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RESUMO

Objetivos: Avaliar pacientes portadoras de cancer de colo uterino diagnosticadas e
tratadas numa instituicao de referéncia em oncologia e analisar as caracteristicas clinico-
patologicas, tratamentos realizados, desfechos de sobrevida, genotipo do HPV e status da
muta¢do em PI3K; relacionando o genoétipo do HPV e o status da mutagdo do PI3K com
as demais caracteristicas avaliadas nesta populacao.

Métodos: Estudo observacional de coorte, retrospectivo, que avaliou as pacientes tratadas
no periodo de 01 de janeiro de 2012 até 31 de dezembro de 2016. As pacientes foram
identificadas e foram resgatados os blocos de parafina para analise molecular. Os dados
clinicos e de sobrevida foram coletados, digitalizados e analisados.

Resultados: 58 pacientes foram incluidas nesta analise. A mediana de idade foi de 44
anos e 29,3% (n=17) das pacientes eram tabagistas. O subtipo histolégico predominante
foi carcinoma epidermoide (88%, n=51) e 64% (n=37%) estavam em performance status
(PS) 1. A maior parte das pacientes encontrava-se em EC avancgados, 29,3% (n=17) em
EC Il e 48,3% (n=28) em EC IV, respectivamente. Com uma mediana de seguimento de
22,8 meses, a sobrevida livre de progressdo em 1 ano e 3 anos foi de 66% e 44,8%,
respectivamente. A sobrevida global em 1 ano e 3 anos foi de 79,2% e 63,4%,
respectivamente. 40 (69%) apresentaram positividade para HPV16/HPV18 e ndo foi
observado relacdo estatistica significativa associando o genétipo de HPV as
caracteristicas clinico-patoldgicas da populacéo e a sobrevida global, HPV 16 (p=0,550)
e HPV 18 (p=0,594), respectivamente. Dos 58 casos analisados, 17 (29,3%) apresentaram
mutacdo em PI3K, sendo a mais frequente p.E545K (éxon 9), encontrada em 12 (20,7%)
pacientes.  N&o foi observado relacdo estatistica significativa associando a presenca de
mutacdo em PI3K as caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes e a sobrevida global
(p=0,487).

Conclusio: A populagéo de pacientes portadoras de cancer cervical apresentou um perfil
de doenca diagnosticada em fases mais avancadas (EC 11l e IVA) e com caracteristicas
clinicas agressivas. A prevaléncia de mutacdo em PI3K e dos genotipos de HPV 16 e 18
foi de 29,3% e 69%, respectivamente. Ndo foi identificada significancia estatistica
quando se analisou a presenca de mutacdo em PI3K e/ou genoétipo de HPV com as
caracteristicas clinico-patoldgicas e desfechos de sobrevida global das pacientes.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate cervical cancer patients diagnosed and treated at an oncology
reference institution and to analyze clinical and pathological features, survival outcomes,
HPV genotype and PI3K mutation status; relating to HPV genotype and PI3K mutation
status with other characteristics in this population.

Methods A retrospective observational cohort study evaluating patients treated from
January 1st 2012 until December 31th 2016. Patients were identified and paraffin blocks
were rescued to molecular analysis. Clinical and survival data were collected and
analyzed.

Results: 58 patients were included in this study. The median age was 44 years; 29.3% of
the patients were smokers. The predominant histological subtype was squamous cell
carcinoma (88%) and 64% of the patients were on PS1. Most patients were in advanced
clinical stages, 29.3% in CS 1l and 48.3% in CS 1V, respectively. The median follow-up
was 22.8 months, 1-year and 3-year estimated progression-free survival was 66% and
44.8%, respectively. The 1-year and 3-year estimated overall survival was 79.2% and
63.4%, respectively. 40 (69%) patients showed HPV16 / HPV18 positivity and there was
no statistically significant relationship between HPV status and the clinical-pathological
population features and overall survival outcome, HPV 16 (p = 0.550) and HPV 18 (p =
0.594), respectively. Of the 58 cases analyzed, 17 (29.3%) presented PI3K mutation,
being more frequent p.E545K (exon 9), found in 12 (20.7%) patients. There was no
statistical relationship associated PI3K mutation with clinical-pathological characteristics
and overall survival outcome (p = 0.477).

Conclusion: The cervical cancer patient population presented a disease profile diagnosed
at more advanced stages (CS Il and IVA) and aggressive clinical characteristics. PI3K
mutations and HPV genotype 16/18 prevalence was 29.3% and 69%, respectively. No
statistical significance was identified between PI3K mutations and HPV genotype 16/18

with clinical-pathological features and survival outcomes.
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SIGLAS E ABREVIATURAS

AJCC - Do inglés American Joint Committee on Cancer

AKT - Do inglés Protein Kinase B

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

COEDI - Conselho Cientifico e Editorial do Hospital Geral
DNA - Acido Desoxirribonucleico

EBV — Epstein-Barr virus

EC — Estagio clinico

EGFR - Do inglés Epidermal Growth Factor Receptor

FDA — Do inglés Food and Drug Administration

FEBRASGO — Federacéo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia
FGFR — Do inglés Fibroblast Growth Factor Receptor

FIGO - Do inglés International Federation of Gynecology and Obstetrics
HER2 — Do inglés Human Epidermal growth factor Receptor-type 2
HIV — Do inglés Human Immunodeficiency Virus

HPV — Do inglés Human papiloma virus

IGF-1R — Do inglés Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
INCA — Instituto Nacional do Cancer

Kb - Quilobyte

KRAS — Do inglés Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LCR — Do inglés large control region

MMACL1 — Do inglés Mutaded in Multiple Advanced Cancer 1
mTOR - Do inglés Mammalian Target of Rampamycin

NIC 1 — Neoplasia intra-epitelial cervical |

NIC 2 — Neoplasia intra-epitelial cervical Il

NIC 3 — Neoplasia intra-epitelial cervical 1ll

NIP - neoplasia intraepitelial peniana

NIV- intra-epitelial vulvar

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

ORF - Do inglés open reading frame

PCR - Do inglés Polimerase Chain Reaction

PET-CT — Tomografia computarizada por emissao de positrons
PI3K - Fosfotidilinositol 3-quinase

PIP2 — Do inglés Phosphatidylinositol-4,4-biphosphate

PIP3 — Do inglés phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate

PKA — Do inglés Protein kinase A

PKB — Do inglés Protein kinase B

PKC - Do inglés Protein kinase C

PTEN - Do inglés Phosphatase and Tensin homolog

Rb — Retinoblastoma

RM — Ressonéncia magnética

RNA — Acido Ribonucleico

SPSS - Do inglés Statistical Package for the Social Sciences Software Package
TC — Tomografia computadorizada

TCGA — Do inglés The Cancer Genome Atlas

TEP1 — Do inglés Telomerase Protein Component 1

TP53 - Do inglés Tumor protein p53

VEGF - Do inglés Vascular Endothelial Growth Factor

VLPs — Do inglés Virus like particulas

WHO - Do inglés World Health Organization
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1. INTRODUCAO

O céancer de colo uterino apresenta-se com elevada incidéncia e mortalidade e tem
se tornado relevante problema de salde publica, principalmente nos paises em
desenvolvimento, em que é responsavel pela terceira causa de morte por cancer entre as
mulheres (WHO, 2018). O cancer cervical foi responsavel por aproximadamente 560 mil
novos casos de cancer no mundo em 2018 e 266 mil mortes em mulheres em 2012, sendo
90% destes 6bitos oriundos de paises em desenvolvimento (WHO, 2018; Torre et al.
2012; INCA, 2019). Em 2015, estimou-se 74.488 novos casos na América Latina e
31.303 mulheres morreram desta doenca (WHO, 2018). No Brasil, é a segunda neoplasia
ginecoldgica mais incidente na mulher, sendo a mortalidade bastante expressiva (INCA,
2019).

E indiscutivel a associa¢do do papilomavirus humano (HPV) com o carcinoma
cervical (Brinton et al., 2002; Bruni et al., 2010; Ghittoni et al., 2015; Boda et al., 2018).
Sabe-se que os subtipos de HPV estao diretamente associados ao cancer cervical (Brinton
et al., 2002; Ghittoni et al., 2015), porém os dados apresentados na literatura referente a
incidéncia dos subtipos de HPV ainda séo escassos nas heterogéneas populacbes de
pacientes e diferentes regides (Bruni et al., 2010; Ghittoni et al., 2015, Boda et al., 2018).
Outro ponto de discussao e de dados conflitantes é se os diferentes genotipos de HPV tém
implicacéo na apresentac&o clinica, bem como nas resposta aos tratamentos, desfechos de
sobrevida das pacientes e ligagcdo com outras vias de sinalizacdo. Sabe-se que as pacientes
infectadas pelo HPV podem ou ndo desenvolver a neoplasia e existe uma lacuna no
conhecimento a ser preenchida para a compreensdo deste processo, visto que algumas
pacientes com o mesmo subtipo de cancer e mesmo geno6tipo de HPV relacionado possui
desfecho clinico distinto a despeito do tratamento ideal realizado.

Estudos recentes tém demonstrado que mutacdes somaticas podem estar
diretamente relacionadas a patogénese do cancer cervical. A via de sinalizacdo da
fosfotidilinositol 3-quinase (P13K), via PI3K/AKT/mTOR, esta frequentemente alterada
em diversas neoplasias malignas (Karakas et al., 2006; Samuels and Waldman, 2010;
Ojesina et al., 2014) , estando intimamente relacionada com metastatiza¢éo, angiogénese,
progressdo do ciclo celular, crescimento tumoral e resisténcia aos tratamentos
(Goncalves et al., 2018; Karakas et al., 2006; Samuels and Waldman, 2010, Ojesina et
al., 2014). Essa via de sinalizacéo € crucial em muitos aspectos de crescimento celular e

sobrevida, tanto em condic¢6es fisiologicas como patologicas, e vem ganhando atengédo
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especial nos estudos clinicos na carcinogénese das neoplasias. Em cancer de colo uterino,
recentemente as mutagdes somaticas comegaram a ser mais estudadas, tratando-se de uma
abordagem que merece ser melhor analisada. A mutacdo em PI3K é reportada como a
mais frequente alteracdo genética em cancer cervical, seguida por KRAS, EGFR e perda
do PTEN (Goncalves et al., 2018; Ojesina et al., 2014).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma coorte de pacientes portadoras de cancer
de colo uterino diagnosticadas e tratadas numa instituicdo de referéncia em oncologia e
analisar as caracteristicas clinico-patoldgicas, tratamentos realizados, desfechos de
sobrevida, gen6tipo do HPV e status da mutacdo em PI3K e relacionar o genotipo do HPV
e o status da mutacdo do PI3K com as demais caracteristicas avaliadas nesta populagéo

estudada.

3. REVISAO BIBIOGRAFICA

3.1 Epidemiologia do cancer de colo uterino

O cancer de colo de utero apresenta-se como uma neoplasia prevalente e incidente
no mundo, ocupando local de destaque entre as doencgas oncoldgicas no sexo feminino
(WHO, 2018). Globalmente, no ano de 2018, o carcinoma de colo uterino apresentou
incidéncia de 560 mil casos novos em todo o mundo. Dentre todos os 6bitos, 90%
ocorreram em paises em desenvolvimento, onde as condi¢cGes de deteccdo precoce e
rastreamento, muitas vezes, sdo escassas ou inexistem (WHO, 2018).

No Brasil, estimou-se a ocorréncia de 16.370 novos casos em 2018, com aumento
de 780 casos desde 2014 (INCA, 2019). Representa a terceira localizagdo primaria de
incidéncia e de mortalidade por cancer em mulheres no pais, excluindo-se tumores de
pele ndo melanoma (Figura 1) (INCA, 2019). Em 2016, ocorreram 5.847 @bitos por esta
neoplasia, representando uma taxa de mortalidade ajustada para a populagcdo mundial de

4,70 dbitos para cada 100 mil mulheres.
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Cavidade Cral 11.200 5,2% | Glindula Tireoide 8.040 4,0%
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Bexiga 6.690 3,1% \ Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% ) Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2.8% | Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% v Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes no Brasil estimados para
2018, por sexo, exceto pele ndo melanoma: fonte: INCA 2019.

As taxas de incidéncia estimada e de mortalidade no Brasil apresentam valores
intermediarios em relacdo aos paises em desenvolvimento, porém sdo elevadas quando
comparadas as de paises desenvolvidos com programas de deteccdo precoce bem
estruturados. Paises europeus, Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia apresentam as
menores taxas, enquanto paises da América Latina e, sobretudo, de regiGes mais pobres
da Africa, apresentam valores bastante elevados (WHO, 2018). Segundo o Globocan
(documento que apresenta dados estatisticos referentes a 36 tipos de cancer em 185
paises, divididos em 20 regides mundiais) cerca de 85% dos casos de cancer do colo do
Utero ocorrem nos paises menos desenvolvidos e a mortalidade por este cancer varia em
até 18 vezes entre as diferentes regides do mundo, com taxas de menos de 2 por 100.000
mulheres, na Asia Ocidental e de 27,6 na Africa Oriental (WHO, 2018).

Na analise regional, o cancer do colo do Gtero se destaca como o primeiro mais
incidente na regido Norte do Brasil, com 23,97 casos por 100.000 mulheres (INCA,
2019). Nas regides Centro-Oeste e Nordeste, ele ocupa a segunda posic¢do, com taxas de
20,72/100 mil e 19,49/100 mil, respectivamente, e é o terceiro mais incidente na regido
Sudeste (11,3/100 mil) e quarto na Sul (15,17/100 mil) (INCA, 2019).
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Figura 2. Taxa de mortalidade ajustada pela populacdo mundial por cancer do colo do Utero. Regides.
Brasil, 1980 a 2016.

Quanto a mortalidade, é também na regido Norte que se evidenciam as maiores
taxas do pais, sendo a Unica com nitida tendéncia temporal de crescimento (INCA, 2019)
(Figura 2). Em 2016, a taxa padronizada pela popula¢do mundial foi de 11,07 mortes por
100.000 mulheres, representando a primeira causa de ébito por cancer feminino nesta
regido. Nas regides Nordeste e Centro-Oeste, onde este cancer representou a terceira
causa, as taxas de mortalidade foram de 5,71/100 mil e 5,55/100 mil (INCA, 2019). As
regidbes Sul e Sudeste tiveram as menores taxas (4,64/100 mil e 3,29/100 mil)
representando a sexta colocacdo entre os 6bitos por cancer em mulheres (INCA, 2019).

O cancer do colo do Utero € raro em mulheres até 30 anos e o pico de sua incidéncia
se da na faixa etaria de 45 a 50 anos. A mortalidade aumenta progressivamente a partir
da quarta década de vida, com expressivas diferencas regionais, conforme apresentado na
Figura 3 (INCA, 2019).
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Figura 3. Taxas brutas de mortalidade por cancer do colo do Utero segundo grupo etario. Brasil e

regides, 2016.

3.2. Caracteristicas anatomopatol6gicas

3.2.1 Lesbes pré-cancerosas

O carcinoma invasivo é precedido por neoplasia intraepitelial cervical escamosa
(NIC) ou adenocarcinoma in situ e pode evoluir para invasdo, num processo geralmente
lento. As lesBes pré-cancerosas mais frequentes sdo relacionadas a células escamosas, as
NIC, que sdo graduadas de acordo com a proporc¢do de epitélio anormal. A NIC1 é uma
lesdo induzida por HPV e é considerada lesdo de baixo grau com alto indice de regressao
espontanea (Boda et al., 2018; Saslow et al., 2012; Kumar et al., 2007). Em geral,
mulheres com NIC1 ndo precisam ser tratadas. A NIC2 é considerada uma lesdo de alto
grau, porém apresenta remissdo espontanea em cerca de 40% dos casos. Ja a NIC3 tem
as maiores probabilidades de evolugdo para cancer e essas lesdes sdo universalmente
tratadas. Cerca de 30% a 70% das mulheres com NIC3 ou adenocarcinoma in situ ndo
tratadas podem progredir para carcinoma invasor num periodo de até 20 anos (Saslow et
al., 2012, Kumar et al., 2007). Menos de 10% dos casos podem evoluir de NIC3 ou
adenocarcinoma in situ para invasor em um ano ou menos. Ao invadir o estroma, 0
carcinoma manifesta-se como Ulcera, lesdo exofitica ou infiltracdo profunda em tecidos
adjacentes (Boda et al., 2018; Saslow et al., 2012; Kumar et al., 2007).

17



3.2.2 Carcinoma epidermoide

O carcinoma espinocelular representa 85 a 90% dos carcinomas invasivos do colo
uterino, seguido na frequéncia por adenocarcinoma, adenoescamoso e mais raramente, o
sarcoma (Kumar et al., 2007). A quase totalidade dos carcinomas tem sua origem na
juncéo escamocolunar e pode envolver células do epitélio escamoso, glandular ou de
ambos (Kumar et al., 2007). A maioria dos carcinomas do colo do Gtero sdo carcinomas
epidermoides do tipo usual, relacionados a infec¢do pelo HPV (Kumar et al., 2007).
Baseando-se na extensdo da diferenciacdo escamosa, estas neoplasias podem ser classi-
ficadas em bem diferenciadas, moderamente diferenciadas e pouco diferenciadas. Em sua
apresentacdo usual, podem ser ceratinizantes ou ndo ceratinizantes, apresentando ninhos
ou lencdis de células escamosas poligonais (Kumar et al., 2007). O pleomorfismo nuclear
e as figuras de mitose sdo, de um modo geral, mais evidentes nos tumores de alto grau
histoldgico. As variantes histoldgicas do carcinoma epidermoide cervical sdo:

e Basaloide: sdo tumores raros, agressivos, caracterizados por extensas ilhas
solidas de células neoplasicas imaturas (Grayson and Cooper, 2012);

e \errucoso: esta variante, bem mais comum na regido vulvar, apresenta-se
como uma neoplasia bem diferenciada, de arquitetura pilifera e abundante
ceratinizacdo, com padrdo de crescimento expansivo ao invés de
infiltrativo. Apresentam uma tendéncia a recorréncia tumoral ap0s excisao
cirurgica, mas ndo costumam exibir metastases (Degefu et al., 1986);

e Papilifero: Costumam ocorrer em mulheres no final da fase reprodutiva ou
na pos-menopausa, sendo observadas grandes massas exofiticas com
excrescéncias papiliferas (Mirhashemi et al., 2003);

e Linfoepitelioma-simile: trata-se de uma variante rara, semelhante a lesdo
de mesmo nome da rinofaringe. E composta por ninhos de células
escamosas pouco diferenciadas, de permeio a exuberante infiltrado
inflamatdrio linfocitario. O prognostico parece ser melhor do que o
carcinoma epidermoide usual. E comum a associagdo com o Virus
Epstein-Barr (EBV) (Chao et al., 2009).

3.2.3 Adenocarcinoma
Os adenocarcinomas séo infreqiientes, sendo o mais comum o adenocarcinoma

endocervical usual que é responsavel por 90% das lesdes deste subgrupo. No entanto,
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tem se observado em recentes estudos uma incidéncia crescente no adenocarcinoma,
principalmente em mulheres jovens e em paises desenvolvidos. A justificativa para este
acréscimo deve-se provavelmente a maior sensibilizacdo das mulheres a programas de
rastreio e a adaptacdes da classificacdo citologica de Bethesda, as quais tornaram clara a
categoria das alteracdes glandulares do colo uterino (Kumar et al., 2007; Diaz et al., 2013;
Fujiwara et al., 2014).

3.3. Fatores de Risco

3.3.1 O Papilomavirus Humano (HPV)

A causa do cancer cervical esta relacionada diretamente com a infec¢do do HPV,
que é responsavel por 99,7% dos casos de cancer de colo uterino (Brinton et al, 2002;
Bruni et al., 2010; Ghittoni et al., 2015; Boda et al., 2018). A transmissdo do virus se da
por contato direto com a pele ou mucosa infectada. A principal forma é pela via sexual,
que inclui contato oral-genital, genital-genital ou mesmo manual-genital. Assim sendo, 0
contagio com o HPV pode ocorrer mesmo na auséncia de penetragdo vaginal ou anal. A
transmisséo do virus da mée para o bebé durante o parto é rara, mas pode ocorrer (Boda
etal., 2018).

O virion do papilomavirus humano é um virus DNA, da Familia do
Papillomaviridae, ndo envelopado, com 72 capsémeros. Possui capsideo com 55nm de
didametro e apresenta-se de forma icosaédrica. Seu genoma é circular, composto por dupla
fita de DNA com comprimento de 7.900 Kb e massa de 5.000 KDa. Contem nove janelas
de leitura (open reading frame — ORF), nas quais se posicionam tanto os genes de leitura
precoce (early) E1, E2, E4, E5, E6 e E7, quanto aqueles de leitura tardia (late), L1 e L2.
H& também uma regido ndo codificadora (large control region — LCR) que controla os
demais genes. Cada um dos genes virais atua transcrevendo proteinas de funcgdes
diferentes, conforme Tabela 1 (Zur Hausen, 2002; Garland et al., 2007; Faridi et al., 2011;
Ghittoni et al., 2015, Boda et al., 2018).

O HPV-DNA também foi encontrado em abortos, anormalidades genéticas fetais
e parto prematuro. A frequéncia de transmissdo vertical do HPV é baixa (2,8%). A
principal complicacdo de transmisséo vertical é a papilomatose juvenil, uma neoplasia
rara e benigna da laringe que provoca rouquiddo e desconforto respiratdrio em criangas,
associada aos HPVs subtipos 6 e 11 (Arena et al., 2002; Boda et al., 2018). A incidéncia
é de 4 por 100 mil criancas, sendo que 7 de cada 1.000 recém nascidos de mulheres com

condiloma genital irdo desenvolvé-la na infancia. A condilomatose vaginal na gestante
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aumenta o risco de papilomatose juvenil, porém esta condicdo néo justifica a indicacédo
de cesarea, visto que a infeccdo pode ser transmitida durante a gravidez e a cesarea ndo
tem efeito protetor (Arena et al., 2002; Boda et al., 2018).

Existem por volta de 200 subtipos de HPV conhecidos; destes, 40 parecem ser
oncogeénicos. Os subtipos 16 e 18 sdo responsaveis por mais de 70% de todos os canceres
cervicais, porém os subtipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 também
s&o gendtipos de alto risco implicados no desenvolvimento da neoplasia e parece que 0s
subtipos 31, 33, 45, 52 e 58 sdo responsaveis por 19% dos casos de cancer cervical (Faridi
et al., 2011; Parkin and Brey, 2006; Li et al., 2011; Boda et al., 2018). Contudo, muitas
das infec¢Bes causadas pelo HPV séo transitorias e 0 virus sozinho ndo é capaz de causar
neoplasia, apresentando regressao espontanea entre seis meses a dois anos apo6s a
exposicao (Faridi et al., 2011; Parkin and Brey, 2006).

A infeccdo pelo HPV é muito comum. Estima-se que cerca de 80% das mulheres
sexualmente ativas irdo adquiri-la ao longo de suas vidas (Faridi et al., 2011; Parkin and
Brey, 2006; Li et al., 2011; Boda et al., 2018). Aproximadamente 291 milhdes de
mulheres no mundo sdo portadoras do HPV, sendo que 32% estdo infectadas pelos
subtipos 16, 18 ou ambos (Boda et al., 2018). Comparando-se esse dado com a incidéncia
anual de aproximadamente 500 mil casos de cancer de colo do utero, conclui-se que o
cancer é um desfecho raro, mesmo na presenca da infeccao pelo HPV. Ou seja, a infec¢do
pelo HPV € um fator necessario, mas ndo suficiente, para o desenvolvimento do cancer
cervical uterino e temos lacunas no conhecimento da carcinogénese dessa neoplasia.

Em relacdo a incidéncia da infec¢do, no pequeno nimero de casos nos quais a
infeccdo persiste e, especialmente, é causada por um subtipo viral oncogénico, pode
ocorrer o desenvolvimento de lesdes precursoras (Faridi et al., 2011; Parkin and Brey,
2006), cuja identificacdo e tratamento adequado possibilita a prevencdo da progressao
para o cancer cervical invasivo. Poréem, quando a infeccao persiste, sdo necessarias fases
de transformacéo até o surgimento da doenca maligna; o tempo entre o primeiro contato
e o desenvolvimento de lesdo neoplasica varia de 10 a 15 anos, caracterizando-0 como
uma patologia potencialmente evitavel e curavel (Faridi et al., 2011; Parkin and Brey,
2006).
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Tabela 1. Descrigéo das fungdes especificas de cada gene do HPV .

Gene Funcédo do gene viral

El Atua na replicagdo epissomal do virus

E2 Regula negativamente as fungdes das proteinas E6 e E7
E4 Produz a proteina secundaria do capsideo viral

E5 Induz a proliferacdo da célula infectada pelo virus

E6 Afeta diretamente a proteina p53 da célula hospedeira via ubiquitina e
mantém o comprimento da telomerase acima do seu ponto critico, protegendo
a célula contra a apoptose.

E7 Inativa a proteina pRB da célula hospedeira, impedindo o bloqueio do ciclo
célula

L1 Sintetiza a proteina principal do capsideo viral.
L2 Expressa a proteina secundaria do capsideo viral

Fonte: Garland et al., 2007; Faridi et al., 2011.

3.3.2 Outros fatores de risco

Alguns fatores como alta paridade, tabagismo, imunossupresséo e idade precoce
ao inicio da atividade sexual sdo fatores de risco independentes para progressao para o
cancer cervical. A exposicao intradtero ao dietilestilbestrol (DES) € um fator de risco para
adenocarcinoma de colo e vagina, ndo associados ao HPV (FEBRASGO, 2018).

O tabagismo foi associado como fator de risco independente da atividade sexual
para cancer de colo uterino em alguns estudos. A literatura sugere que o tempo de
exposicao ao tabaco propicia alteracbes no epitélio e no muco endocervical que causa

danos no DNA celular, propiciando e facilitando a carcinogénese (Simons et al., 1993).

3.4 Prevencao primaria do cancer de colo uterino
Observando os picos de prevaléncia do HPV por idade (25% em mulheres com
menos de 25 anos) podemos inferir que a infeccdo € predominantemente transmitida

através da via sexual apés o inicio da vida sexual (Boda et al., 2018) Assim, a vacinagédo

21



profilatica contra o HPV como uma estratégia preventiva deve primar as mulheres antes
do inicio da vida sexual e é a principal forma de prevencdo do cancer de colo uterino
(Collins et al., 2006; Haghshenas et al., 2017; Palmer et al., 2019). Atualmente, trés
vacinas profilaticas contra HPV estdo disponiveis no mundo para uso em mulheres e
homens a partir dos 9 anos de idade: a vacina bivalente visando HPV16 e HPV18; uma
vacina quadrivalente visando HPV6 e HPV11, além de HPV16 e HPV18; e uma vacina
nonavalente visando os tipos de HPV 31, 33, 45, 52 e 58, além de HPV 6, 11, 16 e 18. As
duas Ultimas vacinas tém como alvo as verrugas anogenitais causadas pelo HPV 6 e 11,
além das lesGes malignas e pré-malignas acima mencionadas. Todas as vacinas sdo
recombinantes compostas de particulas semelhantes a virus (VLPS) e ndo sdo infecciosas,
uma vez que ndo conttm DNA viral (WHO, 2017). No Brasil, até o0 momento estéo
disponiveis as vacinas bivalente e a quadrivalente. Para meninas e meninos com idade
entre 9 e 14 anos, um esquema de duas doses (0 e 5-13 meses) é recomendado. Se a
segunda dose de vacina for administrada antes de 5 meses ap6s a primeira dose, um terco
da dose é recomendada. Para aqueles com 15 anos ou mais, e para pacientes
imunocomprometidos, independentemente da idade, a recomendacdo é de trés doses (0,
1 e 6 meses) (INCA, 2019).

Trés grandes estudos randomizados de fase Il (FUTURE I, FUTURE 1l e
PATRICIA) avaliaram que a vacina profilatica tem alta eficacia reduzindo as lesdes
cervicais de alto risco (Garland et al., 2007; Future Il, 2007; Paavonen et al. 2007;
Paavonen et al. 2009). A vacina proporciona elevada protecdo contra NIC 3, lesdo
reconhecidamente precursora do cancer cervical invasivo. Paavonen e co-autores (2007)
demonstraram que o risco de cancer invasivo em mulheres com NIC 3 néo tratada foi 50
a 100 vezes maior do que o risco das mulheres tratadas e que a protecdo da vacina se
mostrou eficaz em até nove anos apos a vacinagdo. Recente meta-anélise que analisou
7213 pacientes demonstrou eficacia estimada das vacinas contra NIC1, NIC2 e NIC3 de
95% (88-98), 97% (85-99) e 95% (78-99), respectivamente; evidenciando que as vacinas
tem um papel de protecéo na prevengéo dos HPV 6, 11, 16 e 18 (Haghshenas et al., 2017).

Recentemente um estudo de analise retrospectiva, realizado na Escocia, com
140.000 mulheres nascidas de janeiro de 1988 a junho de 1996 que foram vacinadas
com a vacina bivalente, demonstrou reducgéo de lesdo pré-cancerosa de alto grau em 89%
dos casos, quando comparados a mulheres da mesma faixa etaria ndo vacinadas. Este
grande impacto na reducdo das lesbes pré-cancerosas corrobora a importancia da adocao

da vacinacdo em massa dos adolescentes globalmente e a necessidade de aumentar as
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campanhas pro-vacinacdo contra 0 HPV (Palmer et al, 2019). O impacto da vacinagédo
contra 0 HPV na Austrélia atualizado recentemente, também nos mostra um declinio
substancial para lesdes associadas ao HPV de alto grau. De um total estimado de 1.544
canceres associados ao HPV em 2012, 1.242 casos teriam sido evitaveis pela vacina
quadrivalente, demonstrando assim o grande impacto da vacinacdo na populagédo
australiana. Os autores ainda estimam que a troca da vacina quadrivalente pela

nonavalente ainda possa afetar mais estas taxas no futuro (Patel et al, 2018).

3.5 Prevencdo secundaria do cancer de colo uterino

Tanto a incidéncia como a mortalidade por cancer do colo do Gtero podem ser
reduzidas com programas organizados de rastreamento. Uma expressiva redugdo na
morbimortalidade pela doenca foi alcancada nos paises desenvolvidos apds a implantacao
de programas de rastreamento de base populacional a partir de 1950 e 1960 (WHO, 2018).

O rastreamento do cancer do colo do Utero se baseia na histdria natural da doenga
e no reconhecimento de que o cancer invasivo evolui a partir de lesdes precursoras (lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau e adenocarcinoma in situ), que podem ser detectadas
e tratadas adequadamente, impedindo a progressdo para o cancer (Boda et al, 2018).

O método principal e mais amplamente utilizado para rastreamento do cancer do
colo do utero é o teste de Papanicolau (exame citopatolégico do colo do Utero). Segundo
a OMS, com uma cobertura da populacdo-alvo de, no minimo, 80% e a garantia de
diagnostico e tratamento adequados dos casos alterados, é possivel reduzir, em média, de
60 a 90% a incidéncia do cancer cervical invasivo. A experiéncia de alguns paises
desenvolvidos mostra que a incidéncia do cancer do colo do Gtero foi reduzida em torno
de 80%, onde o rastreamento citolégico foi implantado com qualidade, cobertura,
tratamento e seguimento das mulheres (Saslow et al. 2012).

No Brasil, a estratégia de rastreamento preconizada é que as mulheres dos 25 aos
64 anos facam o exame preventivo cada trés anos, ap6s dois exames com intervalo de um
ano com resultado normal. A priorizacdo desta faixa etaria como a populacdo-alvo do
Programa justifica-se por ser a de maior ocorréncia das lesdes de alto grau, passiveis de
serem tratadas efetivamente para ndo evoluirem para o cancer. Segundo a OMS, a
incidéncia deste cancer aumenta nas mulheres entre 30 e 39 anos de idade e atinge seu
pico na quinta e sexta décadas de vida. Antes dos 25 anos prevalecem as infeccGes por
HPV e as lesdes de baixo grau, que regredirdo espontaneamente na maioria dos casos e,

portanto, podem ser apenas acompanhadas conforme recomendacdes clinicas. Apos 0s 65
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anos, por outro lado, se a mulher tiver feito os exames preventivos regularmente, com
resultados normais, o risco de desenvolvimento do cancer cervical € reduzido dada a sua
lenta evolugdo (WHO, 2018; Boda et al., 2018).

A repeticdo em um ano ap0s o primeiro teste tem como objetivo reduzir a
possibilidade de um resultado falso-negativo na primeira rodada do rastreamento e a
periodicidade de trés anos tem como base a recomendacgdo da OMS e das diretrizes da
maioria dos paises com programa de rastreamento organizado (INCA 2019; WHO, 2002;
WHO, 2007; Boda et al., 2018).

O rastreamento de mulheres portadoras do virus HIV ou imunodeprimidas
constitui uma situacdo especial, pois, em funcdo da defesa imunoldgica reduzida e,
consequentemente, da maior vulnerabilidade para as lesdes precursoras do cancer do colo
do utero, o exame deve ser realizado logo apos inicio da atividade sexual, seguido por
dois exames consecutivos semestrais e se normais, passam para periodicidade anual
(WHO,2018; INCA, 2019).

3.6 Fatores prognosticos e historia natural da doenca

O principal fator prognostico em mulheres com cancer de colo do Utero € o estadio
ao diagnostico. Quando se comparou doenca estadio 1A com estadio IVA, a proporgéo de
metastases a distancia ap6s o tratamento foi de 3% no estadio 1A para 75% nos estadios
IVA. Em mulheres com tumores clinicamente restritos ao colo do uUtero, a invasao
angiolinfatica, o volume tumoral e a invasao estromal foram os fatores mais associados
com invasdo linfonodal e sobrevida livre de doenca. Em mulheres diagnosticadas em
estadios Il a 1V, as variaveis associadas a pior prognostico foram o estadio mais avancado,
a invasao linfonodal, pélvica ou para adrtica, 0 maior volume tumoral, a idade avancada
e a performance status debilitado. O valor prognoéstico da invasdo linfonodal para-adrtica
é essencialmente observado em mulheres com linfonodos pélvicos negativos.

Ainda € controverso, mas muitos estudos apontam que o adenocarcinomas do
colo do utero tém um pior prognostico. Embora nenhum dado seja significativo, o padrdo
de disseminagdo dos adenocarcinomas parece diferir dos carcinomas escamosos: 0S
carcinomas escamosos parecem ter uma disseminagdo eminentemente linfética, enquanto
os adenocarcinomas parecem ter uma disseminacdo hematoldgica mais frequente. Ha
maior propor¢cdo de metéastases ovarianas nos adenocarcinomas, assim como de
metastases a distancia, com uma maior tendéncia a apresentar carcinomatose. Além disso,

o volume tumoral e a invasdo linfonodal, que sdo fatores prognosticos bem definidos,
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tendem a ser maiores e mais frequentes em mulheres com adenocarcinoma quando
comparadas com aquelas com carcinoma escamoso. Por estas razdes, a sensibilidade a
radioterapia dos adenocarcinomas é menor quando comparada a sensibilidade observada

para carcinomas escamosos (Koh et al., 2019).

3.7 Diagnostico do carcinoma invasor

O diagnostico do cancer do colo do Utero é realizado frequentemente pela historia
e pelo exame fisico e sempre é necessario confirmacéo histologica realizada através da
biopsia (Kumar et al., 2007). O carcinoma do colo do Utero pode levar a sangramento
vaginal anormal, corrimento vaginal, dor pélvica, dispareunia e, em estadios avangados,
quando ha invasdo do paramétrio com compressdo dos ureteres, insuficiéncia renal pds-
renal. O diagnostico e estadiamento do carcinoma de colo uterino sdo realizados através
da anamnese e exame fisico geral, exame especular com colposcopia para visualizacdo
da les&o e biopsia, toque vaginal para avaliar o volume do colo, fundos de saco e paredes
vaginais, toque retal para avaliar as mucosas, o esfincter anal e os paramétrios. Os exames
de imagem (ecografia, tomografia e ressonancia magnética) auxiliam a entender a

extensdo da doenca para planejar o melhor tratamento. (Koh et al., 2019).

3.8 Diagnostico da Infec¢do pelo virus HPV

A aplicacdo de métodos de biologia molecular para a identificacdo de agentes
infecciosos vem apresentando progressiva evolugdo nos ultimos anos, provavelmente
correlacionado ao desenvolvimento de novas técnicas de analise do DNA e do RNA. A
identificacdo dos agentes infecciosos € baseada na deteccdo do DNA ou RNA, que torna
possivel também a quantificacdo de micro-organismos num prazo de poucas horas e
garante sensibilidade e especificidade elevadas. A tipagem do HPV é realizada por analise
do DNA e os método-padrédo ouro pela elevada sensibilidade e especificidade é através
da amplificacdo do material nucleico por PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia)
(Snijders et al., 1990; Smits et al., 1992; Zhang et al., 2018).

A técnica de PCR foi desenvolvida por Mullins (1983) e provocou grande
impacto, pois a sua grande sensibilidade permite a amplificagéo a partir de amostras muito
escassas de DNA ou RNA. Os avancos da técnica permitem a deteccdo de amplificagédo
do DNA ou cDNA em tempo real (real time) que permite a deteccdo do HPV sem a
necessidade de eletroforese ou hibridizagdes posteriores a PCR. A anélise de positividade
ou negatividade se faz pela anélise, em tempo real, na tela do computador. De fato, a

25



referida técnica se baseia na emissdo luminosa que ocorre dentro dos pogos de reacao
gracas a reagentes quimicos que emitem luz na medida em que ocorre amplificacdo
especifica do DNA de HPV (Snijders et al., 1990; Smits et al., 1992; Zhang et al., 2018).

3.9 Estadiamento do cancer cervical

O céncer do colo do utero se dissemina por extensdo direta para o paramétrio,
vagina, Utero e 6rgdos adjacentes, isto &, bexiga e reto. A disseminagdo também ocorre
através da via linfatica até os linfonodos regionais, ou seja, obturador, iliaca externa e
iliaca interna, e dai para os linfonodos iliacos e para-adrticos. Metastase a distancia aos
pulmdes, figado e esqueleto pela via hematogénica é um fendmeno tardio, usualmente
(Pecorelli et al., 2009).

Um sistema de estadiamento é a maneira simplificada para que todos 0s membros
de uma equipe multidisciplinar entendam de imediato a extensdo da doencga. O sistema
mais utilizados para o estadiamento do cancer do colo de Gtero € o sistema FIGO
(International Federation of Gynecology and Obstetrics) que era baseado principalmente
nos resultados do exame clinico e em alguns exames, como cistoscopia e proctoscopia. A
versdo de FIGO utilizada para este trabalho foi a de 2009, que era a mais amplamente
usada na ocasido da escrita do projeto inicial deste trabalo (Tabela 2, Figura 4).
Basicamente, divide o estadiamento em: Estagio | — tumor limitado ao colo uterino;
Estagio Il —tumor que invade vagina e/ou paramétrios proximais; Estagio 111 —tumor que
invade a vagina e/ou paramétrios distais, e Estagio IV —tumor que invade estruturas extra

uterinas.
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Tabela 2 — Estadiamento do cancer de colo uterino — FIGO 2009.

Estagio Clinico FIGO

Estagio | - Tumor limitado ao colo uterino

lal: Tumor com infiltracdo estromal de até 3 mm de profundidade, ndo estendendo mais que 7
mm lateralmente.

la2: Tumor com infiltracdo estromal de 3 a 5 mm de profundidade, ndo estendendo mais que 7
mm lateralmente.

Ib1: Tumor confinado ao colo uterino, medindo entre 5 mm e 4 cm.

1b2: Tumor confinado ao colo uterino medindo mais de 4 cm.

Estagio Il - Tumor se estende além do colo uterino, mas néo atinge a parede pélvica nem o terco inferior
da vagina.

Ilal: Tumor com infiltragdo do tergo superior da vagina, medindo até 4 cm.

I1a2: Tumor com infiltragdo do tergo superior da vagina, medindo mais de 4 cm.

I1b: Tumor com infiltracdo parcial do paramétrio.

Estégio 11l - Tumor se estende além do colo uterino, e atinge a parede pélvica nem o terco inferior da
vagina.
I1la: Tumor com infiltragdo até o terco inferior da vagina

I11b: Tumor com infiltragcdo do paramétrio até o plano 6sseo, ou com exclusao renal.

Estagio IV - Invasdo de estruturas adjacentes ou metastase a distancia.
IVa: Infiltracdo da bexiga ou do reto.

IVb: Metastases a distancia.
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Figura 4 — Representac¢éo do estadiamento do cancer de colo uterino — FIGO 20009.

Recentemente, em 2018, o estadiamento da FIGO foi revisado e refere que exames
adicionais de imagem seriam necessarios e podem ser empregados, surgindo uma nova
subdivisdo do estagio Il — a categorizacdo do EC IIIC —que é o envolvimento de
linfonodos pélvicos e para-adrticos independentes do tamanho do tumor (Bhatla et al.,
2018) .

Os métodos de imagem como a tomografia computadorizada (TC), a ressonancia
magnética (RM) e a Positron Emission Tomography (PET) associada a TC (PET-CT)
apresentam desempenho superior ao exame fisico no estadiamento do cancer do colo do
Utero. Porém, estes exames aumentam os custos relacionados ao tratamento do cancer
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tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. Tendo em vista que
cerca de 80% dos carcinomas de colo do Gtero ocorrem em paises em desenvolvimento,
que ndo ttm TC, RM ou PET-CT disponiveis para a maioria das mulheres, a FIGO
restringiu a propedéutica para exame clinico e Raios X contrastados como urografia

excretora e enema baritado (Bhatla et al., 2018).

3.10 Sobrevida do cancer de colo uterino

As taxas de sobrevida abaixo sdo da 72 edicdo do sistema de estadiamento da
AJCC, publicadas em 2010, a partir de dados coletados no banco de dados do Instituto de
Céancer Americano e estdo baseadas em pacientes diagnosticadas entre 2000 e 2002. Os
dados abaixo na Tabela 3 eram 0s mais recentes disponiveis pelo sistema de estadiamento
utilizado até entdo (AJCC, 2010).

Tabela 3 - Estimativa de sobrevida em 5 anos de acordo com estégio clinico.

Estagio 1A 93%
Estagio IB 80%
Estagio 1A 63%
Estagio 11B 58%
Estagio I11A 35%
Estagio 111B 32%
Estagio IVA 16%
Estagio IVB 15%

3.11 Tratamento do cancer cervical

O estadiamento do cancer de colo do utero é o fator mais importante na escolha
de tratamento. No entanto, outros fatores que podem influenciar nessa deciséo incluem a
localizagdo exata do tumor, o tipo de doenca (células escamosas ou adenocarcinoma),
idade da paciente, condigéo fisica geral e se a paciente deseja ter filhos. De forma geral,
nos casos iniciais (até EC IB1), o tratamento curativo é cirurgia seguida ou ndo de
radioterapia e/ou braquiterapia complementar (Koh et al., 2019).

Na doenca localmente avangada — EC IB2, EC 1A, 1IB, 111A e IVA — o tratamento
de eleicdo é a combinacdo de quimioterapia (cisplatina semanal) concomitante a

radioterapia e braquiterapia em casos selecionados. Se a paciente ndo puder receber
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tratamento concomitante, o tratamento indicado é a radioterapia exclusiva (Koh et al,
2019).

Jano estégio IVB, sob cenério de doenga metastatica e incuravel; a quimioterapia,
radioterapia e cirurgia sao consideradas paliativas e devem ser indicadas de acordo com
cada caso. As opcdes de tratamento incluem radioterapia para aliviar os sintomas da
doenga. Os esquemas de quimioterapia administrados utilizam um composto de platina
junto com outro medicamento, como o paclitaxel, a gemcitabina ou o topotecano (Koh et
al., 2019). A terapia alvo com bevacizumab que € um anticorpo monoclonal anti-VEGF
(vascular endotelial grow-factor) pode ser administrada junto com a quimioterapia em
primeira linha paliativa e foi a Unica droga inovadora que demonstrou beneficio real nesta
populagéo de pacientes, aumentando a sobrevida global de 13,3 para 17 meses (HR, 0,71;
98% IC 0,54 — 0,95; p=0,004) e aumentando as taxas de resposta (48% vs. 36%, p=0,008)
(Tewari et al., 2014).

Recentemente,  ensaios clinicos estdo testando outras combinacdes de
medicamentos no tratamento do céncer de colo uterino, bem como alguns outros
tratamentos experimentais sem resultados impressionantes até 0 momento. Contudo, com
toda a evolucdo da oncologia nos Gltimos anos, muito pouco avangamos e pouco foi
descoberto sobre a heterogeneidade da patogénese desta doenca nas diferentes populagdes
de pacientes (Koh et al., 2019).

3.12 Alteracdes genéticas no cancer de colo uterino

A carcinogénese ¢ um processo complexo que envolve alteracfes genéticas e
epigenéticas que ocorrem em diversos processos relacionados, envolvendo o controle do
ciclo celular, a apoptose, a diferenciacdo, a senescéncia e a angiogénese, além da
motilidade celular e capacidade migratéria. Varias sdo as teorias do processo
carcinogénico e a mais difundida é a teoria da mutacdo somatica que se refere a um grupo
de células que sofre mutacOes genéticas, tornando-se potencialmente capazes de se
multiplicarem de modo autbnomo, escapando de todos os mecanismos de protecdo do
DNA. A partir dai, ocorre a expansdo clonal dessas células, a qual leva a um grande
acumulo de mutacGes genéticas e a transformacdo em neoplasias (Karakas et al., 2006;
Samuels and Waldman, 2010; Ojesina et al., 2014). Estudos recentes demonstraram que
varios fatores desempenham um papel importante na carcinogénese do cancer cervical,
como alteragdes no numero de coépias, perda de heterozigose, inativagdo do gene
supressor (por exemplo, o TP53 e o PTEN) ou ativagcdo do oncogene (por exemplo, o
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RAS, o PI3K e 0 EGFR). Essas alteracdes genéticas sdo complexas e, na maioria das
vezes, estdo correlacionadas (Karakas et al., 2006; Samuels and Waldman, 2010; Ojesina
etal., 2014).

Analises moleculares de células malignas em varios estagios de progressdo tém
revelado alteracGes nos genes supressores tumorais e nos oncogenes acumuladas durante
a progressdo tumoral e relacionadas com a agressividade do cancer (Yokota, 2000; Lee
and Muller, 2010; Ojesina et al., 2014). Genes supressores tumorais e seus produtos
proteicos agem na regulacao do ciclo celular, especificamente nos pontos de checagem
(check points), prevenindo duplicacGes celulares aberrantes e, consequentemente,
atuando como fatores antitumorais (Lee and Muller, 2010; Ojesina et al., 2014).
Alteracdes no padréo de expressdo desses genes acarretam na ineficiéncia ou auséncia da
checagem do ciclo celular e, dessa maneira, permitem erros de replicacdo alélica,
determinando ou potencializando os eventos da carcinogénese (Lee and Muller, 2010). A
mutacdo em PI3K é reportada como a mais frequente alteracdo genética em cancer
cervical, seguida por KRAS, EGFR e PTEN (Karakas et al., 2006; Samuels and
Waldman, 2010; Ojesina et al., 2014).

3.13 Via de sinalizagédo da PIBK/AKT/mTOR

A via de sinalizagdo PI3BK/AKT/mTOR esta frequentemente alterada em diversas
neoplasias malignas, estando intimamente relacionada com metastase, angiogénese,
crescimento tumoral e resisténcia aos tratamentos. Essa via de sinalizacdo € crucial em
muitos aspectos do crescimento e sobrevida celular, tanto em condicdes fisioldgicas como
patoldgicas (Janku et al., 2018; Polivka and Janku, 2014; Martini et al., 2014; Carnero
and Paramio, 2014; Karakas et al., 2006; Fresno Vara et al., 2004; Chaves, 2017).

Trata-se de uma via complexa que tém um papel central e que interage com outras
vias, sendo ativada por meio da ligacdo de fatores de crescimento que se ligam a
membrana plasmatica celular por meio de receptores tirosina-quinase também presentes
na membrana da célula. Essa ligagcdo provoca uma cascata de sinalizacdo intracelular que
comega com a ativagdo da molécula PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) que, atraves
de seu subproduto PIP3, ativa AKT. Uma vez fosforilada, AKT pode ativar mTOR
(Mammalian Target of Rampamycin), que regula a proliferacao celular por fosforilagcdo
de P70S6 na transicdo da fase G1/S do ciclo celular. P70S6, por sua vez, fosforila a
proteina S6 da subunidade 40S do ribossomo (PS6), induzindo a sintese proteica celular.
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Esta reacdo é regulada negativamente pela desfosforilacdo do PTEN. A perda de PTEN
culmina com a estimulacéo da via PI3K, promovendo, assim, a sobrevida da célula e o
crescimento tumoral. Quando o PTEN é deletado, ou esta mutado ou ainda inativado, ha
um aumento na regulacdo de AKT por meio de efetores PI3K. Essa sobreregulacao
finalmente reduz a inducdo apoptdtica, levando a continuada sobrevivéncia e proliferacdo
celular, contribuindo para a carcinogénese. A rede de sinalizagdo PI3K/PTEN é
fundamental para uma adequada regulacdo da sobrevivéncia celular (Janku et al, 2018;
Polivka and Janku, 2014; Martini et al, 2014; Carnero and Paramio, 2014; Karakas et al.,
2006; Fresno Vara et al., 2004; Chaves, 2017).

3.13.1 PI3k estrutura e funcao

A proteina PI3K pertence a familia de lipidios-quinases presentes no meio
intracelular e sdo divididos em 3 classes (Classe I, Classe 1l e Classe I1), de acordo com
sua estrutura, distribuicao tecidual, mecanismos de ativacao, funcéo e substratos lipidicos.
A classe | da PI3K é constituida por heterodimeros compostos de uma subunidade
catalitica (p110) e uma subunidade adaptadora/reguladora (p85). Existem ainda as
isoformas da classe | de PI3K, que sdo compostas de isoformas de p110 (p110a, p110B e
p1108, codificadas respectivamente pelos genes PI3KA, PIK3CB e PIK3CD) e isoformas
de p85 (p50a, p55 v, p85a, p85P, codificado pelos genes PIK3R, PIK3R2 e PIK3R3)
(Figura 5). A ligagdo da subunidade p85 com a subunidade 110 promove sua
estabilizacdo. (Gongalves et al., 2018; Janku et al., 2018; Polivka and Janku, 2014;
Martini et al., 2014; Carnero and Paramio, 2014; Fresno Vara et al., 2004; Chaves, 2017).

Em mamiferos, a Classe I das PI13Ks é dividida em dois grupos, Classe IA e Classe
IB, com base em diferencas estruturais e funcionais. A subclasse IA é ativada por
receptores tirosina-quinases como EGFR, FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) e
IGF-1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor). A subclasse IB é ativada por receptores
acoplados a proteina G (Figura 5). Todas as subunidades cataliticas da Classe | de PI3K
contém dominios de ligacdo para Ras GTPases e a ligacdo desses dominios a certas
proteinas RAS contribui para a sua ativagdo (Gongalves et al., 2018; Janku et al., 2018;
Polivka and Janku, 2014; Martini et al., 2014; Carnero and Paramio, 2014).

A via PI3K tem inicio quando suas classes sdo ativadas. A classe IA torna-se ativa

quando ha a ligacéo de um ligante a um receptor na membrana plasmatica da célula e essa
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acao promovera a dimerizacéo do receptor e a auto fosforilacéo de tirosinas (). Uma vez
ativados, os subprodutos da classe IA de PI3K irdo fosforilar primariamente PIP2
(phosphatidylinositol-4,4-biphosphate) gerando o produto PIP3 (Figura 6). A geragéo de
PIP3 leva ao recrutamento de proteinas adaptadoras e efetoras dentre as quais o0
AKT/PKB. A via PI3K possui ainda diversas outras repercussdes nas células por meio da
ativacdo de AKT, a qual regula uma série de processos envolvidos na sobrevida da célula
e na progresséo do ciclo celular (Gongalves et al., 2018; Janku et al., 2018; Polivka and
Janku, 2014; Martini et al., 2014; Carnero and Paramio, 2014; Fresno Vara et al., 2004;
Chaves, 2017).
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Figura 5 — Estrutura molecular e mecanismo de ativac¢do da PI3K e suas subunidades. A classe | é
subdividida em grupo A e B. O subgrupo IA é ativado por receptores tirosina-quinase e o subgrupo

IB é ativado por receptores acoplados a proteina G. Fonte: Chaves, 2017.

3.13.2 AKT estrutura e funcéo

AKT é também conhecida como proteina quinase B, por manter algumas
similaridades, em seu dominio catalitico, com as proteinas quinases A (PKA) e C (PKC).
Foram isolados 3 membros dessa familia (AKT1, AKT2 e AKT3) que sdo codificados
por diferentes genes, possuindo mais de 80% de semelhanca entre as suas cadeias de
aminoacidos. A ativacdo de AKT1 parece ser predominante em diferentes tipos de
neoplasias. Quando receptores de fatores de crescimento sdo estimulados, a via PI3K é

ativada, gerando a producdo de PIP3 na membrana plasmatica, o qual desencadeia a
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translocacdo de AKT do citoplasma para a membrana e se liga com o dominio PH de
AKT. Fisiologicamente, AKT controla diversas func¢des celulares, como crescimento,
sobrevida, proliferagdo e metabolismo: AKT1 possui papel critico na sobrevida celular,
AKT2 exerce acdo central na manutencdo da homeostase da glicose e AKT3 atua no
desenvolvimento do cérebro. No cancer, AKT encontra-se superativado e 0s mecanismos
que levam a hiperativacdo de AKT, sdo eles: mutacGes em seus reguladores PI3K e
PTEN, superexpressédo do gene AKT/PKB ou dele¢éo ou regulacdo negativa (PTEN)
(Martini et al., 2014; Fresno Vara et al., 2004; Chaves, 2017).

3.13.3 PTEN estrutura e fungéo

PTEN é um dos principais genes responsaveis pela progressdao de varias
neoplasias, e age como antagonista ao PI3K devido a desfosforilacdo de PIP3 a PIP2. A
mutacdo, hipermetilacéo e/ou silenciamento por microRNAs podem diminuir a expressao
desse gene e contribuir para hiperativacdo da via PIBK/AKT nas neoplasias. O gene
PTEN, também conhecido por MMACL1 (Mutaded in Multiple Advanced Cancer 1) e
TEP1 (Telomerase Protein Component 1) codifica uma proteina composta por 403
aminoéacidos que contém um dominio fosfatase N-terminal, um dominio C2 e uma regido
caudal C-terminal que contém mdaltiplos sitios de fosforilagdo. celular (Janku et al, 2018;
Polivka and Janku, 2014; Martini et al, 2014; Carnero and Paramio, 2014; Chalhoub and
Baker, 2009; Fresno Vara et al, 2004; Chaves, 2017).

O PTEN foi isolado e identificado inicialmente como um gene supressor tumoral
em neoplasias de mama e em glioblastomas, apresentando-se mutado e com sua expressdo
alterada em neoplasias malignas tanto em origem hereditaria como casos espontaneos em
variados tipos de cancer. O principal substrato in vivo do PTEN é o PIP3, um produto
direto da atividade PI3K. A ativacdo de PI3K por sinalizagdes dependentes dos fatores de
crescimento leva a sintese de PIP3, que é desfosforilado por PTEN a PIP2. A presenca do
PTEN, portanto, mantém os niveis de PIP3 baixos, enquanto que sua auséncia promove
0 aumento da concentracdo de PIP3 e da sinalizagdo PIBK/AKT (Figura 6) (Janku et al.,
2018; Polivka and Janku, 2014; Martini et al., 2014; Carnero and Paramio, 2014;
Chalhoub and Baker, 2009; Chaves, 2017).
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Figura 6 - Representacéo esquematica do papel de PTEN como regulador da via PI3K. A ativacdo de

ATP

PI3K leva a sintese de PIP3, que é desfosforilado a PIP2. A presenca do PTEN mantém os niveis de
PIP3 baixos, enquanto que sua auséncia promove o aumento da concentracdo de PIP3 e da
sinalizacdo PI3K/AKT. Fonte: Chaves, 2017.

3.13.4 Mutacéo do PI3K e neoplasias malignas

O PI3K é um dos oncogenes mais comumente mutados no cancer e as mutaces
frequentemente se agrupam em dois pontos criticos. Até 0 momento, o cancer de mama,
endomeétrio e colon séo os tumores com maior frequéncia de mutagdes em PI3K (Karakas
et al., 2006). Ha algum inconsisténcia na literatura quanto a frequéncia de mutac6es no
gene PI3K nas diferentes neoplasias; no entanto, essas discrepancias provavelmente séo
devidas a varios fatores, incluindo exons especificos sequenciados, variagdo geogréfica,
interferéncia na fase pré-analitica, entre outras causas (Karakas et al., 2006; Janku et al.,
2018; Gongalves et al., 2018). No entanto, apesar dessas discrepancias, a alta frequéncia
mutacdo de PI3K e a descoberta de muta¢bes no hot-spot tém importantes implicacoes

para o diagndstico, progndstico e novos horizontes para o tratamento do cancer.
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3.13.5 Mutagdes em PI3K

Trés mutagdes hot-spot foram descobertas dentro de dois exons (Exon 9: E542K
e E545K e Exon 20: H1047R) e sdo responsaveis por 80-90% de todas as mutagdes de
PIK3CA em neoplasias malignas (Figura 7) (Jelovac et al., 2014; Gustin et al., 2009;
Lou et al., 2015). O cancer de pulméo contém uma gama mais ampla de mutac6es PI3K
com mutagOes E545K Exon 9 representando a maioria, em aproximadamente 30% de
frequéncia (Jelovac et al, 2014). Embora o significado progndstico das mutacfes PI3K
permaneca controverso, as mutacdes do hotspot mostraram ter caracteristicas
oncogénicas distintas e resisténcia a algumas quimioeterapias (Jelovac et al., 2014;
Gustin et al., 2009; Lou et al., 2015).

Os escassos estudos disponiveis na literatura sobre mutagdes em PI13K no cancer
cervical também exploraram os hot-spot mais frequentes e identificaram maior frequéncia
de mutacdes no Exon 9: E542K e E545K (Jelovac et al., 2014; Gustin et al., 2009; Lou
etal., 2015).
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Figura 7: Hot-spot de mutacdo em PI3K. (A) Localizacdo do gene PI3K no cromossomo 3 e a
distribuicdo das mutacfes somaticas nos dominios helical e quinase; (B) Localizagdo dos pontos de
mutacao nos hotspots dos éxons 9 e 20.

3.13.6 Inibidores de PI3K — Alpelisib

As mutacdes no gene PI3K ocorrem em até 40% dos tumores de mama com
receptores hormonais positivos, possuindo um papel de importancia no mecanismo de
resisténcia a terapia enddcrina no cancer de mama. Diante desse cenario, o FDA (Food
and Drug Administration) aprovou em 23 de maio de 2019 o tratamento do cancer de
mama metastatico/localmente avancado receptor hormonal positivo com o inibidor de
PI3K alpelisib em pacientes com mutagédo do PI3K ap0s progressao a terapia hormonal.
O Alpelisib € um inibidor via oral do PI3K alfa-especifico, que é a isoforma que sofre

mutacao em cancer de mama (André et al., 2019; Massacesi et al., 2016).

Essa terapia foi avaliada no estudo de fase 11l SOLAR-1, que randomizou 572
pacientes com cancer de mama metastatico RH positivo HER-2 negativo com progressao

a terapia enddcrina com inibidor da aromatase para receberem fulvestranto associado
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a Alpelisib ou a placebo. Foi permitida a inclusdo de pacientes com resisténcia primaria
a terapia hormonal (recorréncia em menos de 24 meses do inicio de terapia hormonal
adjuvante, ou progressdo em menos de 6 meses do inicio da terapia hormonal de primeira
linha), bem como aqueles com resisténcia secundaria (recorréncia apds mais de 24 meses
do inicio de terapia hormonal adjuvante, recorréncia em menos de 12 meses apds o fim
da terapia hormonal adjuvante, ou progresséo apds mais de 6 meses do inicio de terapia
hormonal de primeira linha). A andlise dos resultados na populacdo com mutagdo de
PI3K, ap6s um seguimento mediano de 20 meses, demonstrou beneficio em sobrevida
livre de progressdo (HR=0,65; IC de 95%: 0,50-0,85; p<0,001), com uma reducdo do
risco para progressdo de doenca da ordem de 35%, além de maior taxa de resposta
(26,6% versus 12,8%) para os pacientes tratados com Alpelisib. Os dados de sobrevida
global ainda ndo sdo maduros nesta analise. O tratamento com Alpelisib na coorte de
pacientes com auséncia de mutacdo do PI3K ndo foi capaz de demonstrar beneficio em
sobrevida livre de progressdo (André et al., 2019).

A consulta ao banco de dados Internacional de estudos clinicos nos mostra que até
0 momento estd sendo realizado 47 estudos clinicos com alpelisib nas diferentes
neoplasias e outros 179 estudos com outros Inibidores PI3K. Este dado corrobora a
importancia de estudar a mutacéo do PI3K e entender esta via de sinalizagdo, crucial na
busca do tratamento para 0 cancer

(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=alpelisib&humancancer=03/07/2019).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Quadro amostral e parametros clinicos

Foi conduzida busca retrospectiva de todos os casos de neoplasia de cérvice
uterina no banco de dados da Unidade de Alta Complexidade em Oncologia do Hospital
Geral de Caxias do Sul, registrados entre 01 de janeiro de 2012 e 31 de dezembro de 2016.
Foram inicialmente incluidas todas as pacientes tratadas pela Instituicdo. Blocos de
parafina com bidpsias externas foram permitidos, ja que todos os diagnosticos seriam
submetidos a reconfirmacéo diagnostica e revisdo para suficiéncia e qualidade do material
histolégico.

Dados clinico-patologicos foram coletados e analisados pelos pesquisadores a

partir de prontuarios eletrénicos. Foram analisadas as variaveis idade ao diagnostico
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(anos), historia prévia de tabagismo, Performance Status (PS) ao diagnostico, subtipo
histolégico, estadiamento clinico (EC, baseado no sistema FIGO - Federagdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia, 2009), data do diagndstico, modalidade de
tratamento  realizado (cirurgia, quimiorradioterapia, radioterapia  exclusiva,
braquiterapia), desfecho de resposta ao tratamento realizado (resposta completa, resposta
parcial, doenca estavel ou progressao de doenga), data da progressao de doenga (quando
pertinente), data do 6bito (quando pertinente) e data do Gltimo seguimento.

Os seguintes dados foram previamente definidos:

a) Data do diagnostico: data da obtengdo do material histoldgico cervical;

b) Sobrevida livre de progressdo: tempo entre a data do diagnostico até a data da
progressao de doenca e/ou data do Gltimo seguimento;

c) Sobrevida global: tempo entre a data do diagndstico até a data do registro de
Obito e/ou data do ultimo seguimento.

As laminas originais coradas em hematoxilina e eosina foram independentemente
revisadas por trés patologistas para confirmacdo diagndstica e apds foi procedida a
analise molecular.

4.2 Analise Molecular

4.2.1 Extracdo de material genético

As amostras vidveis foram obtidas a partir de biopsia inserida em formol
tamponado no momento da coleta e incluido em parafina e apoés foram submetidas a
revisao patolégica. Foi realizado um corte de aproximadamente 35mg no bloco, este foi
submetido & desparafinizagdo, & digestdo proteica e realizada a extracdo de DNA. O
material genético (DNA) foi extraido com o kit Wizard® Genomic DNA Purification da
Promega, utilizando-se as recomendacdes do fabricante. O DNA foi quantificado por
meio do Qubit Fluorometric Quantification (Thermo Fisher Scientific), sendo necessario

20ng/pL para a analise.
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4.2.2 Deteccao das mutac6es no gene PI3K

Trés hot-spots em PI3K foram analisados: dois no éxon 9 e um no éxon 20. A
deteccdo das mutacdes foi realizada com o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System utilizando TagMan® Genotyping Master Mix, primers e sondas TagMan®, todos
da Applied Biosystems (Foster City, CA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para
a avaliacdo da presenga de mutacdo foi utilizada uma sonda TagMan de referéncia,
seguidas de analise no programa 7500 Software v2.0.6 (Thermo Fisher Scientific). Dentre
as mutacOes avaliadas estdo listadas p.E542K, p.E545K, p.H1047R e p.H1047L (Tabela
4).

Tabela 4. Mutagdes em PI13K avaliadas.

Mutacéo Exon Mudanca de Base Mudanca de
nitrogenada Amino-Acido
p.E542K 9 €.1624G>A Glu—Lis
p.E545K 9 €.1633G>A Glu—Lis
p.H1047R 20 c.3140A>G His—Arg
p.H1047L 20 c.3140A>T His—Leu

4.2.3 Deteccao da presenca do papilomavirus (HPV)

A detecgdo dos HPV’s 16 e 18 foi realizada com o equipamento 7500 Fast Real-
Time PCR System utilizando TagMan® Genotyping Master Mix, primers e sondas
TagMan®, todos da Applied Biosystems (Foster City, CA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. As sondas foram sintetizadas, segundo Lindh et al. (2007), descritas na

Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 - Iniciadores e sondas utilizados.

Tipo Oligonucleoteideo Sequéncia

16 TTGCAGATCATCAAGAACACGTAGA
CAGTAGAGATCAGTTGTCTCTGGTTGC
AATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGA
AGAGGCCAGTGCCATTCGT
GTTTCTCTGCGTCGTTGGAGT

TCCTGTCGTGCTCGGTTGCAGC

18

T 0 T TOXOT
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4.3 Aspectos Eticos

Todos os pesquisadores assinaram o termo de sigilo e confidencialidade, apds
devida aprovacéo pelo Conselho Cientifico e Editorial do Hospital Geral (COEDI) e pelo
designado Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Em se tratando de um estudo de
biomarcador, foram seguidos os guidelines REMARK do NCI-EORTC Working Group on
Cancer Diagnostics, considerados padrdo-ouro para guiarem publicagdes neste campo.
Os pesquisadores ndo possuem conflito de interesse a serem declarados para esta pesquisa

e todo o custeio foi financiado pela propria equipe de pesquisa.

4.4 Aspectos Estatisticos

Frequéncias absoluta e relativa foram utilizadas para analise estatistica descritiva
das variaveis. Os testes exato de Fisher e y? bicaudal foram utilizados quando apropriados.
Taxas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e analisadas pelo teste
de log-rank. Todas as analises estatisticas foram realizadas através do Statistical Package

for the Social Sciences Software Package (SPSS) versdo 22.0.

41



5. RESULTADOS

Foram detectadas 130 pacientes portadoras de céncer cervical tratadas no
Hospital Geral no periodo delimitado pelo estudo. Cinquenta e sete pacientes desta
amostra ndo dispunham de material histoldgico disponivel na Unidade de Patologia da
instituicdo e ndo foi possivel resgata-los principalmente por tratarem-se de diagndistico
realizado em outros municipios. Apds a confirmacao diagndstica histopatologica, 13
pacientes foram excluidas por insuficiéncia de material tecnicamente adequado para
andlise e um caso foi excluido por inconformidade diagndstica. Dos 59 casos, apenas
uma amostra ndo foi possivel realizar extracdo de DNA por material insuficiente. O

diagrama de fluxo da coorte em estudo encontra-se na Figura 8.

130 pacientes

Excluidas:
57 blocos indisponiveis
1 diagnéstico discrepante
14 blocos com material insuficiente

58 pacientes

Figura 8. Fluxograma de recrutamento da coorte.

As caracteristicas clinico-patologicas encontram-se agrupadas na Tabela 6. A
mediana de idade observada foi de 44 anos (minima de 21 anos e maxima de 68 anos),
29,3% apresentou historia de tabagismo. Carcinoma escamoso foi o tipo histologico
preponderantemente diagnosticado (88% , n=51), seguido pelo adenocarcinoma (n=7).
Ao diagndstico, 27,6% (n=16) portava PS 0, enquanto 64% (n=37) portava PS 1; trés
pacientes apresentavam PS 2, e duas pacientes, PS 3. Seis pacientes (10,3%)

encontravam-se em EC IB, 5 pacientes (8,6%) em EC IIA, 2 pacientes (3,4) em EC 1IB,
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13 pacientes (22,4%) em EC IlIA, 4 pacientes (6,9%) em ECIIIB, 25 pacientes (43,1%)
em EC IVA e 3 pacientes (5,2%), em EC IVB.

Tabela 6 : Caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes.

Variaveis

NUmero de pacientes

%

Idade (anos)

Mediana idade 44
Idade minima: 21
Idade méaxima: 68

Tabagismo sim
n&o

Subtipo Histoldgico
Carcinoma epidermoide
Adenocarcinoma

WHO performance status
0

1
2
3

Estagio Clinico — FIGO 2009
IB

1A

1B

A

1B

IVA

IVB

58

17
41

16
37

WNDBAELENOOTO
ol w

100

29,3
70.7

88
12

27,6
64
52
3,4

10,3
8,6
3,4
22,4
6,9
43,1
52

Abreviacdes: WHO - World Health Organization, FIGO (2009).

Como tratamento, cirurgia primaria foi indicada para 19% (n=11) das pacientes,

enquanto 63,4% (n=37) receberam quimiorradiacdo como tratamento definitivo e 19

(32,8%) pacientes foram submetidas a braquiterapia complementar. Dez pacientes

receberam radioterapia exclusiva (17,2%).

Até a data da conclusdo desta analise, 50% das pacientes (n=29) apresentaram

progressao de doenca e ocorreram 38% de oObitos (n=22) relacionados a neoplasia. Com

uma mediana de seguimento de 22,8 meses, a sobrevida livre de progressdo em 1 ano foi

de 66% e a estimativa em 3 anos foi de 44,8%, respectivamente (Figura 9). A sobrevida

global em 1 ano foi de 79,2% e a estimativa em 3 anos foi de 63,4%, respectivamente

(Figura 10).

43



Survival Function

—Survival Function

1,04 LLL —+=Censored

0,8 ‘LL\

0,5 1

[ —

LLA o -

0,4+

Cum Survival

0,24

T T T T T T
00 500 00 1000,00 1500,00 2000,00 2500,00

SobrevidaLivreProg

Figura 9 — Estimativa de Sobrevida Livre de Progressdo nas pacientes com neoplasia cervical -
Kaplan-Meier.
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Figura 10 — Estimativa de Sobrevida Global nas pacientes com neoplasia cervical-Kaplan Meier.
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Em relacdo a presenca de HPV nas pacientes avaliadas, um resumo dos dados

podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7. Status do genétipo de HPV 16/18 da populacdo avaliada.

Gendétipo do HPV N de pacientes % da amostra
HPV 16 28 48,3%

HPV 18 10 24,1%

HPV 16/HPV 18 2 3,4%

40 (69%) apresentaram positividade para HPV16/HPV18, sendo 28 pacientes
(48,3%) positividade para HPV16, 14 pacientes (24,1%) positividade para HPV 18 e duas
pacientes (3,4%) tiveram positividade para ambos gendtipos. Analisando o gendtipo de
HPV com as caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes (idade, tabagismo, PS,
subtipo histolégico, EC, modalidade de tratamento realizado e desfecho de resposta), ndo
foi observado relagdo estatistica significativa. A analise de sobrevida global também néo
apresentou diferenca na populacdo estudada quando relacionado com o genétipo de HPV
16 (p=0,550) e 18 (p=0,594), respectivamente.

A presenca de mutagdo em PI3K foi avaliada e os dados estdo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8. Status das mutag¢bes em PI3K da populagdo avaliada.

Mutagao Exon No de % da amostra
mutacles N=58
encontradas

p.E542K 9 2 3,4%

p.E545K 9 12 20,7%

p.H1047R 20 5 8,6%

p.H1047L 20 2 3,4%
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Dos 58 casos analisados, 17 casos (29,3%) apresentaram mutacdo em PI3K. Em
relacdo as mutacGes avaliadas, a mais frequente foi a p.E545K (éxon 9), encontrada em
12 pacientes (20,7%). Em segundo lugar, aparece a mutagdo p.H1047R (éxon 20),
presente em cinco pacientes (8,6%), seguida da mutacdo p.E542K (éxon 9) presente em
duas pacientes (3,4%) e da mutacdo p.H1047 também presente em duas pacientes
avaliadas (3,4%). Trés pacientes (5,2%) apresentaram mais de uma das mutacdes
avaliadas.

Analisando a presenca de mutacdo em PI3K com as caracteristicas clinico-
patoldgicas das pacientes, ndo observamos correlaco estatistica significativa. A anélise de

sobrevida global também ndo diferiu na populagdo estudada correlacionando o status da
mutacdo em PI3KCA (p=0,487) (Figura 11).

Survival Functions
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Figura 11 - Curvas de Kaplan-Meier e teste de log-rank segundo anélise de sobrevida global de

pacientes com neoplasia cervical, baseada no status da presen¢a de mutacéo em PI3K.
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6. DISCUSSAO

As neoplasias estdo entre as principais causas de mortes mundiais, sendo que para
as mulheres, o cancer cervical ocupa posicdo de destaque em incidéncia e mortalidade no
paises em desenvolvimento (WHO, 2018). Embora as taxas de incidéncia e mortalidade
sejam alarmantes, ndo podemos esquecer que trata-se de uma doenca evitavel e curavel
se diagnosticada oportunamente (Brinton et al, 2002; Bruni et al, 2010; Ghittoni et al,
2015; Boda et al, 2018). Levando em conta o historico dos fatores de risco do cancer
cervical, hd uma lacuna do conhecimento acerca da patogénese, do desenvolvimento e da
evolucdo da neoplasia que ndo estdo ainda bem elucidadas. Os HPVs sdo virus
epiteliotréficos e ja esta bem estabelecido que os gendtipos de alto risco podem levar ao
desenvolvimento de lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas, cujas mais comuns sao a
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), intra-epitelial wvulvar (NIV), neoplasia
intraepitelial peniana (NIP), neoplasia intra-epitelial anal e carcinoma espinocelular
(Brinton et al, 2002; Bruni et al, 2010; Ghittoni et al, 2015; Boda et al, 2018). De uma
forma global, estima-se que 5% dos canceres humanos sdo causados por infeccdes por
HPV (Zur Hausen, 1991; Boda et al, 2018).

Uma meta-andlise incluindo 243 estudos agrupou a prevaléncia dos subtipos de
HPV em céncer de colo uterino publicados de 1990 a 2010, totalizando um nimero de
30.848 pacientes (Li et al, 2011). A proporcao de cancer cervical invasor associada ao
HPV16 e/ou HPV/18 foi entre 70 e 76% em todas as regides do mundo, exceto Asia. Na
Asia Ocidental/Central, 82% dos carcinomas cervicais invasores foram associado ao
HPV16/18, em comparacdo com apenas 68% na Asia Oriental (Li et al, 2011). Os 12
subtipos de HPV identificados mais incidentes em ordem decrescente foram HPV16
(57%), 18 (16%), 58, 33, 45, 31, 52, 35, 59, 39, 51 e 56 (Li et al, 2011). Na nossa amostra
de pacientes, observamos uma taxa de 69% de incidéncia de HPV 16/18, o que vai de
encontro aos dados da literatura.

A associagdo entre o genotipo do HPV e o prognostico do cancer cervical é um
ponto de discussdo e de dados conflitantes. Muitos estudos relataram que os tumores
HPV18-positivo estdo associados a um mau prognéstico (Rose et al, 1995; Lai et al,
2007), engquanto outros estudos ndo conseguiram identificar essa relacdo (Hang et al,
2017; Tong et al, 2007). Alguns grupos sugeriram que 0s tumores positivos para HPV16
e HPV16/18 estariam associados com melhor sobrevida em populagdes chinesas e
briténicas, respectivamente (Hang et al, 2017; Cuschieri et al, 2014), enquanto resultados
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favoraveis foram relatados para HPV58-positivo em uma populagdo em Taiwan (Lai et
al, 1999), e para tumores HPV31-positivo também em Taiwan (Huang et al, 2004). Em
contraste, muitos estudos ndo encontraram associaces entre o genétipo do HPV e o
cancer do colo do utero com fatores progndstico em populacgdes russas e coreanas (Van
Muyden et al, 1999; Tong et al, 2007). Um estudo recente japonés demonstrou melhor
sobrevida em tumores HPV 16-positivo comparado com HPV-negativo (10 anos de
sobrevida global, 73,7% vs. 39,5%, p = 0,04) (Onuki et al, 2018). Estes resultados
discrepantes podem ser, pelo menos em parte, devidos a diferencas geograficas nas
prevaléncias do tipo HPV e também por outros mecanismos implicados na carcinogénese
ndo ainda elucidados. Na nossa populacao avaliada, ndo observamos correlagdo clinico-
patoldgica e nem impacto em sobrevida quando correlacionamos os subtipos de HPV 16
e 18 as caracteristicas da populacéo.

A progressdo da infeccdo inicial do HPV para o céncer cervical invasivo é
multifatorial. Estudos recentes demonstram que Varios fatores genéticos e epigenéticos
desempenham um papel importante na carcinogénese do cancer, como alteracbes no
numero de copias, perda de heterozigose, inativacdo do gene supressor ou ativacdo do
oncogene (Boda et al, 2018; Negrini et al, 2010; Zur Hausen, 2002; Duensing and
Munger, 2004). A instabilidade gendmica é uma caracteristica da carcinogénese e
reconhecido como um fator importante no acimulo de genes mutados necessarios para o
desenvolvimento do cancer que tem sido amplamente discutido na nova era da oncologia
(Ojesina et al, 2014; Negrini et al, 2010; Zur Hausen, 2002). Muta¢des enddgenas e
acumulo de mutacGes sdo importantes na patogénese das lesGes pré-malignas e na
progressdo do tumor, que promovem instabilidade gendmica para diminuir a capacidade
de manter a integridade do DNA (Ojesina et al, 2014; Zur Hausen, 2002, Duensing and
Minger, 2004).

Estudos publicados demonstraram que a infeccdo pelo HPV causa instabilidade
gendmica (ganho ou perda cromossémica) e alteracbes génicas, incluindo mutagdes
enddgenas e aumento do dano ao DNA que estdo associados ao desenvolvimento do
cancer (Boda et al, 2018; Duensing and Minger, 2004). Esse ponto sugere que outros
fatores moleculares também possam estar implicados na patogénese do cancer cervical e
talvez ai também esteja oportunidade de novas abordagens terapéuticas.

Esta documentado que a expressao das oncoproteinas do HPV E6 e E7 ndo soO
inibem os supressores tumorais p53 e Rb, mas também podem alterar vias de sinalizagdo

adicionais que podem ser igualmente importantes para transformacao neoplésica (Moody
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and Laimins, 2010). Entre essas vias, estudos recentes demonstraram que estas mesmas
oncoproteinas também podem ativar a via PI3K (Moody and Laimins, 2010; Spaans et
al, 2015). Como citado anteriormente, 0 oncogene PI3K faz parte de uma familia de
enzimas envolvidas em diversas vias de manutencdo celular como diferenciacéo,
proliferacdo, migracdo, etc. A ativacdo e amplificacdo anormais da subunidade alfa
catalitica do PI3K sdo observadas em diversos tipos de cancer (Gongalves et al, 2018;
Moody and Laimins, 2010; Karakas et al, 2006) incluso o cancer cervical. Dessa forma,
0 estudo desta via de sinalizacdo se mostra importante para uma melhor compreenséao do
comportamento tumoral e também para criar novas op¢oes de tratamento no cenario desta
neoplasia com caréncia de entendimento e acesso.

A prevaléncia de mutagcdes em PI3K no cancer do colo do utero foi investigada
em outras coortes de pacientes na Indonésia (24%) (Spaans et al, 2018), Holanda (20%)
(Spaans et al, 2015), Franca (27%) (Muller et al, 2015), América Latina (31%) ( Lou et
al,2015), os EUA (31%) ( Wright et al, 2013) e os dados do TCGA (The Cancer Genome
Atlas) (26%) (TCGA, 2017). No entanto, frequéncias mais baixas também foram
descritos no Japao (12%) (Wang et al, 2015) e na China (12%) (Xiang et al, 2015).
Contudo, cabe salientar que cada estudo usou técnicas distintas como sequenciamento de
exoma, sequenciamento direto, combinacdes de técnicas, entre outros. No presente
estudo, foi utilizado a técnica de PCR em tempo real e encontrado uma prevaléncia de
29,3% de mutacBes em PI3K, o que vai de encontro a maioria das séries reportadas na
literatura.

Cabe destacar que 70,6% dos tumores cervicais investigados neste estudo com
mutacdo em PI3K foram mutados no dominio helicoidal, denominado p.E545K. Apenas
8,6% das mutacGes ocorreram no dominio quinase p.H1047R, 3,4% no dominio
helicoidal p.E542K e 3,4% no dominio quinase p.H1047L. Este dado vai de encontro as
outras coortes de cancer de colo uterino onde o dominio helicoidal p.E545K também foi
0 mais frequentemente mutado (TCGA, 2017; Lou et al, 2015). Contudo, esta & uma
caracteristica distinta dos carcinomas cervicais em comparagdo com outros neoplasias
com altas frequéncias de mutag¢fes PIK3CA, tais como endométrio, carcinoma ovariano,
mama e colorretal, em que muta¢cdes no dominio quinase ocorrem geralmente com a
mesma frequéncia que as mutag¢des no dominio helicoidal (Lou et al, 2015). A mutacao
do dominio quinase H1047R é frequentemente associada a uma taxa de resposta
aumentada aos inibidores PI3BK/AKT/mTOR (Janku et al, 2013). Em um estudo de Wang
et al., 15/60 dos canceres de colo uterino localmente avancado possuiam as mutacoes
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E542K ou E545K (ndo havia mutacdes no dominio da quinase), e esses pacientes
mostraram uma resposta significativamente pior a quimiorradioterapia baseada em
cisplatina (Wang et al, 2015). Fica evidente que mais pesquisas Sdo necessarias para
desenvolver terapias que possam interferir no dominio especifico de mutacéo no PI3K e
também observacgdes quanto ao entendimento das alteragcdes nesta via de sinalizacéo, as
quais estdo apenas comecando.

A alteracédo da via do PI3BK/AKT/mTOR é também conhecida por estar envolvida
na resisténcia a radioterapia, pois regula a dependéncia do DNA-proteina quinase que é
responsavel pela reparacdo das quebras de dupla fita de DNA causadas pela radioterapia
e também pelo fato de que a inibicdo desta via também altera a vascularizacdo e aumenta
a hipdxia celular. Poucos estudos até o momento abordaram mutacdo em PI3K como
fator prognostico para tratamento do cancer cervical. Mclintyre et al relataram que a
sobrevida global (OS) aos 5 anos ap6s a quimiorradiacéo foi significativamente pior para
pacientes mutados em PIK3CA do que com pacientes do tipo selvagem PI3K— sem
mutacéo (70% vs 40%, respectivamente). Neste estudo, esta magnitude de diferenca em
Sobrevida Global somente foi vista para pacientes com estagios iniciais 1B/Il, ndo para
estagios II/1V (p=0,0002 vs p=0,98) (Mclntyre et al, 2013).

No estudo conduzido por Wang et al (2015), pacientes com mutacfes PI3K
apresentaram uma taxa de resposta completa do tumor significativamente menor para
quimiorradiacdo, 52% contra 86% no tipo selvagem PI3K. Os autores também
observaram que 0s pacientes sem alteracBes genéticas mostraram significativamente
maiores respostas tumorais efetivas ao tratamento. Mais recentemente, Lachkar e
coautores (2018) também exploraram o papel prognostico da mutagdo em PI3K em 59
pacientes com cancer cervical e demonstraram que pacientes com PIK3 do tipo selvagem
apresentaram uma sobrevida especifica ao cancer significativamente melhor, em
comparag&o com pacientes mutados (p = 0,044) . E importante salientar que nesta amostra
de pacientes, a incidéncia de mutacdo em PI3K foi em 12% da populacdo. Analises de
sobrevida subsequentes revelaram que a mutacdo PI3K foi um fator prognoéstico
significativo para pior sobrevida global (HR: 3,9; IC 95%, 1,3-11,8; p = 0,017) e também
pior sobrevida especifica do cancer (HR:3,6; 1C95%, 1,2-11,0; p =0,024) (Lachkar et al,
2018). Nesta ultima publicacdo, os autores sugerem que os inibidores de PI3K podem
melhorar os desfechos apds quimiorradiagdo com pacientes em cancer cervical com
mutacdo em PI3K, visualizando uma nova abordagem a ser explorada (Lachkar et al,
2018).
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No presente estudo, levando em conta que a populacdo € predominantemente EC
II/IVA, assim como observado na amostra de Wang et al (2008), ndo foi observado
impacto clinico em sobrevida na populacdo mutada, nem impacto no desfecho a
quimiorradiacdo das pacientes no que diz respeito a mutacdo em PI3K, ndo havendo
significancia o fato de ter ou ndo mutacdo em PI3K. Esta discrepancia observada ns dados
com os demais estudos da literatura pode se dever ao fato dos diferentes métodos de
anélise molecular empregados, subtipos histolégicos distintos, populacdo heterogénea,
tempos de seguimentos diferentes, bem como diferentes modalidades de tratamento
empregadas. Em virtude de toda a argumentacdo, os presentes dados apontam a
necessidade de seguir investigando o papel da alteragéo desta via de sinalizagdo em cancer
de colo uterino e as possiveis implicagdes em novos tratamentos.

Com o surgimento de novas drogas de alvo moleculares e a mudanca da historia
natural da doenca de algumas neoplasias, aumentando consideravelmente a sobrevida
global, como vimos em céncer de mama (André et al, 2019), faz-se necessario o estudo
de vias moleculares alternativas para diferentes tipos de neoplasias. A heterogeneidade
tumoral € um fenémeno frequente que pode ser observado tanto na area histoldgica como
na molecular, se manifestando em diversas caracteristicas como angiogénese, potencial
invasivo, crescimento e proliferacdo celular. As diferengas inter ou intratumorais podem
dificultar a aplicagdo de uma medicina personalizada, podendo levar a falha no tratamento
ou, até mesmo, a resisténcia aos medicamentos. A fim de minimizar esse efeito, a
identificacdo de marcadores moleculares que trazem informac6es sobre prognostico e/ou
resposta as terapias é de extrema importancia para um melhor manejo dos pacientes.

Contudo, entende-se as limitagdes deste estudo devido a natureza retrospectiva e
ao limitado nimero de pacientes. Acrescentamos, ainda, que as lesdes iniciais (carcinoma
in situ ¢ EC I) ndo chegam para tratamento até nosso servico, por se tratar de um centro

de referéncia em oncologia, gerando um viés de sele¢ao.

7. CONCLUSOES

Observamos na nossa populacdo de pacientes portadoras de cancer cervical um
perfil de doenca diagnosticado em fases mais avancadas (EC Ill e IVA), com
caracteristicas clinicas agressivas e tratadas de acordo com os guidelines internacionais.

A prevaléncia de mutagdo em PI3K foi em 29,3% da populacdo estudada e os gendtipos

51



de HPV 16 e 18 foram identificados em 69% das pacientes. . Em relacdo as mutacdes
avaliadas em PI3K, a mais frequente foi a p.E545K (éxon 9), encontrada em 12 pacientes
(20,7%). Nao foi identificada significancia estatistica quando se analisou a presenca de
mutacdo em PI3K e/ou genotipo de HPV com as caracteristicas clinico-patologicas e

desfechos de sobrevida das pacientes.

8. PERSPECTIVAS

As neoplasias induzidas pelo HPV sdo um grande desafio no entendimento da
patogénese e do tratamento do cancer, principalmente em paises em desenvolvimento
onde a mortalidade destas neoplasias, particularmente do cancer cervical, é expressiva e
assume uma porcentagem significativa da causa de ébitos entre as mulheres. Estudos
recentes demonstraram que as alteracdes genéticas também desempenham um papel
importante na carcinogénese das neoplasias cervicais e provavelmente estdo interligadas
com a via de sinalizacdo do HPV. O que observamos é uma vasta lacuna do entendimento
de como estas pacientes vém se apresentando e da pobre resposta aos tratamentos padrdes.
Dessa forma, estudos explorando alteracbes moleculares como a via do
PISBK/AKT/mTOR, na tentativa de encontrar um biomarcador, sdo imprescindiveis e
devem ser estimuladas neste cendrio. Esta via de sinalizagdo em particular é
extremamente ampla e interage com diversas outras vias, sendo os dados da amostra desta
coorte ndo passiveis de conclusdo global, devendo a comunidade cientifica instigar outros
estudos neste cendrio especifico.

Na atual era do tratamento personalizado em oncologia, pontua-se a necessidade
do entendimento da patogénese do céncer cervical a fim de buscar biomarcadores e

tratamentos mais eficazes para as pacientes com cancer cervical.
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