,
mas um tratamento eficaz para doenca avangada ainda deixa a desejar. Em alusao
ao que ocorre em um grupo de pacientes com carcinoma de pulmao e mutagdo do
EGFR e em pacientes com melanoma e expressao positiva de PD-L1, vislumbra-se,
a possibilidade de tratamento personalizado também para pacientes com CC diante
de uma possivel mutacao do EGFR e expressao de PD-L1. Com isso, faz-se mister a
investigacao da mutacao do EGFR e expressao de PD-L1 nos casos de CC.

Os dados provenientes do presente estudo poderao agregar dados a literatura
com relagao a exploragao terapéutica da via EGFR e PD-L1 em pacientes com CC.

Nossa hipétese primaria € de que um subgrupo de pacientes com CC apresente

mutacédo do EGFR e que PD-L1 esteja expresso na populacédo de CC.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal:

Estudar a mutagdo do gene EGFR e expressdo de PD-L1 por imuno-

histoquimica em tumores de pacientes com cancer do colo do utero.

4.2 Objetivos secundarios:

1)

2)

3)

4)

5)

Comparar cancer do colo do utero adenocarcinoma e cancer do colo do
utero epidermodide no que diz respeito as caracteristicas demograficas,

epidemioldgicas e morfolégicas
Caracterizar a frequéncia e o padrdo de mutacédo do gene EGFR

Avaliar a expressao do PD-L1 no tumor, através da técnica de imuno-

histoquimica

Verificar a heterogeneidade da expresséo do PD-L1 no tumor, através da

técnica de imuno-histoquimica

Correlacionar o padréo de expressao de PD-L1 no tumor, através da técnica

de imuno-histoquimica, com o prognéstico do cancer do colo do utero
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Populagao-alvo

Nos ultimos cinco anos, foram atendidos no INCA aproximadamente 600 casos de
CC por ano. Desses, por volta de 80% foram do tipo escamoso e 20%
adenocarcinoma. Com a finalidade de testar a hipdtese diagndstica, planejou-se
analisar uma coorte retrospectiva com pacientes diagnosticados com CC dos tipos
escamoso e adenocarcinoma, com pelo menos cinco anos de acompanhamento. Com
isso, foi solicitado, ao Departamento de Patologia no INCA, que todos os casos de CC

registrados no INCA no ano de 2011 fossem listados.
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5.2 Delineamento do estudo (Figura 5.1)
A figura 5.1 representa do delineamento completo do estudo desde a

investigacao exploratéria dos casos de CC no INCA em 2011 até os experimentos
finais.

Levantamento de todos os
casos de CCE e CCA
registrados no INCA em 2011

[ Selecdo dos pacientes ]

!

[ Selecdo de laminas e blocos ] ‘ [ 6 ct;rtes dell[l_u dedcada ] - Extr[e;ila; de
oco selecionado

Imuno-histoquimica Seguenciamento
\[ Montagem da TMA ] - para PD-L1 do EGFR /

*CCE: cancer do colo do utero escamoso; CCA: cancer do colo do Utero adenocarcinoma;
PD-L1: proteina ligadora 1 de morte programada; EGFR: receptor do fator de crescimento
epidérmico

Figura 5.1: Delineamento do estudo.

O estudo foi devidamente registrado na Plataforma Brasil (CAAE:
17361013.8.0000.5274) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
INCA, em 21 de junho de 2013, recebendo isengao do uso do termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexo A). Recursos capitados por projetos de pesquisa dos
colaboradores.

5.3 Critérios de inclusao e exclusao de pacientes

- Critérios clinicos de inclusao de pacientes:
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* Pacientes acima de 18 anos.

* Acompanhamento do curso da doenga no INCA.

* Diagnéstico patolégico de CC do tipo escamoso ou adenocarcinoma.

 Pacientes que nao apresentam outro tipo cancer concomitante ao CC.

» Pacientes que nunca participaram de pesquisa com uso de drogas experimentais

para tratamento.

Todos os casos de CC foram caracterizados pela CID C53 — neoplasia maligna
do colo do utero — e cadastrados no INCA, no ano de 2011, como:

CID 10-C53 Neoplasia maligna do colo do utero.

CID 10 - C53.0 Neoplasia maligna do endocérvix.

CID 10 - C53.1 Neoplasia maligna do exoceérvix.
CID 10 - C53.8 Neoplasia maligna do colo do utero com les&o invasiva.
CID 10 - C53.9 Neoplasia maligna do colo do utero, ndo especificada.

—>Critérios patoldgicos de exclusao das amostras:

* Amostra com menos de 80% de células cancerigenas.

* Necrose acentuada (necrose foi classificada em: sem necrose, necrose leve, necrose
moderada e acentuada).

* Hemorragia acentuada (hemorragia foi classificada em: sem hemorragia, hemorragia
leve, hemorragia moderada e acentuada).

» Tumores microinvasores.

* Blocos com menos 0,5cm? de tecido disponivel.
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5.4 Perdas de pacientes

A Figura 5.2 apresenta todas as perdas que ocorreram no decorrer do estudo.

397 casos de CCE e
CCAem 2011
catalogados no INCA
com laminas e blocos
disponiveis

290 CCE ] Revisdo de laminas, blocos e [ 107 CCA

confirmacao do diagnostico de CC

PERDAS do CCA
= Material escasso [44)

149 CCE Extracdo de DNA para Sequenciamento de [ 63 CCA

EGFR

PERDAS do CCE
= :‘:;Ide todo o material disponivel < Uso de todo o material disponisel
- . - . (7
= Sem informagao dinica do padente 3 sem info S0 dinica do pariante
(1] 0}

PERDAS do CCA

128 CCE Formacgao da TMA para IHQ do PD-L1 56 CCA

*CC: cancer do colo do utero; CCE: cancer do colo do utero escamoso; CCA:

cancer do colo do utero adenocarcinoma; PD-L1: proteina ligadora 1 de morte

programada; EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico; TMA: tissue
microarray, IHQ: imuno-histoquimica.

Figura 5.2: Discriminagao das perdas durante o estudo.

5.5 Revisao histopatolégica

Realizou-se a revisado patolégica na Divisdao de Patologia no INCA, por uma
patologista especializada em oncologia e acompanhada pela autora do trabalho. Foi

realizada revis&o patoldgica de todos os casos. Apds a revisao das laminas originais
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do diagndstico do cancer, solicitou-se o bloco correspondente, com o intuito de
verificar se o material presente representava o corte revisado. Além disso, foi avaliada
também a quantidade de tecido disponivel para a extragdo de DNA. Os blocos

escolhidos foram cortados em seis laminas de 10y cada para a extragcdo do DNA.

5.6 Variaveis coletadas

5.6.1 Variaveis histopatoldgicas avaliadas e coletadas

- Tipo de tumor (CCE e CCA).

- Percentagem de células tumorais (células malignas na lamina analisada e
selecionada).

- Necrose (leve, moderada e acentuada).

- Numero de mitoses (numero absoluto por dez campos).

- Tipo de estroma (fibroso ou fibromuscular).

-Tipo de infiltrado inflamatério (linfoplasmocitario, polimorfonuclear ou misto),
quantidade (leve, moderada e acentuada) e localizagao (intratumoral, peritumoral ou
estromal).

- Pleomorfismo (leve, moderado ou acentuado).

- Diferenciagéao do tumor (bem, moderada e pouco).

- Expressao de PD-L1 (percentagem absoluta de células da membrana tumoral que
coraram na IHQ para PD-L1- Intensidade da expresséo de PD-L1 (nivel de intensidade

das células positivas para PD-L1: sem expressao, leve, moderada e acentuada).

5.6.2 Variaveis coletadas na revisdo de prontuario

5.6.2.1 Autodeclaragao do paciente:

- ldade na menarca.

- ldade da primeira relagao sexual.

- Numeros de parceiros até o diagnostico do cancer.
- Numero de gestagdes até o diagndstico do cancer.
- Ano do ultimo de exame de preventivo.

- Data da ultima menstruacéao.
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-Status de pré ou pés-menopausa (menopausa foi definida como mais de um ano sem
episodio menstrual).

- Tabagismo (prévio, atual ou nunca).

- Uso de contraceptivos hormonais (prévio, atual ou nunca).

- Comorbidades (hipertensé&o arterial, diabetes, hepatite, HIV e outras).

5.6.2.2 Avaliagao por profissionais que atenderam as pacientes.

- Data do diagnéstico.

- Idade no diagndstico do cancer (calculado baseado na data de nascimento e data
do diagndstico).

- Estagio do cancer de acordo com a classificagao FIGO.

- Tamanho visivel do tumor em cm.

- Tipo de tratamento (cirurgia, radioterapia, quimioterapia e braquiterapia).

- Data inicial e final de cada tratamento.

-Data da recorréncia ou sem recorréncia (recorréncia clinica, radioldgica ou
histopatoldgica do cancer apds término do tratamento). Recorréncia foi considerado
evidéncia de doencga apds 90 dias do término do tratamento.

- Progressao (evidéncia de doenga constante apesar do tratamento ou até 90 dias
apos o tratamento).

- Data do 6bito e causa (pela doencga, por outra causa).

- Data e status da ultima consulta (com céancer e sem cancer).

5.7 Extracao do DNA para sequenciamento do gene EGFR

Realizou-se a extragao do DNA utilizando cortes de blocos de parafina. Para
esse processo, inicialmente, removeu-se a parafina por meio de trés lavagens com
xilol, seguidas de lavagens seriadas com etanol nas concentracdes de 100%, 98% e
70%. Posteriormente, utilizou-se o kit NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Diren, Germany), seguindo as orientagbes do fabricante. Ou
alternativamente, usou-se o kit All Prep RNA/DNA/Protein mini da Qiagen Inc,

seguindo as instrugdes dos fabricantes (QIAGEN, Hilden, Germany).
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5.8 Quantificacéo e analise da qualidade dos acidos nucléicos para sequenciamento
do gene EGFR

A andlise e a quantificagdo dos acidos nucléicos foram realizadas usando o
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientifc Inc, localizado no laboratério da
Coordenacéao de Pesquisa Clinica e Incorporagao Tecnoldgica do INCA) (baseado em
espectro absorbancia, espectrofotometria). Os parametros de pureza e qualidade da
amostra foram avaliados por meio das razbes 260/280 e 260/230, de acordo com as
instru¢des do fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Massachusetts, USA).

5.9 Amplificacdo do DNA e sequenciamento do EGFR

O gene EGFR esta localizado no cromossomo 7p11.2 e o receptor do dominio
tirosina quinase é representado pelos exons 18, 19, 20 e 21. Os éxons 18, 19, 20 e
21 do gene EGFR foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utiizando os reagentes do kit Taq DNA polimerase Platihum® e
desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTP), ambos da Invitrogen, de acordo com as
instru¢cdes do fabricante. Para cada reacdo de PCR de volume de 50uL, foram
utilizados aproximadamente 200 ng de DNA. O termociclador utilizado foi o da marca
Applied Biosystems. As sequéncias de iniciadores (primers) foram extraidas de Paez
et al. (2004) ou desenhadas manualmente com o auxilio do programa FastPCR on-
line (primer digital). As sequéncias de primers, bem como as temperaturas e tempos
de ciclagem da reacgao, estdo no Quadro 5.1. Aliquotas dos produtos de PCR foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% contendo GelRed® (Biotium), para
confirmar a amplificagdo. Em seguida, os produtos foram purificados utilizando o kit
lllustra GFX® PCR DNA and gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com o
protocolo do fabricante (GE HEALTHCARE, 2008-2017). O sequenciamento desse
material utilizou o kit Big-Dye Terminator (Applied Biosystems), e os mesmos primers
da reacédo de PCR nos sentidos senso (F) e antissenso (R). Os produtos da reagao
de sequenciamento foram precipitados com isopropanol a 75% e submetidos a
eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI 3130XL DNA Analyzer (Applied
Biosystems). Os eletroferogramas foram analisados manualmente no programa
Sequencher® versao 4.7 (Gene Codes Corporation), com intuito de verificar presenca

ou auséncia de mutacdo. Duplicatas das reagdes foram realizadas
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independentemente para confirmagéo do resultado. Alternativamente, nos casos em
que nao se obteve a amplificacdo apds duas tentativas de PCR, foram utilizados
primers internos com o objetivo de dividir a sequéncia-alvo e facilitar o processo.
Nesses casos, para amplificar cada éxon, foram utilizadas combinacdes de primers
senso e antissenso interno (F e R interno) e senso interno e antissenso (F interno e

R) de acordo com o Apéndice A.

Quadro 5.1: Sequéncia de oligonucleotideos e temperatura de anelamento utilizados
nos éxon 18, 19, 20 e 21 do EGFR.

Sequéncia 5' - 3 Temperatura de Tamanho do
anelamento amplicon
Exon 18
1 |F GGGCTGAGGTGACCCTTGTC 142 = 227 pb
2 |R* TCCCCACCAGACCATGAGAG 1+4 = 182 pb
3 |F CTTGTCCCCCCCAGCTTGT 50°C 3+2 =198 pb
interno
4 R TGTGCCAGGGACCTTACCTTA
interno
Exon 19
1 |F* ACCATCTCACAATTGCCAGTTAA 1+2 = 192 pb
2 |R* GAGGTTCAGAGCCATGGAC 1+4 = 163 pb
F CTCTCTCTGTCATAGGGACTC c6°C 3+2 =159 pb
interno
4 R CAAAGCAGAAACTCACATCG
interno
Exon 20
1 |F* TTCTGGCCACCATGCGAAG 1+2 = 277 pb
2 |R* GGCTCCTTATCTCCCCTCCC 60°C 1+4 = 181 pb
3 |F GGAAGCCTACGTGATGGCC 3+2 =229 pb
interno
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4 R GTGTTCCCGGACATAGTCCA
interno
Exon 21
1 |F* TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTT 142 =212 pb
2 |R* ATGCTGGCTGACCTAAAGCC 1+4 = 184 pb
F CGCAGCATGTCAAGATCAC 59°C 3+2 =113 pb
interno
4 |R ACTTTGCCTCCTTCTGCAT
interno

Fonte: *PAEZ et al., 2004.

5.10 Montagem do arranjo em matriz de amostras teciduais

As matrizes de amostras teciduais (TMA) foram montadas com os casos
previamente selecionados e avaliados. Durante a avaliagao patolégica de cada caso,
0 médico-patologista circunscreveu a area de maior percentagem de tumor para a
realizacdo das micro-bidpsias e montagem das TMA. Sempre que possivel,
dependendo apenas da disponibilidade de material tecidual no bloco, trés amostras
de cada caso foram usadas. Quando ndo havia material suficiente para trés bidpsias,

foram realizadas uma ou duas bidpsias.

5.11 Imuno-histoquimica para PD-L1

A técnica de Imunohistoquimica (IHQ) foi realizada em dois dias consecutivos.
As laminas comerciais, previamente tratadas com cargas (StarFrost- Knittel Glass)
contendo cortes de 3 micras foram imersas em 3 banhos de 5 minutos em xilol,
seguidos de banhos rapidos em alcool 100%, 90%, 80% e 70%. O excesso de alcool
foi retirado em agua corrente por 3 minutos. A recuperagao antigénica foi em Tampéo
Trilogy (Cell Marque), a temperatura de 98°C, utilizando-se o processo a vapor, por 30
minutos. O bloqueio de peroxidase e o bloqueio de proteina foi feito utilizando-se o kit
NovoLink Max Polymer Detection (Leica Microsystems), por 5 minutos cada. A
incubagdo com o anticorpo primario monoclonal de camundongo, anti- PDL-1, clone

29E.2 A3 (BioLegend), a diluicdo de 1:400 foi realizada “overnight”, a geladeira. No
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segundo dia de técnica, as laminas foram incubadas com o anticorpo pos-primario
(Novolink) e com o polimero (Novolink), ambos por 30 minutos.

Para a revelagcao da reacgao utilizou-se o cromégeno DAB, por 3 minutos
(Novolink). A contra coloragao foi feita com a hematoxilina de Haris, por 30 segundos.
ApoOs a retirada do excesso de hematoxilina em agua corrente, as laminas foram
imersas em banhos de 70%, 80%, 90%, 100% e xilol. Utilizou-se o balsamo, para a
montagem das laminas, que foram analisadas ao microscépio 6ptico, observando-se

uma marcagao membranar.

5.12 Avaliagao da expresséo e intensidade de PD-L1

A expressao do PD-L1 foi avaliada pela quantidade, em percentagem, das
células tumorais que coraram para o anticorpo de PD-L1, por meio da técnica de IHQ.
Classificou-se o PD-L1 como negativo ou positivo, sendo positivo percentagem >0%,
e as subclassificacbes do grupo positivo foram entre 21-<5%; >5-<25%; >25-
<50%; >50-<75% e >75-100%. Avaliou-se a intensidade de acordo com as seguintes
categorias: negativa (nenhuma reagao na membrana celular), positiva fraca (reagao
na membrana celular circunferencial leve ou incompleta), positiva moderada (reagao
na membrana celular circunferencial mista e completa) e positiva intensa (reagao na
membrana celular circunferencial consistente e completa). Apds a avaliagdo de cada
amostra, nos casos em que havia mais de uma amostra na TMA, considerou-se, no
resultado final, a amostra com maior expressao e intensidade. Como se tinha mais de
um corte de uma mesma amostra por paciente, também se avaliou a percentagem de
heterogeneidade entre as amostras de um mesmo caso. A heterogeneidade de
expressao foi definida como diferenga igual ou maior do que duas classificagdes; ou
seja, se N0 mesmo caso uma amostra A apresentasse expressao entre 5-25% e a
amostra B expressao entre 75-100%, isso era considerado heterogeneidade. Mas, se
a expressao apresentasse diferenca de no maximo uma classificagdo, ndo era
considerado heterogeneidade. Por exemplo, se no mesmo caso 2, a amostra A
apresentasse expressao entre 5-25% e a amostra B expressao entre 25-50%, isso
nao era considerado heterogeneidade. Assim também foi feita a classificagdo de

heterogeneidade com relagao a intensidade da expressao de PD-L1.
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Pelo fato de a classificacdo da expressdo e intensidade de PD-L1 ndo ser
padronizada em nenhum tipo de cancer, realizaram-se diversas analises explorando
as possiveis classificagdes que pudessem ter associagao com prognéstico. Iniciou-se
a avaliacdo baseada na classificagdo originalmente proposta para este estudo e,
depois, realizaram-se analises de acordo com as subdivisdes da literatura disponivel.
Heeren et al. (2016) consideraram PD-L1 positivo quando expresso em mais de 5%j;
Mezache et al. (2015) definiram positividade como 210%; e Reddy et al. (2017)
consideraram como positivas as amostras com expressao >0%. Ao juntar
percentagem e intensidade, Reddy et al. (2017) foram os unicos que propuseram uma
classificagdo: negativo (0% de expressdo de PD-L1); 1A (expressdo <50% com
intensidade fraca); 1B (expresséo <50% como intensidade moderada e acentuada);
2A (expressao >50% como intensidade fraca); e 2B (expresséo >50% com intensidade
moderada e acentuada), em que 1A e 1B foram considerados fracamente positivos e

2A e 2B como positivos.

5.13 Coleta de dados clinicos

Um formulario de registro de dados eletrénico (eletronic case report form - e-
CRF) foi confeccionado pela equipe de gerenciamento de dados da Area
Representativa de Pesquisa Clinica do INCA (ARPC/INCA), por meio do sistema
OpenClinica Enterprise® (Apéndice B). Esse sistema é utilizado para todos os estudos
institucionais coordenados pela Divisdo de Ensaios Clinicos e Desenvolvimento de
Farmacos, desde marco de 2012, e esta em concordancia com as Boas Praticas
Clinicas, Resolugao 466/12, e Instrugdes de Servigco da prépria ARPC.

O sistema permite inserir uma identificagdo Unica para cada participante de
pesquisa do estudo, garantindo a confidencialidade desses dados. O investigador
principal foi responsavel pela inclusdo dos dados na e-CRF, sua completude e
precisao.

O aplicativo OpenClinica permite também a rastreabilidade dos dados, isto €,
os dados inseridos nas e-CRF podem ser corrigidos, e as corregdes ficam registradas
no “log” de auditoria, fornecendo assim um histérico detalhado de todos os eventos.

O aplicativo ¢é instalado no servidor do INCA, permitindo seguranga e confiabilidade.
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5.14 Analise estatistica

Realizou-se um estudo descritivo, utilizando a média e o desvio-padrao para as
variaveis continuas e a distribuicdo da frequéncia absoluta e relativa para as variaveis
categoricas. Considerando que algumas variaveis continuas n&o tiveram distribuicao
normal, foi utilizado mediana considerando os valores minimo e maximo. Utilizou-se o
teste qui-quadrado para comparar os dois grupos de diagndstico (CCE e CCA) quanto
as variaveis do estudo.

Para avaliacdo exploratéria inicial, realizou-se uma analise de sobrevida pelo
meétodo de Kaplan Meier, visando identificar possiveis diferengas no tempo mediano
de sobrevida entre os grupos, de acordo com os fatores sociodemograficos, clinicos
e moleculares. O tempo de SG foi definido como o intervalo entre a data do diagndstico
e a data do o6bito e o tempo de sobrevida livre de doencga, obtido pela subtragdo da
data da confirmagdo da recidiva ou metastase e a data do diagnostico de céncer.
Foram considerados como censura aqueles que completaram dois e cinco anos de
seguimento livres da ocorréncia de desfecho (6bito, recidiva e/ou metastase) e
aqueles que foram perdidos durante o seguimento. Consideraram-se falhas o
diagnostico de recidiva, metastase e obito. O teste de log-rank foi usado para analisar
a diferenca de sobrevida entre os grupos.

Efetuou-se a analise de regressao de COX, pelo método Enter, com o objetivo
de estimar a associacao entre os diferentes grupos de exposicdo e os desfechos.
Estimou-se o efeito das variaveis independentes na sobrevida pelo hazard ratio (HR)
e seus 95% de intervalo de confianga (95% IC). Foram inseridas, no modelo de
regressao, todas as variaveis cujo valor de p foi <0,20 na analise univariada de COX.

A ordem de entrada das variaveis no modelo de regressao foi definida pela
significancia estatistica. Para permanecer no modelo, foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p<0,05. O software utilizado para a analise
estatistica foi o SPSS versao 21.0 (IBM, Sao Paulo).

5.15 STROBE checklist

Apods a conclusao do trabalho, utilizou-se o checklist do STROBE para estudos

de coorte para uma melhor verificagao da sua qualidade (Apéndice C).
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6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados separadamente para CCE e CCA e as
informacgdes quanto as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e morfoldgicas estao

descritas.

6.1 Caracteristicas demograficas e epidemiolégicas (Tabela 6.1) e clinicas e do
tumor (Tabela 6.2)

Todos os casos selecionados de CC de 2011 que estavam de acordo com os
critérios de inclusdo e exclusdo formaram um total de 184, sendo 128 CCE e 56 CCA.
Todos obtiveram material processado para extracdo de DNA e subsequente
sequenciamento de EGFR e preparo da TMA. O tempo médio de sobrevida livre de
progressao dessa populagao foi de 55,29 (+2,44) meses e a SG de 47,47 (£2,31)

meses.

6.1.1 Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, clinicas e do tumor nos
casos de CCE

Entre os casos de CCE, 28 (21,9%) tinham idade entre 18-40 anos, 67 (52,3%)
entre 41-60 anos e 33 (25,8%) mais do que 60 anos. Com relagéo a idade da menarca
97 mulheres (77,0%) iniciaram a menstruagao até os 14 anos. A primeira relagao
sexual ocorreu antes dos 15 anos em 39 (31,5%) das pacientes. Com relagdo ao
numero de parceiros sexuais 14 pacientes (11,7%) relataram ter tido mais do que cinco
parceiros até o diagndstico de CC. O numero de nuliparas foi de 2 (1,6%) e 63 (49,6%)
pacientes foram diagnosticadas na pds-menopausa. Com relagdo ao tempo entre o
ultimo CCO e o diagnéstico do CC,13 pacientes (17,8%) relataram ter feito CCO no
ultimo ano (podendo o resultado ter sido benigno, pré-maligno ou maligno), 44 (60,3%)
fizeram CCO entre um e trés anos antes do diagnéstico de malignidade, quatro (5,5%),
entre cinco e dez anos antes do CC, e cinco (6,8%) pacientes relataram que tinha
mais de dez anos que ndo realizavam o exame preventivo. Cinquenta e nove (46,1%)
mulheres eram tabagistas prévias ou atuais, 49 (38,3%) relataram ter alguma
comorbidade e 76 (60,8%) ja haviam feito ou faziam uso de contraceptivos hormonais.

Classificou-se o diagnostico de CC de acordo com a FIGO em |IAe IB1 em 16

(12,5%) casos; e 112 (87,5%) receberam a classificacéo de 1B2-IVB, sendo que os
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dois grupos mais frequentes foram Il11B com 50 (39,1%) casos e I[IB com 38 (29,7%)
casos, somando quase 70% dos casos de CCE.

Com relagdo ao tratamento, 25 (19,5%) foram submetidos a cirurgia, 81
(64,8%) fizeram quimioterapia, 100 (79,4%) radioterapia e 75 (60,0%) braquiterapia,
sendo que o mesmo paciente pode ter passado por um ou mais tratamento.

Notificagdo de recorréncia ou progressao foi encontrada em 63 (49,2%) casos
e 67 (52,3%) evoluiram para o 6bito até o final da pesquisa. Com isso, dos 61 casos
vivos, quatro (7,0%) ainda apresentavam CC e 51 (89,5%) n&o tinham sinais da
doenca na ultima consulta no INCA. Informacgao, no prontuario com relagao ao status

do cancer na ultima consulta, em dois pacientes, ndo foi encontrada.

6.1.2 Caracteristicas demograficas, epidemiolégicas, clinicas e do tumor nos
casos de CCA.

Entre os casos de CCA, o diagnostico ocorreu em 9 casos (16,1%) com idade
entre 18-40 anos, 31 (55,4%) entre 41-60 anos e 16 (28,6%) mais do que 60 anos. A
menarca ocorreu até os 14 anos em 41 (74,5%) pacientes. Com relagao a idade de
inicio da atividade sexual, 4 (7,7%) pacientes iniciaram atividade sexual até os 15 anos
e 9 pacientes (17,0%) relatam ter tido mais do que cinco parceiros até o diagndstico
de CC. O total de pacientes nuliparas foi de 4 (7,1%) e 34 (60,7%) foram
diagnosticadas na pos-menopausa. Com relagdo ao tempo entre o ultimo preventivo
e o diagnéstico, trés pacientes (7,1%) relataram ter feito CCO no ultimo ano; 30
(71,4%) fizeram CCO entre um e trés anos antes do diagnéstico de malignidade; dois
(4,80%) entre trés e cinco anos; trés (7,1%) entre cinco e dez anos antes do CC; e
quatro (9,5%) pacientes relataram que o ultimo exame de preventivo tinha mais de
dez anos. Dezenove (33,9%) pacientes eram tabagistas prévias ou atuais, 26 (46,6%)
relataram ter alguma comorbidade e 38 (69,1%) ja tinham feito ou faziam uso de
contraceptivos hormonais.

Classificou-se o diagnéstico de CC em FIGO IA e IB1 em 13 (23,2%) casos e
43 (76,8%) receberam a classificagao de IB2-IVB, sendo que os trés grupos mais
frequentes foram 1B com 17 (30,4%) casos e IB1 e IlIB com 13 (23,3%) casos cada,

somando 77,0% da amostra de CCA.
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Com relagdo ao tratamento, 18 (32,1%) foram submetidos a cirurgia, 29
(52,7%) fizeram quimioterapia, 39 (70,9%) radioterapia e 34 (61,8%) braquiterapia,
sendo que 0 mesmo paciente pode ter passado por um ou mais tratamentos.

Encontrou-se notificagdo de recorréncia ou progressao em 31 (55,4%) casos e
25 (44,6%) evoluiram para o obito até o final do seguimento. Com isso, 31 casos, ndo
obitos, tiveram uma ultima consulta no INCA; desses, quatro (13,8%) apresentavam
CC e 25 (86,2%) nao tinham sinais da doenga.

6.1.3 Comparacgao entre CCE e CCA

Ao se comparar as populagbes de CCE e CCA, foram verificadas algumas
variaveis com diferencas estatisticamente significantes entre elas: idade da primeira
relacao sexual (p=0,003) e FIGO (p=0,008).
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Tabela 6.1: Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas dos casos de
cancer do colo do utero escamoso e adenocarcinoma

Variaveis E(sr‘cl:::nzcgo Aden?r‘cl::?g)noma Total (184*)  p-valor
Idade (anos) 0,659
18-40 28 (21,9%) 9 (16,1%) 37 (20,1%)
41-60 67 (52,3%) 31 (55,4%) 98 (53,3%)
>61 33 (25,8%) 16 (28,6%) 49 (26,6%)
Idade da menarca (anos) 0,723
<14 97 (77,0%) 41 (74,5%) 138 (76,2%)
>15 29 (23,0%) 14 (25,5%) 43 (23,8%)
Idade da primeira relacao 0,003
sexual (anos)
<15 39 (31,5%) 4 (7,7%) 43 (24,4%)
15-20 64 (51,6%) 39 (75,0%) 103 (58,5%)
>20 121 (16,9%) 9 (17,3%) 30 (17,0)
Numero de parceiros 0,343
0-5 106 (88,3%) 44 (83,0%) 150 (86,7%)
6 ou mais 14 (11,7%) 9 (17,0%) 23 (13,3%)
Gestacgao prévia 0,072
Sim 125 (98,4%) 52 (92,9%) 177 (96,7%)
Nao 2 (1,6%) 4 (7,1%) 6 (3,3%)
Menopausa 0,165
Sim 63 (49,6%) 34 (60,7%) 97 (53,0%)
Nao 64 (50,4%) 22 (39,3%) 86 (47,0%)
Tempo entre o ultimo CCO e
o diagndstico do cancer 0,426
(anos)
<1 13 (17,8%) 3 (7,1%) 16 (13,8%)
1-3 44 (60,3%) 30 (71,4%) 74 (63,8%)
3-5 7 (9,6%) 2 (4,8%) 9 (7,8%)
5-10 4 (5,5%) 3 (7,1%) 7 (6,1%)
>10 5 (6,8%) 4 (9,5%) 9 (7,8%)
Tabagismo (atual ou prévio) 0,124
Sim 59 (46,1%) 19 (33,9%) 78 (42,4%)
Nao 69 (53,9%) 37 (66,1%) 106 (57,6%)
Comorbidades 0,301
Sim 49 (38,3%) 26 (46,6%) 75 (40,8%)
Nao 79 (61,7%) 30 (53,9%) 109 (59,2%)
Uso de contraceptivo 0,288

hormonal (atual ou prévio)
Sim
N&o

76 (60,8%)
49 (39,2%)

38 (69,1%)
17 (30,9%)

114 (63,3%)

66 (36,7%)

*As somas menores que 184 nas variaveis expostas se devem a auséncia de informacgao.
CCO: citologia cervical oncolégica; DP: desvio-padrdo; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela 6.2: Caracteristicas clinicas e do tumor dos casos de cancer do colo do
utero escamoso e adenocarcinoma

Variaveis E(sr‘cl:::nzcgo Aden?r‘cl::?g)noma Total (184*) p-valor

FIGO 0,008

la 1(0,8%) 0 (0,0%) 1(0,5%)

Ib1 15 (11,7%) 13 (23,2%) 28 (15,2%)

Ib2 9 (7,0%) 9 (16,0%) 18 (9,8%)

lla 5 (3,9%) 1(1,8%) 6 (3,3%)

lIb 38 (29,7%) 17 (30,4%) 55 (29,9%)

Illa 1(0,8%) 0 (0,0%) 1(0,5%)

b 50 (39,1%) 13 (23,2%) 63 (34,2%)

IVa 3 (2,3%) 2 (3,6%) 8 (4,3%)

IVb 3 (2,4%) 1(1,8%) 4(2,2%)
FIGO grupos 0,066

laelb1 16 (12,5%) 13 (23,2%) 29 (15,8%)

Ib2-1Vb 112 (87,5%) 43 (76,8%) 15 (84,2%)
Tamanho do tumor (cm) 0,008

<4 42 (34,1%) 30 (55,6%) 72 (40,7%)

>4 81 (65,9%) 24 (44,4%) 105 (59,3%)
Cirurgia 0,063

Sim 25 (19,5%) 18 (32,1%) 43 (23,4%)

Nao 103 (80,5%) 38 (67,9%) 141 (76,6%)
Linfonodo positivo em
pacientes que fizeram 0,151
cirurgia

Sim 7 (29,2%) 2 (11,1%) 9 (21,4%)

Nao 11 (70,8%) 16 (88,9%) 33 (78,6%)
Invasao linfovascular em
pacientes que fizeram 0,233
cirurgia

Sim 6 (25,0%) 2 (11,1%) 8 (19,0%)

Nao 18 (75,0%) 16 (88,9%) 34 (81,0%)
Quimioterapia 0,138

Sim 81 (64,8%) 29 (52,7%) 110 (61,1%)

Nao 44 (35,2%) 26 (47,3%) 70 (38,9%)
Radioterapia 0,215

Sim 100 (79,4%) 39 (70,9%) 139 (76,8%)

Nao 26 (20,6%) 16 (29,1%) 42 (23,2%)
Braquiterapia 0,818

Sim 75 (60,0%) 34 (61,8%) 109 (60,6%)

Nao 50 (40,0%) 21 (38,2%) 71 (39,4%)
Quimiorradioterapia 0,310

Sim 97 (81,5%) 45 (75,0%) 142 (79,3%)

Nao 22 (18,5%) 15 (25,0%) 37 (20,7%)
Recorréncia ou progressao 0,443

Sim

63 (49,2%)

31 (55,4%)
44
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N&o 65 (50,8%) 25 (44,6%) 90 (48,9%)

Obito_ até o ultimo 0,634
seguimento
Sim 67 (52,3%) 27 (48,2%) 128 (69,6%)
Nao 61 (47,7%) 29 (51,8%) 56 (30,4%)
Obito em 60 meses 0,525
Sim 64 (50,0) 25 (44,6) 89 (48,4)
Nao 64 (50,5) 31 (55,4) 95 (51,6)
Status na ultima consulta 0,335
Com vidéncia de doenga 4 (6,5%) 4 (13,8%) 8 (8,8%)
Em remisséo da doenca 55 (90,3%) 25 (86,2%) 81 (89,0%)
Sem informacéo precisa 2 (3,2%) 0 (0,0%) 2 (2,2%)

Sobrevida livre de
progressao (meses), média

Sobrevida global (meses),
média (DP) 39,03 (£27,10) 44,07 (x24,49) 40,56 (+26,37) 0,152

6,88 (£+13,60) 19,13 (+20,15) 11,00 (+17,14) 0,002

Re’corrénqia Ou progresséao 0,094
apo6s 90 dias

Sim 22 (27,2%) 21 (41,2%) 43 (32,6%)

N&o 69 (72,8%) 30 (58,8%) 89 (67,4%)

FIGO: Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia; DP: desvio-padrdo; em negrito
os valores de p<0,05.
Fonte: A autora.

6.2 Caracteristicas morfoldgicas (Tabela 6.3)

Ao todo, foram extraidas informagdes morfoldgicas de 128 casos de CCE e 56
casos de CCA.

6.2.1 Caracteristicas Morfoldgicas no CCE

A percentagem de cancer na amostra examinada foi de 77,09 (x12,33) e a de
estroma foi de 16,81 (£10,49). A média de mitoses foi de 20,02 (+15,30) e 48 (39,0%)
casos tinham mais de 20 mitoses em dez campos. O tipo de estroma ficou classificado
em 44,8% fibroso e 55,2% fibromuscular. Com relagao ao infiltrado inflamataério, 49,6%
era leve, 38,4% moderado e 12,0% acentuado, com predominio de localizagao
intratumoral ou peritumotal (89,9%) e perfil linfoplasmocitario (80,0%). Considerou-se
o pleomorfismo acentuado em 36,8% dos casos e leve em apenas 1,6%; com relacao
a diferenciagdo do tumor, a maioria foi classificada como moderado (66,7%), sendo

10,0% bem diferenciados e 23,3% pouco diferenciados.
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6.2.2 Caracteristicas morfolégicas no CCA

A percentagem de cancer na amostra examinada foi de 82,0 (+8,20) e a de
estroma foi de 10,64 (+7,01). A média de mitose foi de 12,55 (£15,45) e oito (16,3%)
casos tinham mais de 20 mitoses em dez campos. Classificou-se o tipo de estroma
em 23,6% fibroso e 76,4% fibromuscular. Com relagao ao infiltrado inflamataério, 52,7%
era leve, 30,9% moderado e 16,4% acentuado com predominio de localizagao
intratumoral e peritumoral (72,7%) e perfil linfoplasmocitario em 56,4%. Considerou-
se o pleomorfismo acentuado em 20,0% dos casos e leve em 16,4%; com relacao a
diferenciacdo do tumor, a maioria foi classificada como moderado 51,8%, sendo

22,2% bem diferenciados e 25,9% pouco diferenciados.

6.2.3 Comparagao das caracteristicas morfolégicas dos casos de CCE e CCA

Na comparacdo entre os dois tipos histologicos, algumas variaveis foram
estatisticamente significantes: mitose (p=0,004), tipo de estroma (p=0,007), tipo

inflamatorio (p=0,003), local da inflamacgéao (0,004) e pleomorfismo (<0,001).
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Tabela 6.3: Caracteristica morfolégicas dos casos de cancer do colo do utero
escamoso e adenocarcinoma

o . L . Escamoso Adenocarcinoma _
Variaveis morfolégicas (N=128) (N=56) Total (N=184) p-valor
Percentagem de cancer 77,09 (£12,33) 82,00 (18,20) 78,57 (¥11,45) 0,007
Percentagem de estroma 16,81 (£10,49) 10,64 (x7,01) 14,86 (£9,93) <0,001

Mitoses
Mitose (por 10 campos)
<20
>20
Tipo de estroma
Fibroso
Fibromuscular
Quantidade de infiltrado
inflamatoério
Leve
Moderado
Acentuado
Tipo de infiltrado inflamatoério
Linfoplasmocitario
Polimorfonucleares
Misto
Tipo da inflamatorio levando
em consideragao apenas
polimorfonuclares

Auséncia de
polimorfonucleares

Presenca de
polimorfonucleares

Local da inflamacéo

Intratumoral ou
peritumoral

Exclusivamente estroma
Pleomorfismo

Leve

Moderado

Acentuado
Grau de diferenciagao
tumoral

Pouco diferenciado

Moderadamente
diferenciado

Bem diferenciado

20,02 (¥15,30) 12,55 (¥15,45) 17,91 (£15,67) 0,004

0,004
75 (61,0%) 41 (67,4%) 116 (67,4%)
48 (39,0%) 8 (16,3%) 56 (32,6%)

0,007
56 (44,8%) 13 (23,6%) 69 (38,3%)
69 (55,2%) 42 (76,4%) 111 (61,7%)

0,545
62 (49,6%) 29 (52,7%) 91 (50,6%)
48 (38,4%) 17 (30,9%) 65 (36,1%)
15 (12,0%) 9 (16,4%) 24 (13,3%)

0,003
101 (80,8%) 31 (56,4%) 132 (73,3%)

6 (4,8%) 5 (9,1%) 11 (6,1%)

18 (14,4%) 19 (34,5%) 37 (20,6%)

0,001
101 (80,8%) 31 (56,4%) 132 (73,3%)
24 (19,2%) 24 (43,6%) 48 (26,7%)

0,004
107 (89,9%) 40 (72,7%) 147 (84,5%)
12 (10,1%) 15 (27,3%) 27 (15,5%)

<0,001

2 (1,6%) 9 (16,4%) 11 (6,1%)

77 (61,6%) 35 (63,6%) 112 (62,2%)
46 (36,8%) 11 (20,0%) 57 (31,7%)

0,065

12 (10,0%)
80 (66,7%)
28 (23,3%)

12 (22,2%)
28 (51,8%)
14 (25,9%)

24 (13,8%)
108 (62,1%)
42 (24,1%)

Em negrito os valores de p<0,05.
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6.3 Mutacao do gene EGFR

Entre os 128 CCE e 56 CCA selecionados para a extragao de DNA, obteve-se
boa qualidade em 93 CCE e 35 CCA e essas amostras passaram pelo processo de
amplificagdo dos éxons 18, 19, 20 e 21 do EGFR e sequenciamento. Apenas uma
mutacdo foi encontrada em uma amostra de CCE. Ocorreu no éxon 18 uma
substituicdo do aminoacido glutamato por glutamina na posi¢do 711 (E711Q ou
c.2131G>C).

6.4 Expressao e intensidade de PD-L1 (Tabela 6.4)

Entre os 184 (128 CCE e 56 CCA) pacientes previamente selecionados para a
extracdo de DNA, sequenciamento e montagem da TMA, 156 (108 CEC e 48 CCA)
casos puderam ser avaliados para a reagao de IHQ de PD-L1. Foram registradas 16
perdas de CCE e seis de CCA decorrentes da falta de material suficiente no bloco
apo6s a extragao de DNA. Além disso, houve quatro perdas de CCE e duas perdas de
CCA; pois, apesar de terem material para TMA, ndo apresentavam tecido neoplasico
na bidpsia da TMA, contendo apenas necrose ou tecido n&o neoplasico,
impossibilitando a avaliagdo da expressao de PD-L1.

Os resultados da expressao e intensidade do PD-L1 encontram-se na Tabela
6.4. No total, 83 (53,2%) amostras foram positivas para PD-L1; entre elas, 65 (60,2%)
de CCE e 18 (37,5%) de CCA. As analises de CCE e CCA sao apresentadas
separadamente para proporcionar melhor exploracdo dos dados expostos, visto que
esses dois tipos de CC tém caracteristicas distintas. As Figuras 6.1 e 6.2 demonstram

as intensidades negativa, fraca, moderada e acentuada do PD-L1 em CCE e CCA
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Tabela 6.4: Caracteristica da expressado de PD-L1 dos casos de cancer do colo do
utero escamoso e adenocarcinoma

Variaveis moleculares

Escamoso Adenocarcinoma

Total (N=184) p-valor

(N=128) (N=56)
Expressao de PD-L1 0,009
Sem expressao 43 (39,8%) 30 (62,5%) 73 (46,8%)
Com expresséao 65 (60,2%) 18 (37,5%) 83 (53,2%)
Expresséo de PD-L1 0,004
Sem expressao 43 (39,8%) 30 (62,5%) 3 (46,8%)
1-5% 11 (10,2%) 10 (20,8%) 1(13,5%)
5-25% 20 (18,5%) 3 (6,2%) 3(14,7%)
25-50% 19 (17,6%) 2 (4,2%) 1(13,5%)
50-75% 7 (6,5%) 1(2,1%) 8 (5,1%)
75-100% 8 (7,4%) 2 (4,2%) 10 (6,4%)
Heterogeneidade na
expresgéo de PD-L1 0,228
Sim 12 (11,1%) 2 (4,0%) 14 (8,9%)
Nao 96 (88,9%) 48 (96,0%) 144 (91,1%)
Intensidade da expressao de
PD-L1 P 0,009
Sem expressao 43 (39,8%) 30 (62,5%) 73 (46,8%)
Fraca 39 (36,1%) 15 (31,2%) 54 (34,6%)
Moderada 22 (20,4%) 3 (6,2%) 25 (16,0%)
Acentuada 4 (3,7%) 0 (0,0%) 4 (2,6%)
Heterogeneidade da
intensidade da expresséao de 1,000
PD-L1
Sim 1 (0,9%) 0 (0,0%) 1(0,6%)
Nao 107 (99,1%) 48 (100,0%) 155 (99,4%)
Classificagao PD-L1 de
acordo com Reddy et al 0,022

(2017).

Negativo 43 (39,8%) 30 (62,5%) 73 (46,8%)
1A 35 (32,4% 14 (29,2%) 49 (31,4%)
1B 15 (13,9%) 1(2,1%) 16 (10,3)
2A 4 (3,7%) 1(2,1%) 5 (3,2%)
2B 1(10,2%) 2 (4,2%) 3 (8,3%)

Em negrito os valores de p<0,05.
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Figura 6.1: Foto da TMA demonstrando a classificagdo de intensidade da coloragao
na IHQ (1) e a hematoxilina e eosina (2) no mesmo corte. A: CCE PD-L1 negativo; B:
CCE PD-L1 fraco; C: CCE PD-L1 moderado; D: CCE PD-L1 acentuado.

Fotos usando o programa Aperio®.
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Fotos Figura 6.2: Foto da TMA demonstrando a classificagao de intensidade da
coloragao na IHQ (1) e a Hematoxilina e eosina (2) no mesmo corte. A: CCA PD-L1
negativo; B: CCA PD-L1 fraco; C: CCA PD-L1 moderado.

Fotos usando o programa Aperio®.



6.4.1 Caracteristicas da expressao e PD-L1 em CCE

Entre os 108 casos de CCE, 65 (60,2%) foram positivos para PD-L1, 11 (10,2%)
tiveram positividade entre 1-5%, 20 (18,5%) entre 5-25%; ou seja, 31 (28,7%)
apresentaram de 1-25% de células tumorais positivas. Dezenove (17,6%) casos
tiveram positividade entre 25-50%, sete (6,5%) entre 50-75%, e oito (7,4%), entre 75-
100%, tinham células malignas positivas para PD-L1.

Dos 108 casos de CCE, 98 obtiveram mais de uma amostra avaliada, entre
eles, 12 (11,1%) apresentaram heterogeneidade na expressado de PD-L1. Dos 65
pacientes com alguma positividade em uma das amostras, 13 obtiveram pelo menos
um resultado negativo (Quadro 6.1); ou seja, 20% dos casos apresentaram amostras

negativas e positivas no mesmo cancer.

Quadro 6.1 Casos de CCE que apresentaram amostras negativa e positiva para
expressao de PD-L1

Paciente/amostra |Amostra1 |Amostra2 |Amostra 3
Paciente A Negativo Negativo até 5%
Paciente B Negativo Negativo até 5%
Paciente C Negativo Negativo 5-25%
Paciente D Negativo Negativo 5-25%
Paciente E Negativo Negativo 5-25%
Paciente F Negativo até 5% até 5%
Paciente G Negativo até 5% até 5%
Paciente H Negativo até 5% até 5%
Paciente | Negativo até 5% 5-25%
Paciente J Negativo 5-25% 5-25%
Paciente K Negativo 25-50% 25-50%
Paciente L Negativo 25-50% -
Paciente M Negativo 50-75% -

- sem material

Com relagcao a intensidade da expressao de PD-L1, dos casos positivos, 39
(36,1%) tinham intensidade fraca; 22 (20,4%) moderada; e quatro (3,7%) acentuada.
Entre os casos que tinham mais de uma amostra na TMA, apenas um (0,9%)

apresentou heterogeneidade na intensidade da expressao.
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Ao usar a classificagdo proposta por Reddy et al. (2017), dos 65 casos
positivos, 35 (32,4%) eram 1A; 15 (13,9%) 1B; quatro (3,7%) 2A; e 11 (10,2%) 2B.

Pelo fato de as classificagdes da expressao e intensidade de PD-L1 ndo serem
padronizadas no CC, foram utilizadas diversas analises explorando as possiveis

classificagdes que tenham associagdo com progressao ou recorréncia e sobrevida.

6.4.2 Caracteristicas da expressao e PD-L1 em CCA

Entre os casos 48 de CCA, 18 (37,5%) foram positivos para PD-L1; desses,
dez (20,8%) tiveram positividade entre 1-5%, trés (6,2%) entre 5-25%; ou seja, 13
(27,0%) apresentaram de 1-25% de células tumorais positivas. Dois (4,2%) casos
tiveram positividade entre 25-50%; um (2,1%) entre 50-75%; e dois (4,2%) entre 75-
100%.

Dos 48 casos de CCA, 45 tinham mais de uma amostra na TMA e apenas dois
(4,0%) apresentaram heterogeneidade. Entre os 18 pacientes com mais de uma
amostra e positividade em pelo menos uma delas, nove obtiveram pelo menos uma
amostra negativa (Quadro 6.2); ou seja, 50,0% dos casos apresentaram amostras

negativas e positivas no mesmo cancer.

Quadro 6.2: Casos de CCA que apresentaram amostras negativa e positiva para
expressao de PD-L1

Paciente/amostra /Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Paciente A Negativo |Negativo [<5%
Paciente B Negativo |Negativo [<5%
Paciente C Negativo |Negativo [<5%
Paciente D Negativo |Negativo [<5%
Paciente E Negativo |Negativo [<5%
Paciente F Negativo [<5% <5%
Paciente G Negativo [<5% <5%
Paciente H Negativo  [5-15% -

Paciente | Negativo  [50-75% 75-100%

- sem material

Com relagcao a intensidade da expressao de PD-L1, dos casos positivos, 15

(31,2%) tinham intensidade fraca, trés (6,2%) moderada e nenhum acentuada. Entre
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0s casos que tinham mais de uma amostra na TMA, nenhum apresentou
heterogeneidade.

Ao usar a classificagcdo proposta por Reddy et al. (2017), dos 18 casos
positivos, 14 (29,2%) eram 1A; um (2,1%) 1B; um (2,1%) 2A; e dois (4,2%) 2B.

6.4.3 Comparagao da expressao de PD-L1 nos casos de CCE e CCA

Na comparagao entre o padrao de expressao de PD-L1 entre os dois tipos
histolégicos, verifica-se que a quantidade dos casos que foram positivos para PD-L1
(p=0,009), a percentagem (p=0,004) e a intensidade (p=0,009) foram estatisticamente

distintas.

6.5 Sobrevida global em cinco anos

Ao analisar separadamente os casos de CCE e CCA com relacéo a sobrevida,
o poder estatistico foi diminuido; mas, mesmo assim, decidiu-se fazer dessa forma ao
se perceber que os diferentes tipos histologicos se comportam de forma distinta. Em
muitas variaveis, apesar de ndo alcancar a significancia estatistica, foram verificados
uma tendéncia da influéncia no desfecho do CC. Essas informagbes também foram
exploradas visando a oferecer uma visdo ampla e apresentando informacdes que
podem ajudar a pavimentar estrada para futuras pesquisas. Percebe-se que houve
perda de seguimento dos pacientes com CCE, entretanto, ndo se verificou perda no
CCA.

6.5.1 Avaliagao de sobrevida nos casos de CCE

A analise de sobrevida das variaveis epidemioldgicas, clinicas e morfolégicas
encontram-se no anexo D. Entre elas, idade de menarca, FIGO, tipo de tratamento,
tamanho visivel do tumor, tratamento e progressao e recorréncia, tipo inflamatério,
pleomorfismo, diferenciacdo e expressdo de PD-L1 foram estatisticamente
significantes na andlise de Kaplan Meier. A analise de COX das mesmas variaveis
encontra-se no anexo D junto a tabela com as variaveis independentes que estéao
associadas a sobrevida em cinco anos nos casos de CCE, que foram FIGO,
pleomorfismo e tipo inflamatorio.

54



6.5.2 Avaliagao de sobrevida nos casos de CCA

A analise de sobrevida das variaveis epidemioldgicas, clinicas e morfologicas
encontram-se no anexo D. Entre elas, menopausa, idade avangada, FIGO,
tratamento, progressdo e recorréncia e pleomorfismo foram estatisticamente
significantes na analise de Kaplan Meier. A analise de COX das mesmas variaveis
encontra-se no anexo D junto a tabela comas variaveis independentes que estao
associadas a sobrevida em cinco anos nos casos de CCA, que foram FIGO e idade

avancada ou FIGO e menopausa.

6.5.3 Curvas de Kaplan Meier

As Figuras 6.3, 6.4, 6.5 e 6.6 mostram as curvas de Kaplan Meier para
expressao PD-L1 nos casos de CCE e CCA separadamente. Ao avaliar a expressao
de PD-L1 usada nesse trabalho e a classificacdo usada por Reddy et al, 2017,

nenhuma delas aparece como preditor de sobrevida na populagao analisada.
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Survival Functions
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Figura 6.3: Curvas de Kaplan Meier de sobrevida em 60 meses por categoria de
expressao de PD-L1 em pacientes com cancer do colo do utero do tipo escamoso.
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Survival Functions

Classsificacdo de

1.07 1—1‘ PD-L1 por Reddy
11 I-L et al, 2017
| —TMegativo
1 ﬁ 1A e 1B
| 4 28 e 28
0g —L —— Megativo-censored
- | 1A e 1B-censored
: I_I } | —t= 24 e 2B-censored
._|
0,6 — H—tt
[ +

Cum Survival

0,47 - o+

0,24

0,07 p=0,233

I I 1 I 1 | |
oo 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 0,00

Tempo sobrevida até 60meses

Figura 6.4: Curvas de Kaplan Meier de sobrevida em 60 meses pela classificagao
de Reddy et al, 2017 em pacientes com cancer do colo do utero do tipo escamoso.
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Survival Functions
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Figura 6.5: Curvas de Kaplan Meier de sobrevida em 60 meses por categoria de
expressao de PD-L1 em pacientes com cancer do colo do utero do tipo

adenocarcinoma.
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Figura 6.6: Curvas de Kaplan Meier de sobrevida em 60 meses pela classificagéo
de Reddy et al, 2017 em pacientes com cancer do colo do utero do tipo
adenocarcinoma.
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7 DISCUSSAO

As perguntas centrais deste estudo eram se a populacdo de CC apresentava
mutacado do EGFR e se havia padrao de expressado do PD-L1 nas células tumorais.
Esses resultados ajudaréo a responder se um subgrupo desses pacientes pode se
beneficiar com a terapia-alvo anti-EGFR e imunoterapia anti-PD-L1.

O projeto atual alcangou quatro principais resultados: 1) ndo se encontrou
padrao de mutacdo de EGFR nos casos de CC; apenas um caso isolado apresentou
mutacéo; 2) observou-se positividade de expressdo de PD-L1 no CC; e 3) verificou-
se alta discordancia de positividade entre as amostras da mesma peca tumoral de um
mesmo paciente: 4) as classificagdes usadas para a expressao de PD-L1 ndo sdo
preditivas de sobrevida.

Além dos resultados principais, também foi verificado: 1) diferenca

epidemioldgica, demografica e morfolégica entre CCA e CCE.

7.1 EGFR

O bloqueio da via molecular do receptor EGF é possivel alvo no tratamento
contra o cancer. No CC, a superexpressao do EGFR esta presente em 54-71% dos
pacientes e essa proteina mostrou associagdo com a resisténcia a quimioterapia
citotoxica e com a resisténcia a radioterapia em cancer de células escamosas (KIM;
PARK; KIM, 2002; TSAI; CHEN, 2004; NOORDHUIS et al., 2009; BUMRUNGTHAI et
al., 2015) e, especificamente, ao progndstico e a agressividade tumoral (CHO et al,
2003; GAFFNEY et al. 2003; LEE et al., 2004). Mas, apesar da superexpressao, as
terapias anti-EGFR nao obtiveram resultados promissores.

O cetuximab, um anticorpo anti-EGFR usado no esquema de tratamento
oncolégico, no CC, ndo conseguiu resultar em resposta clinica quando estudado em
pacientes com doenca recorrente ou persistente (PEREZ-REGADERA, 2011).
Avaliou-se também esse anticorpo em conjunto com dois inibidores de tirosina quinase
anti-EGFR, gefitinib e erlotinob, em estudos diferentes, nos ensaios de fase Il e o
resultado n&o foi positivo como esperado. Resisténcia adquirida a essa terapia foi
atribuida a desregulacao da internalizacdo ou degradacédo do EGFR, ativacao ErbB2
e ErbB3 e aumento da sinalizagdo de tirosinas quinases receptoras alternativas
(LONGORIA; TEWARI, 2015).
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Diante do dilema da superexpressdo do EGFR e da nao resposta terapéutica
as terapias-alvo anti-EGFR, a hipétese de que apenas pacientes que apresentassem
mutacdo no EGFR poderiam, talvez, se beneficiar dessas terapias surgiu. Alguns
poucos estudos (ARIAS-PULIDO, 2008; IIDA, 2011; EL HAMDANI, 2010; SCHILDER,
2009; WOODWORTH, 2011) iniciaram a busca da mutagdo do EGFR, mas repostas
definitivas ndo foram encontradas, ja que os estudos demonstravam resultados
divergentes.

Além de apenas um numero limitado de pesquisas estarem investigando a
mutacdo de EGFR no CC, a maior parte relata ndo ter descoberto mutacdo em
nenhuma das amostras avaliadas (ARIAS-PULIDO, 2008; 1IDA, 2011; EL HAMDANI,
2010; SCHILDER, 2009; WOODWORTH, 2011). Contudo, um estudo revelou a
deteccdo de um subgrupo de pacientes que apresentou mutagao no EGFR (Wright et
al., 2012), e nos resultados preliminares apresentados no encontro anual da ASCO
2012, descrevem a mutacdo do EGFR em nove dos 25 casos de CCE avaliados
(36%); e, em 2013, Wrigth et al. (2013) publicaram o resultado final com apenas 3,8%
de mutacado do EGFR no CC. Com efeito, n&o foi encontrado, até 0 momento, mutacao
do EGFR em CCA.

Wright et al. (2013), no seu trabalho final, avaliaram possiveis mutagdes em 80
CC, sendo 40 CCE e 40 CCA. Com relagao ao EGFR, trés amostras, 3,8% da sua
populacdo apresentou mutacao, sendo todas presentes nos casos de CCE. Nao
houve mutacao entre os casos de CCA. As mutacdes foram encontradas no éxon 15,
que nao representa os éxons envolvidos no dominio tirosina quinase. O complexo
tirosina quinase é representado nos éxons 18 até 21 do EGFR, exatamente o que foi
investigado no estudo vigente. A mutacdo encontrada por Wright et al. (2013) foi
decorrente do uso da técnica de sequenciamento completo, em que toda a extensao
do gene é analisada em busca de alteragées. Com isso, levando em conta que a
mutacgéo verificada por Wright et al. (2013) ndo se encontra nos éxons 18-21, ao
compararmos com o nosso estudo, podemos concluir que ndo houve mutacao
compativel com a nossa investigacdo. Semelhante aos resultados do presente estudo,
Xiang et al. (2015) investigaram a mutacéo de 16 oncogenes, incluindo o EGFR (éxons
18-22) pela técnica de sequenciamento completo. Dos 179 casos de CCE, uma
mutacéo foi encontrada, mas nenhuma entre os 62 casos de CCA. Li et al. (2015)

realizaram sequenciamento completo de éxons em 23 CC e nao encontraram
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nenhuma mutacdo no EGFR. Zhang et al., em 2015, analisaram 293 casos de CCE
em busca de mutagdes nos éxons 18-21 do EGFR e todos os resultados foram

negativos.

7.2 Polimorfismos no EGFR

Wright et al., (2012) incluiram as mutagdes sindnimas (polimorfismos) nos
resultados iniciais, o que foi melhor explanado nos resultados finais € no artigo
publicado, apresentando com apenas 3,8% de mutacdes ndo sinbnimas. Apesar de
Qureshi et al. (2016) terem encontrado mutagdes em 31 pacientes em uma amostra
com 95 CCE (32.63 %); 23 eram substituicbes de bases que n&o alteravam o
aminoacido e oito sao substituicbes de bases que modificam o aminoacido; com isso,
pdde-se considerar que, com os critérios usados, oito de 95 (8,4%) eram mutagdes
reais. Entre elas, uma ocorreu no éxon 19 e sete no éxon 21. Realizou-se esse estudo
com pacientes de origem Indiana e com material fresco (ndo foram usados cortes de
parafina). O DNA foi extraido diretamente do espécime conservado a -80°C. O
resultado encontrado por Qureshi et al. (2016) pode ter sido levemente diferente do
encontrado por conta dessas trés diferencas: a populacdo, a qualidade e a
integralidade do DNA usado.

Desde o inicio do atual projeto, algumas pesquisas também tentaram responder
a pergunta sobre a presenca e a prevaléncia da mutacdo do EGFR no CC, ressaltando
o valor real dessa questao (lIDA et al., 2011; WRIGHT et al., 2012, 2013). Todos os
resultados nesse intervalo de tempo comprovaram uma baixa taxa de mutagéo (0,0%
até 8,4%) (ARIAS-PULIDO, 2008; IIDA, 2011; EL HAMDANI, 2010; SCHILDER, 2009;
WOODWORTH, 2011). Apesar de 0,78% de mutagéo ser considerado um resultado
negativo, a pesquisa vigente estd na mesma diregdo dos estudos mundiais e é peca-
chave para a conclusao de que o CC nao apresenta taxas de mutacdo de EGFR
significativas.

Com relagdo a discussdo da terapia-alvo, a auséncia em mutacdes
consistentes no domino tirosino quinase do receptor EGF do CC pode explicar o
insucesso de terapias-alvo contra esse receptor. A auséncia de mutacdes EGFR faz a

resposta a inibidores-alvo improvavel.
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7.3 PD-L1 no cancer do colo do utero

Assim como demonstrado na pesquisa vigente e de acordo com a literatura,
apesar de CCE e CCA acometerem a mesma regiao anatbmica, esses dois tipos
apresentam aspectos epidemiologicos e clinicos nao similares, mutagdes
oncogénicas unicas, ambientes tumorais diferentes e morbimortalidades distintas
(SPAANS et al., 2012; SAMUELS et al., 2015; PUNT et al., 2015). Por conta disso,

analisou-se a expressao do PD-L1 separadamente nos casos de CCE e CCA.

7.4 Expressao de PD-L1

A investigagcdo da expressdo da proteina PD-L1 pelas células tumorais é
recente no CC e ainda n&o existe um padrao de avaliacao estabelecido. Diante do que
se tem até hoje, alguns autores ja avaliaram a expressao do PD-L1 no CC (HEEREN
et al., 2016), mas s6 Reddy et al. (2017) propuseram uma classificagdo que leva em
consideragao a percentagem e a intensidade da marcagao.

Heeren et al. (2016) consideraram PD-L1 positivo quando expresso em mais
de 5% das células malignas e, nesse caso, eles encontraram 54% de positividade em
CCE e 14% em CCA. Na populacdo do INCA, ao usar essa classificagdo, foram
encontrados 50% de positividade em CCE e 16,7% em CCA, sendo condizente com
o valor na literatura. No estudo de Reddy et al. (2017), a positividade foi considerada
quando presente em qualquer percentagem (>0%); sendo classificada em trés grupos:
0 como negativo; 1A e 1B como fracamente positivos; e 2A e 2B como positivos; a
expressao de PD-L1 foi de 26,9%, 38,7% e 34,3%, respectivamente. No presente
estudo, ao utilizar a mesma classificagao, foram encontrados 46,8% negativos, 41,7%
fracamente positivos e 11,5% positivos; ou seja, observou-se mais casos de PD-L1
negativos. Vale ressaltar que os casos da coorte de Reddy et al. (2017) séo diferentes
dos casos estudados, pelo fato de eles terem, proporcionalmente, menos casos de
CCA (que tem uma positividade menor de PD-L1), aumentando a positividade global
em seu estudo. Fazem parte do estudo de Reddy et al. (2017) 12,9% de CCA;
enquanto, no estudo atual, 30,4% sao casos de CCA. Além disso, sete casos de
adenocarcinoma escamoso foram incluidos pelos autores, os quais nado estao

representados nesse trabalho. Mas, mesmo levando em conta essas diferencgas,
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definitivamente, a populagdo apresentou positividade maior do que a aqui
apresentada, 73,0% versus 53,2%.

Mezache et al. (2015) avaliaram apenas casos de CCE e verificaram 51%
(36/70) de positividade, definida como 210%. Como o ponto de corte em 10% nao foi
padronizado no presente estudo, a unica percentagem que pode ser comparada é a
de =5%, que foi encontrada em 50% dos casos de CCE. Karim et al. (2009)
encontraram 23% de positividade de PD-L1 em CCE e 8% em CCA, porém o trabalho
foi realizado apenas com casos classificados como FIGO | e Il. Vale ressaltar que a
marcagao de positividade de Karim et al. (2009) nao foi claramente explicada.

Além da percentagem de expresséao, Heeren et al. (2016) também avaliaram a
localizagcédo da inflamagao no tumor e observaram que, quando presente ao redor da
célula tumoral, comparada a localizag&o estromal, indicava pior sobrevida total e pior
sobrevida livre de doenga. Nos casos do INCA, apesar de nao significante
estatisticamente, verifica-se a mesma tendéncia. No CCE, o risco de 6bito em cinco
anos dos pacientes que apresentam inflamacéo intra e peritumonal é 2,59 vezes maior
do que nas pacientes com padrao de inflamacéo a estromal; ja no CCA esse risco é
de 1,68.

7.5 Intensidades da expressao do PD-L1

Outro desafio € a padronizacdo de um score de avaliagdo da expressao e
intensidade de PD-L1. Na literatura, a maioria dos artigos leva em conta apenas uma
variavel, a expressdo do PD-L1 em percentagem de células coradas na IHQ. Uma
outra forma de classificacdo do PD-L1 é mensurar a sua intensidade de expressao,
conforme apresentado por Reedy et al. (2017). Existem protocolos usados para
avaliacdo da IHQ de proteinas difusamente investigadas na oncologia como HER2neu
(WOLFF et al., 2014) que levam em consideragédo essas duas variaveis (quantidade
e intensidade) e o resultado de sua afericdo esta diretamente ligada a classificagao e
ao tratamento do cancer correlato. Ao se vislumbrar a importancia dessa classificacao
baseada em mais de um elemento na IHQ do PD-L1, exploraram-se esses dois
aspectos no CC, a intensidade e a percentagem da positividade de PD-L1. De acordo
com a Figura 6.1 e 6.2, a intensidade foi considerada negativa, fraca, moderada e
acentuada e, entre os casos positivos de CCE, ocorreu em 60,0%, 33,9% e 6,1%,
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respectivamente; e em 83,3%, 16,5% e 0,0% no CCA. Ao se comparar a percentagem
e a intensidade, percebe-se que, no CCE, s6 amostras com >50% de PD-L1 positivos
apresentaram intensidade acentuada, representando 26,6% desse subgrupo, e
intensidade fraca e moderada representaram 26,6% e 46,8, respectivamente. Em
contraste, em 70% das amostras com PD-L1, <50% apresentaram intensidade fraca.
No CCA, nenhuma amostra apresentou intensidade acentuada, mas precisa-se levar
em consideracdo que apenas uma amostra apresentou percentagem >50% de
expressao de PD-L1. A intensidade da expressao de PD-L1 apresentou-se
estatisticamente distinta entre CCE e CCA, mas nao demonstrou associagao com
desfecho. Isso pode ter sido pelo fato de apenas quatro casos de CCE apresentarem

intensidade acentuada e ndao obterem poder estatistico para tragar conclusoes.

7.6 Heterogeneidade

Outro tépico de suma importancia é a presenca de heterogeneidade intratumoral.
Essa é uma discusséo que engloba varios marcadores que sao avaliados por meio de
IHQ e principalmente quando se usa a técnica em TMA. HER-2 € uma das principais
discussdes na literatura e sua heterogeneidade intratumoral ja foi comprovada em
diversos trabalhos (OHLSCHLEGEL et al., 2011; VANCE et al., 2008; ZARDAVAS et
al., 2015). A heterogeneidade intratumoral se caracteriza pela diversidade de
expressao de uma determinada proteina em uma mesma amostra tumores de um
paciente. A pergunta mais valiosa é saber qual o tamanho da amostra pode
representar o todo. Na verdade, deve-se levar em consideragcao que o todo tumoral
nao é uniforme e que variagdes podem ocorrer. Mas é realmente valido entender o
quanto essa inconsisténcia pode influenciar na leitura da expressao de proteinas,
indicagdo de tratamento-alvo e resposta ao tratamento. Na literatura, o trabalho
vigente foi o primeiro que avaliou heterogeneidade no CC: 11,1% no CCE e 4,0% no
CCA.

No cancer de pulmao, que ja tem o uso estabelecido de tratamento anti-PD-L1
baseado na sua expressao na membrana das células tumorais avaliadas por IHQ,
alguns trabalhos investigaram uma possivel heterogeneidade intratumoral pelo fato
de a resposta ao tratamento anti-PD-L1 também ser atingida em pacientes
classificados como PD-L1 negativos (KERR et al., 2015; MANSFIELD et al., 2015;

SHENG et al., 2016). Rehman et al. (2017) avaliaram a diferenca intramural, tomando

65



como base laminas extraidas diretamente de blocos cirtrgicos com no minimo 1cm?
de células malignas, e encontraram 6% de discordancia entre blocos, concluindo que
houve baixa heterogeneidade intratumoral. Mas, ao compreender que, na populagao
de CC, a maioria dos pacientes apenas realiza bidpsia cervical, ndo havendo
disponibilidade de pega cirurgica com oferta de material maligno suficiente para uma
analise padrdo de 1cm?, essa quest&o é de suma importancia. Com isso, a avaliagdo
da expressao do PD-L1 em amostras de CC com tamanho e quantidade de tecido
ideal esta fora da realidade na pratica médica. Na maior parte, o que se tem no CC é
amostra de biépsia com material restrito.

Na literatura, ndo esta disponivel nenhum trabalho cientifico avaliando
heterogeneidade intratumoral nos casos de CC. Como n&o ha base bibliografica em
biépsias de CC, propbe-se equiparar a técnica de TMA utilizada na pesquisa vigente
com biopsias em outros tipos tumorais. Mesmo extrapolando a comparacédo para
outros canceres, a literatura disponivel é limitada. McLaughlin et al. (2016) avaliaram
o material de cancer de pulmao colocados em TMA e verificaram heterogeneidade
entre as amostras do mesmo tumor. Dill et al. (2017) tiveram como alvo o cancer de
mama e a expressao de PD-L1 e relataram que encontraram heterogeneidade entre
as amostras, ressaltado que uma maior inconsisténcia estava presente em cortes com
<50% de expressao de PD-L1.

Como visto anteriormente, na populagcdo atual, a heterogeneidade esteve
presente em 11,1% de CCE e 4,0% de CCA; mas, ao aprofundar a analise desse
resultado, verificou-se que a divergéncia intratumoral pode ser um problema grande.
Vale ressaltar que pelo menos uma amostra negativa para PD-L1 foi encontrada em
nove dos 18 casos de CCA que apresentaram positividade na média nos demais
cortes da mesma amostra. Ou seja, nove dos 18 casos de CCA considerados positivos
apresentaram cortes sem expressao de PD-L1 no grupo de dois ou trés cortes do
mesmo tumor. Resumindo, 50% dos casos de CCA que apresentaram positividade de
PD-L1, tinham pelo menos um corte negativo. O mesmo aconteceu com as amostras
de CCE, 13 dos 65 casos positivos para PD-L1 apresentaram pelo menos um corte
negativo.

Apesar de a heterogeneidade, pela definicdo estabelecida, ndo ser alta, €
alarmante a quantidade de casos (50% no CCA e 20% no CCE) que apresentam pelo

menos um corte negativo em meio a cortes positivos da mesma amostra. Pode-se
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detectar esse fenbmeno na maior parte em amostras fracamente positivas, mas foi
observado também em amostras com mais de 25% de positividade. Com isso, pode-
se concluir que a heterogeneidade de expressédo de PD-L1 esta presente no CC e é
alta nessa populagao. Por conta desse achado, pode-se afirmar que algumas bidpsias
negativas podem ser de fato uma falsa representatividade do todo tumoral. Uma
solugéo possivel € a analise mais extensa das amostras que obtiveram negatividade
na TMA, com uma avaliagao de pelo menos dois cortes do mesmo tumor e, quando
possivel, trés cortes em amostras de bidpsias (material restrito) ou, quando viavel,
avaliacdo do bloco inteiro de amostras cirurgicas, que proporcionam mais material
para analise. Esse achado corrobora os resultados nos testes clinicos em que, mesmo
em amostras negativas, as medicagdes anti-PD-L1 apresentam resultado positivo; a
hipétese € de que essas amostras negativas ndo representam a verdade do tumor

como um todo.

7.7 Fisiopatologias do HPV e PD-L1

Virtualmente, 100% dos casos de CC apresentam infeccédo por HPV. Mezache
et al. (2015) verificaram a positividade de PD-L1 em trés grupos: cérvix sem patologia
ou infec¢do por HPV, CIN e CC; e encontraram PD-L1 negativo no primeiro grupo,
95% de positividade no segundo grupo e 51% de positividade no terceiro grupo,
sugerindo que a infecgao ativa pelo HPV possa potencializar a expressao de PD-L1.
Yang-Chun et al. (2017) também investigaram a relagéo viral com a proteina PD-L1,
mas usaram trés grupos um pouco diferentes: cérvix sem patologia ou infecgédo por
HPV, cérvix sem lesdo, mas com HPV positivo e NIC (HPV positivo) e encontraram
positividade crescente, respectivamente, nesses trés grupos. Essa hipétese tambéem
foi levantada por outros pesquisadores (WANG et al., 2014; KATAOKA et al., 2016;
LIU et al., 2016) que propuseram que nao € apenas a presenga do HPV que estimula
a expressao de PD-L1, mas sim quando ele se integra ao DNA das células cervicais
levando a lesbes citolégica que agem no mecanismo da proteina de ligacdo. Os
detalhes por tras desse achado necessitam ser mais explorados, mas algumas teorias
ja existem, e uma delas é de que o HPV gendmico se integra ao DNA celular ou ao
redor do gene lécus do PD-L1, o que provocaria um desajuste na regiao 3°-UTR do
gene PD-L1, induzindo a sua expressao. Outras sugestdes sao: inducao direta de PD-
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L1 pelo RNA do HPV e desregulagao do padrao de expressao do miRNA pelo HPV,
sendo o E7 importante nesse mecanismo, o que afetaria a produgao do PD-L1 na
membrana celular (WANG et al., 2014; KATAOKA et al., 2016; LIU et al., 2016).
Elucidar esse mecanismo € de grande importancia para uma melhor prevengao,
diagndstico e tratamento do CC. O trabalho atual corrobora a importancia do PD-L1
em um cancer que € predominantemente causado pelo HPV. A expressao de PD-L1
em células malignas néo é apenas decorrente da influéncia do HPV, por isso que se
verifica a sua presenga em diversas malignidades que nao sofrem influéncia viral
como, por exemplo, nos canceres renal, pulmonar, colorretal, mama e melanoma
( Konishi et al. 2004; Taube et al. 2014; Thompson et al. 2004; Massi et al. 2014; Wu
et al. 2015). Mas, ainda é obscura a diferenga da importancia da presenca viral na
fisiopatologia da expressdo do PD-L1 e suas consequéncias para o tratamento e o
desfecho (DILL et al., 2017; MITTENDORF et al., 2014). Esforgcos nesse caminho

devem ser incentivados por se tratar de um tema rico e pouco explorado.

7.8 PD-L1 e desfecho

Ao avaliar a expressao e intensidade de PD-L1 no CC com sobrevida, verificou-
se uma auséncia de associacgao.

Uma meta-analise recente e abrangente, por conta de algumas informacdes
divergentes na literatura, incluiu ensaios clinicos com diversos tipos de tumor PD-L1
positivos e avaliou a relacdo entre a expressao dessa proteina e o desfecho dos
pacientes apos receberem terapia anti-PD-L1. Hamanish et al. (2007) avaliaram PD-
L1 no cancer de ovario, Hino et al. (2010) no melanoma, Mu et al. (2011) no cancer
de pulmao, Thompson et al. (2006) no cancer renal e Hsu et al. (2010) no carcinoma
nasofaringeo e todos relacionaram a expressdo do PD-L1 com o desfecho
desfavoravel dos pacientes. Por outro lado, Massi et al. (2014), Konishi et al. (2004),
Taube et al. (2014), Thompson et al. (2004), e Wu et al. (2015) avaliaram a relagao do
PD-L1 com os tumores de pulméo, renal e melanoma e encontraram resultados
inconclusivos com relagdo a associacdo da presenca de PD-L1 e o desfecho, e
sugeriram um melhor resultado desses pacientes com o uso de anti-PD-L1. Na meta-

analise acima relatada, na qual foram compilados todos os artigos aqui citados,
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verificou-se que a presenga da expressao de PD-L1 esteve relacionada a uma melhor
morbimortalidade, quando comparada a casos PD-L1 negativos.

No CC, poucos artigos avaliaram essa associagdo. Heeren et al. (2016) nao
encontraram associacao entre PD-L1 e sobrevida. Karim et al. (2009) também
relataram ndo terem observado essa influéncia. No estudo vigente essa associagao
também nado foi encontrada. Isso indica que, aparentemente, independente da
expressao de PD-L1 os pacientes com CC podem se beneficiar das terapias-alvo
contra PD-L1, ja que expressa amplamente essa proteina em suas células
cancerigenas. A expressdo no CCA foi menos do que no CCE. Acredita-se que, na
populacdo de CCA, a expressédo de PD-L1 ndo confere significado progndstico, mas
nao deixa de ser um alvo potencial para o tratamento e possivel resposta favoravel.
Com isso, os pacientes com CC e expressao acentuada de PD-L1 tumoral sao fortes
candidatos a terapia-alvo, sendo elevadas as expectativas de resultados favoraveis.

Vale ressaltar que, apesar da associacdo entre PD-L1 e o desfecho ser
controversa, o tratamento anti-PD-L1 tem trazido beneficios para essa populagao
(FRENEL et al, 2016; BORCOMAN; LE TOURNEAU, 2017).

7.9 PD-L1 e terapia-alvo

Para melhorar o prognéstico do CC, novas imunoterapias devem ser
desenvolvidas e estabelecidas. O CC em estagio inicial pode ser curado com cirurgia,
enquanto a quimiorradiagdo simultanea é o tratamento de escolha para estagios
localmente avancgados. Pacientes com cancer recorrente ou metastatico tém, no
entanto, op¢des de tratamento limitadas. O uso de regimes de quimioterapia a base
de cisplatina tem sido relatado como a escolha mais ativa no tratamento de primeira
linha para CC avancado. Apesar disso, a SG mediana dessa populagao de pacientes
apenas excede em um ano a populacao de pacientes que nao usou cisplatina, com
respostas de curta duragao e rapida deterioracdo da qualidade de vida (MONK et al.,
2009). O bevacizumab, um anticorpo monoclonal humanizado dirigido ao fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), definido como um agente antiangiogénico,
foi sugerido em combinagdo com quimioterapia como terapia de primeira linha, com
uma melhoria de SG estatisticamente significante em comparagéo a quimioterapia
como regime unico (MONK et al., 2009). Nao existem opg¢des de tratamento validadas
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além desse regime de tratamento de primeira linha. Os regimes de quimioterapia,
nessa situacao, estdo associados a toxicidade substancial e a pouca eficacia, com
média de SG de sete meses (TEWARI et al., 2014). Em varios estudos de fase Il
publicados e comparados na revisao de literatura de Boussios, S. G. et al. (2016),
avaliando agentes de quimioterapia isolados na segunda linha, incluindo topotecano,
vinorelbina, gemcitabine, docetaxel e pemetrexed, a taxa de resposta variou entre
4,5% e 18%, com uma sobrevida sem progressao e SG variando entre 2-5 e 5-16
meses, respectivamente. A cisplatina ainda é uma opgado como agente unico em CC
recorrente ou metastatico com uma taxa de resposta geral variando entre 13% e 23%
(BOUSSIOS et al., 2016). Novos tratamentos efetivos sdo, portanto, necessarios. A
imunoterapia representa um avang¢o nos ultimos anos na oncoldgica, com atividade
antitumoral alcangcada com inibidores de pontos especificos tumorais que provocam a
mobilizagdo da resposta imunoldgica a diversos tipos de tumores.

As terapias imunoldgicas promissoras dirigidas a moléculas de ponto de
controle imune, como a CTLA-4 e a PD-1 expressa em células T ativadas, contrariam
o ciclo imunossupressor prevalecente no microambiente do tumor e levam a respostas
clinicas completas e duradouras (PENNOCK et al., 2015; SHARMA et al., 2015). Duas
medicagoes anti-PD-L1 estdo aprovadas atualmente, o nivolumab e o pembrolizumab,
que tém indicacido de uso no cancer colorretal metastatico, no de cabeca e pescoco,
recorrente ou metastatico, no linfoma de Hodgkin classico que recaiu ou progrediu, no
melanoma nao ressecavel ou metastatico, no cancer de pulmao de células nao
pequenas metastatico ou progressivo, no cancer de células renais avangado e no
carcinoma urotelial localmente avangado ou metastatico. Os anti-PD-L1 atezolizumab,
avelumab e durvalumab estdo em estudo e tém indicacbes bem restritas até o
momento. Apesar de nenhuma medicacao ter sido aprovada até o momento para o
uso no CC, ensaios clinicos estdo em andamento. A terapia anti-PD-L1 tem sido
associada a um melhor resultado de sobrevivéncia em varios tipos de cancer,
incluindo os canceres de pulmao, melanoma, cancer de células renais e cancer de
bexiga (HERBST et al., 2014; POWLES et al., 2014). Atualmente, no CC avangado,
os ensaios clinicos de fases | e Il estdo em andamento examinando os efeitos do
pembrolizumab, ipilimumab, nivolumab e tremelimumab; no entanto, nenhum estudo
apresentou resultados finais no CC (SANTINI et al. 2014; FRIEDMAN C. 2016;
LEEUWEBHOEKA. V. 2017; ROMANO e. et al 2017).
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O estudo NCT02054806 (ALLEY et al., 2017; OTH et al., 2017c), que
investigou o uso do anti-PD-L1 pembrolizumab em diversos tumores so6lidos, até agora
publicou alguns artigos demostrando que, em pacientes com carcinoma de canal anal
avangado, mesotelioma pleural, endometrial (OTH et al., 2017b), pulmonar (OTH et
al., 2017a) e nasofaringeo (HSU et al., 2017) com PD-L1-positivos, o pembrolizumab
demonstrou um perfil de seguranga gerenciavel e incentivou a atividade antitumoral.
Apresentaram-se resultados preliminares (FRENEL et al, 2016) desse estudo em CC
no encontro anual ASCO 2016, ressaltando que o pembrolizumab foi bem tolerado e
mostrou atividade antitumoral em pacientes com CCE avangado e PD-L1 positivo e
com a perspectiva de que o beneficio clinico do pembrolizumab no cancer cervical
avancado seria investigado mais a fundo no teste KEYNOTE-158 da fase 2
(NCT02628067) (FRENEL et al, 2016). Aguarda-se o resultado final desse ensaio
clinico para conclusées mais contundentes baseadas em evidéncias fortes.
Recentemente, publicou-se um relato de caso promissor com uso de pembrolizumab
em CC com expressao PD-L1 positiva onde os autores relatam que o mesmo foi usado
em uma paciente com CCE que teve recorréncia do tumor apdés sete anos do
tratamento com quimiorradioterapia padronizada, apresentando uma diminui¢cao
dramatica do tumor apds o tratamento com pembrolizumab (BORCOMAN; LE
TOURNEAU, 2017).

O estudo NCT02488759 (HOLLEBECQUE et al, 2017), que estda em
andamento, avalia o uso de nivolumab em canceres ginecologicos associados ao HPV
e incluio CCE. Na ASCO 2017 foi apresentado o resultado parcial desse estudo clinico
onde demonstrou-se resposta clinica encorajadora e um perfil de seguranga
gerenciavel em pacientes com CCE, apoiando a continuagao do estudo. Vale ressaltar
que esse resultado foi independente do perfil de expressao de PD-L1.

Provocantemente, alguns autores (AGUIAR et al., 2016) relatam
resultados positivos com terapias anti-PD-L1 em pacientes que nao expressam PD-
L1 em sua membrana tumoral. Entre os carcinomas, em que observou-se esse
desfecho, estdo os canceres de pulmao, renal, gastrico, mama e melanoma. E
sugerido que essa resposta se deva a alguns fatores: 1) heterogeneidade do tumor
(discutido previamente); 2) diferentes formas de leitura e padronizagdo do PD-L1
(discutido previamente); e 3) diferentes plataformas de avaliagdo de PD-L1. As
diferencas de plataformas de IHQ para PD-L1 sdo uma importante discussado na
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literatura, ja que ainda ndo existe uma padronizagdo. Em artigos de meta-analise,
esse problema também vem a tona. Gandini; Massi e Mandala (2016), ao compararem
a expressao de PD-L1 nos diversos artigos, verificaram o uso de trés plataformas
diferentes e leituras com padrdes diversos e relataram que a IHQ de PD-L1 sofre uma
falta de padronizacao e validacdo, uma vez que os anticorpos especificos da PD-L1
foram dificeis de desenvolver, resultando em ampla variabilidade nos tecidos frescos,
congelados e em parafina. Além disso, a localizagéo celular diferente (membranosa
versus superficie celular versus citoplasmatica) e a incerteza sobre o papel da
expressao de PD-L1 em células imunes dentro do microambiente tumoral aumentam
a complexidade para a interpretacdo de dados. Diferentes métodos e reagentes
também podem contribuir para a variabilidade dos resultados na expressao de PD-L1
nos diversos conjuntos de dados. Apesar das crescentes informagdes sobre o PD-L1,
ainda existem muitos desafios no tocante a padronizacdo de plataformas de
diagnostico, da leitura da expressdo do PD-L1, da definicdo de positividade e da
localizacédo da expressao de PD-L1. Os kits de diagnéstico PD-L1, baseados em IHQ
em espécimes de biodpsia tumoral estdo atualmente sendo utilizados na estratificacao
de pacientes incluidos em ensaios clinicos que estdo sendo avaliados para terapias
anti-PD-1; no entanto, os pacientes cuja doenga € PD-L1 negativa ainda podem obter
beneficios clinicos e respostas objetivas de terapias anti-PD-L1

Apesar de nao existir protocolo que inclua PD-L1 na avaliagcédo e tratamento
de CC ainda, pode-se vislumbrar isso em um futuro préoximo, tendo em vista que, como
apresentado, na populacao estudada, a positividade para PD-L1 é de 60,2% em CCE
e 37,5% em CCA.

As principais limitacdes do estudo foram a perda das amostras na selecao
inicial dos pacientes, a conservacgao inadequada do material e a nao disponibilidade
do material no arquivo do INCA no momento do estudo. Uma outra limitagao foi a baixa

qualidade das amostras
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8 CONCLUSAO

Ao final do trabalho os objetivos propostos forma alcangados:

1)

2)

3)

4)

5)

Verificou-se padrao epidemioldgico, demografico e morfolégico diferente nos
CCA e CCE;

Apenas uma amostra do CCE (0,78%) apresentou mutagdo do EGFR no
dominio tirosina quinase. Como a prevaléncia é muito pequena, os pacientes

com CC néo se beneficiariam da investigagdo compulsoéria dessa mutagéo.

Foi verificada consideravel positividade de PD-L1 nos casos de CC (60,2% de
CCE e 37,5% de CCA).

Houve alta taxa de divergéncia intratumoral na expresséo de PD-L1, indicando

a necessidade de avaliagao extensa em casos negativos.

Nao foi verificada associagao entre expressido de PD-L1 e sobrevida.
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APENDICE A - Telas do sistema do registro de dados eletronicos
descriminado todas as variaveis coletadas.
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» | — Selectto Jump —

[=]

Title: Dados Demograficos

Instructions:
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Outro
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Dados C.(0/s) || Tratame_(o/14)|[ Progres_(o/) | > [ Selecttoump—  [=]|

Title: Tratamento
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APENDICE B - Sequenciamento do EGFR. Demonstragdo dos primers normais

e os internos utilizados (grifados)
(todos no sentido 5’-3’)

E18 F GGGCTGAGGTGACCCTTGTC
E18 R TCCCCACCAGACCATGAGAG
(CTCTCATGGTCTGGTGGGGA)
E18 Fint CTTGTCCCCCCCAGCTTGT
E18 Rint TGTGCCAGGGACCTTACCTTA
(TAAGGTAAGGTCCCTGGCACA)

Exon 18 (226 pb)

GGGCTGAGGTGACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGTCCCCCCCAGCTTGTGGAGCCTCTTACACCCA
GTGGAGAAGCTCCCAACCAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGGAAACTGAATTCAAAAAGATCAAA
GTGCTGGGCTCCGGTGCGTTCGGCACGGTGTATAAGGTAAGGTCCCTGGCACAGGCCTCTGGGC
TGGGCCGCAGGGCCTCTCATGGTCTGGTGGGGA

Parte 1 F + R (182 pb)

GGGCTGAGGTGACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGTCCCCCCCAGCTTGTGGAGCCTCTTACACCCA
GTGGAGAAGCTCCCAACCAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGGAAACTGAATTCAAAAAGATCAAA
GTGCTGGGCTCCGGTGCGTTCGGCACGGTGTATAAGGTAAGGTCCCTGGCACA

Parte 2 F + R (198 pb)

GGGCTGAGGTGACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGTCCCCCCCAGCTTGTGGAGCCTCTTACACCCA
GTGGAGAAGCTCCCAACCAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGGAAACTGAATTCAAAAAGATCAAA
GTGCTGGGCTCCGGTGCGTTCGGCACGGTGTATAAGGTAAGGTCCCTGGCACAGGCCTCTGGGC
TGGGCCGCAGGGCCTCTCATGGTCTGGTGGGGA

E19F ACCATCTCACAATTGCCAGTTAA
E19R GAGGTTCAGAGCCATGGAC
(GTCCATGGCTCTGAACCTC)
E19 Fint CTCTCTCTGTCATAGGGACTC
E19 Rint CAAAGCAGAAACTCACATCG
(CGATGTGAGTTTCTGCTTTG)

Exon 19 (192 pb)
ACCATCTCACAATTGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCATAGGGACTCTGGATCCCAGAA
GGTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAAC
AAGGAAATCCTCGATGTGAGTTTCTGCTTTGCTGTGTGGGGGTCCATGGCTCTGAACCTC

Parte 1 F + R (122 pb)
ACCATCTCACAATTGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCATAGGGACTCTGGATCCCAGAA
GGTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAAC
AAGGAAATCCTCGATGTGAGTTTCTGCTTTG

Parte 2 F + R (159 pb)
ACCATCTCACAATTGCCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCATAGGGACTCTGGATCCCAGAA
GGTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAAC
AAGGAAATCCTCGATGTGAGTTTCTGCTTTGCTGTGTGGGGGTCCATGGCTCTGAACCTC
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E20 F TTCTGGCCACCATGCGAAG
E20R GGCTCCTTATCTCCCCTCCC
(GGGAGGGGAGATAAGGAGCC)

E20 Fint GGAAGCCTACGTGATGGCC
E20 Rint GTGTTCCCGGACATAGTCCA
(TGGACTATGTCCGGGAACAC)

Exon 20 (277 pb)

TTCTGGCCACCATGCGAAGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATG
GCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAG
CTCATCACGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTCCTGGACTATGTCCGGGAACACAAAGACAATATT
GGCTCCCAGTACCTGCTCAACTGGTGTGTGCAGATCGCAAAGGTAATCAGGGAAGGGAGATACG
GGGAGGGGAGATAAGGAGCC

Parte 1 F + R (181 pb)

TTCTGGCCACCATGCGAAGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATG
GCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAG
CTCATCACGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTCCTGGACTATGTCCGGGAACAC

Parte 2 F+ R (229 pb)

TTCTGGCCACCATGCGAAGCCACACTGACGTGCCTCTCCCTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGATG
GCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAG
CTCATCACGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTCCTGGACTATGTCCGGGAACACAAAGACAATATT
GGCTCCCAGTACCTGCTCAACTGGTGTGTGCAGATCGCAAAGGTAATCAGGGAAGGGAGATACG
GGGAGGGGAGATAAGGAGCC

E21F TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTT

E21R ATGCTGGCTGACCTAAAGCC
(GGCTTTAGGTCAGCCAGCAT)

E21 Fint CGCAGCATGTCAAGATCAC

E21 Rint ACTTTGCCTCCTTCTGCAT
(ATGCAGAAGGAGGCAAAGT)

Exon 21 (212 pb)

TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCG
CGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGG
CTGGCCAAACTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAGTAAGGAGGT
GGCTTTAGGTCAGCCAGCAT

Parte 1 F + R (184 pb)
TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCG
CGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGG
CTGGCCAAACTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAGT

Parte 2 F + R (113 pb)
TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCG
CGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGG

CTGGCCAAACTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAGTAAGGAGGT
GGCTTTAGGTCAGCCAGCAT
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APENDICE C - STROBE Statement - Checklist of items that should be included in reports of

cohort studies:
Item N° Recomendacéo Localizagéo Pagina

Titulo e Resumo | 1 Indique o desenho do estudo no Resumo — termo i-vi
titulo ou no resumo, com termo usado: coorte
comumente utilizado

Introducao 1-2

2 Detalhe o referencial tedrico e as Introdugdo e Revis&o 3-26
Contexto/Justific razbes para executar a pesquisa. da Literatura
ativa
Objetivos 3 Descreva os objetivos especificos, | Objetivos 27

incluindo quaisquer hipoéteses pré-
existentes

Métodos

Desenho do | 4 Apresente, no inicio do artigo, os Materiais e Métodos 29
estudo elementos-chave relativos ao na subsegao

desenho do estudo. populagao alvo

Contexto 5 Descreva o contexto, locais e Materiais e Métodos 28-30

(setting) datas relevantes, incluindo os na subsecao
periodos de recrutamento, populacao alvo,
exposi¢cao, acompanhamento delineamento do
(follow-up) e coleta de dados. estudo e revisdo

histopatolégica.

Participantes | 6 Estudos de Coorte: Apresente os Materiais e Métodos 31-33

critérios de elegibilidade, fontes e na subsecéo critérios
métodos de selegéo dos de incluséo e exclusdo
participantes. Descreva os de pacientes, perdas
métodos de acompanhamento. de pacientes e
delineamento do
estudo
7 | Defina claramente todos os Materiais e Métodos. 32-33

Variaveis desfechos, exposicdes, na subsecéo variaveis
preditores, confundidores em coletadas
potencial e modificadores de
efeito. Quando necessario,
apresente os critérios
diagndsticos.

Fontes de 8 Para cada variavel de interesse, Materiais € Métodos 32-38
dados/ fornega a fonte dos dados e os na subsec¢ao variaveis
Mensuracao detalhes dos métodos utilizados na coletadas, montagem

avaliagdo (mensuragao). Quando de TMA, avaliagao de

existir mais de um grupo, descreva a | PD-L1, extracdo de

comparabilidade dos métodos de DNA, quantificacdo e

avaliag&o. analise da qualidade
dos acidos nucléicos,
amplificacdo do DNA e
Sequenciamento do
EGFR, imuno-
histoquimica para PD-
L1

Viés 9 Especifique todas as medidas Materiais e Métodos 32-38

adotadas para evitar potenciais na subsecéo variaveis

fontes de vies. coletadas.

Tamanho do 10 Explique como se determinou o Materiais e métodos 29
estudo tamanho amostral.
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Variaveis
quantitativas

11

Explique como foram tratadas as
variaveis quantitativas na analise. Se
aplicavel, descreva as
categorizagbes que foram adotadas
e porque.

Materiais e métodos
na subsecao variaveis
coletadas

32-39

Métodos
estatisticos

12

Descreva todos os métodos
estatisticos, incluindo aqueles
usados

para controle de confundimento.
Descreva todos os métodos
utilizados para examinar subgrupos e
interagdes. Explique como foram
tratados os dados faltantes (“missing
data”)

Estudos de Coorte: Se aplicavel,
explique como as perdas de
acompanhamento foram tratadas.
Descreva qualquer analise de
sensibilidade.

Materiais e métodos
na subsecao analise
estatistica

39

Resultados

Participantes

13

Descreva o numero de participantes
em cada etapa do estudo (ex:
numero de

participantes potencialmente
elegiveis, examinados de acordo
com critérios

de elegibilidade, elegiveis de fato,
incluidos no estudo, que terminaram
0 acompanhamento e efetivamente
analisados)

Descreva as razbdes para as
perdas em cada etapa. Avalie a
pertinéncia de apresentar um
diagrama de fluxo

Secao de materiais e
métodos na
subsecgao perdas de
pacientes.

31

Dados
descritivos

14

Descreva as caracteristicas dos
participantes (ex: demograficas,
clinicas e sociais) e as informacbes
sobre exposi¢des e confundidores
em potencial.

Indique o numero de participantes
com dados faltantes para cada
variavel de interesse.

Estudos de Coorte: Apresente o
periodo de acompanhamento (ex:
média e tempo total)

Secao de Resultados

41-56

Desfecho

15

Estudos de Coorte: Descreva o
numero de eventos-desfecho ou as
medidas-resumo ao longo do tempo.

Secao de Resultados

55-56

Resultados
principais

16

Descreva as estimativas nao
ajustadas e, se aplicavel, as
estimativas ajustadas

por variaveis confundidoras, assim
como sua precisao (ex: intervalos de
confianga). Deixe claro quais foram
os confundidores utilizados

no ajuste e porque foram incluidos.
Quando variaveis continuas forem
categorizadas, informe os pontos de
corte utilizados.

Secao de Resultados

41-56
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Se pertinente, considere transformar
as estimativas de risco relativo em
termos de risco absoluto, para um
periodo de tempo relevante.

Outras
analyses

17

Descreva outras analises que
tenham sido realizadas. Ex.: analises
de subgrupos, interagao,
sensibilidade.

Secao de Resultados

41-56

Discussao

Resultados
principais

18

Resuma os principais achados
relacionando-os aos objetivos do
estudo.

Secao de Discussao

61

Limitacoes

19

Apresente as limitagdes do estudo,
levando em consideracgéao, fontes
potenciais de viés ou impreciséo.
Discuta a magnitude e diregédo de
viéses em potencial.

Secao de Discussao
subsecao limitagbes

70

Interpretagéo

20

Apresente uma interpretacéo
cautelosa dos resultados,
considerando os objetivos, as
limitagdes, a multiplicidade das
analises, os resultados de estudos
semelhantes e outras evidéncias
relevantes.

Secao de Discusséao

61-70

Generalizagéo

21

Discuta a generalizagdo (validade
externa) dos resultados

Secao de Discussao

75

Outras
informacoes

Financiamento

22

Especifique a fonte de financiamento
do estudo e o papel dos
financiadores. Se aplicavel,
apresente tais informagdes para o
estudo original no qual o artigo é
baseado.

Recursos capitados
por projetos de
pesquisa dos
colaboradores

29

TMA: tissue microarray PD-L1: programmed death-ligand 1.
Fonte: Malta et al., 2010.
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APENDICE D: Tabela D.1: Letalidade e sobrevida em dois e cinco anos dos casos de
cancer do colo do utero do tipo escamoso, de acordo com variaveis epidemiologicas
e clinicas.
Variaveis Ntotal Nde %de SG2 SG5 SG mediana p-valor
6bito oébito anos anos

Idade (anos)

<60 95 46 484 56,8 51,3 * 0,587
>60 33 18 54,5 63,6 41,4 42,45 (16,85-60,05)

Idade da menarca

(anos)
<14 97 44 454 64,9 53,4 * 0,036
>15 29 19 65,5 34,5 34,5 21,29 (15,22-27,35)

Idade da sexarca

(anos)
<15 39 20 51,3 53,5 47,9 45,44 (+) 0,153
15-20 64 27 42,2 64,1 56,8 *
>20 21 14 66,7 47,6 33,3 23,13 (0,00-51,62)

Numero de

parceiros
0-5 anos 106 53 50,0 584 49,0 59,99 (+) 0,838
> 6 anos 14 7 50,0 50,0 50,0 22,70 (+)

Numeros de

gestacdes prévia
Sim 125 62 49,6 58,2 49,2 * 0,876
Nao 2 1 50,0 50,0 50,0 *

Menopausa
Sim 63 31 492 61,7 48,0 59,99 (+) 0,882
Nao 64 32 50,0 54,7 49,9 45,44 (+)

Tempo entre o

ultimo CCO e o

diagnostico do CC

(anos)
<1 13 2 154 92,3 83,9 * 0,114
1-3 44 19 43,2 65,7 55,3 *
>3 16 8 50,0 48,6 48,6 22,21 (+)

Tabagismo
Sim 59 27 458 57,4 52,7 0,616
Nao 69 37 53,6 57,8 45,6 45,31 (+)

Comorbidades
Sim 49 29 53,1 57,1 45,5 46,85 0,560
Nao 79 38 48,1 58,1 51,0 *

Uso de

contraceptivos
Sim 76 35 46,1 59,2 53,14 * 0,383
Nao 49 27 55,1 544 42,1 42,45 (14,74-70,16)

FIGO
IAe IB1 16 1 6,2 93,8 93,8 * 0,001
IB2-IVB 112 63 56,2 52,4 42,4 39,03 (18,43-59,63)
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Tamanho do tumor
(cm)t

<4 cm

>4 cm
Linfonodo positivo
em pacientes que
fizeram cirurgia

Sim

Nao
Invaséo
Linfovascular em
pacientes que
fizeram cirurgia

Sim

Nao
Cirurgia

Sim

Nao
Quimioterapia

Sim

Nao
Radioterapia

Sim

Nao
Braquiterapia

Sim

Nao
Recorréncia ou
progressao

Sim

Nao

42
81

25
103

81
44

100
26

75
50

63
65

14
45

—_—

27
34

57
7

33,3
55,6

20,0
10,5

16,7
11,1

16,0
68,3

43,2
59,1

50,0
46,2

46,0
68,0

90,5
10,8

71,4
52,7

80,0
89,5

83,3
87,5

84,0
51,2

66,7
45,2

58,7
57,7

71,7
40,0

20,6
93,8

65,6
43,3

80,0
89,5

83,3
80,2

84,0
40,4

56,0
39,2

48,9
52,9

62,7
30,6

9,5
88,2

*

39,03 (14,23-63,83)

*

38,41 (18,64-58,18)

*

17,41 (0,00-45,67)

59,99 (+)

*

15,74 (5,15-26,32)

14,62 (10,38-18,85)

*

0,028

0,519

0,676

0,001

0,006

0,603

<0,001

<0,001

SG: sobrevida global; CCO: citologia cervical oncética; CC: cancer do colo do utero; FIGO:
Federagéao Internacional de Ginecologia e Obstetricia; *mediana ndo alcangada; +valor ndo
pbde ser calculado; tvisivel ao exame fisico; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela D.2: Letalidade e sobrevida em dois e cinco anos dos casos de cancer do colo
do utero do tipo escamoso, de acordo com variaveis morfolégicas

Variaveis N total N de % de SG2 SG5 SG mediana (IC) p-valor
o6bito  ébito anos anos
Mitose, por 10 campos
<20 75 34 45,3 63,8 53,6 * 0,055
=220 48 28 58,3 45,7 40,8 18,10 (0,00-41,41)
Tipo de estroma
Fibroso 56 32 57,1 49,8 42,1 22,40 (0,00-49,26) 0,138
Fibromuscular 69 31 449 63,6 53,4 *
Quantidade de infiltrado
inflamatorio
Leve 62 31 50,0 57,9 48,8 59,99 (+) 0,605
Moderada 48 26 54,2 53,4 44 1 41,23 (11,55-70,91)
Acentuada 15 6 40,0 66,7 59,3 *
Tipo de infiltrado
inflamatorio
Linfoplasmocitario 101 48 475 61,2 51,2 * 0,020
Polimorfonucleares 6 5 83,6 16,7 16,7 8,11 (2,83-13,40)
Misto 18 10 55,6 50,0 429 21,29 (0,00-65,57)
Local do infiltrado 0,095
inflamatorio
Intratumoral e ou 107 57 53,3 53,3 459 42,25 (+)
Peritumoral
Exclusivamente 12 3 25,0 91,7 71,3 *
estromal
Pleomorfismo
Leve 2 1 50,0 50,0 50,0 8,21 (+) 0,041
Moderado 77 32 41,6 67,3 57,3 *
Acentuado 46 30 65,2 41,3 33,3 18,56 (12,70-24,42)
Pleomorfismo
Leve e moderado 79 33 41,8 66,9 53,5 * 0,012
Acentuado 46 30 65,2 41,3 33,1 18,56 (12,70-24,42)
Grau de diferenciacao
Pouco diferenciado 12 5 41,7 75,0 58,3 * 0,123
Moderadamente 80 37 46,2 62,2 52,3 *
diferenciado
Bem diferenciado 28 18 64,3 429 34,3 17,87 (10,42-25,33)
Grau de diferenciacao
Pouco e moderado 92 42 45,7 62,8 53,0 * 0,044
Acentuado 28 18 64,3 42,9 34,3 17,87 (10,42-25,33)
Expresséo de PD-L1 0,631
Sim 65 34 52,3 56,7 47,0 45,31 (+)
Nao 43 20 46,5 60,5 52,0 *
Expressao de PD-L1 0,233
Sem expressao 43 20 46,5 60,5 52,0 *
1-50% 50 29 58,0 51,6 40,8 37,16 (11,03-63,29)
51-100% 15 5 33,3 66,7 66,7 *
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Classificagao PD-L1 de 0,510
acordo com Reddy et al

(2017)

Negativo 43 20 46,5 60,5 52,0 *

1A 35 19 54,3 50,9 445 41,23 (96,20-76,26)

1B 15 10 66,7 53,3 33,3 37,16 (11,61-62,71)

2A 4 1 25,0 100,0 75,0 *

2B 11 4 36,4 63,6 63,6 *
PD-L1 expresséao e 0,233
intensidade

Negativo 43 20 46,5 60,5 52,0 *

1Ae 1B 50 29 58,0 51,6 40,8 37,16 (11,03-63,29)

2A e 2B 15 5 33,3 73,3 66,7 *
Heterogeneidade da 0,531
expressao de PD-L1

Sim 12 5 41,7 66,7 58,3 *

Nao 96 49 51,0 57,2 49,2 45,44 (+)
Intensidade da expresséao 0,661
de PD-L1

Sem expressao 43 20 46,5 60,5 52,0 *

Fraco 39 20 51,3 56,0 47,6 45,44 (+)

Moderado 22 13 59,1 545 40,9 37,16 (10,62-63,70)

Acentuado 4 1 25,0 75,0 75,0 *

SG: sobrevida global; *mediana ndo alcang¢ada; +valor ndo péde ser calculado; fvisivel ao
exame fisico; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela D.3: Analise univariada dos fatores associados a sobrevida, de acordo com
das variaveis epidemiologicas e clinicas do cancer do colo do utero do tipo escamoso

Variaveis N total N de 6bito % de 6bito HR IC 95% p-valor

Idade

<60 anos 95 46 48,4 1

>60 anos 33 18 54,5 1,67 0,67-2,01 0,587
Idade da menarca
(anos)

<14 97 44 45,4 1

>14 29 19 65,5 1,77 1,03-3,03 0,038
Idade da sexarca
(anos)

<15 39 20 51,3 1

15-20 64 27 42,2 0,74 0,42-1,32 0,312

>20 21 14 66,7 1,38 0,70-2,74 0,350
Numero de parceiros

0-5 anos 106 53 50,0 1

> 6 anos 14 7 50,0 0,92 0,42-2,03 0,838
Gestacao prévia

Sim 125 62 49,6 0,85 0,12-6,17 0,876

Nao 2 2 50,0 1
Menopausa

Sim 63 31 49,2 0,96 0,59-1,58 0,882

Nao 64 32 50,0 1

Tempo entre o ultimo
CCO e o diagnéstico
de cancer (anos)

<1 13 2 15,4 1
1-3 44 19 43,2 3,33 0,77- 0,106
>3 16 8 50,0 4,68 0,99- 0,051
Tabagismo
Sim 59 27 45,8 0,88 0,54-1,45 0,617
Nao 69 37 53,6 1
Comorbidades
Sim 49 29 53,1 1,16 0,70-1,91 0,560
Nao 79 38 48,1 1
Uso de
contraceptivos
Sim 76 35 46,1 0,80 0,48-1,32 0,384
Nao 49 27 55,1 1
FIGO
laelb1 16 1 6,2 1
Ib2-IVb 112 63 56,2 12,69 1,76- 0,012
Tamanho do tumor
(cm)t
<4 42 14 33,3 1

>4 81 45 55,6 1,94 1,06-3,54 0,031
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Linfonodo positivo
em pacientes que
fizeram cirurgia

Sim 5 1 20,0 2,16 0,19- 0,208
Nao 19 2 10,5 1
Invasao

Linfovascular em
pacientes que
fizeram ciruraia

Sim 3 1 16,7 1,66 0,15- 0,250
Nao 21 2 11,1 1
Cirurgia

Sim 25 4 16,0 0,21 0,07-0,57 0,002
Nao 103 60 68,3 1
Quimioterapia

Sim 81 35 43,2 0,50 0,30-0,83 0,007
Nao 44 26 59,1 1
Radioterapia

Sim 100 50 50,0 0,85 0,45-1,59 0,603
Nao 26 12 46,2 1
Braquiterapia

Sim 75 27 46,0 0,32 0,19-0,54 <0,001
Nao 50 34 68,0 1
Recorréncia ou
progressao

Sim 63 57 90,5 20,05 8,98- <0,001
Nao 65 7 10,8 1

SG: sobrevida global; HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga; FIGO: Federagéo
internacional de Ginecologia e Obstetricia; T visivel no exame fisico; em negrito os valores
de p<0,05.
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Tabela D.4: Analise univariada dos fatores associados a sobrevida, de acordo com as
variaveis molfolégicas em céncer do colo do utero do tipo escamoso.

Variaveis N total N de 6bito % de 6bito HR IC 95% p-valor

Mitose, por 10 campos

<20 75 34 45,3 1
=220 48 28 58,3 1,63 0,99-2,69 0,057
Tipo de estroma
Fibroso 56 32 57,1 1
Fibromuscular 69 31 44,9 0,69 0,42-1,13 0,141
Quantidade de infiltrado
inflamatério
Leve 62 31 50,0 1
Moderado 48 26 54,2 1,14 0,68-1,92 0,627
Acentuado 15 6 40,0 0,73 0,30-1,75 0,481
Tipo de infiltrado
inflamatério
Linfoplasmocitario 101 48 47,5 1
Polimorfonuclear 6 5 83,6 3,45 0,68-8,78 0,009
Misto 18 10 55,6 1,34 0,68-2,65 0,400
Local do infiltrado
inflamatério
Estromal 12 3 25,0 1
Intratumoral + 107 57 53,3 2,59 0,81-8,28 0,108
Peritumoral
Pleomorfismo
Leve 2 1 50,0 1
Moderado 77 32 41,6 0,68 0,09-5,04 0,712
Acentuado 46 30 65,2 1,30 0,18-9,52 0,798
Pleomorfismo
Leve e moderado 79 33 41,8 1
Acentuado 46 30 65,2 1,87 1,14-3,07 0,014
Grau de diferenciacao
Pouco 12 5 41,7 1
Moderado 80 37 46,2 1,19 0,47-3,02 0,718
Bem 28 18 64,3 2,04 0,76-5,50 0,159
Expresséo de PD-L1
Sim 65 34 52,3 1,14 0,66-1,99 0,632
Nao 43 20 46,5 1
Expresséo de PD-L1
Sem expressao 43 20 46,5 1
1-50% 50 29 58,0 1,33 0,75-2,36 0,321
51-100% 15 5 33,3 0,63 0,23-1,67 0,351

Classificagdo PD-L1 de
acordo com Reddy et al

(2017)
Negativo 43 20 46,5 1
1A 35 19 54,3 1,26 0,67-2,37 0,463
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1B
2A
2B

PD-L1 expresséao e
intensidade
Negativo
1Ae 1B
2Ae 2B
Heterogeneidade da
expressao de PD-L1
Sim
Nao
Intensidade da
expressao de PD-L1
Sem expressao
Fraca
Moderada
Acentuada

15

11

43
50
15

12
96

43

39

22
4

10

AN

20
29

49

20

20

13
1

66,7
25,0
36,4

46,5
58,0
33,3

41,7
51,0

46,5
51,3
59,1
25,0

1,49
0,41
0,73

1,33
0,63

0,75

1
1,14
1,31
0,42

0,70-3,18
0,05-3,02
0,25-2,12

0,75-2,36
0,23-1,67

0,30-1,87

0,61-2,13

0,65-2,64
0,06-3,20

0,304
0,379
0,559

0,321
0,351

0,533

0,671

0,443
0,409

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela D.5: Letalidade e sobrevida em dois e cinco anos dos casos de cancer do colo
do utero do tipo adenocarcinoma, de acordo com variaveis epidemiolégicas e clinicas
Variaveis N Nde %de SG2 SG5 SG mediana P valor
total o6bito obito anos anos

Idade (anos)

<60 40 14 350 775 64,3 * 0,009
>60 16 11 68,8 50,0 29,2 22,14 (9,46-34,83)

Idade da menarca

(anos)
<14 41 17 415 73,2 57,6 * 0,351
>14 14 8 571 57,1 40,0 25,69 (0,00-73,68)

Idade da sexarca

(anos)
<15 4 1 250 75,0 75,0 * 0,728
15-20 39 18 46,2 71,8 529 *
>20 9 3 33,3 66,7 66,7 *

Numero de parceiros
0-5 anos 44 20 455 68,2 53,8 * 0,613
> 6 anos 9 3 33,3 77,8 64,8 *

Gestacao prévia
Sim 52 23 442 69,2 55,1 * 0,922
Nao 4 2 50,0 75,0 50,0 54,01 (+)

Menopausa
Sim 34 20 58,8 58,8 404 28,12(0,68-55,57) 0,009
Nao 22 5 22,7 864 76,5 *

Tempo entre o ultimo
CCO e o diagnostico
de cancer (anos)

>1 3 1 33,3 100,0 66,7 * 0,872
1-3 30 11 36,7 76,7 63,0 *
>3 10 4 40,0 70,0 58,3 *
Tabagismo
Sim 19 10 52,6 63,2 44,3 54,01(2,69-105,34) 0,356
Nao 37 15 40,5 73,0 59,0 *
Comorbidades
Sim 26 15 57,7 654 41,2 4544 (12,09-78,79) 0,105
Nao 30 10 33,3 73,3 66,3 *
Uso de contraceptivos
Sim 38 13 342 71,1 65,1 * 0,060
Nao 17 11 645 70,6 353 37,45 (10,90-64,00)
FIGO
IAe IB1 13 1 7,2 100,0 90,9 * 0,006
IB2-1IVB 43 24 55,8 60,5 44,0 45,48 (9,76-81,11)
Tamanho do tumor
(cm)t
<4 30 10 33,3 76,7 659 * 0,162
>4 24 13 54,2 66,7 45,1 46,98 (+)
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Linfonodo positivo em
pacientes que fizeram

cirurgia
Sim 2 1 50,0 50,0 50,0 19,22 (+) 0,273
Nao 16 3 18,8 87,5 80,2 *

Invasdo Linfovascular
em pacientes que
fizeram cirurgia

Sim 2 1 50,0 50,0 50,0 19,22 (+) 0,273
Nao 16 3 18,8 87,5 80,2 *

Cirurgia
Sim 18 4 322 833 769 * 0,031
Néo 38 21 55,3 63,2 44,7 45,44 (6,34-84,54)

Quimioterapia
Sim 29 13 448 759 552 * 0,034
Nao 26 11 52,3 654 56,7 *

Radioterapia
Sim 39 19 48,7 69,2 50,8 * 0,326
Nao 16 5 31,2 750 68,2 *

Braquiterapia
Sim 34 15 441 73,5 553 * 0,739
Nao 21 9 429 66,7 56,4 *

Recorréncia ou

progressao
Sim 31 23 742 484 258 * <0,001
Nao 25 2 8,0 96,0 91,8 22,60 (12,89-32,31)

SG: sobrevida global; *mediana ndo alcangada; +valor néo pdde ser calculado; tvisivel no
exame fisico; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela D.6: Letalidade e sobrevida em dois e cinco anos dos casos de cancer do colo
do utero do tipo adenocarcinoma, de acordo com variaveis morfolégicas

Variaveis Ntotal Nde %de SG2 SG5 SG mediana (IC) p-valor
6bito o6bito anos anos

Mitose, por 10 campos
<20 41 17 41,5 73,2 57,3 * 0,210
=220 8 5 62,5 50,0 37,5 22,14 (2,75-41,54)

Tipo de estroma
Fibroso 13 4 30,8 69,2 69,2 * 0,291
Fibromuscular 42 21 50,0 69,0 49,1 54,01 (+)

Quantidade de infiltrado

inflamatorio

Leve 29 14 48,3 65,6 50,0 54,01 (+) 0,177

Moderado 17 5 29,4 82,4 70,6

Acentuado 9 6 66,7 55,6 33,3 28,12 (11,99-44,25)

Tipo inflamatério

Linfoplasmocitario 31 12 38,7 86,0 60,7 * 0,564

Polimorfonucleares 5 3 60,0 40,0 40,0 18,43 (10,32-26,54)

Misto 19 10 52,6 84,2 46,8 46,98 (+)

Local da inflamagéao 0,295

Intratumoral e ou 40 20 50,0 67,5 48,7 54,11 (+)

Peritumoral

Exclusivamente estromal 15 5 33,0 73,3 66,7 *
Pleomorfismo

Leve 9 4 33,3 88,9 66,7 * 0,045

Moderado 35 14 40,0 74,3 58,9 *

Acentuado 11 8 72,7 36,4 27,3 22,14 (15,30-28,98)
Pleomorfismo

Leve e moderado 44 17 38,6 77,3 60,2 * 0,015

Acentuado 11 8 72,7 36,4 27,3 22,14 (15,30-28,98)

Grau de diferenciagao

Pouco diferenciado 12 6 50,0 58,3 50,0 37,46 (+) 0,822

Moderadamente 28 12 42,9 71,4 56,4 *
diferenciado

Bem diferenciado 14 6 42,9 78,6 54,4 *

Expresséo de PD-L1 0,836

Sim 18 9 50,0 66,7 48,6 54,01 (+)

Nao 30 15 50,0 66,7 50,0 46,98 (+)

Expresséo de PD-L1 0,831

Sem expressao 30 15 50,0 66,7 48,6 54,01(+)

1-50% 15 7 46,7 66,7 53,3 *

51-100% 3 2 66,7 66,7 33,3 45,44 (0,00-102,38)
Classificagdo PD-L1 de 0,907
acordo com Reddy et al
(2017)

Negativo 30 15 50,0 66,7 48,6 +

1@ 14 7 50,0 64,3 50,0 +

1B 1 0 0,0 0,00 0,00 +
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2A
2B
PD-L1 expresséao e
intensidade
Negativo
1Ae 1B
2Ae 2B
Heterogeneidade da
expressao de PD-L1
Sim
Nao
Intensidade da expresséo de
PD-L1
Sem expressao
Fraco
Moderado
Acentuado

10
15

48

30
15
3
0

24

15
8
1
0

100,0
50,0

50,0
46,7
66,7

0,0
50,0

50,0

53,7

64,0
+

100
50,0

66,7
66,7
66,7

100,0
66,7

66,7

66,7

66,7
+

0,00
50,0

48,6
53,3
33,3

100,0
48,8

48,6

46,7

66,7
+

0,831
54,01(+)
45,44 (0,00-102,38)
0,234
+
+
0,905
54,01 (+)
46,98 (+)

+

SG: sobrevida global; FIGO: Federagéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia;
*mediana nao alcangada; +valor nao pbéde ser calculado
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Tabela D.7: Analise univariada dos fatores associados a sobrevida: avaliagao das
variaveis epidemiolégicas e clinica no céncer do colo do utero do tipo
adenocarcinoma.

Variaveis N total N de ébito % de 6bito HR IC 95% p-valor

Idade (anos)

<60 40 14 35,0 1

>60 16 11 68,8 2,75 1,24-6,10 0,013
Idade da menarca (anos)

<14 anos 41 17 41,5 1

>14 anos 14 8 57,1 1,49 0,64-3,45 0,354
Idade da sexarca (anos)

<15 4 1 25,0 1

15-20 39 18 46,2 1,85 0,25-13,88 0,549

>20 9 3 33,3 1,30 0,13-12,54 0,819
Numero de parceiros

0-5 anos 44 20 45,5 1

=6 anos 9 3 33,3 0,73 0,22-2,46 0,614
Gestacao prévia

Sim 52 23 44,2 0,93 0,22-3,95 0,922

Nao 4 2 50,0 1
Menopausa

Sim 34 20 58,8 3,43 1,28-9,16 0,014

Nao 22 5 22,7 0

Tempo entre o ultimo CCO
e o diagnéstico do cancer

(anos)

<1 3 1 33,3 1

1-3 30 11 36,7 1,32 0,17-10,25 0,789
>3 10 4 40,0 1,67 0,19-15,01 0,646
Tabagismo

Sim 19 10 52,6 1,46  0,65-3,25 0,358
Nao 37 15 40,5 1

Comorbidades

Sim 26 15 57,7 1,92 0,86-4,27 0,11
Nao 30 10 33,3 1

Uso de contraceptivos

Sim 38 13 34,2 0,47 0,21-1,05 0,066
Nao 17 11 64,5 1
FIGO
IAe IB1 13 1 7,2 1
IB2-IVB 43 24 55,8 9,81 1,32-72,56 0,025

Tamanho do tumor (cm)t

<4 30 10 33,3 1
>4 24 13 54,2 1,78  0,78-4,08 0,168
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Linfonodo positivo em
pacientes que fizeram

cirurgia
Sim 2 1 50,0 3,33 0,34-32,54 0,301
Nao 16 3 18,8 1

Invasao Linfovascular em
pacientes que fizeram

cirurgia

Sim 2 1 50,0 3,33 0,34-32,54 0,301
Nao 16 3 18,8 1

Cirurgia

Sim 18 4 32,2 0,33 0,11-0,95 0,040
Nao 38 21 55,3 1

Quimioterapia

Sim 29 13 44,8 0,95 0,42-2,11 0,894
Nao 26 11 52,3 1

Radioterapia

Sim 39 19 48,7 1,63 0,61-4,37 0,331
Nao 16 5 31,2 1

Braquiterapia

Sim 34 15 44 1 0,87 0,38-1,99 0,740
Nao 21 9 42,9 1

Recorréncia ou progressao

Sim 31 23 74,2 14,78 3,47-62,98 <0,001
Nao 25 2 8,0 1

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga; FIGO: Federagao Internacional de Ginecologia
e Obstetricia; *mediana nao alcangada; +valor ndo péde ser calculado; tvisivel no exame
fisico; em negrito os valores de p<0,05.
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Tabela D.8: Anadlise univariada dos fatores associados a sobrevida de acordo com
variaveis morfolégicas em cancer do colo do utero do tipo adenocarcinoma.

Variaveis N total N de 6bito % de 6bito HR IC 95% p-valor

Mitose, por 10 campos

<20 41 17 41,5 1
=220 8 5 62,5 1,87 0,69-5,09 0,218
Tipo de estroma
Fibroso 13 4 30,8 1
Fibromuscular 42 21 50,0 1,76 0,61-5,14 0,298
Quantidade de infiltrado
inflamatorio
Leve 29 14 48,3 1
Moderado 17 5 29,4 0,52 0,19-1,46 0,217
Acentuado 9 6 66,7 1,57 0,60-4,09 0,357
Tipo de infiltrado
inflamatorio
Linfoplasmocitario 31 12 38,7 1
Polimorfonuclear 19 10 52,6 1,22 0,55-6,99 0,297
Misto 5 3 60,0 1,97 0,53-2,83 0,640
Local do infiltrado
inflamatorio
Exclusivo estromal 15 5 33,0 1
Intratumoral + 40 20 50,0 1,68 0,63-4,48 0,300
Peritumoral
Pleomorfismo
Leve 9 4 33,3 1
Moderado 35 14 40,0 1,42 0,41-4,95 0,581
Acentuado 11 8 72,7 3,65 0,96-13,86 0,058
Pleomorfismo
Leve e moderado 44 17 38,6 1
Acentuado 11 8 72,7 2,75 1,18-6,43 0,019
Grau de diferenciacao
Pouco diferenciado 12 6 50,0 1
Moderadamente 28 12 429 0,76 0,28-2,03 0,583
diferenciado
Bem diferenciado 14 6 429 0,72 0,23-2,24 0,575
Expresséo de PD-L1
Sim 18 9 50,0 0,92 0,41-2,09 0,836
Nao 30 15 50,0 1 0,50-2,61
Expressao de PD-L1
Sem expressao 30 15 50,0 1
1-50% 15 7 46,7 0,84 0,34-2,06 0,704
51-100% 3 2 66,7 1,34 0,34-2,06 0,696

Classificagdo PD-L1 de
acordo com Reddy et al
(2017)

Negativo 30 15 50,0 1
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1a
1B
2A
2B
PD-L1 expresséo e
intensidade
Negativo
1Ae 1B
2A e 2B
Heterogeneidade da
expressao de PD-L1
Sim
Nao
Intensidade da
expressao de PD-L1
Sem expressao
Fraco
Moderado
Acentuado

14

30
15

0

NN = IR

24

15

8
1
0

50,0
0,0

100,0

50,0

50,0
46,7
66,7

0,0
50,0

50,0
53,7
64,0

0,92
0,00
1,58
1,16

0,84
1,34

0,04
1

1
0,97
0,63

0,37-3,36
0,00-0,00
0,21-12,06
0,15-8,83

0,34-2,06
0,31-5,88

0,00-105,96

0,41-2,29
0,08-4,79

0,856
0,980
0,657
0,884

0,704
0,696

0,435

0,947
0,657

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga; em negrito os valores de p<0,05.
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Arez Tematica:
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CAAE: 17361013.8.0000.5274

‘mstituicao Proponente: Coordenagio de Pesquisa Clinica e Incorporagdo Tecnoldgica
Fatrocinador Principal: Coordenagdo de Pesquisa Clinica e Incorporagao Tecnoldgica

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 33%.039
Data da Relatoria: 22/07/2013

Apresentacao do Projeto:

Mundaimente, o céncer cervical (CC) & cancer ginecolgico mais freqUente e & o segundo tipo de cancer
Tas comum em mulheres. Para o ano de 2013 estima-se que 17.540 novos casos e 4.986 mortes
Secorrentes do CC ocorram no Brasil. A prevengo é uma das agbes mais importantes para a estagnac¢do
<2 crzscmento do ndmero de mulheres que desenvolverdo o CC, mas um diagnéstico precoce e um
F=t=mento eficaz sdo fundamentais para a diminuig3o da morbidade e da mortalidade relacionados a essa
=oenga O desenvolvimento e a progresséo do CC estdo diretamente relacionados 2 infecgao pelo HPV,
=p=53r desse ndo ser o (nico fator relacionado ao CC. Alguns outros fatores também contribuem paraa
progressdo do CC, por exemplo, o fator de crescimento epidérmico (EGFR) que & importante no processo
=o crescimento do tumor, na proliferagio celular, na inibigie da apoptose e no processo de metastases
‘_ongzatio-Filho, 2009). No cancer de pulmao, principalmente o de nao-pequenas células, a presenca de
Tt2c30 que ocorre no EGFR resulta numa super express&o do mesmo e isso é fator determinante para o
srognostico. evolugdo e tratamento do paciente. O uso de monoterapia especifica contra 0 EGFR e o
F=tamento personalizado no cancer de pulmado tém proporcionade beneficios aos pacientes. O avanco da
T=dicina personalizada e baseada em informagdes genéticas tem mudado o curso de varias doengas.
“p=sar do CC ser facilmente prevenivel e ter tratamento sem alta complexidade
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parz estagios iniciais, é dificilmente tratavel em estagios avangados e sua recorréncia & freqiiente. E os dois
fipos mais comuns do CC sao o epiderméide e o adenocarcinoma. Alguns estudos avaliaram a expressio e
2 mutacdo do EGFR no CC; apesar de quase todos os estudos serem baseados no carcinoma epidermaide,
no geral, de 25%-70% dos CCs tém EGFR super expressos, Em estudos que avaliaram somente os
adenccarcinomas, a expressdo elevada varia de 33-43%. Assim como no cancer de pulmio, o EGFR pode
ser um importante alvo no tratamento do CC. Embora a super expresso do EGFR nao esteja diretamente
relacionada a@ mutacdo do EGFR e o processo que leva a essa super express@o ainda nao ter sido
=lucidado no CC, um estudo demonstrou que 36% dos casos de carcinoma epidermoide apresentam
mutag@o do EGFR. Com efeito, nenhum estudo conseguiu demonstrar a mutagioc do EGFR no
adenocarcinoma. Decorrente da informagao que a atividade do EGFR esta elevada na maioria dos casos de
CC. alguns ensaios clinicos com medicamentos especificos contra a agao do EGFR tém sido realizados em
pacientes com CC. Em virtude dos resultados ainda ndo serem promissores, os pesquisadores propdem
como hipotese, que sé na presenga da mutagdo do EGFR é que a terapia especifica contra o EGFR &
eficaz. Na literatura. nfio hd um consenso com relagdo & presenca, freqiiéncia e consequéncias da mutacao
2o EGFR no CC. A maioria dos estudos relata ndo ter encontrado essa mutagio em nenhuma das amostras
svaliadas. Longatio-Fillo et al, 2009 avaliaram 30 pacientes com carcinoma adenoepidermoide e nenhum
spresentou mutacéo no EGFR. Da mesma forma, Anas-Piulito et al, 2008 testaram 80 pacientes com CC
(75 carcinoma epiderméide e adenocarcinoma) e 0% apresentou mutagao no EGFR. Lida et al, 2011
svallaram 32 epidemodide e nenhum tinha essa mutagdo. Semelhantemente, Hamdani et al, 2010
observaram 53 pacientes com CC epidermdide sem que pudesse encontrar esta mutagfc especifica.
Todavia, nota-se com atencao, o fato de Write et al, 2012 detectaram mutagio do EGFR em 8 dos 25 casos
de CC epidermdide avaliados. Atualmente, no cancer de pulmao, o tratamento especifico para pacientes
com mutagao no EGFR é utilizado com sucesso. Vislumbra-se, portanto, uma possibilidade de tratamento
personalizado também para pacientes com CC e mutagdo no EGFR e como Write et al, 2012 demonstraram
esta mutagcdo pode estar presente em um grupo seleto de paciente com CC Faz-se mister uma
exiensivamente investigagao quanto ao fato citado. Todos os estudos disponiveis até hoje tém limitagdes
‘mportantes como, pequena amostra, diferentes técnicas de avaliagio e critérios de inclusdo e exclusao
nconsistentes. Um estudo amplo, com uma maior amostragem e uma padronizago no diagndstico e
tratamento, & fundamental para ter-se uma resposta definitiva com relagdo a presenca ou auséncia da
mutagao do EGFR no CC. Mesmo que essa mutagdo ndo esteja presente na maioria dos pacientes, se
=iguma parcela dos CCs apresentar essa mutagéo ja € uma
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possivllidade da descoberta de uma populagio alvo que podera se beneficiar de tratamento especifico e
=ficaz contra 0 EGFR. Esse estudo visa explorar amplamente a dicotomia na literatura com relagdo &
presenca da mutagdo do EGFR no CC. O nosso grupo de pesquisa tem realizado inimeros projetos nesse
0pico & a nossa vasta experiéncia sera de grande valia para trazer uma resposta definitiva para essa
Quest3o que atualmente, tem resultados divergentes na literatura. J& com o intuito de focar nesse tépico, a
Angelica et al, do nosso grupo de pesquisa, avaliaram 38 pacientes com carcinoma epiderméide do colo de
“tero e 84.3% apresentavam expresso de EGFR, sendo em intensidade de 2 ou 3+ em 13% delas, mas
nenhum deles apresentou mutagio nesse gene. O CC é um problema de saide publica e um estudo que
vida responder uma importante questao do CC que tem 2 possibilidade de, num futuro préximo, se fazer uso
de um tratamento personalizado e eficaz (com inibidores de EGFR) para pacientes que apresentem a
mutacao do EGFR é de extrema importancia, O fato de vislumbrarmos uma terapéutica que traga resultados
posilivos, por mais que seja por uma parcela dos pacientes com CC, ja um grande avango para um
ratamento mais eficiente para os paciente que sofre de CC.

Justificativa do estudo:

Assim como no cancer de pulmé#o, se a mutacao no EGFR estiver presente, mesmo que em subgrupo dos
==scs com CC, um tratamento personalizado com inibidores de EGFR pode trazer grande beneficio para
=3s52s pacientes. Pela elevada mortalidade do CC, a busca de uma populagio alvo para um tratamenio
=specifico poderd mudar o curso da doenga para os portadores de mutagdo no EGFR.

Metodologia Proposta:

Com = finalidade de testar nossa hipdtese diagndstica, nés planejamos realizar uma coorte retrospectiva
com pacientes diagnosticados com CC dos tipos epidemodide & adenocarcinoma (figure 1). 200 pacientes
(CC tipo epiderméide) e 200 pacientes (CC adenocarcinomas) serdo testados para mutagéo do EGFR.
Tocos os 400 serfio acompanhados quanto ao desfecho clinico. Considerando um erro alfa de 5% e um
poder estatistico de 80%., serdo necessdrios, no minimo, 151 casos de adenocarcinoma e 151 de carcinoma
epidermoide a fim de se detectar a presenca de mutagéo em 36% da populagao analisada, com um limite de
confianga de 5%. Considerando-se esses pressupostos e eventuais perdas por limitagdes de amostras,
nesie estudo serdo analisados 400 pacientes com CC, sendo 200 com adenocarcinoma e 200 com
“arcinoma epidermoide. Abordagem Experimental: Nos Gltimos cinco anos, o Instituto Nacional do Cancer
INCA). teve em
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meaciz 800 casos de CC por ano, dentre eles 80% sao do tipo epidermoide e 20% sfo adenocarcinoma.
F2rz testar a hipdtese principal, planejamos analisar 400 pacientes, 200 com CC tipo epiderméide e 200
=om CC tipo adenocarcinoma para a presencga de expressdo e mutagio do EGFR. Para testar a hipotese
s=cundaria, Iremos acompanhar esses pacientes para compararmos o tempo de vida sem progresséo da
Soenca de sobrevida global. As varidveis que serfo coletadas com a finalidade de avaliar a hipétese
sacundaria serdo variaveis clinicas e epidemiolégicas, Uma ficha de coleta de dados eletrdnica (eCRF) est3
sendo confeccionada pela equipe de gerenciamento de dados da Area Representativa de Pesquisa Clinica
(ARPC/INCA), por meio do sistema OpenClinica Enterprise® Esse sistema é utilizado desde janeiro de
2072 para gerenciamento de dados de todos os estudos investigador/patrocinador coordenados pela
Coordenacao de Pesquisa Clinica/INCA e estd em concordancia com as Boas Praticas Clinicas, resclugac
465/12 e Instrugdes de Servico da prépria ARPC, As varidveis demograficas, clinicas e moleculares contidas
na eCRF estdo sendo selecionadas de acordo com os objetivos do protocolo, A tinica forma de identificagao
dos sujeitos de pesquisa na eCRF sera o numero dosujeito no protocolo, garantindo sua confidencialidade.
© Investigador principal sera responsavel pela incluso dos dados na eCRF, sua completude e precisdo. Os
dados inseridos nas eCRFs e possiveis corregbes serdo armazenadas no registro de auditoria do sistema
OpenClinica Enterprise®. Backups dos dadcs armazenados nas eCRFs serdo realizados diariamente pela
Divisgo de Informatica do INCA. Selegdo dos blocos: Apos a seleclio de pacientes, os blocos de CC serdo
cortados em laminas e serdo corados com hematoxilina e eosina para a revisdo patolégica. A revisdo
oatolégica Ird confirmar o diagnéstico {epidermoide ou adenccarcinoma), a quantidade de tecido disponivel
para a extracao de DNA e porcentagem de céncer no blaco. apenas areas com mais de 80% de cancer serd
utiizada para a extragao do DNA. Extragio de DNA: A extracdo do DNA sera feita em blacos de parafina
utilizando o KIT Nucleospin (Macherey-Nage), seguindo as orientagdes do fabricante. Ou alternativamente,
utilizando o kit o kit All Prep RNA/DNA/Protein mini da Qiagen Inc, seguindo as instrugdes dos fabricante.

Critério de Inclusdo:

1) Paciente acima de 18 anos

2) Diagnostico patolégico de CC do tipo epidermdide ou adenocarcinoma
3) Blocos de parafina disponiveis para coleta de material

4) Acompanhamento do curso da doenga no INCA
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Crtano de Exclusdo;

1! Paciente que apresenta outro tipo cancer concomitante ao CC

2! Paciente que ja participaram de pesquisa de colo de (tero com uso de drogas expenmentais para
wratamento.

Objetivo da Pesquisa:
Oostivo Primano:
Verficar a prevaléncia de pacientes com CC que apresentam mutagio no EGFR

Objetivo Secundario:

Verficar se esse grupo seleto que apresenta mutagao no EGFR ira evoluir com um menor tempo de vida
sem progressao da doenga e uma menor sobrevida,

Avazliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nenhum dos pacientes participante sofrerad risco. As informagdes apresentadas salvaguardando os
mteresses dos doadores do material, sua imagem e sua privacidade e que todas as informagées serdo
reqistradas de forma sigilosa em formulario padronizado, que abrange dados sobre o diagnostico, fatores
prognosticos, tratamento e desfecho clinico.

Beneficios:

Os panticipantes ndo gozarao de nenhum beneficio. O unico beneficic desse projeto é um maior
conhecimento sobre a mutagdo do EGFR no cancer do colo do (tero,
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante e exequivel nos mokies apresentados.

Mstodologia corretamente descrita e com condigdes de realizagio.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Todos em conformidade.

Recomendagdes:

Rever digitagao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nic se aplica.

Situacgdo do Parecer:

Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA), da acordo
com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/96, manifesta-se peia ndo aprovagdo do projeto de
pesquisa nos termos em que esta proposto.

RIO DE JANEIRO, 23 de Julho de 2013

Assinador por:
Carlos Henrique Debenedito Silva
(Coordenador)
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Justificativa da Auséncia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE)

Titulo do projeto: Investigagio do Padrio de Mutacio do EGFR em
Casos de Cancer Cervical Epiderméide e Adenocarcinoma

Nome do Investigador Principal: Michelle Marques Lessa Torres

A Resolugiio 196/96 ¢ explicita no que se refere ao TCLE, enfatizando que os
sujeitos da pesquisa devam ser resguardados nos seus direitos, quando submetidos a
qualquer tipo de procedimento que envolva sua participagdo.

Segundo a Resolugdo, “nos casos em que seja impossivel registrar o consentimento
livre ¢ esclarecido, tal fato deve ser devidamente documentado. com explicagdo das
causas da impossibilidade, ¢ parecer do Comité de Ftica em Pesquisa" (Res. CNS
196/96-1V.3.c),

Por esse motivo, viemos por meio deste documento Justificar por escrito a auséncia

do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido do projeto supracitado,

Por se¢ tratar de um estudo retrospectivo onde usaremos blocos de patologia ja
armazenados no INCA (no setor da anatomia patologia), sem a coleta de nenhum
material novo e com o objetivo de verificar a presenga ou auséncia de uma mutagio que
520 esia relacionada ao tratamento da doenca, os autores solicitam dispensa da
aplicagio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, garantindo sigilo das
mlormagdes coletadas assegurando desta forma a privacidade dos sujeitos quanto aos
dados confidenciais envolvidos na pesquisa, Da mesma forma, nenhuma das
miormagdes obtidas por meio da pesquisa, implicara no tratamento da paciente,

Os pesquisadores ¢ a sua chefia imediata (Dr. Carlos Gil Ferrreira) assumem a
responsabilidade pelas informagdes apresentadas salvaguardando os interesses dos
doadores do material, sua imagem ¢ sua privacidade e que todas as informagdes serdo

registradas de forma sigilosa em formulério padronizado, que abrange dados sobre o
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diagndstico, fatores prognosticos, tratamento e destecho clinico; também a chefia da
anatomia patologia, onde nos blocos estio armazenados, Dr. [vanir Martins, consente

com a sua utilizagio,

e — =
e s e facns

Pesquisador Responsavel (Michelle M. L. Torres) Data

4 S ot s
Chefe da Pesquisa Clinica+ g s Gil Ferreira) Data
L s s, e 2efow 201
Chefe da Anatomia Patologia ( Tvanir Martins) Data
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DADOS DA EMENDA

Thulo da Pesquisa: Investigagio do Padrio de Mutagdo do EGFR em Casos de Cancer Cervical
Epidermdide e Adenocarcinoma

Pesquisador: Michelle Marques Lessa Torres

Area Tematica:

Versdo: 10

CAAE: 17351013.8.0000.5274

Instituicao Proponente: Coordenaciio de Pesquisa Clinica e Incorporagéo Tecnoldgica
Patrocinador Principal: Coordenagao de Pesquisa Clinica e Incorporagao Tecnolégica

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.462.384

Apresentagdo do Projeto:
- Projeto de Pesquisa aprovado pelo Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de nimero 380.338, datado
de 10 de Setembro de 2013,

- A presente Emenda tem a seguinte JUSTIFICATIVA:

Investigagao do padrdo da expressao de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer do cole do Utero do INCA A
estratégia de combate ao cancer por meio da manipulagae da resposta do sistema imunolégico tem trazido
respostas promissoras. O primeiro uso terapéutico se deu pela imunolégica, em 2011 e apos esse Inicio,
terapias imunolégicas promissoras, visando moléculas de controle de imunidade, t&m levado a melhores
resultades de sobrevida em varios tipos de malignidade incluindo os canceres de pulm&o, melanoma e
cancer de bexiga (HERBST et al., 2014: POWLES et al., 2014) por atingirem curas clinicas completas e
duradouras (PENNOCK; CHOW, 2015: SHARMA; ALLISON, 2015). Tratamentos, como CTLA-4 e PD-1
expressa em células T ativadas, neutralizam a agao imunossupressora na célula cancerigena no
microambiente tumoral (HEEREN et al.. 20186). A excitagio em relagao as imunoterapias, tais como anti-
CTLA4 e anti-PD-1/PD-L1, foi decorrente de respostas clinicas faveraveis obtidas em doentes com diversos
1ipos avancados de cancer. Esse novo perfil de sobrevivéncia agora levanta questdes sobre como aumentar
© numero de pacientes que receberdo beneficio clinico a longo prazo e como predizer os pacientes que
responderdo positivamente (TENG, et al., 2015). Atualmente, o eixo PD-1/PD-L1 & alvo
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mmunoierapéulico em varios tipos de cancer, mas informagdes significativas da expresséo de PD-L1 e PD-1
no cancer cervical ainda estdo sendo estudadas. Em alus3o ao que ocorre em um grupo de pacientes com
melanoma e expressdo positiva de PD-L1, vislumbra-se, a possibilidade de tratamento personalizado
também para pacientes com CC diante de uma possivel expressao de PD-L1 e PD-1. Com isso, faz-se
mister 2 investigagio da expressao de PD-L1 e PD-1 nos casos de CC. Para a investigagdo da expressao
de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer de colo do ttero ja utilizados nesse projeto de pesquisa a técnica de
escolna é a imunchistoquimica no material ja disponivel.

- HEEREN, A. M. et al. Prognostic effect of different PD L1 expression pattemns in squamous cell carcinoma
and adenocarcinoma of the cervix. Modern pathology, Baltimore, v. 29, n. 7, p. 753-763, 2016.

- HENGST, L; REED, S. |. Inhibitors of the Cip/Kip family. Current Topics in Microbiolegy and Immunology,
Haidelberg, v. 227, p. 2541, 1998.

- POWLES, T. et al. MPDL3280A (anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer. Nature, London, v. 515, p. 558-562, 2014

- FENNOCK, G. K., CHOW, L. Q. The evolving role of immune checkpoint inhibitors in cancer treatment.
Oncologist, Dayton, v. 20, n. 7, p. 812-822, 2015.

- SHARMA, P; ALLISON, J. P. The future of immune checkpoint therapy. Science, New York, v. 348, p.
55-61, 2015 TENG, M. W. et al

- Classifying Cancers Based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Research, Baltimore, v. 75, n. 11, p.
2138-2145, 2015.

Objetivo da Pesquisa:

- A presente Emenda tem a sequinte JUSTIFICATIVA:

Investigagao do padrio da expressao de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer do colo do dtero do INCA A
esiratégia de combate ao cancer por meio da manipulagdo da resposta do sistema imunolégico tem trazido
respostas promissoras. O primeiro uso terap@utico se deu pela imunolégica, em 2011 e apés esse inicio,
teraplas imunoldgicas promissoras, visando moléculas de controle de imunidade, tém levado a melhores
resultados de sobrevida em vérios tipos de malignidade incluindo os canceres de pulmao, melanoma e
cancer de bexiga (HERBST et al,, 2014; POWLES et al , 2014) por atingirem curas clinicas completas e
duradouras (PENNOCK; CHOW, 2015; SHARMA; ALLISON, 2015). Tratamentos, como CTLA-4 e PD-1
sxpressa em celulas T ativadas, neutralizam a agio imunossupressora na célula cancerigena no
microambiente tumoral (HEEREN et al,, 2016). A excitagdo em relagdo as imunoterapias, tais como anti-
CTLA-4 e enti-PD-1/PD-L1,
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o fecorrente de respostas clinicas favordvels obtidas em doentes com diversos tipos avangados de cancer.
E=s= novo perfil de sobrevivéncia agora levanta questdes sobre como aumentar o nUmero de pacientes que
s=w=berdo beneficio clinico a longe prazo e como predizer os pacientes que responderdo positivamente
TENG, et al., 2015). Atualmente, o eixo PD-1/PD-L1 & alvo imunoterapéutico em varios tipos de cancer,
mas informagdes significativas da expressdo de PD-L1 e PD-1 no cancer cervical ainda est3o sendo
#siucadas. Em alusdo a0 que ocorre em um grupo de  pacientes com melanoma e expressdo positiva de PD
1 wislumbra-se, a possibilidade de tratamento personalizado também para pacientes com CC diante de
7= possivel expressdo de PD-L1 e PD-1. Com isso, faz-se mister a investigacéo da expressdo de PD-L1 e
#0-1 nos casos de CC, Para a investigagao da expressio de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer de colo do
<=r0 ja utilizados nesse projeto de pesquisa a técnica de escolha é a imunohistoguimica no material j&
aisponivel.

- HEEREN, A. M. et al. Prognostic effect of different PD L1 expression pattems in squamous cell carcinoma
=nd adenocarcinoma of the cervix. Modern pathology, Baltimore, v. 29, n. 7, p. 753-763, 2016.

- HENGST, L.; REED, S. |. Inhibitors of the Cip/Kip family. Current Topics in Microbiology and Immunology,
Hadelberg, v. 227, p. 2541, 1998.

- POWLES, T. et al. MPDL3280A (anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer. Nature, London, v. 515, p, 558-562, 2014.

- PENNOCK, G. K.; CHOW, L. Q. The evolving role of immune checkpoint inhibitors in cancer treatment.
Oncologist, Dayton, v. 20, n. 7, p. 812-822, 2015.

- SHARMA, P.; ALLISON, J. P. The future of immune checkpoint therapy. Science, New York, v. 348, p.
55-61 2015 TENG, M. W. et al.

- Classifying Cancers Based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Research, Baltimore, v. 75, n. 11, p.
21392145, 2015.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

- A presente Emenda tem a seguinte JUSTIFICATIVA:

Investigacdo do padrio da expressdo de PD-L1 e PD-1 nos casos de céncer do colo do utero do INCA A
estratégia de combate ao cancer por meio da manipulagao da resposta do sistema imunclégico tem trazido
respostas promissoras. O primeiro uso terapéutice se deu pela imunolégica, em 2011 e apos esse inicio,
terapias imunologicas promissoras, visando moléculas de controle de imunidade, tém levado a melhores
resultados de sobrevida em vérios tipos de malignidade incluindo os canceres de pulmao, melanoma e
cancer de bexiga (HERBST et al., 2014;
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SOWLES =t al, 2014) por atingirem curas clinicas completas e duradouras (PENNOCK; CHOW, 2015;
SHARMA. ALLISON, 2015). Tratamentos, como CTLA-4 e PD-1 expressa em células T ativadas,
meutralzam & agao imunossupressora na célula cancerigena no microambiente tumoral (HEEREN et al.,
2018 A excitagio em relagdo as imunoterapias, tais como anti-CTLA-4 e anti-PD-1/PD-L1, foi decorrente
== respostas clinicas faveraveis obtidas em doentes com diversos tipos avangados de cancer, Esse novo
el de sobrevivéncia agora levanta questdes sobre como aumentar o nimero de pacientes que receberdo
sensficio clinice a longo prazo e como predizer os pacientes que responder&o positivamente (TENG, et al,,
2015) Atualmente, o eixo PD-1/PD-L1 & alvo imunoterapéutico em varios tipos de cancer, mas informagdes
sgnFcativas da expressdo de PD-L1 e PD-1 no cancer cervical ainda estdo sendo estudadas. Em aluséo ao
Que ocorre em um grupo de  pacientes com melanoma e expressao positiva de PD-L1, vislumbra-se, a
possibilidade de tratamento personalizado também para pacientes com CC diante de uma possivel
expressio de PD-L1 e PD-1. Com isso, faz-se mister a investigagéo da expressao de PD-L1 e PD-1 nos
caso0s de CC. Para a investigagdo da expressao de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer de colo do utero ja
wtizacos nesse projeto de pesquisa & téenica de escolha é a imunohistoquimica no material ja disponivel,
- HEEREN. A. M. et al. Prognostic effect of different PD L1 expression patterns in squamous cell carcinoma
and adenocarcinoma of the cervix. Modern pathology, Battimore, v. 29, n. 7, p. 753-763, 2016.

- HENGST, L., REED, S. . Inhibitors of the Cip/Kip family. Current Topics in Micrebiology and Immunology,
Heidelberg, v. 227, p. 25-41, 1998.

- POWLES, T. et al. MPDL3280A {anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer. Nature, London, v. 515, p. 5568-562, 2014,

- PENNOCK, G. K.; CHOW, L. Q. The evolving role of immune checkpoint inhibitors in cancer treatment.
Oncologist, Dayton, v. 20, n, 7, p. 812-822, 2015,

- SHARMA, P,; ALLISON, J. P. The future of immune checkpoint therapy. Science, New York, v. 348, p.
56-61, 2015 TENG, M. W. et al.

- Classifying Cancers Based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Research, Baltimore, v, 75, n. 11, p.
2138-2145, 2015,

Somuacie oo Farecer 2.462.384

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

- A presente Emenda tem a seguinte JUSTIFICATIVA:

Investigacio do padrio da expressdo de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer do colo do (tero do INCA A
estralégia de combate ao cancer por meio da manipulagao da resposta do sistema
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munologico tem trazido respostas promissoras. O primeiro uso terapéutico se deu pela imunolégica, em
2011 e 2pds esse inicio, terapias imunolégicas promissoras, visando moléculas de controle de imunidade,
1em levade a melhores resultados de sobrevida em varios tipos de malignidade incluindo os canceres de
pulmao, melanoma e cancer de bexiga (HERBST et al., 2014, POWLES et al., 2014) per atingirem curas
clinicas completas e duradouras (PENNOCK; CHOW, 2015; SHARMA; ALLISON, 2015). Tratamentos, como
CTLA-4 e PD-1 expressa em células T ativadas, neutralizam a agdo imunossupressora na célula
cancerigena no microambiente tumoral (HEEREN et al,, 2016). A excitag@o em relagdo s imunoterapias,
t2is como anti-CTLA-4 e anti-PD-1/PD-L1, foi decorrente de respostas clinicas favoraveis obtidas em
doentes com diversos tipos avangados de cancer. Esse novo perfil de sobrevivéncia agora levanta questdes
sobre como aumentar o nimero de pacientes que receberdo beneficio clinico a longo prazo e como predizer
os paclentes que responderdo positivamente (TENG, et al., 2015). Atualmente, o eixo PD-1/PD-L1 é alvo
munoterapéutico em varios tipos de cancer, mas informagées significativas da expresséo de PD-L1 e PD-1
no céncer cervical ainda estdo sendo estudadas. Em aluséo ao que ocorre em um grupo de pacientes com
melanoma e expressao positiva de PD-L1, vislumbra-se, a possibilidade de tratamento personalizado
também para pacientes com CC diante de uma possivel expressio de PD-L1 e PD-1. Com isso, faz-se
mister a investigagdo da expressio de PD-L1 e PD-1 nos casos de CC. Para a investigagao da expresséao
de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer de colo do utero j& utilzados nesse projeto de pesquisa a técnica de
=scofha @ a imunohistoguimica no material ja disponivel

- HEEREN, A. M. et al. Prognostic effect of different PD L1 expression patterns in squamous cell carcinoma
and adenocarcinoma of the cervix. Modern pathology, Baltimore, v. 28, n. 7, p. 753-763, 2016.

- HENGST, L.; REED. S_ |. Inhibitors of the Cip/Kip family. Current Topics in Microbiology and Immunology.
Heidelberg, v. 227, p. 25-41, 1998.

- POWLES, T. et al. MPDL3280A (anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer. Nature, London, v, 515, p. 558-562, 2014.

- PENNOCK, G. K., CHOW, L. Q. The evolving role of inmune checkpoint inhibitors in cancer treatment.
Oncelogist, Dayton, v, 20, n, 7, p. 812-822, 2015.

- SHARMA, P.; ALLISON, J. P. The future of immune checkpoint therapy. Science, New York, v, 348, p.
56-61, 2015 TENG, M. W. et al

- Classifying Cancers Based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Research, Baltimore, v. 75, n. 11, p.
2138-2145, 2015.
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ConsideracOes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

- A& presente Emenda tem a seguinte JUSTIFICATIVA:

‘mwestigagio do padrdo da expressao de PD-L1 e PD-1 nos casos de cancer do colo do utero do INCA A
=siraisgia de combate ao cancer por meio da manipulagao da resposta do sistema imunolégico tem trazido
resposias promissoras. O primeiro uso terapéutico se deu pela imunolégica, em 2011 e apds esse inicio,
‘erapias imunoldgicas promissoras, visando moléculas de controle de imunidade, t&m levado a melhores
resuitados de sobrevida em varios tipos de malignidade incluinde os canceres de pulmdo, melanoma e
cancer de bexiga (HERBST et al., 2014, POWLES et al,, 2014) por atingirem curas clinicas completas e
curadouras (PENNOCK; CHOW, 2015; SHARMA; ALLISCON, 2015). Tratamentos, como CTLA-4 e PD-1
sxpressa em células T ativadas, neutralizam a acdo imunossupressora na célula cancerigena no
microambiente tumoral (HEEREN et al., 2016). A excitag&o em relacdo as imunoterapias, tais como anti-
CTLA4 e anti-PD-1/PD-L1, foi decorrente de respostas clinicas favoraveis obtidas em doentes com diversos
toos avangadoes de cancer, Esse novo perfil de sobrevivéncia agora levanta questdes sobre como aumentar
© numero de pacientes que receberéo beneficio clinico a longo prazo e como predizer os pacientes que
resgonderdo positivamente (TENG, et al., 2015). Atuaimente, o eixo PD-1/PD-L1 é alvo imunoterapéutico
= vanos tipos de cancer, mas informagdes significativas da expressao de PD-L1 e PD-1 no cancer cervical
=m0z estdo sendo estudadas. Em alus@o ao que ocorre em um grupo de pacientes com melanoma e
=xpressao positiva de PD-L1, vislumbra-se, a possibilidade de tratamento personalizedo também para
pacientes com CC diante de uma possivel expressao de PD-L1 e PD-1. Com isso, faz-se mister a
wvestigacio da expressdo de PD-L1 e PD-1 nos casos de CC, Para a investigaco da expressao de PD-L1
= #D-1 nos casos de céncer de colo do dtero ja utilizados nesse projeto de pesquisa a técnica de escolha é
2 munohistoquimica no material ja disponivel

- HEEREN, A. M. et al. Prognostic effect of different PD L1 expression patterns in squamous cell carcinoma
@nc sdenocarcinoma of the cervix. Modern pathology, Baltimore, v. 29, n. 7, p. 753-763, 2016.

- HENGST, L REED, 8. I. Inhibitors of the Cip/Kip family. Current Topics in Microbiology and Immunology,
Sedelberg, v. 227, p. 2541, 1998

- POWLES, T. et al. MPDL3280A (anti-PD-L1) treatment leads to clinical activity in metastatic bladder
cancer Nature, London, v. 515, p. 558-562, 2014.

- PENNOCK, G. K; CHOW. L. Q. The evolving role of immune checkpoint inhibitors in cancer treatment,
Oncologist, Dayton, v. 20, n. 7, p. 812-822, 2015
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- SHARMA, P.; ALLISON, J. P. The future of immune checkpoint therapy. Science, New York, v. 348, p.
56-61. 2015 TENG, M. W. et al.

- Classifying Cancers Based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Research, Baltimore, v. 75, n. 11, p.
2138-2145, 2015.

Recomendagoes:

Nzc se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

N2o se aplica.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS N° 466/2012 e na Norma Operacional CNS N° 001/2013
manifesta-se pela aprovagao da Emenda ao projeio de pesquisa proposto

Ressalto o{a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatorios semestrais a respeito do seu estudo,

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_904815| 08/01/2018 Aceito
do Projeto E7 pdf 20:57:18
Outros autorizagao das amestras de SP.pdf 16/05/2014 Aceito
12:04:35

Qutros ADENDO AO CEP - Luisa Villa.doc 17/03/2014 Acarto
09:086:40

Outros ADENDQ AO CEP - Técnicas de 24/0212014 Acaito
avaliacao da familia HER doc 09:10:01

QOutros Adendo ao CEP.doc 25/11/2013 Aceito
09:56:21

Qutros Emenda 1.doc 05/11/2013 Aceito
= - 13:34:02

Outros ADENDO RAS.doc 29/10/2013 Aceito
13:49:26

Outros Justificativa Auséncia TCLE pdf 21/06/2013 Aceito
15:59:02

Outros Formulario Submissao. paf 21/06/2013 Aceito
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