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RESUMO

Ribeiro ARG. Impacto prognéstico de marcadores do ciclo celular em pacientes com

carcinoma de ovario. [Dissertacao]. Sao Paulo: Fundagao Antonio Prudente; 2020.

A hiperexpressao da ciclina E1 (CCNE1h) foi identificada como um marcador de um subgrupo
distinto de carcinoma ovariano seroso de alto grau (HGSC), caracterizado por auséncia de
deficiéncia de recombinagdo homologa. Os inibidores Weel sao inibidores do checkpoint G2-
M e atuam principalmente em pacientes com tumores com defeitos no checkpoint G1-S. A
associa¢do entre CCNE1h e Weel ainda ndo foi avaliada. O objetivo deste estudo ¢ avaliar a a
expressao de ciclina E1 e Weel sua associagdo com as caracteristicas clinicas e seu impacto
prognostico em um subconjunto institucional de pacientes brasileiras com diagnostico de
carcinoma de ovario.Também avaliamos em todo grupo institucional as caracteristicas clinicas
e seu impacto prognoéstico e em um segundo subgrupo desta populagdo o papel preditivo da
expressao do intervalo livre de platina (PFI) e da ciclina E1 na eficacia do bevacizumabe .
Realizamos uma revisao retrospectiva de dados clinicos de pacientes com cancer epitelial de
ovario (EOC), tratados de janeiro de 2007 a janeiro de 2017 no A.C.Camargo Cancer Center.
A CCNE1h e Weel foi avaliada por imunoistoquimica (IHC). As caracteristicas das pacientes
foram coletadas e os resultados clinicos medidos foram sobrevida livre de progressdao (SLP),
sobrevida global (SG), tempo para recidiva platino resistente, ¢ intervalo livre de platina (PFI).
Dos 196 pacientes com EOC, a ciclina E1 foi hiperexpressada em 83 pacientes (42%) e esse
grupo apresentou caracteristicas clinicas semelhantes as pacientes sem hiperexpressao.
CCNE1h foi associada a menor mediana SGm 56,34 vs 88,08 meses (p = 0,06), menor SLP
mediana (mSLP) 19,41 vs 22,47 meses (p = 0,37) e menor tempo mediano para recidiva platino
resistente 50,72 vs 97,54 meses (p =0,001). Foi feita uma subandlise das pacientes com recidiva
platina sensivel, tratadas com bevacizumabe e quimioterapia (grupo Bev) comparando-as com
as tratadas apenas com quimioterapia (grupo CT) pareadas 1: 1 quanto ao intervalo livre de
platina, nimero de linhas anteriores de quimioterapia e histologia. 124 pacientes foram
pareadas, 62 em cada grupo. A SLPm foi de 19,5 meses para o grupo Bev vs. 16,0 meses para
o grupo CT (p =0,150). Na andlise multivariada para SLP, o HR foi de 2,25 (IC95% 1,10-4,60)
paraa CCNET1h. O beneficio do bevacizumabe estava presente apenas no subgrupo de pacientes

com PFI <12 meses (SLPm 18,6 versus 10,4 meses, p = 0,002) e no subgrupo de pacientes com



CCNE1h (mSLP 16,3 versus 7,0 meses, p = 0,010). As pacientes com CCNEI1lh apresentam
pior tempo mediano para recidiva platino resistente. A expressdo de Weel foi constante e na
mesma intensidade para todas as pacientes. A IHC ndo parece ser um método apropriado para
avaliar a atividade Weel no tecido tumoral. Concluimos portanto que a CCNE1h esta associada
a resisténcia a platina e a sobrevida global e que a CCNE1h e o PFI podem identificar pacientes
com o maior beneficio do bevacizumabe. Esses dados se confirmados em novos estudos podem

ajudar a selecionar melhor os pacientes para terapia antiangiogénica.

Descritores: Carcinoma Seroso. Neoplasias Ovarianas. Ciclina E. Bevacizumabe.

Biomarcadores Tumorais. Prognostico



ABSTRACT

Ribeiro ARG. [Prognostic impact of cell cycle markers in ovarian cancer patients].

[Dissertacdo]. Sao Paulo: Fundagao Antonio Prudente; 2020.

Cyclin E1 overexpression (CCNE1h) has been identified as a marker of a distinct subgroup of
high-grade serous ovarian carcinoma (HGSC) characterized by no homologous recombination
deficiency. Weel inhibitors are G2-M check point inhibitors and act mostly in patients with
tumors with G1-S defects. Association between CCNE1 and Weel has not been evaluated yet.
The objective of this study is to evaluate the expression of cyclin E1 and Weel and their
association with the clinical characteristics of patients and their prognostic impact in an
institutional subset of Brazilian patients diagnosed with ovarian carcinoma. We also evaluated
the clinical characteristics and their prognostic impact in every institutional group and in a
second subgroup of this population the predictive role of platinum free interval (PFI) and E1
cyclin expression in the effectiveness of bevacizumab. A retrospective review of clinical data
from epithelial ovarian cancer (EOC) patients treated from January 2007 to January 2017 at
A.C.Camargo Cancer Center. CCNElh and Weel overexpression were assessed by
immunohistochemistry (IHC). Patients characteristics were collected, and measured clinical
outcomes were progression-free survival (PFS), overall survival (OS), platinum resistant free
survival (PRFS), platinum-free interval (PFI). Among 196 patients with EOC, cyclin E1 was
overexpressed in 83 patients (42%) and this group had similar clinical characteristics to patients
without CCNE1h. CCNE1h was associated with shorter median OS 56,34 vs 88,08 months (p
=0.06), shorter mPFS 19,41 vs 22,47 months (p =0.37) and shorter mPRFS 50,72 vs 97,54
months (p =0.001). A subanalysis of patients with sensitive platinum recurrence treated with
bevacizumab and chemotherapy (group Bev) was performed, comparing them with those
treated only with chemotherapy (group CT) paired 1: 1 regarding the platinum free interval,
number of previous lines of chemotherapy and histology. 124 patients were paired, 62 in each
group.. Median PFS (mPFS) was 19.5 months for the Bev group vs. 16.0 months for CT group
(p = 0.150). On multivariate analysis for PFS HR was 2.25 (95%CI 1.10-4.60) for CCNEI
overexpression. Benefit of bevacizumab was present only in the subgroup of patients with PFI
< 12 months (mPFS 18.6 versus 10.4 months, p=0.002) and in the subgroup of patients with
CCNE1 overexpression (mPFS 16.3 versus 7.0 months, p=0.010). CCNEI1 overexpressed

tumors have worse median time for resistant platinum recurrence. IHC does not seem to be an



appropriate method to evaluate Weel activity in tumor tissue. We therefore conclude that
CCNEl'h is associated with platinum resistance and overall survival and that CCNE1h and PFI
can identify patients with the greatest benefit from bevacizumab. These data if confirmed in

new studies may help to better select patients for antiangiogenic therapy

Keywords: Carcinoma, Serous. Ovarian Neoplasms. Cyclin E. Bevacizumab. Biomarkers,

Tumor. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

1.1  EPIDEMIOLOGIA

O cancer de ovario ¢ a oitava neoplasia mais frequente entre as mulheres no mundo,
com 295.414 novos casos estimados ao ano em 2018, e a oitava em mortalidade entre as
mulheres com 184.799 o6bitos estimados ao ano. Nos paises desenvolvidos € a terceira causa
mais comum de cancer ginecologico, com incidéncia de 7.0 por 100.000 mulheres e taxa de
mortalidade de 5.1 por 100.000 mulheres. Nos paises em desenvolvimento ele ¢ a terceira causa
mais comum de cancer ginecologico com incidéncia de 5,7 por 100.000 e taxa de mortalidade
de 3,1 por 100.000 (Bray et al. 2018).

Nos Estados Unidos o cancer de ovario ¢ a principal causa de mortalidade entre os
canceres ginecologicos e a quinta causa para as mulheres entre todos os tipos de cinceres, sendo
que para 2020 sdo estimados 21.750 casos novos, e 13.940 6bitos (Siegel et al. 2020).

No Brasil a tiltima estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) foi de 6.650 casos
novos esperados para cada ano do triénio 2020-2022, um risco estimado de 6,18 casos a cada
100 mil mulheres e o sétimo mais incidente (Ministério-da-Saude 2020).

A idade mediana ao diagndstico ¢ em torno de 60 anos e o risco de uma mulher

desenvolver cancer de ovario ao longo da vida € de 1 a cada 70 mulheres (Cannistra et al. 2004).
1.2 SUBTIPOS HISTOLOGICOS E ALTERACOES MOLECULARES

Os canceres epiteliais representam 95% dos canceres de ovario (EOC), os outros 5%
sdo tumores de células germinativas ou tumores de células estromais. Dentre os canceres
epiteliais de ovario ha alguns subtipos que diferem entre si pela morfologia e alteragdes
moleculares caracteristicas. O mais comum ¢ o seroso de alto grau correspondendo a 70% dos
casos, seguido pelo endometrioide (10% dos casos), células claras (10% dos casos), mucinosos
(2-4% dos casos), serosos de baixo grau (< 5% dos casos) e outros ainda mais raros como

carcinoma de células transicionais, carcinossarcoma e carcinoma de pequenas células (Prat

2012; Rescigno et al. 2013).



O EOC ¢ uma doenca heterogénea ¢ que cada subtipo histologico ¢ biologicamente
diferente com variados fatores de risco epidemioldgico e genético, lesdes precursoras, padroes

de disseminacao, biologia molecular, resposta a terapia e prognoéstico (Cannistra et al. 2004).

1.2.1 Carcinoma seroso de alto grau

Os carcinomas serosos de alto grau (HGSC) s3o os tumores epiteliais de ovario
responsaveis por 90% dos obitos pela doenca. Apenas 1% dos casos € restrito ao ovario ao
diagnostico e a sobrevida global em 5 anos para pacientes com estagio IIIC € de apenas 25-30%
e para as pacientes com estagio IV de 10-15% (Rescigno et al. 2013; Gurung et al. 2013).

A principal alteragdo molecular dessas neoplasias € a grande instabilidade genética com
muitas alteragdes do numero de copias do DNA e poucas mutagdes. Isso ¢ consequéncia da
presenca de mutagdes somaticas do TP53 em 97% dos casos. A proteina p53 € responsavel pela
regulagdo do ciclo celular, reparo do DNA e indu¢do de apoptose de forma que a perda da sua

funcao favorece a instabilidade genética (Gurung et al. 2013; Mittempergher 2016).

1.2.2 Carcinoma endometrioide

Os carcinomas endometridides correspondem a 10% dos canceres epiteliais do ovario.
O tumor ¢ bilateral em 28% dos casos e entre 15 a 20% esta associado a presenca de um segundo
tumor primario de endométrio. Sdo tumores caracteristicamente de alto grau. E um subtipo
sensivel a quimioterapia e com melhor prognoéstico quando comparado com os serosos de alto
grau nos estagios avancados (Mackay et al. 2010; Prat 2012). J& os carcinomas de endométrio
de alto grau sdo molecularmente indistinguiveis do carcinoma de ovario do tipo seroso de alto
grau, além de expressarem WT1 (um marcador dos tumores serosos) e de apresentarem perfil
de expressdo génica semelhante. Estes dados sugerem que os tumores endometridides de alto
grau ndo sdo diferentes dos serosos de alto grau (Prat 2012; Groen et al. 2015).

Segundo a origem do tumor, ha dois tipos de carcinoma endometridide: os relacionados
a endometriose, em até¢ 42% dos casos de todos os tumores endometridides de ovario ha
evidéncia de endometriose, e aqueles ndo relacionados a endometriose. Apesar disso nao ha

diferenca entre eles quanto ao prognostico (Mangili et al. 2012).



1.2.3 Carcinoma de células claras

Os carcinomas de ovario de células claras (10% dos tumores epiteliais) sao
diagnosticados em idade mais jovem, em torno de 54 anos, e em estagios I e Il de forma mais
frequente que os serosos, em 57-80% dos casos. Em aproximadamente metade dos casos o
tumor se origina de focos de endometriose. Nestes casos, o progndstico ¢ melhor do que aqueles
nao associados a endometriose. Sao neoplasias resistentes a quimioterapia, convencionalmente
utilizada para tratar os carcinomas de ovario e, 20 menos nos estagios mais avangados, ja ¢ bem
estabelecido que apresentam uma pior sobrevida global quando comparados aos tumores

serosos de alto grau (Del Carmen et al. 2012; Prat 2012; Gurung et al. 2013; Yamashita 2015).

1.2.4 Carcinoma mucinoso

Os carcinomas mucinosos do ovario sdo um subtipo raro, representando apenas 2 a 4%
dos tumores de ovario. Mais de 80% dos casos sdo diagnosticados no estagio I, quando o
prognostico ¢ excelente, com sobrevida de 90% em 5 anos. Porém trata-se de um tumor
resistente a quimioterapia e, quando diagnosticado em estadgios avancados, o progndstico € pior
que dos serosos de alto grau (Frumovitz et al. 2010; Mackay et al. 2010; Kelemen et al 2011;

Xu et al. 2016).

1.2.5 Carcinoma seroso de baixo grau

Os tumores serosos de baixo grau foram recentemente descritos como uma entidade
totalmente diferente dos serosos de alto grau, correspondendo a menos de 4% dos tumores
epiteliais de ovario. Sdo muitas vezes associados aos tumores borderline de ovario,
diagnosticados na maioria das vezes em estagios mais avancados e com uma evolugdo bastante
indolente (Romero et al. 2013; Gurung et al. 2013).

As alteragdes moleculares sdo totalmente diferentes daquelas descritas nos carcinomas
serosos de alto grau, apresentando baixa frequéncia de mutagdes do TP53 ¢ do BRCA e com
alteracdes da via da MAPK em até 70% dos casos. Drogas-alvos explorando os inibidores da
via da MAPK quinase ( MEK) j& foram testadas em estudos clinicos com uma taxa de resposta
em torno de 15%, sendo identificados alguns tipos de mutagdes em MAP2K1 capazes de
identificar pacientes com resposta prolongada ao tratamento (Grisham et al. 2015).

Mutacgdes no proto-oncogene BRAF (38%) ou no KRAS (19%), que sdo mutuamente

exclusivas, sdo as aberragdes mais comuns detectadas nos tumores serosos de baixo grau



1.3 ESTADIAMENTO E TRATAMENTO DO CANCER DE OVARIO

1.3.1 Estadiamento

O sistema de estadiamento mais utilizado para o cancer de ovario ¢ o estadiamento da
Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). O estadio I inclui doenga restrita
ao ovario, [A, unilateral, IB, bilateral, IC: tumor limitado a 1 ou ambos os ovarios com qualquer
uma das caracteristicas : IC1 ruptura intra operatdria da capsula ovariana IC2 ruptura de capsula
ovariana antes da cirurgia ou acometimento da superficie ovariana; IC3:células neoplasicas em
ascite ou lavado peritoneal; 11, doenga restrita a pelve. IIA, extensdo para tubas uterinas ou
utero, IIB, extensao para outros 6rgaos pélvicos ou peritonio pélvico. III: doenga com extensao
para cavidade peritoneal e ou envolvimento de linfonodo retroperitoneal IIIA doenca
microscopica (linfonodo retroperitoneal comprometido e/ou doenga microscopica extra
pélvica), IITA1 (linfonodo retroperitoneal comprometido, comprovado por meio de citologia ou
histologia), IIIA2 Doenga microscdpica extra pélvica, envolvimento peritoneal com ou sem
linfonodo retroperitoneal comprometido); I1IB, doenga macroscopica menor que 2cm, com ou
sem linfonodo retroperitoneal comprometido; IIIC, doenga macroscopica maior que 2cm com
ou sem linfonodo retroperitoneal comprometido. Estdgio IV com doenca extra cavidade
peritoneal, o que inclui doenca no parénquima hepatico e derrame pleural neopléasico IVA
(derrame pleural com citologia positiva) e IVB (metéstase para parénquima hepatico e/ou
esplénico ; metastase para 6rgdos extra-abdominais incluindo linfonodo inguinal e fora da

cavidade abdominal) (Prat et al. 2017).

1.3.2 O procedimento cirurgico no cincer de ovario

Em todos os estagios, o pilar do tratamento ¢ a cirurgia. A cirurgia para o cancer de
ovario tem papel diagnostico, de estadiamento e terapéutico. O procedimento minimo para uma
cirurgia ser considerada adequada, via de regra envolve: histerectomia total, salpingo-
ooforectomia bilateral, omentectomia, bidpsias do peritdnio e lavado peritoneal. Em algumas
situacdes bastante particulares pode-se optar por ndo realizar algum desses procedimentos,
como ¢ o caso, por exemplo, das cirurgias com conservagdo de fertilidade. Em caso de doenca
pélvica e peritoneal, o objetivo da cirurgia ¢ retirar toda a doenca visivel, com ressec¢ao de
todos os implantes visiveis. Essa cirurgia ¢ denominada de citorredugao (Fader 2007). O papel
da linfadenectomia pélvica e paraadrtica foi recentemente revisto, ndo sendo mais indicado de

forma sistematica (Harter et al. 2017).



A citorreducdo pode ser classificada quanto ao volume de doenga residual
(microscdpica: citorreducdo completa e macroscopica) e quanto ao momento do tratamento.
Até alguns anos atras a citorredu¢ao com doenca residual menor que 10mm era considerada o
objetivo do tratamento sendo chamada de citorredugdo 6tima e aquelas com doenca residual
maior que 10mm chamadas de citorredugdo subotima. A citorredugdo completa confere um
prognostico melhor do que citorredugdo com doenga residual macroscopica mesmo em relagao
aquelas pacientes com doenga residual com volume menor que 10mm. Por isso hoje o termo
citorreducdo otima deve ser empregado para as citorredugdes que chegam a doenca residual
microscopica. Este ¢ um dos principais fatores prognosticos, juntamente com estagio e subtipo
histologico da paciente, sendo o unico modificavel pelo tratamento (Du Bois et al. 2009; Chang
et al. 2013). Quanto ao momento da citorredugdo ela pode ser classificada como primaria
quando realizada antes do tratamento de quimioterapia, citorreducdo de intervalo, quando ¢
realizada imediatamente ap6s alguns ciclos de quimioterapia, e secundéria quando ¢ realizada

no momento da recidiva da doenga (Fader 2007).

1.3.3 Quimioterapia na doenca inicial

Aproximadamente 25% das pacientes sdo diagnosticadas em estdgio inicial (estadios I
a IIA). Nesses casos, o tratamento apos a cirurgia € realizado com quimioterapia baseada em
platina por 4 a 6 ciclos nas pacientes com estadio IC em diante e grau 3. A indicagdo de
quimioterapia € controversa nos estadios IB e G2 e para pacientes com tumores de células claras
e mucinosos estagio IA e IB. O diagnostico de tumores mucinoso e de células claras era critério
de elegibilidade para o estudo de fase III que estabeleceu o beneficio da quimioterapia
adjuvante. Entretanto, analises posteriores mostraram que esses subtipos histologicos quando

nos estadios IA e IB tém um bom prognoéstico (Trimbos et al. 2003).

1.3.4 Quimioterapia na doenca avancada

Aproximadamente 75% das pacientes sdo diagnosticadas com doenga avangada (estadio
IIB a IV). Nesses casos o tratamento ap6s citorreducdo ¢ quimioterapia baseada em platina. O
esquema de quimioterapia, mais tradicionalmente realizado apos a cirurgia, ¢ a associagdo de
carboplatina com paclitaxel que se mostrou superior aos esquemas anteriores de combinagdes
de platina com agentes alquilantes como a ciclofosfamida (McGuire et al. 1996; Piccart et al.
2000) e tao eficazes quanto e menos toxico que a combinacdo de cisplatina e paclitaxel (Ozols
et al. 2003; Du Bois et al. 2003). Atualmente ha evidéncias, ao menos iniciais, de outras

combinagdes de platina tdo eficazes como esta que podem ser uma op¢ao alternativa de



tratamento principalmente levando-se em consideragao o perfil de efeitos adversos. Estas outras
drogas que podem ser combinadas com a carboplatina ao invés do paclitaxel sdo o docetaxel,
ou doxorrubicina lipossomal (Vasey et al. 2004; Pignata et al. 2011).

Apesar do uso da quimioterapia, o prognostico das pacientes com doenca avangada ¢
ruim, especialmente para pacientes com estadio IIIC e IV com sobrevida global em 5 anos de
acordo com estadio: 1IB - 70,2%, IIC — 64,1%, IIIA — 52%, IIIB — 45,2%, I1IC — 32,1%, IV —
15,3% ( Prat et al. 2017) .

Até o momento 3 estratégias de tratamento sdo aceitas para pacientes com doenca
avancada, baseado em estudos de fase III, como alternativas ao tratamento padrdo de
combinagdo de carboplatina e paclitaxel com ganho de sobrevida global: o esquema de dose
densa com carboplatina intravenosa semanal (IV) a cada 3 semanas e paclitaxel (IV) semanal
avaliado na populagdo asiatica (Katsumata et al. 2009; Katsumata et al. 2013), embora na
populacdo ocidental nao tenha demonstrado ganhos em relagdo ao tratamento padrdo, e
apresentar maior toxicidade (Clamp et al. 2019); a associa¢ao de bevacizumabe as duas drogas
(Burger et al. 2011; Perren et al. 2011; Tewari et al. 2019) e a quimioterapia intraperitoneal
apos cirurgia primaria com doenca residual menor que 1 cm (Alberts et al. 1996; Markman et
al. 2001; Armstrong et al. 2006; Tewari et al. 2015). A combinagdes destas trés alternativas de
tratamento entre si, também foram avaliadas em estudos de fase III neste cenario de
quimioterapia pos-operatdria, na tentativa de estabelecer um novo esquema terap€utico para as
pacientes com doenga avangada (Raja et al. 2012). O esquema de carboplatina e paclitaxel em
dose densa foi similar a quimioterapia intraperitoneal, com menos toxicidade, tendo sido
associado com Bevacizumabe nos 3 bragos (Walker et al. 2019). Em outro estudo o esquema
de dose densa nao apresentou beneficio ao esquema padrdo, sendo que 84% dos pacientes

ambos os bracos receberam Bevacizumabe (Chan et al. 2016).

1.3.5 Tratamento manutenc¢ao

Os genes BRCA1 e BRCAZ2 sao classificados como genes supressores de tumor e
codificam proteinas relacionadas ao processo de reparo do DNA, por meio da recombinagdo
homologa (HR) (Pommier et al 2016).

As mutagde nos genes BRCAL ou BRCA2 podem ser germinativas ou somaticas, sendo
a mutacao germinativa observada em aproximadamente 14% dos pacientes com neoplasia
epitelial de ovario ndo mucinoso, destas aproximadamente 50% ocorre nos HGSCs, enquanto
mutagdes somaticas no BRCAL / 2 sdo encontradas em aproximadamente 6% dos HGSCs

(TCGA 2011; Alsop et al. 2012).



As mutagdos de BRCAL e BRCA2 ocasionam defeito da HR o que torna essas células
particularmente dependentes de outras proteinas e vias de reparo do DNA que compensam a
perda de atividade de HR. Esse ¢ o caso da PARP-1, poli-adenosina difosfato-ribose (ADP)-
ribose, (PARP), uma proteina nuclear importante na deteccao e reparo de lesdes presentes na
fita do DNA. A PARP-1 atua nas vias de reparo de quebra da fita simples do DNA, a via o
reparo por excisao de base (BER). A deficiéncia na via de HR torna as células sensiveis aos
inibidores de PARP pelo mecanismo de letalidade sintética: o bloqueio da PARP leva ao
actimulo de lesdes de quebra de fita simples do DNA, essas lesdes resultam em lesdes de dupla
fita do DNA que em uma célula normal seriam reparadas pela via da HR, ja em uma célula com
perda da fungdo da HR o actiimulo de lesdes de fita dupla ndo reparadas leva a morte celular
(Fong et al. 2009; Lord et al. 2017).

Tem sido crescente o papel dos inibidores da (PARP) como terapia de manuten¢ao no
cancer epitelial avangado de ovario (EOC) para mulheres com mutagdo de BRCA 1/2. Em
varios estudos randomizados, que incluiram pacientes com cancer de ovario avangado, cuja
doenca respondeu a quimioterapia de primeira linha com base em platina, o tratamento de
manuten¢do com um dos inibidores da PARP, veliparibe, niraparibe ou olaparibe, e ainda a
combinag¢do de olaparibe e bevacizumabe, melhoraram a sobrevida livre de progressdao (Moore
et al. 2018; Coleman et al. 2019; Gonzalez-Martin et al. 2019; Ray-Coquard et al. 2019). Além
disso, outros estudos mostraram que em pacientes sem mutagéo nos genes BRCA1/2, mas com
deficiéncia da HR, também se beneficiaram do acréscimo de inibidor de PARP (Gonzilez-
Martin et al. 2019).

Desta forma o conhecimento do status da mutacdo de BRCA 1/2 em pacientes com
cancer de ovario de forma precoce ¢ importante para identificar as pacientes que podem se

beneficiar mais desta abordagem terapéutica de inibicdo de PARP.

1.3.6 Doenca Recidivada

A doenga recidivada pode ser dividida em trés cendrios de acordo com o intervalo livre
de platina, definido como o tempo entre a ultima aplicacdo de quimioterapia com platina e a
recidiva da doenga. Caso a recidiva ocorra em menos de 6 meses a doenga ¢ considerada platina
resistente/refrataria, sendo considerada refrataria se a progressao ocorrer durante o tratamento
(10% dos casos), resistente caso ocorra apds o término do tratamento (30% dos casos); platina
sensivel caso ocorra ap6s 12 meses, e caso ocorra entre 6 ¢ 12 meses ¢ considerada com uma
sensibilidade intermediaria a platina (50-55% dos casos com sensibilidade intermediaria ou

completa). Quanto menor esse intervalo, menor a taxa de resposta ao re-tratamento com um



esquema com platina, sendo esperadas taxas de resposta de 0% para platina refrataria, 10% para
platina resistente, 30-40% para sensibilidade intermediaria, e maior que 60% para platina

sensivel (Colombo et al. 2013).

A) Doenca platina sensivel e com sensibilidade intermediaria

Nas pacientes com recidiva platina sensivel uma opgao a ser discutida ¢ a citorredugao
de intervalo. Esta ¢ uma opc¢do que pode ser considerada em pacientes selecionadas (Al Rawahi
et al. 2013; Du Bois et al. 2020; Zang et al. 2020).

A quimioterapia ¢ o tratamento fundamental neste cenario e tem intuito paliativo. A
combinagdo de mais de um agente quimioterapico ¢ melhor que a monoterapia. As opgdes
aceitaveis sdo a re-exposi¢do ao esquema de carboplatina e paclitaxel, variagdes deste esquema
com uso de cisplatina no lugar de carboplatina ou de docetaxel no lugar de paclitaxel, ou ainda
outros esquemas com platina que pode ser combinada com gencitabina ou doxorrubicina
lipossomal. Nao ha diferenga na sobrevida global alcangada com nenhum destes esquemas ¢ a
escolha depende do perfil de efeitos adversos desejado e da tolerincia da paciente (Al Rawahi
et al. 2013; Elit ¢ Hirte 2013).

Sabe-se que recentemente existem alternativas que levam a uma melhor sobrevida livre
de progressdao para essas pacientes,ao incluir o uso de agentes anti-angiogénicos como
bevacizumabe e pazopanibe em combinagcdo com a quimioterapia e/ou manuten¢do apds a
quimioterapia (Aghajanian et al. 2012, 2015; Monk et al. 2013), bem como o uso de inibidores
de PARP (olaparibe, rucaparibe, niraparibe) como tratamento de manuten¢do apos a
quimioterapia (Ledermann et al. 2012; Ledermann et al. 2014; Oza et al. 2015; Matulonis et al.
2016; Mirza et al. 2016; Coleman et al. 2017; Pujade-Lauraine et al 2017; Friedlander et al.
2018; Del Campo et al. 2019). Recentemente no Congresso Americano de Oncologia Clinica
(ASCO) foram apresentados os dados finais do estudo de fase SOLO/ENGOT-ov21, que
avaliou o uso de olaparibe de manutencdo em pacientes com cancer de ovario recidivado
platino sensivel e com mutacdo BRCA, que foram expostas a mais de duas linhas de tratamento
prévios e responderam a quimioterapia a base de platina. Esses dados mostraram pela pela
primeira vez ganho de sobrevida global de 12,9 meses com uso inibidores de PARP versus
placebo, em pacientes com carcinoma epitelial de ovario e mutagdo de BRCA (Poveda et al.
2020).

B) Doenca platina resistente



Pacientes com doenca platina resistente tém um prognostico ruim, com uma sobrevida
global mediana em torno de 1 ano e taxas de resposta a quimioterapia em torno de 10%. Para
essas pacientes o tratamento paliativo deve ser feito com monoquimioterapia, sendo opcoes de
tratamento o uso de gencitabina, doxorrubicina lipossomal, topotecano e paclitaxel semanal
(Colombo et al. 2013).

Atualmente foi descrita uma nova alternativa para o tratamento, ou seja, o acréscimo do
bevacizumabe a quimioterapia que mostrou um aumento da taxa de resposta e da sobrevida
livre de progressao nestas pacientes (Pujade-Lauraine et al. 2014; Poveda et al. 2015).

O niraparibe foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em monoterapia,
para mulheres com carcinoma de ovario seroso de alto grau avancado tratadas com mais de 3
linhas de tratamento e portadoras de mutagdo deletéria no gene BRCAL/2 ou deficiéncia da HR
identificada por um marcador de instabilidade gendmica (Moore et al. 2019). Da mesma forma
o olaparibe inicialmente foi aprovado para pacientes com carcinoma de ovario seroso de alto
grau avancado, tratadas com mais de 3 linhas de tratamento e portadoras de mutacao deletéria
no gene BRCA1/2 (Kim et al. 2015).

Apesar desses avancos, o cancer de ovario recorre na maioria das pacientes sendo a cura
infrequente. Na recidiva as pacientes desenvolvem doenga resistente a quimioterapia, e as
opgdes para o tratamento de resgate efetivo sdo limitadas, justificando a alta mortalidade

associada a doenca.

1.3.7 Antiangiogénicos no tratamento do cincer de ovario

O bevacizumabe (Avastin®) é um anticorpo monoclonal humanizado, cujo mecanismo
de acdo baseia-se na sua ligagao ao fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, um dos
principais agentes que estimulam a formag¢do de novos vasos), inibindo desta forma a ligacao
do VEGEF aos seus receptores na superficie das células endoteliais. A neutralizagdo da atividade
bioldgica do VEGF diminui a vascularizagdo, o que, no caso de tumores, causa a diminui¢ao
ou supressao do crescimento. A adi¢do do Bevacizumabe a quimioterapia no tratamento do
cancer de ovario demonstrou aumento na sobrevida livre de progressdo em todos os cendrios
de tratamento, incluindo primeira linha (Burger et al. 2011; Perren et al. 2011), recidiva platino
sensivel (Aghajanian et al. 2012; Coleman et al. 2017) e recidiva platino resistente (Pujade-
Lauraine et al. 2014). Avaliando esses diferentes estudos observamos a reducao do valor do
hazard ratio quanto mais avangada a doenca , 0 que nos leva a pensar que a talvez a magnitude
do beneficio do bevacizumabe seja maior neste cenario de doenca mais avancada. Os diferentes

estudos sao mostrados na Tabela 1 abaixo.



Tabela 1 - Estudos com Bevacizumabe em cancer de ovario
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Estudo Agente Cenario HR-SLP (95%CI)
GOG 218 Bevacizumabe Primeira linha/ 0.72(0.63-0.82)
(Burger et al. 2011) manutencao
ICON7 Bevacizumabe Primeira linha/ 0.81(0.70-0.94)
(Perren et al. 2011) manutencao
AURELIA Bevacizumabe Recorréncia, 0.48(0.38-0.60)
(Pujade-Lauraine et al. Platino resistente,
2014) 1-2 anteriores
OCEANS Bevacizumabe Recorréncia, 0.48(0.38-0.60)
(Aghajanian et al. Platino sensivel,
2012) 1 anterior
GOG 0213 Bevacizumabe Recorréncia, 0.61 (0.52-0.72)
(Coleman et al. 2017) Platino sensivel,

1 anterior

SLP: sobrevida livre de progressao, CI: intervalo de confianga, HR: Hazard Ratio

A) Fatores preditivos de resposta ao bevacizumabe

Dois estudos retrospectivos de fase III em primeira linha de tratamento, avaliaram
biomarcadores preditivos de resposta ao bevacizumabe. O estudo GOG-0218 avaliou a
expressao tumoral de VEGFR2 e a maior densidade de microvasos medida pela expressao de
CD31, e mostrou seu valor preditivo para a SLP, mas ambas falharam apds um longo periodo
de acompanhamento (Birrer et al. 2015). O outro estudo foi o ICON7, mostrando que entre os
quatro subtipos de expressdao génica do cancer de ovario, o bevacizumabe apresentou o maior
beneficio nos subgrupos mesenquimais e proliferativos (Kommoss et al. 2017). Estes
marcadores ainda precisam ser validados e estdo longe da pratica clinica.

O impacto da presenca da deficiéncia da HR no efeito do bevacizumabe ¢ ainda
controverso. Embora um estudo retrospectivo sugira que pacientes sem mutagcdo de BRCAL/2
nao tenham beneficio do uso de bevacizumabe (Lorusso et al. 2020), uma analise dos dados do
estudo GOG 218 n3o mostrou impacto da deficiéncia de HR no efeito do bevacizumabe
(Norquist et al. 2018).

Ao avaliar dados dos estudos ICON 7 e GOG 218 podemos observar que o beneficio do
bevacizumabefoi maior para os pacientes com intervalo livre de platina (PFI) entre 6 e 12 meses
se comprarmos com os que tinham PFI maior que 12 meses.Mediante este resultado pode-
sesugerir que pacientes com PFI mais curto possam derivar beneficios relativamente maiores

do bevacizumabe (Perren et al. 2011; Burger et al. 2011).
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1.4 CICLO CELULAR E CANCER DE OVARIO

O Atlas Genomico do Cancer de Ovario (TCGA 2011) caracterizou as principais
alteracdes moleculares dos carcinomas serosos de alto grau de ovario. Como descrito
anteriormente 96% dos tumores apresentam mutacdes em TP53, e aproximadamente metade
dos tumores apresentam disfungdo da via da recombinacdo homologa. Essas duas
caracteristicas conferem aos carcinomas serosos de alto grau de ovario uma grande

instabilidade genomica (Cancer Genome Atlas Research 2011).
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Figura 1 - Diagrama ilustrando a frequéncia de alteragdes genéticas e epigenéticas, envolvidas

na via HR e ndo relacionadas a via da HR.

Os mecanismos de reparo de DNA relacionadas a via da recombinacao homoéloga bem
como diversas fun¢des do gene TP53 sdo diretamente ou indiretamente relacionados ao ciclo
celular. Além disso aproximadamente 15 a 20% dos carcinomas serosos de alto grau de ovario
apresentam amplificagdo do CCNEL, gene que codifica a proteina Ciclina E1, parte integrante
dos mecanismos de regulagao do ciclo celular (TCGA 2011). Estes achados despertaram muito
mais o interesse pelo estudo das alteragdes de regulagdo do ciclo celular nos tumores de ovario,
levantando a hipdtese de té-las como potenciais alvos terapéuticos (Otto et al. 2017).

O ciclo celular ¢ composto por: interfase (fases: G1, S e G2), sendo G1 (Gap 1,
intervalo), S (sintese de DNA), G2 (Gap 2) e M (Mitose). Na fase G1 existe a preparagao para
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a sintese de DNA, na fase S subsequente, ocorre a replicacdo do DNA, a fase G2 ¢ o intervalo
entre a sintese de DNA e a mitose, as células crescem e se preparam para a divisao celular. Na
Fase M ocorre a divisao celular e duas células filhas sdo formadas apds a separagdo
(Suryadinata et al. 2010).

A desregulacdo do ciclo celular ¢ um marco para o desenvolvimento do cancer, assim,
nas células neopldsicas frequentemente encontramos: proliferagdo ndo programada,
instabilidade genomica, aumento das mutagdes no DNA e das aberragdes cromossdmicas,

instabilidade cromossomica, € mudangas no numero de cromossomos (Malumbres et al. 2009).

1.4.1 Regulacao do ciclo celular

O ciclo celular ¢ um processo altamente controlado. Existem varios mecanismos pelos
quais as células podem modular sua progressdo entre eles os checkpoints a as quinase
dependentes de ciclina (CDKs) (Bucher et al. 2008; Malumbres et al. 2009).

Os checkpoints sdo pontos de checagem para garantir que a célula esta pronta para dar
continuidade a divisao celular. Caso haja dano no material genético, ativa-se uma cascata de
sinais para bloquear a progressao do ciclo celular, colocando em funcionamento a maquinaria
de reparo do material genético e/ou acionando a apoptose por meio de sensores, sinalizadores
e efetores especificos. Esses pontos também sdo responsaveis por permitir a finalizagdo correta
dos passos de uma fase precedente, regulando a transi¢do para a fase seguinte. Alteragdes nesses
pontos de checagem levam ao acimulo de mutacdes e aberracdes cromossdmicas que
aumentam a probabilidade de desenvolvimento do cancer. Os 3 principais checkpoints ocorrem
em: G1 /S, intra-S ¢ G2 / M. A fun¢do da proteina p53, que controla os checkpoints G1 /S, é
perdida ou prejudicada na maioria dos canceres, fazendo com que as células que possuem essa
alteragdo dependam dos checkpoints de S e G2/M para reparagao apds danos no DNA (Kastan
et al. 2004).

Por seu papel fundamental no ciclo celular os checkpoints surgiram como potenciais
alvos terapéuticos.

A progressdao do ciclo celular também ¢ regulada pela expresssdo ordenada das
quinases dependente de ciclina (CDKs), assim denominadas porque a sua ativacdo depende da
associagdo com subunidades reguladoras conhecidas como ciclinas. Cada fase do ciclo celular
possui uma configuragdo exclusiva de ciclina e CDks. As atividades de CDKSs envolvidas na
regulacdo do ciclo celular sdo bem controladas: sdo induzidas por sinais mitogénicos € podem
ser inibidas pela ativagdo dos checkpoints do ciclo celular em resposta ao dano do DNA (Otto
etal. 2017).
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Apenas um subconjunto de complexo CDK-ciclina estd diretamente envolvido na
condugdo do ciclo celular. Eles incluem trés CDKs na interfase (CDK2, CDK4 ¢ CDK6), um
CDK na mitose (CDK1, também conhecida como proteina 2 de controle da divisao celular,
CDC2,) e dez ciclinas que pertencem a quatro diferentes classes (As ciclinas do tipo A, B, D e
E). As ciclinas do tipo B sao citoplasmaticas enquanto as do tipo A, D e E s3o nucleares

(MacLachlan et al. 1995; Malumbres et al. 2009).
A) Checkpoint G1-S

Multiplos estimulos ativadores e inibitdrios atuam durante a divisdo celular. No inicio
da fase G1, ocorre aumento da ciclina D que se liga e ativa CDK4 e CDK6. As CDK4 e CDK6
sdo expressas durante todo o ciclo, mas na forma inativa. Sao ativadas pela ligacao das ciclinas
ocasionando entdo a fosforilacdo e inativacdao da proteina retinoblastoma (Rb). A proteina Rb
fosforilada libera o fator de transcricdo E2F, e promove a passagem G1 / S (Koff et al. 1992;
Chen et al. 2009).

O E2F atua como fator de transcri¢do, estimulando a transcri¢cao de genes envolvidos
na progressao do ciclo celular, como o gene CCNE1 que promove a entrada na fase S, além de
genes requeridos para a sintese de nucleotideos e de DNA polimerase. A Rb ¢ mantida
fosforilada nas fases S, G2 e durante a mitose. Apenas ap6s a mitose, quando os niveis do
complexo CDK ciclina ficam muito reduzidos, ela volta ao seu estado ativo desfosforilada,
desempenhando seu efeito inibitdrio sobre os fatores de transcricdo E2F (Trimarchi et al. 2000;
Wiedemeyer et al. 2014).

A atividade da ciclina D — CDK4 / 6 diminui no final de G1, sinalizando uma mudanga
na regulacao do ciclo celular das ciclinas do tipo D para o tipo E. O complexo ciclina E — CDK2
fosforila ainda mais o pRb, melhorando a regula¢do positiva mediada por E2F de genes
especificos da fase S (Classon et al. 2002). A atividade do complexo ciclina E — CDK2 esta
sujeita ao controle intrinseco e extrinseco durante toda a fase G1, em parte por meio da ligagdo
de inibidores enddgenos da CDK (CKi), incluindo p21CIP1 e p27Kip1 (Koff et al. 1992). O
complexo ciclina E — CDK2 atinge o pico de atividade na fase Gl tardia por meio de
mecanismos de feedback positivo, incluindo a transcrigdo aumentada de ciclina E mediada por
E2F e a inativagdo induzida por fosforilagdo de inibidores principais (por exemplo, p27, p21 e
SMAD3 (Sheaff et al. 1997; Matsuura et al. 2004). Eventualmente, o complexo ciclina E —
CDK2 se torna insensivel a inputs intrinsecos e extrinsecos, mediando dano irreversivel a

divisdo celular, o ponto de restri¢ao; (Pardee 1989). A medida que as células progridem na fase
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S, a ciclina E € marcada para rapida degradacao pelo proteassomo por meio da ubiquitinacao
dos substratos (sistema ubiquitina-proteassoma). A atividade CDK2 ¢ mantida pela ciclina A

na fase S e na fase G2 (Koepp et al. 2001).

B) Checkpoint intra-S

O checkpoint da fase S desempenha um papel crucial na manutengdo da estabilidade
gendmica em resposta a varios tipos de danos ao DNA. O checkpoint da fase S mantém a
estabilidade gendmica principalmente pela regulagdo da origem do disparo das forquilhas de
replicagdo, controle da progressao das forquilhas de replicagdo, e controlando a realizacdo de

transcrigao de RNA durante a fase G1-S em resposta a danos ao DNA (Ramalingam et al 2017)

O) Checkpoint G2-M

A proteina CDK1 ¢ essencial para a entrada em mitose. Durante a fase G2 a CDKI se
liga e ¢ ativada pelas ciclinas A2 e B. Quando a célula entra em mitose a ciclina A2 ¢ degradada
e a atividade de CDK ¢ sustentada pela ligagdo com ciclinas do tipo B. A atividade da CDK 1
¢ inibida por fosforilacdo pela proteina Weel e estimulada pela retirada do radical fosfato pela
fosfatase CDC25. Estas por sua vez sao reguladas pelas proteinas CHK1 e PLK1 que fazem
parte do mecanismo de resposta ao dano de DNA (DDR do inglés “DNA Damage Response”)
sendo ativadas via ATM ou ATR (Kawabe 2004; Otto et al. 2017).
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Figura 2 - Ilustra a progressdo do ciclo celular e as principais proteinas reguladoras. Os circulos

roxos indicam reguladores positivos da progressdo do ciclo celular e os azuis indicam reguladores negativos do

ciclo celular progressao.

1.4.2 Alteracoes no ciclo celular e as neoplasias

Diversos genes relacionados ao ciclo celular podem estar alterados no carcinoma de
ovario, na maioria das vezes por alteracdes de nimero de copias (TCGA 2011).

Amplificagdo das regides cromossdmicas t€m um papel critico no desenvolvimento
tumoral. O aumento no numero de copia de oncogenes promove o desenvolvimento e a
progressdo do cancer. A amplificagdo também tem um papel fundamental no desenvolvimento
de resisténcia a droga (Albertson et al. 2003; Wang et al. 2004).

Os métodos mais frequentemente utilizados para avaliar as alteracdes do numero de
copias de DNA, sdo a imunoistoquimica que detecta a hiperexpressdo da proteina na membrana
celular das células neoplasicas ou a hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) que detecta a
amplificacdo do gene avaliado (Simon et al. 2001).

Os oncogenes amplificados ou superexpressos conhecidos incluem c-myc, ERBB2,
EGFR, AKT2, CCND1 e CCNEL. Estudos sobre esses genes ndo sd proporcionaram novos
conhecimentos sobre os mecanismos de desenvolvimento de cancer, mas também revelaram
implicagdes para o desenvolvimento de drogas para tratamento de varios tipos de cancer

(Slamon et al. 1989; Hinds et al. 1994; Campaner et al. 2010).
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1.4.3 Ciclina E
Em 1991 Koff et al. isolaram o gene Ciclina E (CCNE1), localizado na banda
cromossomica 19q12, que codificava uma nova ciclina, denominada Ciclina E, que ¢ hoje

conhecida como ciclina E1.

A) Ciclina E1 e o controle do ciclo celular

Como visto anteriormente a ciclina E1 participa do ciclo celular, e ¢ expressa na fase
tardia de G1 e na fase S do ciclo celular, sendo o principal regulador da transi¢cdo G1-S, ativa a
CDK2 para progredir na fase S e promover a replicacdo do DNA. Esta funcdo da ciclina E1
depende das suas interagdes com CDK1 e CDK2, sendo que CDK?2 apresenta maior afinidade
para a ciclina E1 (Aleem et al. 2005). O complexo ciclina E1 / CDK2 medeia a progressao do
ciclo celular, por meio da ativagdo e inibi¢do de uma gama de proteinas reguladoras. Foi
demonstrado que a expressao desregulada da ciclina E1 desempenha papel no desenvolvimento
tumoral (Bortner et al. 1997; Tat et al. 2012; Teixeira et al. 2017).

O complexo ciclina E1/CDK2 além de regular a transi¢do G1/S, regula varios processos
celulares, fosforilando proteinas envolvidas em varias outras fungdes celulares: o complexo
ciclina E-CDK2 fosforila o p220NPAT, estimulando assim a biossintese de histonas (Zhao et
al. 2000; Ma et al. 2000); o complexo também regula a replicagdo do DNA, desencadeando e
determinando o local dos focos de origem da replicagdo por meio de interagdes com as
subunidades do complexo de origem de replicagdo (por exemplo, CDC6, CDT1 e o complexo
de proteinas de manutencdo de minicromossomos), de maneira predominantemente
independente de quinase; a ciclina E desencadeia a duplicacao dos centrossomas, por meio de
um mecanismo dependente de CDK2 mediado pela fosforilagdo de proteinas dos centrossomas
(por exemplo, nucleofosmina B23 ¢ CP110; (Chen et al. 2002; Okuda et al. 2002) e ¢ através
de um mecanismo independente de CDK2, dependente de um sinal de localizagdo dos
centrossomas na ciclina E (Matsumoto et al. 2004; Hwang et al. 2005; Caldon et al. 2010).

A atividade e expressdo da ciclina E esta sujeita a uma rede reguladora composta por
inibidores de Cdk, vias supressoras de tumor p53 e Fbw7, vias de transducdo de sinal e

microRNAs.
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Figura 3 - Resumo das fungdes de ciclina E1.

B) Ciclina E1 e o cancer de ovario

O significado prognostico dos niveis de ciclina E1, em pacientes com cancer de ovario,
foi apresentado pela primeira vez em 1998 por Kawada et al.

A amplificacdo/ hiperexpressdo de ciclina E1 ¢ encontrada em cerca de 15-20%
carcinomas de ovario serosos de alto grau (HGSC), e se correlaciona a reducdo de sobrevida
global e sobrevidada livre de progressao (Farley et al. 2003; Nakayama et al. 2010; Karst et al.
2014).

Tumores com amplificagdo de CCNE1 sao caracterizados por replicagao aberrante, altos
niveis de instabilidade gendmica e estresse replicativo sdo tumores genomicamente instaveis
(Karst et al. 2014).

Como reguladoras do ciclo celular, as ciclinas E1 t€ém a capacidade de gerar proliferagdo
excessiva quando desregulado. A desregulagdo da ciclina E ¢ devida a varios fatores incluindo
a amplificacdo de genes, a regulagdo positiva da transcri¢do e a interrup¢ao da degradacdo da
ciclina E:

a) A amplificagdo do gene da ciclina E ¢ observada em muitos tipos de tumores
particularmente ovariano (22%; Au-Yeung et al. 2017), es6fago /gastrico (18%; Miller
et al. 2003 e Huber et al. 2015), endometrial (14%; DeLair et al. 2017, bexiga (7%; Fu



18

et al. 2014), pancreatico (6%; Sandhu et al. 2016) e pulmao de células ndo pequenas
cancer (Piao et al. 2018).

b) A regulacao positiva da transcri¢ao da ciclina E ocorre em tumores com Rb inativado,
devido a um aumento na transcricdo mediada por E2F (Leone et al. 1997; Perez-Roger
etal. 1997).

c) A interrupcdo da degradacdo da ciclina E ¢ frequentemente observada apos inativacao
de FBW7, uma subunidade critica da proteina ubiquitina complexo ligase, responsavel
pelo direcionamento da degradacdo da ciclina E (Moberg et al. 2001; Strohmaier et al.
2001).

A hiperexpressdo da ciclina E se correlaciona com a entrada acelerada na fase S, pois

leva a um reforco da atividade CDK2 e progressao do ciclo celular, reduzindo assim a

capacidade das células regularem a transicio G1 — S. Devido a redundancia funcional, a

hiperexpressdao do complexo ciclina E - CDK2 tem a capacidade de fosforilar o pRb, mesmo

que os complexos da ciclina D - CDK4 / 6 tenham se tornado inativos pela hiperexpressao da
pl6 (Resnitzky et al. 1994; Gray-Bablin et al. 1996; Ekholm-reed et al. 2003). Em modelos
experimentais, a hiperexpressao da ciclina E foi suficiente para induzir a tumorigénese in vivo.

Além disso, foi observado que a hiperexpressao de ciclina E1 pode superar o checkpoint G1-S,

mesmo na presenca de p53 tipo-selvagem (Pok et al. 2013). De fato, em tumores existe uma

inter-relacdo entre as alteracdes em p53 e ciclina E (Smith et al. 2006, Barton et al. 2006).

Aproximadamente 10% dos camundongos transgénicos com hiperexpressdo da ciclina E na

glandula mamaria desenvolvem carcinomas mamarios (Bortner et al. 1997). A hiperexpressao

de Ciclina E melhora drasticamente a transformagao por oncogenes como HRAS (Haas et al.

1997). Um provavel mecanismo chave da oncogénese mediada pela ciclina E ¢ a indugdo de

instabilidade gendmica, que ndo foi observada apos a hiperexpressdo da ciclina D1 ou ciclina

A (Spruck et al. 1999). A hiperexpressdo de ciclina E gera a instabilidade gendmica por causar

estresse replicativo, por meio do aumento da replicagdo do DNA, além da redug@o dos pools de

nucleotideos celulares (Bester et al. 2011). Nas células com deficiéncia de p53, a

hiperexpressao da ciclina E causa amplificagdo dos centrossomas, levando a poliploidia

(Mussman et al. 2000).

Outro aspecto estudado ¢ que as isoformas de ciclina E de baixo peso molecular (LMW-

E) se correlacionam, especificamente com estdgios avancados e grau no cancer de ovario e

menor sobrevida global (Davidson et al. 2007; Caruso et al. 2018).

No cancer de ovario a amplificacdo de Ciclina E1 correlaciona-se com a resisténcia a

agentes terapéuticos baseados em platina e reducdo de sobrevida (Bedrosian et al. 2007,
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Etemadmoghadam et al. 2009, 2010; Nakayama et al. 2010; Aziz et al. 2018; Stronach et al.
2018; Yang et al. 2018). Um estudo avaliando o perfil de alteragdes gendmicas, epigenomicas
e transcriptdmicas em tumores de ovario classificados, de acordo com sua sensibilidade clinica
a platina, identificaram que a Unica alteracdo molecular associada a resisténcia primaria a
platina foi a amplificagdo de CCNEL1 (Patch et al. 2015). Em meta andlise incluindo 8 estudos
com 1470 pacientes com cancer e ovario, a hiperexpressao de ciclina E1 foi um fator de pior
prognoéstico associada a menor sobrevida global em pacientes com cancer de ovario (Wang et

al. 2017).

(0)) Ciclina E1 e os genes BRCA1 e BRCA2

Uma das importantes fung¢des da ciclina E1 ¢ atuar como cofator para CDK1 e CDK2,
ativando a transcri¢gdo de BRCA1 e BRCA2 via E2F fatores de transcri¢ao (Bracken et al. 2004;
Wiedemeyer et al. 2014). Além disso a presenga de amplificacdo de ciclina E1 limita a agao
dos mecanismos de reparo de DNA que agem na fase G1 e a célula fica dependente dos
mecanismos de reparo que ocorrem na fase S e G2. De fato nos HGSC a amplificagdo de
CCNE1 e mutagdo germinativa de BRCAL e BRCA2 sdo mutuamente excludentes sugerindo
que as células com amplificagdo de CCNE1l s3ao dependentes do reparo pela via da
recombinacdo homologa (Etemadmoghadam et al. 2009; Bowtell et al. 2010;
Etemadmoghadam et al. 2013a ou b).

D) Ciclina E1 e terapia alvo

No cancer de mama receptor hormonal positivo (HR+) a Ciclina E1 tem se mostrado
como um biomarcador de resisténcia enddcrina. Alto CCNE1 foi preditivo em trés coortes de
pacientes tratados com tamoxifeno, incluindo menor intervalo livre de doenga para pacientes
em terapia adjuvante (Span et al. 2003; Desmedt et al. 2006) e tempo para progressao (Jansen
et al. 2012). Sendo a isoforma LMW da ciclina E1 associada com aumento de recorrencia da
doenca (Akli et al. 2010). No cendrio de doenga metastatica HR +, o atual padrao de tratamento
¢ um inibidor da CDK4 / 6 em combinag¢do com terapia enddcrina, que embora tenha efeito
significativo, a resisténcia ¢ inevitavel na maioria dos pacientes. O CCNEL foi identificado
como potencial biomarcador que alteram a sensibilidade a essa combinacao terapéutica e pode
indicar uma probabilidade aumentada de resisténcia (Formisano et al. 2019; Turner et al. 2019).

Pelo seu forte valor preditivo, a expressdo da ciclina E1 pode ser usada no futuro para triagem
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pacientes em potenciais respondedores ¢ ndo respondedores (Vijayaraghavan et al. 2017;
Milioli et al. 2020). Ainda no cancer de mama no subtipo histologico HER2 positivo, dados
sustentam que a hiperexpressao de CCNE1 participa no processo de resisténcia adquirida ao
Trastuzumabe em cancer de mama (Scaltriti et al. 2011).

Icariside 11, um flavondide extraido da planta Epimedium brevicornum Maxim, exibiu
atividade antitumoral significativa no cancer do colo do utero in vitro e in vivo. O Icarisideo II
inibiu o ciclo celular através da via AKT / CDK 2 / ciclina E (Sun et al. 2020).

Etemadmoghadam et al. (2013a ou b) demonstraram que células tumorais ovarianas sem
amplificagdo de BRCA e com amplificagdo de CCNEL sdo mais sensiveis ao bortezomibe, um
inibidor de proteassoma. O mecanismo provavel pode ser atenuacdo da HR ou fungdes
essenciais de proteassoma em células com CCNEL amplificado.

Outra estratégia emergente ¢ a inibicdo do complexo ciclina E-CDK2, através de
inibidores de pan-CDK, como o Dinaciclib. Em um estudo pré-clinico, baseado nos dados do
TCGA que demonstraram coamplificagdo de CCNE1 e AKT2, foi avaliada a combinacao de
Dinaciclib, uma pequena molécula inibidora de CDK2 em combinagao com inibidores de AKT.
Essa associagdo mostrou sinergismo em modelo in vitro e in vivo para pacientes com HGSC e
amplificagdo de CCNEL, podendo ser efetiva para esse subgrupo (Etemadmoghadam et al.
2013a ou b; Au-Yeung et al. 2017). Em estudo de fase IB, o inibidor da AKT afuresertib foi
combinado com paclitaxel e carboplatina em pacientes com cancer de ovario epitelial resistente
a platina, os resultados indicam que a combinag¢do foi eficaz e duravel, sendo necessario uma
avaliacdo clinica adicional dessa combinagdo (Blagden et al. 2019). Sao aguardados os dados
do estudo NCT01653912 Fase I/II ja finalizado que avaliou Afuresertib (GSK2110183), um
inibidor da AKT oral, em combinacdo com carboplatina e paclitaxel no cancer de ovario
recorrente. Em andamento temos o estudo NCTO01434316 que avalia o Dinaciclib com
Veliparib em pacientes com mutacdo de BRCA e portadores de tumores sélidos avangados.

Tivemos a identificagdo de uma via de sinalizagdo PI3K / PKCiota / Ciclina E como
alvo terapéutico durante a tumorigénese do ovario, por Nanos-Webb et al. (2016).

Entre os estudos em andamento avaliando pacientes com amplificagdo de CCNE1 temos o
NCT03253679, estudo de fase Il avalia papel do AZD1775 (Adavosertib) no tratamento de pacientes
com tumores solidos avangado e refratirio ao tratamento e com amplificacdo de CCNE1; o
NCT0265684, estudo clinico de Fase II para avaliar a eficacia do BAY 1000394 (Roniciclib)
que ¢ um inibidor de pan-CDK, em tumores s6lidos avangado ou metastatico com amplificagao

de MCL1, Myc ou CCNEL; o estudo de um inibidor de CHK1 como um possivel tratamento
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para tumores so6lidos avangados que possuem alteragdes genéticas na via da HR, alteragdes
genéticas que indicam estresse de replicagdo ou com amplificagdo de CCNEL.

Considerando a relativa insensibilidade dos canceres com CCNE1 amplificado para as
terapias tradicionais, ¢ necessario tratamentos alternativos para este subconjunto de pacientes.
Até o momento ndo houve ensaios clinicos nos quais as pacientes tenham sido selecionadas
com base no status de amplificagdo de CCNE1 e ndo existe nenhum medicamento atualmente
disponivel que se destine especificamente a ciclina E1 (Kanska et al. 2016). Sendo assim a

presenca de amplificagdo de CCNEL ¢ um potencial alvo molecular em HGSC.

E) Ciclina E1 e antiangiogénicos

Como citado anteriormente bevacizumabe, um antiangiogénico, trouxe ganhos no
tratamento do cancer de ovario, mas o valor clinico deste beneficio permanece discutivel, uma
vez que o incremento absoluto no controle da doenca ¢ de alguns meses e ndo se observou
melhora definitiva da sobrevida global entre a populacdo ndo selecionada. Outro aspecto
importante ¢ a auséncia de marcadores preditivos de resposta ao bevacizumabe validados na
pratica clinica.

Na auséncia de marcadores de resposta a terapia antiangiogénica, a intensificagcdo do
tratamento ¢ geralmente prescrita para pacientes de alto risco e a hiperexpressao de Ciclina E1
(CCNEZ1) poderia ser adequada para essa funcao de fator preditivo de resposta ao tratamento,
uma vez que a amplificagdo do CCNEL esta associada a resisténcia primaria ao tratamento e a
reducdo da sobrevida global no HGSC, como ja explicado acima (The Australian Ovarian

Cancer Study Group et al. 2015; Aziz et al. 2018).

1.44 WEE-1
A) Funcgoes e expressao

WEE]1 ¢é uma tirosina quinase descoberta pela primeira vez em Schizosaccharomyces
pompe em 1978 (Thuriaux et al. 1978). E componente do checkpoint G2-M do ciclo celular e
atua impedindo a entrada na mitose em resposta a danos no DNA (Do et al. 2013). A entrada
na fase da mitose ¢ mantida pela fosforilagdo da cyclin-dependent kinase 1 (CDK1). Antes da
mitose, CDK1 ¢ mantida inativada através da fosforilagcdo da tirosina 15 por WEEI1, também
conhecido como CDC2 (Nurse et al. 1990), e treonina 14 por MYT1 (Heald et al. 1993; Squire
et al. 2005). Portanto, WEEI atua como um regulador negativo da entrada na transi¢do G2-M,

impedindo a formag¢ao do complexo ciclinaB/CDKI1 ativado.
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Durante o ciclo celular, a transcrigao ¢ atividade de WEE1 aumentam durante as fases
S ¢ G2. A medida que a célula se aproxima da transi¢do G2-M, na auséncia de danos ao DNA,
PLK1 fosforila WEEI, sinalizando para sua degradagdo pelo complexo de ubiquitina-ligase.
Nesse momento, CDK1 ativa liga-se a ciclina B promovendo a progressao para a fase M
(Lindqvist et al. 2009). Além da fungdo como regulador do checkpoint G2-M, Weel tem sido
implicada também na regulagdo da replicagdo do DNA durante a fase S, e como controlador de
outro checkpoint na mitose que coordena tamanho celular com a progressao no ciclo celular
(Matheson et al. 2016).

Hiperexpressdao de Weel tem sido relatado em varios tipos de cancer, incluindo
carcinoma hepatocelular (Masaki et al. 2003) , cancer de mama (Iorns et al. 2009; Murrow et
al. 2010), cancer cervical (Iorns et al 2009), cancer de pulmao (Iorns et al. 2009), carcinoma de
células escamosas (Magnussen et al. 2013), glioblastoma (Music et al. 2016), meduloblastoma
(Harris et al. 2014), leucemia (Porter et al. 2012) ovério (Slipicevic et al. 2014), colorretal
(Egeland et al. 2016), gastrico (Kim et al. 2016), melanoma (Magnussen et al. 2012). O impacto
da expressao de Weel em tumores de ovario foi pouco explorado. Apenas um estudo avaliou a
expressdo de Weel por imunoistoquimica em células do liquido ascitico de pacientes com
cancer de ovario e mostrou uma pior sobrevida global para pacientes com maior expressao de

Weel (Slipicevic et al. 2014).
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Figura 4 - Fungdes de WEEI nas fases S e G2/M do ciclo celular. Fase S: Através da fosforilagdo
inibitoria dos complexos CDK-ciclina da fase S, a atividade do WEEI atrasa o inicio da fase S, limita o disparo
de origens de forquilhas de replicag@o inativas suprimindo o estresse de replicagdo. Fase G2/M: Na transi¢ao
G2/M, WEEI altera o equilibrio de CDK1 ativo / inativo em direcdo a forma inativa, levando a um atraso na

transi¢do G2 / M e a supressdo de eventos mitdticos precoces.

B) WEE1 como alvo terapéutico

O WEEI gerou grande interesse como potencial alvo terapéutico para o tratamento
antineoplasico. Apesar de seu apelo, poucos inibidores contra o WEE1 foram desenvolvidos.
A primeira onda de compostos identificadas como inibidores de WEE] foi bastante inespecifica
e teve como alvo varias outras quinases, como CHK1 e c-Src (Wang et al. 2001; Palmer et al.
2005). Essa variedade de alvos pode ter limitado o avango desses inibidores em ensaios clinicos.
No entanto, foi descoberto o inibidor WEE1 AZD1775 (anteriormente MK-1775) que ¢ uma
pequena molécula derivada de pirazol-pirimidina que exibiu alta poténcia e especificidade
aprimorada (Hirai et al. 2009). A inibicdo de Weel leva potencialmente a perda da fungao do
checkpoint G2-M.

O ponto de controle G1 esta desregulado em muitos tipos de cancer, o que prejudica a

capacidade das células de parar o ciclo celular para reparar os danos ao DNA antes da replicagao
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(fase S) (Milioli et al. 2020). Esta perda de checkpoint ¢ observada, por exemplo, em tumores
que possuem mutagdes em TP53. Isso proporciona um acimulo de mutagdes e aumenta a
instabilidade gendmica. Assim, as células com defeitos no checkpoint de G1-S dependem entao
do checkpoint G2-M para evitar a apoptose por catastrofe mitotica (Bucher et al. 2008). Isso
sugere que a perda do checkpoint G2-M pode afetar seletivamente células tumorais cujo
checkpoint G1-S esteja defeituoso. Os primeiros estudos focaram nos canceres com mutagio
no TP53 (Hirai et al. 2009; Hirai et al. 2010; Leijen et al. 2010). Ficou claro, no entanto, que a
perda de p53 ndo prediz a sensibilidade aos inibidores de WEEI em todos os casos
(Rajeshkumar et al. 2011; Kreahling et al. 2012, Van Linden et al. 2013). Foi demonstrando
que o AZDI1775 sensibiliza células tumorais para agentes prejudiciais ao DNA,
independentemente da funcionalidade p53 (Van Kreahling et al. 2012; Linden et al. 2013;
Guertin et al. 2013; Mueller et al. 2014; Harris et al. 2014), sendo sugerido entdo, que a inibi¢do
de WEEI1 pode levar a respostas de reparo de DNA independentemente da regulagdo do ciclo
celular e que isso pode explicar os efeitos independentes de p53 (Kreahling et al. 2012; Guertin
et al. 2013). Posteriormente notou-se que a sensibilidade aos inibidores de WEE] ¢ relacionada
a presenga de estresse replicativo, caracteristico de algumas células neoplésicas e ausente em
células ndo neoplésicas. O estresse replicativo pode ser induzido também por alguns agentes
antineoplasicos como a gencitabina e olaparibe (Rajeshkumar et al. 2011; Mueller et al. 2014).
Os inibidores WEE1 (selumetinib and adavosertib) também podem, por essa razao, ser
efetivamente combinados com inibidores de PARP (Karnak et al. 2014; Parsels et al. 2018).
Estresse de replicacdo e a deple¢do de nucleotideo ¢ induzida quando os inibidores da PARP
sdo combinados com os relacionados a WEEI (Pilié et al. 2019). A combinagdo de olaparibe e
adavosertibe ja foi demonstrado melhorar a eficacia antitumoral em relagdo a combinacao de
cisplatina e etoposideo em modelos pré clinicos de cancer de pulmao de pequenas células
sensivel a quimioterapia ou refratarios a quimioterapia (Lallo et al. 2018).
Curiosamente, o AZD1775 pode exibir atividade antitumoral como um tnico agente.
O primeiro estudo de fase I publicado em 2015 avaliou o uso do AZD1775 em pacientes com
tumores soélidos refratarios. Foram incluidos 25 pacientes, dois deles apresentaram resposta
parcial sendo um paciente com carcinoma de cabega e pescoco e outra paciente com carcinoma
de ovario, ambos portadores de mutacdo em BRCA1/2 nos tumores, sugerindo uma relagdo
entre os inibidores de Weel e a via da recombinagdo homologa (Do et al. 2015).
O segundo estudo de fase I avaliou o uso do AZD1775 isoladamente ou em combinagao
com carboplatina ou cisplatina ou gencitabina em 202 pacientes com diversos tumores

pirmarios. A taxa de resposta foi de 10%, sendo de 21% nos tumores com mutacdo de TP53 e
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de 12% nos tumores sem mutagdo de TP53, confirmando as hipdteses pré-clinicas de algum
papel da mutacdo em TP53 como marcador de sensibilidade aos inibidores de Weel (Leijen et
al. 2016).

Leijen et al. (2016) realizaram um estudo de fase Il de AZD1775 combinado com
carboplatina de brago unico em pacientes com pacientes com cancer de ovario e TP53 mutado.
Incluiram 24 pacientes e alcangcaram uma taxa de resposta global de 43% (IC 95%, 22% a 66%),
incluindo um paciente com resposta parcial prolongada. Os pacientes incluidos haviam
apresentado anteriormente progressao de doenga durante ou antes de 6 meses ap0s a terapéutica
padrao de carboplatina-paclitaxel como primeira linha. Leijen et al. (2016) mostraram que o
AZDI1775 aumenta a eficacia da carboplatina em tumores com TP53 mutado. Esse estudo
clinico fortalece a hipdtese de inibigao da fungao da HR com o uso de inibidores de Weel. De
maneira interessante, 3 de 4 pacientes com alteracdo do gene de ciclina E estavam no grupo que
respondeu parcial e completamente. De fato, os dois pacientes com as respostas mais
prolongadas apresentavam mutacado em CCNE1 (Leijen et al. 2016).

Um outro estudo fase II randomizado publicado recentemente avaliou a adicdo de
AZDI1775 ao esquema de carboplatina e paclitaxel em pacientes com cancer de ovario no
cenario platina sensivel. Houve aumento da sobrevida livre de progressao de 7,9 para 7,3 meses
em favor do grupo tratado com o inibidor de Weel. Todas as pacientes incluidas no estudo
possuiam tumores com mutagao em TP53 (Oza et al. 2020).

Na ASCO de 2019 dois estudos de fase Il com inibidores de WEEI foram apresentado:
0 primeiro comparou gencitabina com a combinag¢@o gencitabina e AZD1775 em pacientes com
recidiva platina resistente ¢ mostrou aumento de sobrevida livre de progressao e de sobrevida
global, 3,0 para 4,6 meses ¢ 7,2 para 11,4 meses respectivamente (Lheureux et al. 2019). O
segundo estudo avaliou a combinagdo de carboplatina com AZD1775 em pacientes com
recidiva platina resistente mostrando uma taxa de resposta de 42%, considerada alta para
reexposicao a platina no cenario platina resistente (Moore et al. 2019).

A associacao entre amplificagdo de CCNE1 e hiperexpressao de Weel também foi
pouco estudada. A hipotese de que a perda da funcao do checkpoint G1-S pela amplificacdo de
CCNE1 torna as células dependentes da via da recombinacdo homologa e do chekpoint G2-M
tornaria os tumores com amplificagdo de CCNEL especialmente sensiveis a inibi¢ao de Weel.
Até o momento nenhum estudo avaliou essas hipoteses.

Entdo, ¢ interessante pensar que um subgrupo de pacientes portadores de cancer de

ovario com hiperexpressdo de Weel possam apresentar maior sensibilidade a inibicdo do
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checkpoint G2-S. Estes pacientes se beneficiariam assim pelo tratamento com o inibidor de

WEEI1, ADZ1775 em combinac¢do com drogas que provoquem danos ao DNA.
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Figura 5 - Fungdes do WEE1 nos checkpoints do ciclo celular Intra-S e G2. A presenga de danos

no DNA leva a ativa¢do da ATR, que por sua vez ativa a CHK1. CHK1 fosforila e inativa CDC25s, e isso causa

uma diminui¢do na ativa¢do de CDK. WEEI coopera com essa resposta celular inibindo também a atividade de

CDKI1. A inibi¢do de WEEI leva a menor atividade do checkpoint intra-S levando ao estresse replicativo e

aumento do dano ao DNA, e perda do checkpoint G2-M levando a entrada prematura na mitose que pode culminar

em catastrofe mitotica e morte celular.

Assim, este projeto tem o objetivo de avaliar a porcentagem de pacientes portadores de

cancer de ovario no A.C.Camargo Cancer Center que apresentam hiperexpressdo de Ciclina E1

e WEE], podendo entdo ser os mais beneficiados com este tratamento.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia da hiperexpressao de ciclina E1 e WEE1 por imunoistoquimica em
um subconjunto institucional de pacientes brasileiras com diagndstico de carcinoma de

ovario.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a associagdo e correlacdo entre hiperexpressao de ciclina E1 e WEEL.

Avaliar as caracteristicas clinicas e patologicas relacionadas a hiperexpressao de ciclina
El e WEEIL.

Avaliar o impacto da presenca da hiperexpressao de ciclina E1 e WEE1 no prognostico
das pacientes e na resposta ao tratamento realizado, através da avaliacdo de sobrevida
livre de progressao, sobrevida global e tempo para recidiva platino resistente.

Avaliar o beneficio do bevacizumabe no cenario de cancer de ovario recorrente platina
sensivel e testar o papel preditivo do intervalo livre de platina (PFI) e da expressao de
CCNEL1 para a eficacia do bevacizumabe.

Avaliar as caracteristicas clinicas e sobrevida livre de progressao, sobrevida global e
tempo para recidiva platino resistente em todo grupo institucional de pacientes com

carcinoma de ovario.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

2 Coortes retrospectivas.

3.2 CASUISTICA

Foram avaliados retrospectivamente os dados de 664 pacientes com diagndstico de
carcinoma de ovario tratadas no periodo de janeiro de 2007 a janeiro de 2017. As pacientes
foram identificadas no banco de dados eletronico do A.C.Camargo Cancer Center por meio de
uma busca pelo codigo internacional da doenga (CID) C56 e diagndstico histologico de
carcinoma de ovdrio, apos revisdo das laminas por um patologista especializado em tumores
ginecologicos. Os dados clinicos foram coletados dos registros em prontudrio médico
eletronico, empregando ficha de coleta de dados elaborada especificamente para este estudo
(Apéndice 1).

Na Coorte 1 a andlise da frequéncia de hiperexpressao da CCNE1 e seu impacto
prognostico no diagnostico inicial foi realizada na coorte das pacientes que tiveram material
biologico do tumor disponivel para avaliagao.

Na Coorte 2 para analise de eficacia do bevacizumabe foram incluidas todas as pacientes
tratadas com bevacizumabe no cenario de doenga recidivada platina sensivel. Pareamos as
pacientes tratadas com bevacizumabe numa propor¢ao 1:1 com pacientes com recidiva platina
sensivel que ndo receberam bevacizumabe, sendo pareadas para as seguintes caracteristicas:
tipo histologico, nimero de linha de tratamento prévios, intervalo livre de platina.

O tempo para recidiva platino resistente foi definido como o tempo entre o ultimo
tratamento e qualquer progressdo de doenca clinica ou por exames de imagem, quando esse

tempo era inferior a 6 meses, caso contrario a doenga era considerada platino sensivel.
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Figura 6 - Fluxograma representativo dos critérios de inclusdo adotados no estudo das
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Figura 7 - Fluxograma representativo dos critérios de inclusao adotados no estudo para analise

de eficacia do bevacizumabe
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Critérios de Inclusao

Critérios de Inclusiao (Coorte 1):

Pacientes com diagnostico de carcinoma de ovario tratadas no A.C.Camargo Cancer
Center no periodo de janeiro de 2000 a janeiro de 2017.

Critérios de Inclusao (Coorte 2):

Pacientes que apresentaram recidiva platina sensivel e tratadas com bevacizumabe, e
pacientes com recidiva platina sensivel e tratadas com quimioterapia sem
bevacizumabe, pareadas em uma propor¢do 1:1. Esta coorte foi selecionada para avaliar
o papel preditivo do intervalo livre de platina (PFI) e da expressdo de ciclina E1 para a

eficacia do bevacizumabe.

Critérios de Exclusiao

Critérios de Exclusao (Coorte 1):

Para avaliar a frequéncia da hiperexpressao de ciclina E1 e WEEI por imunoistoquimica
foram excluidas as pacientes que ndo tinham material do tumoral armazenado
disponivel ou suficiente.

Critérios de Exclusao (Coorte 2):

Foram excluidas as pacientes com recidiva no cendrio platina resistente e as pacientes
com recidiva platina sensivel que ndo foram tratadas com bevacizumabe e nem pareadas

para a coorte

ANALISE DA EXPRESSAO DE CICLINA E1 E WEE1

Foram confeccionados blocos ¢ laminas de tissue-microarray (TMA) com as amostras

dos tumores das pacientes para realizacdo de expressao proteica por imunoistoquimica.

3.3.1

Tissue-microarray (TMA)

A analise da expressao das proteinas foi realizada por TMA. Os casos foram resgatados

do arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica e os blocos representativos do tumor

separados. Apds coloracdo das laminas pela técnica de hematoxilina-eosina, as areas mais

representativas do tumor foram identificadas por meio de exame microscopico. As areas de

interesse foram marcadas com caneta permanente e identificadas nos blocos de parafina
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correspondentes (blocos doadores). Usando o tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver
Springe, MD, USA), cilindros das areas de interesse previamente identificadas nos blocos
doadores foram retirados e transferidos em novos blocos de parafina (blocos receptores). Os
cortes obtidos destes blocos de TMA foram dispostos em ldminas com adesivos Microsystems
Inc®.

Para cada caso foram retirados dois cilindros de 0,6mm de duas areas distintas do tumor,
que foram distribuidos no bloco de parafina receptor de forma que cada amostra de um bloco
doador ocupou uma determinada linha e uma determinada coluna no bloco receptor. O registro
da leitura dos resultados da expressdo proteica por imunoistoquimica nos blocos receptores foi
feito no formato de uma tabela de Excel onde se identifica uma determinada amostra pela
coluna e linha correspondente aquela que ocupa no bloco de parafina (Begnami 2007).

Nos casos, onde as amostras emblocadas foram inadequadas para confeccdo de TMA

devido ao tamanho, as reacdes de imunoistoquimica foram realizadas em cortes inteiros.

3.3.2 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica para detectar a expressao das proteinas foi realizada por meio das
seguintes etapas: desparafiniza¢do e hidratagao dos cortes histolégicos em 3 banhos em xilol (5
minutos cada), 4 banhos de alcool seguidos por lavagem por 5 minutos em agua corrente;
recuperagdo antigénica em camara de pressao (Pascal) em solugdo de citrato com pH 6,0 a 125°
C (30 segundos ap0os atingir 125°C e pressao entre 20 e 25 psi) seguidos por lavagem em agua
corrente por 5 minutos; bloqueio da peroxidase enddégena com 3 banhos de 5 minutos cada com
peroxido de hidrogénio 10 volumes seguido por lavagem em PBS; bloqueio de proteinas com
banho de 20 minutos com bloqueador de proteinas (DAKO); incubagdo dos anticorpos
primarios por 2 horas a temperatura ambiente em camara umida seguido por lavagem em PBS;
incubagdo com anticorpo secundario (Advance HRP Link - DAKO) por 30 minutos em
temperatura ambiente seguido por lavagem em PBS; incubag¢do com polimero (Advance HRP
enzyme - DAKO) por 30 minutos em temperatura ambiente seguido por lavagem em PBS;
revelacdo da reacdo com cromoégeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos (Kit Liquid
DAB + Substrate Chromogen System; DakoCytomation, Carpinteria, California) seguida por
lavagem em dgua corrente; contracoloracdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos seguida
por lavagem em agua corrente por 5 minutos; desidratacdo em alcool, passagem em xilol, e
montagem em meio permanente. Foram incluidos controles positivos e negativos para todos os
anticorpos a serem utilizados. As seccdes do TMA foram coradas utilizando os anticorpos

primdrios anti ciclina E1 (clone HE12, sc-247 [Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA];
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dilugdo 1:500) e anti Weel (clone B11, [Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA]; dilug¢ao
1:200). Um sistema de detec¢do de polimero foi usado para detectar as reagdes de coloragdo
(Novolink Max Polymer, Novocastra).

As coloragdes de imunoistoquimicas foram analisadas sob um microscopio Optico e
todas as laminas foram interpretadas pela mesma patologista experiente em oncologia
ginecologica e que desconhecia os dados clinicos dos pacientes. Um escore histologico (H
escore) foi aplicado. Resumidamente, uma pontuacao de 0 a 6 foi calculada levando em conta
tanto a intensidade da coloracdo nuclear, que varia de 0 a 3, e a porcentagem de células coradas.
A porcentagem de células coradas foi classificada como 0 se ndo foi observada nenhuma
coloragdo, 1 se a coloragdo foi observada em menos de 50% das células e 2 se a coloragao foi
observada em mais de 50% das células. O H escore final foi obtido pela multiplicagdo da
pontuacdo referente a intensidade da coloragdo pela pontuagdo referente a porcentagem de
células coradas. Um escore maior que a mediana da coorte (escore > 2) foi considerado como
ponto de corte para indicar alta expressao de ciclina E1. Nao houve necessidade de dicotomizar

o H escore de WEEL.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi usada estatistica descritiva para caracterizagdo das amostras com determinacdo de
frequéncias, médias, medianas e medidas de dispersao central.

Para a analise de interagdo entre varidveis categoricas foi usado o teste de qui-quadrado
ou exato de Fischer. Para comparacao entre as medianas de variaveis continuas de acordo com
as categorias das variaveis categoricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Empregamos
Kruskal-Wallis para a comparagdo de medianas de multiplos grupos.

Curvas de Kaplan-Meier foram geradas para analise de sobrevida e o impacto das
diversas variaveis avaliadas pelo teste de log-rank. Analise multivariada foi empregada para
predicao do impacto combinado de variaveis independentes na sobrevida usando-se o modelo
de regressao de Cox com riscos proporcionais.

Para a analise do impacto progndstico de hiperexpressao de ciclina E1 no diagnéstico
inicial a sobrevida global foi definida como intervalo entre o diagndstico e o 6bito por qualquer
causa ¢ a sobrevida livre de progressao foi definida como o intervalo entre o diagndstico e a
progressdo de doenga ou 6bito por qualquer causa. Para a analise da eficacia do bevacizumabe
no cendrio platina sensivel a sobrevida global foi definida como intervalo entre o inicio do

tratamento de quimioterapia com ou sem bevacizumabe para o tratamento da recidiva platina
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sensivel em avaliagdo e o 6bito por qualquer causa e a sobrevida livre de progressao foi definida
como o intervalo entre o inicio do tratamento de quimioterapia com ou sem bevacizumabe para
o tratamento da recidiva platina sensivel em avaliagdo e a progressao de doenca ou 6bito por
qualquer causa. Pela presenga de riscos ndo proporcionais na analise do impacto do uso do
bevacizumabe na sobrevida além dos métodos de log-rank e de regressao de cox utilizamos o
tempo de sobrevida médio restrito (““restricted mean survival time’). Para avaliarmos a
interacdo do tratamento com bevacizumabe e a hiperxpressdao de ciclina E1 e do tratamento
com bevacizumabe e o intervalo livre de platina utilizamos teste de interacdo na regressao de
COX.

Consideraremos estatisticamente significativas as analises cujos valores de “p” foram

menores que 0,05. Empregaremos os pacotes estatisticos :SPSS 21.0 para Machintosh, e o R.
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4 RESULTADOS

41 AVALIACAO DE DADOS CLINICO DE TODAS AS PACIENTES COM
CANCER DE OVARIO

Dados de 664 pacientes com cancer de ovario foram revisados retrospectivamente. A
idade mediana encontrada foi 55,15 anos e a histologia mais frequente foi HGSC (77.4% dos
casos). Setenta e seis por cento tinham estadio III-IV e 24% eram estadio I e II, conforme a
Classificacao da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO 2014). Cinquenta
e nove por cento tinham ECOG 0 e 41% apresentavam ECOG >1. Pelo histérico familiar, 182
(31.0) pacientes apresentavam antecedente para cancer de ovario e/ou mama, 401(69.0) nao
apresentavam. Trinta e cinco por cento possuiam mutacdo de BRCA. O valor mediano do
CA125 prévio a qualquer tipo de tratamento foi de 385 unidades/mL. Quatrocentos e trinta e
nove pacientes (78.5%) obtiveram cirurgia 6tima, com doenga residual < 10 mm, enquanto
cento e vinte (21.5%) tiveram doenca residual > 10 mm. Noventa e trés por cento receberam
quimioterapia baseada em platina, que poderia ser Carboplatina ou Cisplatina, combinada com
Docetaxel ou Paclitaxel. O intervalo livre de platina mediano foi de 10.50 meses. A recidiva de
doenca apos primeira linha de tratamento ocorreu em setenta e quatro por cento dos casos,
enquanto vinte e seis por cento nao recidivaram. Duzentos e vinte e sete (44%) tiveram pelo
menos uma recidiva platino sensivel enquanto 216 (32.6%) em algum momento da doenga
tiveram alguma recidiva platino resistente. Setenta e um por cento foram submetidas a cirurgia
de citorredugao secundaria. Desde 2015 as pacientes com carcinomas de ovario passaram a ser
avaliadas de forma sistematica quanto a presenga de mutagdes germinativas em BRCAL e
BRCAZ2 através de sequenciamento e MLPA de ambos os genes. Das 664 pacientes incluidas
no estudo apenas 221 tinham dados disponiveis sobre o status de BRCAL1 e BRCA2, das quais
35% eram portadoras de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas. As

caracteristicas das pacientes estdo resumidas na Tabela 2 abaixo:



Tabela 2 - Caracteristicas clinicas de 664 pacientes

Caracteristica Freq. (%)
Numero de pacientes 664(100)
Idade, anos

Mediana (p25-p75) 55.15 (46,92-64,88)

Estadiamento
-1 147 (24,0)
m-1v 464 (76,0)
ECOG
0 254(59,0)
>1 179(41,0)
Histologia
Seroso de alto grau 411 (67,6)
Endometridide 35(5,8)
Células Claras 41(6,7)
Mucinoso 31(5,1)
Seroso Baixo Grau 21(3,5)
CA indiferenciado 37(6,1)
Carcinossarcoma 9(1,5)
Misto 20(3,3)
Células transicionais 3(0,5)
Historia familiar de cancer de ovario ou mama
Nio 401(69,0)
Sim 182 (31,0)
Mutacio germinative de BRCAL ou BRCA?2
Nao 144(65,0)
Sim 77 (35,0)
CA125 pré tratamento Mediana 385
<200 169(36,9)
>200 289(63,1)
Doenca residual apés cirurgia primaria
<10 mm 439 (78,5)
> 10 mm 120 (21,5)
PFI Mediana meses 10,50
< 6 meses 125(30,0)
> 6 e < 12 meses 103(25,0)
> 12 meses 185(45,0)
Cirurgia
citorredug@o primaria 455 (73,7)
citorredugdo de intervalo 163 (26,3)
Regime quimioterapia 1* linha
Platina + Taxano 550(93,0)
outros regimes 22(3,70)
nenhum 20(3,40)
Recidiva ap6s 1a. linha
Nio 138(26,0)
Sim 387(74,0)
Recidiva platino sensivel
Nao 227(44)
Sim 289(56)
Recidiva platino resistente
Nao 447(67,3)
Sim 216(32,6)
Cirugia de citorreducio secundaria
Nao 366 (71,0)
Sim 150 (29,0)

PFI, intervalo livre de platina; Platinas (Carboplatina, Cisplatina); Taxano (Paclitaxel,
Docetaxel); ECOG (Eastern Cooperative Oncologic Group: escala para avaliar
performance status)
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4.1.1 Desfechos clinicos

Com um tempo de seguimento mediano foi de 59 meses a sobrevida livre de progressao
(SLP) foi avaliada em 624 pacientes, sendo 355 o numero de eventos e a mediana encontrada
para SLP foi de 25,40 meses. A sobrevida global mediana foi de 101 meses, 226 pacientes
tinham morrido. O tempo mediano para recidiva platino resistente foi de 97,55 meses, sendo

considerado como marco zero para o tempo o inicio do tratamento (Figura 8).

=

B)

=
o
1

0.9

=
!

0.7

0.5- 1-.,',\’

Sobrevida Livre de Progressao
o
b
Sobrevida Global

J | | J J I | |
C) 0 10 20 30 40 0 20 40 60 80 100 120

Tempo (meses) Tempo (meses)

Tempo para Recidiva Platina R
= = = =
s v 4 =]
1 1 1

o
-
]

J J J I
10 20 30 40 50 60

Tempo (meses)

-]

Figura 8 - Desfechos clinicos na populacdo geral. (A) Curva de sobrevida livre de progressdo de todas

as pacientes com cancer de ovario. (B) Curva de sobrevida global de todas as pacientes com cancer de ovario. (C)

Curva do tempo para recidiva platino resistente de todas as pacientes com cancer de ovario.
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42 CARACTERISTICAS DA POPULACAO COM MATERIAL
BIOLOGICO DO TUMOR ANALISADO

Andlise do material bioldgico do tumor foi realizada em 196 pacientes do banco. A
idade mediana encontrada foi 54,82 anos e a histologia mais frequente foi HGSC, 84,9% dos
casos. Com relacao ao estadiamento pela FIGO setenta e nove por cento eram estadio III-IV e
vinte e um por cento estadio I e II. Cinquenta e dois por cento tinham ECOG 0 e 48%
apresentavam ECOG >1. Pelo historico familiar, 57 (31%) pacientes apresentavam antecedente
para cancer de ovario e/ou mama, 128 (69%) ndo apresentavam. Trinta e dois por cento
possuiam mutagdo de BRCA. O valor mediano do CA125 prévio a qualquer tipo de tratamento
foi de 440 unidades/mL. Como cirurgia inicial cento e trinta (69,5%) pacientes foram
submetidas a citorredugdo primaria enquanto cinquenta e sete (30,5%) a citorredugdo de
intervalo. Sendo que quatrocentos e trinta e nove pacientes (78,5%) obtiveram citorredugado
com doenga residual < 10 mm, enquanto cinquenta e um (31,0%) tiveram doenca residual > 10
mm. Em relagdo ao tratamento quimioterapico a combinacdo de platina com taxano foi
administrada em 93,5% das pacientes. O intervalo livre de platina mediano foi de 9.92 meses.
A recidiva de doenca apos primeira linha de tratamento ocorreu em cento e cinquenta e seis
(79,6%) dos casos, enquanto quarenta (20,4%) ndo recidivaram. Sessenta e dois por centos das
pacientes tiveram pelo menos uma recidiva platino sensivel, em relacdo a alguma recidiva
platino resistente foi encontrada em oitenta e sete (44,4%) dos pacientes. A cirugia de
citorredugcao secundaria foi realizada em quarenta e dois por cento das pacientes. As

caracteristicas das pacientes estao resumidas na Tabela 3 abaixo.



Tabela 3 - Caracteristicas clinicas de 196 pacientes

Caracteristicas Freq. (%)
Todos os CCNE1 CCNE1 p valor
pacientes normal hiperexpresso
Idade , anos 0,292%*
Mediana (p25-p75) 54,82 53,83 58,25
(47-64,95) (47,44-65,12) (49,39-64,77)
Idade 0,177
< 60 anos 119(62,3) 73(66,4) 46(56,8)
> 60 anos 72(37,7) 37(33,6) 35(43,2)
Idade 65 anos 0,798
< 65 anos 145(76,0) 82(75,2) 63(76,8)
> 65 anos 46(24,0) 27(24,8) 19(23,2)
ECOG
0 71(52,0) 39(50,6) 32(53,3) 0,755
>1 66(48,0) 38(49,4) 28(46,7)
Historia familiar de cancer de 0,239
ovario ou mama
Nio 128(69,2) 77(72,6) 51(64,6)
Sim 57(30,8) 29(27,4) 28(35,4)
Mutacdo germinativa de 0,690
BRCAL ou BRCA2
Nao 21(67,7) 11(64,7) 10(71,4)
Sim 10(32,3) 6(35,3) 4(28,6)
CA12S5 pré tratamento 0,843
Mediana 440 480 420 0,334
<200 54(36,2) 28(32,9) 26(40,6)
>200 95(63,8) 57(67,1) 38(59,4)
Histologia 0,083
Seroso de alto grau 158(84,9) 85(81) 73(90,1)
Outras 28(15,1) 20(19) 8(9,90)
Estadiamento
I-11 39(21,0) 24(22,2) 15(18,8) 0,560
I-1v 149(79,0) 84(77,8) 65(81,2)
Cirurgia inicial
citorredug@o primaria 130(69,5) 78(72,9) 52(65,0) 0,246
citorredugdo de intervalo 57(30,5) 29(27,1) 28(35,0)
Doenca residual apés cirurgia
<10 mm 114(69,1) 64(68,1) 50(70,4) 0,750
> 10 mm 51(30,9) 30(31,9) 21(29,6)
Regime quimioterapia 1°
linha
Platina + Taxano 174(93,5) 98(92,5) 76(95,0) 0,660
outros regimes 5(2,7) 4(3,80) 1(1,30)
nenhum 7(3,8) 4(3,80) 3(3,80)
PFI
Mediana (meses) 9,92 12,04 8,80 0,195%*
< 6 meses 53(30,3) 28(27,5) 25(34,2) 0,310
> 6 e <12 meses 43(24,6) 23(22,5) 20(27,4)
> 12 meses 79(45,1) 51(50) 28(38,4)
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Cont/ Tabela 3
Caracteristicas Freq. (%)
Recidiva apés 1a. linha 0,076
Nao 40(20,4) 28(24,8) 12(14,5)
Sim 156(79,6) 85(75,2) 71(85,5)
1a. recidiva PS 0,335
Néo 73(38) 28(27,5) 25(34,2)
Sim 119(62) 74(72,5) 48(65,8)
2a.recidiva PS 0,071
Nao 109(55,6) 11(23,4) 14(42,4)
Sim 87(44,4) 36(76,6) 19(57,6)
Cirugia de citorreducio
Nao 111(58,1) 62(56,9) 49(59,8)
Sim 80(41,9) 47(43,1) 33(40,2)
CCNEL H-escore
0 59(30,1)
1 54(27,6)
2 34(17,3)
4 40(20,4)
6 9(4,6)
CCNET1 hiperexpresso
Nao 113(57,7)
Sim 83(42,3)

*Todos os valores de p foram calculados pelo teste do qui-quadrado, salvo indicagdo em contrario.

** p value calculated with Mann-Whitney test.

PFI, intervalo livre de platina.
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4.2.1 Analise de dados e desfechos clinicos das pacientes com hiperexpressao de ciclina

E1 no grupo com material biolégico do tumor avaliado

Destacamos aqui os resultados em relacao a ciclina E1 dentre as pacientes com material

biologico do tumor avaliado. Encontramos que a frequéncia da hiperexpressao de ciclina E1,

ou seja, H score > 2, foi de oitenta e trés casos (42%) ¢ a auséncia de hiperexpressao foi vista

em cento e treze casos (58%). Em relacdo ao resultados do H score para avaliar a expressao de
ciclina E1, obtivemos: H score=0 em 59(30,1%), H score=1 em 54 (27,6%), H score=2 em 34
(17,3%), H score=4 em 40(20,4%), ¢ H score=6 em 9(4,60).

Exemplos de marcagdo para ciclina E1 sdo demonstrados na Figura 9 abaixo.
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Figura 9 - Imunoistoquimica da ciclina E1. Estdo representados diferentes frequéncia de células positivas
para ciclina E1. A) Escore 0, reagdo negativa , aumento de 10x, B) escore 0, reacdo negativa , aumento de 40x, C)
Escore 1, menos de 50% de células positivas, aumento de 10x, D) Escore 1, menos de 50% de células positivas,
aumento de 40x, E) Escore 3, mais que 50% células positivas, aumento de 10x, F) Escore 3, mais que 50% células

positivas 40x.
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Em relagdo as caracteristicas clinicas encontramos uma idade mediana maior no grupo
com hiperexpressdao de ciclina E1 de 58,25 vs 53,25 anos (p=0,292) no grupo sem
hiperexpressdo, mais casos de historia familiar de cancer de ovario ou mama 35,4% vs 27,4%(
p= 0,239), maior porcentagem de histologia HGSC 90,1% vs 81% (p=0,083), mais recidiva
apds primeira linha de tratamento 85,5% vs 75,2% (p=0,076), apresentaram com mais
frequéncia primeira recidiva platino resistente 34,2 % x 27,5% (p=0,335), observamos ainda
no grupo com hiperexpressao de ciclina E1 recidivas mais precoces, o PFI mediano foi 8,80 vs
12,04 meses (p=0,195), PFI < 6 meses neste grupo foi de 34,2% vs 27,5%, o mesmo ocorreu
com PFI > 12 meses foi de 38,4% vs 50% (p= 0,310). Apenas 31 pacientes tinham dados
disponiveis sobre status de mutacdo germinativa de BRCALl ou BRCAZ2, das quais 11
apresentavam variantes patogénicas. Nao houve associacdo entre o status de mutacao de
BRCA1/2 e hiperxpressdo de ciclina E1 (p=0,690). As caracteristicas das pacientes estdo
resumidas na Tabela 3.

Pacientes com hiperexpressao de ciclina E1 apresentaram sobrevida livre de progresssao
mediana de 19,41 meses vs 22,47 meses (p=0,37) quando sem a hiperexpressao, a sobrevida
global mediana foi de 56,34 meses vs 88,08 meses (p=0,06), o tempo para recidiva de doenca

no cenario platino resistente foi 50,72 meses vs 97,54 meses (p= 0,001). (Figura 10).
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Figura 10 - Comparagdo dos desfechos clinicos entre a populacdo com hiperexpressio de

ciclina E1 e a populacao sem a hiperexpressao: A) sobrevida livre de progresssao, B) Sobrevida Global,

C) Tempo para recidiva de doenga no cenario platino resistente.

Na regressdo de cox univariada para sobrevida livre de progressdo encontramos
HR=1.16 para hiperexpressao de ciclina E1 (p=0,378), para sobrevida global encontramos HR=
1.46 hiperexpressao de ciclina E1 (p =0,060) e aumentou o risco de progressao de doenga no

cenario platino resistente com HR= 2,10 p =0,001), conforme encontradas nas Tabelas 4, 5 ¢ 6.

4.2.2 Fatores prognosticos para sobrevida global na populacio com material biologico
do tumor avaliado

A anélise de todo o grupo com material bioldgico tumoral avaliado, ou seja, a populacao
com hiperexpressao de ciclina E1 mais os pacientes sem hiperexpressao de ciclina E1, mostrou
sobrevida global mediana de 71,60 meses, depois de um seguimento de 89,20 meses, 101

pacientes tinham morrido (Figura 11).
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Figura 11 - Sobrevida global no grupo com material bioloégico tumoral avaliado

Na analise univariada os fatores relacionados com a sobrevida global foram: idade (HR=
1,02, p=0,002); ECOG 0 (HR= 2,02, p=0,004); CA 125 antes do tratamento < 200 (HR= 2,12,
p=0,005); Estadiamento I-II (HR= 1,88, p=0,028); citorredu¢do primaria (HR=2,22, p <0,001);
doenca residual apds a cirurgia primaria < 10mm (HR=1.55, p < 0.001); e citorredugdo
secundaria(HR= 0,37 e p <0,001), como mostra a Tabela 4. O impacto do status de de mutacao
de BRCAL/2 nao podde ser avaliado devido ao pequeno numero de pacientes com dados
disponiveis.

Na andlise multivariada entre os fatores avaliados para a sobrevida global, apenas
citorreducao primaria (HR= 1,97, p=0,018) e doenca residual apos a cirurgia primaria < 10mm
(HR=1,60, p < 0,003) mantiveram relagao estatisticamente significative, os demais ndo: ECOG
0 (HR= 1,198, p=0,556); CA 125 antes do tratamento < 200 (HR = 1,48, p < 0,271);
Estadiamento I-II (HR= 1,44, p= 0,530); hiperexpressdo de ciclina EI(HR= 1,02, p=0,454);

como mostra a Tabela 5.
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Tabela 4 — Analise Univariada de sobrevida global no grupo com material bioldégico do tumor

Caracteristica HR (95% CI) p valor
Age* 1,03 0,002
Age

<60 1 0,058
>60 1,47(0,98-2,20)
Age
<65 1 0,123
>65 1,41(0,91-2,20)
ECOG 0,004
0 1
=1 2,02(1,25-3,26)
Histéria familiar de cincer de
ovario ou mama
Nao 1 0,799
Sim 1,05 (0,68-1,63)
Estadiamento
I-II 1 0,028
mI-1v 1,88(1,07-3,33)
Histologia
Seroso de alto grau 1 0,334
Outras 0,74 (0,40-1,36)
CA12S pré tratamento 0,005
<200 1
>200 2,12(1,26-3,58)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 <0,001
citorredugdo de intervalo 2,22 (1,47-3,36)
Doenc¢a residual apés cirurgia
primaria
<10 mm 1 < 0,001
> 10 mm 1,55 (1,24-1,92)
Cirugia de citorreducao < 0,001
secundaria
Nao 1
Sim 0,37(0,25-0,57)
Regime quimioterapia 1* linha
Platina + Taxano 1 0,225
outros regimes 0,77 (0,50-1,12)
nenhum
Ciclina E1 Hiperexpressa
Nao 1 0,060
Sim

1,15 (0,99-1,24)

* Variavel tratada como continua
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Tabela 5 — Analise Multivariada de sobrevida global no grupo com material bioldgico do tumor

Caracteristica HR (95% CI) p valor
ECOG 0,556
0 1

>1 1,19 (0,65-2,18)
Estadiamento
I-11 1 0,530
I-1v 1,44(0,45-4,53)
CA12S pré tratamento 0,271
<200 1
>200 1,48 (0,73-2,99)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 0,018
citorredugdo de intervalo 1,97 (1,12-3,47)
Doenca residual apés cirurgia
primaria
<10 mm 1 0,003
> 10 mm 1,60 (1,17-2,19)

Ciclina E1 Hiperexpressa
Nio 1 0,454
Sim 1,23 (0,70-2,16)




46

4.2.3 Fatores progndsticos para sobrevida livre de progressio das pacientes com
material biolégico analisado

A sobrevida livre de progressao mediana foi de 20,83 meses (Figura 12).
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Figura 12 - Sobrevida livre de progressao de doenca no grupo com material bioldgico tumoral

avaliado

Na anélise univariada os fatores relacionados com a sobrevida livre de progressao
foram: idade (HR= 1,61, p=0,007); idade menor de 60 anos (HR= 1,61, p=0,007); idade menor
de 65 anos (HR= 1,65, p=0,001); ECOG 0 (HR= 1,46 p=0,07); CA 125 pré tratamento < 200
(HR= 1,83, p=0,005); estadiamento I-II (HR 1,79, p=0,018); cirurgia de citorreducao primaria
(HR=1,72, p <0,003); doenga residual apos a cirurgia primaria < 10mm (HR=1,57, p <0,001),
como mostra a Tabela 6.

Na andlise multivariada os fatores relacionados com a sobrevida livre de progressao
foram: idade menor de 60 anos (HR= 1,65, p=0,036) e doenga residual apos a cirurgia primaria

< 10mm (HR=1,54, p = 0,001) como mostra a Tabela 7.
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Tabela 6 — Analise Univariada de SLP no grupo com material biologico do tumor

Caracteristica HR (95% CI) p valor
Age
<60 1 0,007
>60 1,61(1,13-2,28)
Age
<65 1 0,001
>65 1,65(1,12-2,44)
ECOG 0,070
0 1
>1 1,46(0,96-2,21)
Historia familiar de cancer de 0,217
ovario ou mama
Nao 1
Sim 1,25 (0,87-1,80)
Estadiamento 0,018
[-11 1
I-1v 1,79(1,10-2,75)
Histologia 0,466
Seroso de alto grau 1
Outras 0,82 (0,48-1,39)
CA125 pré tratamento 0,005
<200 1
>200 1,83(1,20-2,79)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 0,003
citorredugdo de intervalo 1,72 (1,21-2,46)
Doenca residual apés cirurgia < 0,001
primaria
<10 mm 1
> 10 mm 1,57 (1,30-1,90)
Regime quimioterapia 1* linha
Platina + Taxano 1 0,225
outros regimes 0,77 (0,50-1,12)
nenhum
Cirugia de citorreducio 0,240
secundaria
Nao 1
Sim 0,81(0,58-1,14)
Ciclina E1 Hiperexpressa
Nao 1 0,380
Sim 1,16 (0,83-1,16)




Tabela 7 — Anélise Multivariada de SLP no grupo com material bioldgico do tumor

Caracteristica HR (95% CI) p valor
Age
<60 1 0,036
>60 1,65(1,03-2,65)
ECOG 0,831
0 1
>1 0,94(0,57-1,56)
Estadiamento 0,706
I-1I 1
1I-1v 1,16(0,51-2,63)
CA125 pré tratamento 0,430
<200 1
>200 1,25(0,71-2,21)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 0,068
citorreducdo de intervalo 1,59 (0,96-2,63)
Doenca residual apés cirurgia 0,001
primaria
<10 mm 1
> 10 mm 1,54 (1,20-1,98)
Ciclina E1 Hiperexpressa
Nao 1 0,130
Sim 1,41 (0,90-2,22)
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4.2.4 Analise do tempo para recidiva de doenca no cenario platino resistente nas
pacientes com material biolégico tumoral analisado

O tempo mediano para recidiva platino resistente foi de 74,20 meses (Figura 13).
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Figura 13 - Sobrevida livre de progressao no cendrio platino resistente no grupo com material

bioldgico tumoral avaliado

Na andlise univariada os fatores relacionados com recidiva platino resistente foram:
Estadiamento I-1I ( HR= 2,64, p= 0,006); citorreducao primaria (HR=2,22, p <0.001); CA 125
pré tratamento < 200 (HR= 1,91, p= 0,019); doenca residual apds a cirurgia primaria < 10mm
(HR=1,58, p=0,001); e citorreducao secundaria( HR= 0,50 ¢ p < 0,003), hiperexpressao de
ciclina E1 (HR= 2,10, p=0,001). Como mostra a Tabela 8.

Na andlise multivariada os fatores relacionados com recidiva platino resistente foram:
doenca residual apés a cirurgia primaria < 10mm (HR=1,49, p=0,008); e citorredugdo

secundaria (HR= 0,50 e p < 0,003), hiperexpressao de ciclina E1 (HR= 2,13, p=0,007). Como

mostra a Tabela 9.
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Tabela 8 — Anélise Univariada de cox TTPR no grupo avaliado para CCNE1

Caracteristica HR (95% CI) p valor
Age
<60 1 0,088
> 60 1,47(0,94-2,30)
Age
<65 1 0,769
>65 1,08(0,63-1,85)
ECOG 0,250
0 1
>1 1,34(0,80-2,23)
Historia familiar de cancer de 0,352
ovario ou mama
Nao 1
Sim 1,25 (0,78-2,00)
Estadiamento 0,006
I-1I 1
HI-1v 2,64(1,32-5,30)
Histologia 0,139
Seroso de alto grau 1
Outras 0,57 (0,27-1,19)
CA125 pré tratamento 0,019
<200 1
>200 1,91(1,11-3,31)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 0,001
citorredugdo de intervalo 2,17 (1,37-3,45)
Doenc¢a residual apés cirurgia < 0,001
primaria
<10 mm 1
> 10 mm 1,58 (1,24-2,01)
Regime quimioterapia 1* linha
Platina + Taxano 1 0,225
outros regimes 0,77 (0,50-1,12)
nenhum
Cirugia de citorreducio 0,003
secundaria
Nao 1
Sim 0,50(0,32-0,79)
Ciclina E1 hiperexpressa
Nao 1 0,001
Sim

2,10 (1,35-3,26)




Tabela 9 — Anélise Multivariada de cox TTPR no grupo avaliado para CCNE1

Caracteristica HR (95% CI) p valor
Age
<60 1 0,929
> 60 1,02(0,58-1,79)
Estadiamento 0,097
[-1I 1
1I-1vV 2,88(0,82-10,08)
CA12S pré tratamento 0,263
<200 1
>200 1,42(0,76-2,66)
Cirurgia
citorredugdo primaria 1 0,189
citorredugdo de intervalo 1,47 (0,82-2,61)
Doenca residual apés cirurgia <0,008
primaria
<10 mm 1
> 10 mm 1,49 (1,11-2,00)
Ciclina E1 hiperexpressa
Nao 1 0,007
Sim 2,13 (1,22-3,71)
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43 AVALIACAO DO BEVACIZUMABE EM CANCER DE OVARIO
RECORRENTE SENSIVEL A PLATINA E DE FATORES PREDITIVOS DE SUA
EFICACIA

Analise do beneficio do bevacizumabe foi realizada em 124 pacientes do banco, com
cancer de ovario recorrente sensivel a platina. Sessenta e duas (50%) pacientes foram tratadas
com quimioterapia (QT) + bevacizumabe e 62 (50%) pacientes foram tratadas apenas com QT
sem bevacizumabe. A idade mediana de toda a coorte foi de 57,5 anos e a histologia mais
freqliente foi HGSC (94,0% dos casos). Oitenta e sete por cento das pacientes apresentavam a
doenca no estagio III-IV da FIGO 2014 no momento do diagnostico e 13% apresentavam o
estadio I-II da FIGO. Cinqiienta e nove por cento das pacientes receberam bevacizumabe na
primeira recaida. A mediana do PFI foi de 10,2 meses. Cirurgia de citorredugao secunddria foi
realizada em 62 (50%) pacientes. As caracteristicas dos grupos foram bem equilibradas em
relagdo ao PFI, histologia e nimero de linhas de tratamento anteriores. Os grupos apresentaram
desequilibrio em relagdo ao esquema quimioterapico, no grupo Bev 52 (83,9%) pacientes foram
tratadas com combinagdo platina-gemcitabina, enquanto que no grupo QT o tratamento mais
frequente foi a combinagao platina-taxano que foi utilizada em 30 (48,4%) pacientes (p <0,001).
As caracteristicas das pacientes estdo resumidas na Tabela 10.

Entre 124 pacientes, 57 pacientes tiveram a avaliagdo da expressdo de Ciclina E1
(Figura 7). Nao foi possivel realizar a avaliacio em todas as pacientes devido a
indisponibilidade de amostras tumorais. No entanto, as caracteristicas clinicas das pacientes
avaliados pelo CCNE1 estavam de acordo com a populacao geral da coorte (Tabela 11). A
hiperexpressdo da ciclina E1 foi detectada em 45,6% das pacientes testadas, sendo 15 (62,5%)
do grupo tratado com bevacizumabe e 11 (33,3%) no grupo tratado sem bevacizumabe (p =

0,029) (Tabela 11).
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Tabela 10 — Caracteristicas clinicas das 124 pacientes da coorte de pacientes com recidiva
platina sensivel

Caracteristicas Freq. (%)
Bevacizumabe Sem Bevacizumabe p valor*
Nimero de pacientes 62 62

Idade, anos

Mediana (p25-p75) 56.2 (48.2-63.5) 59,2 (52,0-68,1) 0,091**
Estadiamento
I-1I 6 (10,0) 9 (15,8) 0,349
mI-1v 54 (90,0) 48 (84,2)
Histologia Tumoral
Seroso de alto grau 56 (94,9) 54 (93,1) 0,680
Outras 3(5,10) 4 (6,90)
Historia de cancer de ovario e/ou
mama
Nao 39 (69,6) 35(62,5) 0,425
Sim 17 (30,4) 21(37,5)
Doenca residual apés cirurgia
primaria
<10 mm 45 (76,3) 35(70,0) 0,460
> 10 mm 14 (23,7) 15 (30,0)
PFI antes do bev -Mediana (IQR) 9,7 10,5 0,383**
<12 meses 37 (63,8) 34 (60,7) 0,735
> 12 meses 21(36,2) 22 (39,3)
Regime quimioterapia 1 ® linha
1” linha
Platina + taxano 9 (14.,5) 30 (48,4) < 0,001
Platina + gemcitabina 52 (83,9) 26 (41,9)
Platina+doxorrubicina lipossomal 0(0,00) 5(8,10)
Monoterapia 1 (1,60) 1 (1,00)
Numero de tratamentos prévios -
Linhas
1 34 (55,7) 37 (61,7) 0,868
2 20 (32,8) 18 (30,0)
3 5(8,20) 3 (5,00)
4 2 (3,30) 2 (3,30)
Cirurgia inicial
citorredugdo primaria 45 (76,3) 35(70,0) 0,460
citorredug@o de intervalo 14 (23,7) 15 (30,0)
Cirugia de citorreducio
secundaria
Sim 28 (62.2) 34 (61,8) 0,539
Nio 17 (37,8) 21(38,2)
Ciclina E1 hiperexpressa
Sim 15 (62.5) 11(33,3) 0,029
Nio 9 (37,5) 22 (66,7)

* Todos os valores de p foram calculados pelo teste do qui-quadrado, salvo indicagdo em contrario
** o valor de p foi calculado pelo teste de Mann-Whitney PFI, intervalo livre de platina
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Tabela 11 — Caracteristicas clinicas das pacientes da coorte de pacientes com recidiva platina
sensivel avaliadas para Ciclina E1 hiperexpressa

Caracteristicas Freq. (%)
Nimero de pacientes 57
Idade, anos Mediana (p25-p75) 56,6 (51,8-63,3)
Estadiamento

[-11 9 (16,7)
mI-1v 45 (83,3)
Histologia Tumoral
Seroso de alto grau 50 (92,6)
Outras 4(7,4)
Historia de cancer de ovario e/ou
Mama
Nao 32 (59,3)
Sim 22 (40,7)
Doenca residual apos cirurgia
Primaria
<10 mm 34 (70,8)
> 10 mm 14 (29,2)
PFI pré uso de bev Mediana (p25-p75) 10,5 (7,4-14,0)
< 12 meses 34 (64,2)
> 12 meses 19 (33,3)
Regime quimioterapia
Platina + taxano 19 (33,3)
Platina + gemcitabina 34 (59,6)
Platina+doxorrubicina lipossomal 3(5,30)
Monoterapia 1 (1,80)
Nimero de tratamentos prévios - linhas
1 30 (54,5)
2 20 (36,4)
3 3 (5,50)
4 2 (3,60)
Cirurgia inicial
citorredugdo primaria 34 (60,7)
citorredugdo de intervalo 22 (39,3)
Citorreducio secundaria
Sim 22 (38,6)
Nao 35(61,4)
Ciclina E1 hiperexpressa
Sim 26 (45.6)
Nao 31 (54,4)

PFI, intervalo livre de platina
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4.3.1 Sobrevida livre de progressao

A progressdo da doenga foi observada em 84 pacientes em nossa coorte € a PFS mediana
foi de 18,4 meses. As doentes tratadas com bevacizumabe tinham uma PFS mediana de 19,5
meses versus 16,0 meses para aquelas tratadas sem bevacizumabe (p = 0,150), (Figura 14). O
tempo médio de sobrevida restrito (RMST) para progressao foi de foi de 15,6 meses versus 13,4
meses a favor do grupo Bev (p = 0,006) para um seguimento de 18 meses, e 22,2 meses versus
19,8 meses a favor do grupo Bev (p = 0,310) para um seguimento até 40 meses.

Pacientes com PFI> 12 meses apresentaram PFS mediana de 20,0 meses vs. 15,5 para
pacientes com PFI <12 meses (p = 0,042). Pacientes com hiperexpressdo de ciclina El
mostraram uma PFS mediana de 15,8 meses versus 19,7 meses para aqueles sem hiperexpressao
de ciclina E1 (p = 0,065) (Figura 14).

Em uma andlise univariada, idade <65, histologia serosa de alto grau, PFI> 12 meses e
hiperexpressao de ciclina E1 foram associadas a SLP (Tabela 12). Idade <65, histologia serosa
de alto grau, PFI> 12, tratamento com bevacizumabe e hiperexpressao de ciclina E1 foram
incluidos na andlise multivariada. O tratamento com bevacizumabe e a hiperexpressdao da

ciclina E1 mantiveram-se no modal final e ambos foram relacionados a SLP (Tabela 13).



Tabela 12 — Anélise univariada de sobrevida livre de progressao de 124 pacientes

Caracteristicas HR (95% CI) p valor
Idade, anos
<60 1 0,021
>60 1,68(1,08-2,60)
Historia de cincer de ovario e/ou
mama
Nao 1 0,983
Sim 1,01 (0,63-1,61)
Estadiamento
I-11 1 0,696
I-1v 1,14 (0,58-2,23)
Histologia Tumoral
Seroso de alto grau 1 0,008
Outras 0,14 (0,03-0,61)
Cirurgia inicial
citorredug@o primaria 1 0,409
citorredugdo de intervalo 1,16 (0,81-1,67)
Doenca residual apos cirurgia
primaria
<10 mm 1 0,827
> 10 mm 1,03 (0,78-1,36)
PFI prévio ao uso de beva
< 12 meses 1 0,044
> 12 meses 0,63 (0,40-0,99)
Tratamento
Quimioterapia isolada 1 0,225
Quimioterapia + Bevacizumabe 0,77 (0,50-1,12)
No. de tratamentos prévios:linhas
1 1 0,264
>1 1,30 (0,82-2,04)
Ciclina E1 hiperexpressa
<2 1 0,069
>2 1,77 (0,96-3,27)

PF1, intervalo livre de platina
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Figura 14 - Sobrevida livre de progressdo. A) em toda a coorte, B) de acordo com o tratamento com

bevacizumabe, C) de acordo com a expressdo da ciclina E1, D) de acordo com o intervalo livre de platina. CCNE1

= ciclina E1; PFI = intervalo livre de platina. Valores de P calculados usando o teste de log-rank.

Tabela 13 — Analise Multivariada para SG e SLP de 124 pacientes

SLP* SG**
Caracteristicas HR (95% CI) p valor HR (95% CI) p valor
Bevacizumabe
Nao 1 0,084 1 0,401
0,54 (0,26-1,09) 0,70 (0,30-1,61)

Sim
Cirurgia inicial
citorredugdo primaria - - 1 0,088
citorredugdo de intervalo - 2,04 (0.90-4.65)

Ciclina E1 hiperexpressa
Nao 1 0,009 1 0,035
Sim  2,25(1,10-4,60) 2,40(1,07-5,45)

*49 pacientes com dados completos incluidos na analise multivariada, 38 eventos.

**49 pacientes com dados completos incluidos na analise multivariada, 28 eventos.
SLP = sobrevida livre de progressdo SG = sobrevida global
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4.3.2 Sobrevidade Global

Apbés um acompanhamento mediano de 40,0 meses, 61 pacientes morreram. A
sobrevida global mediana (SG) foi de 51,3 meses. As pacientes tratadas com bevacizumabe
apresentaram uma SG mediana de 48,9 meses em comparagdo com 51,9 meses para os
pacientes do grupo QT apenas (p = 0,410). PFI foi preditor para SG: a SG mediana foi de 54,9
meses para pacientes com PFI> 12 meses e 31,1 meses para pacientes com um PFI <12 meses
(p =0,039). Pacientes com hiperexpressao de ciclina E1 mostraram uma mediana de 24,7 meses
versus 67,9 meses para aqueles sem hiperexpressao de ciclina E1 (p = 0,002) (Figura 15).

Na analise univariada de Cox, idade <65, histologia serosa de alto grau, PFI <12
citorredugdo ao diagnostico, histdria familiar de cancer de mama ou de ovario e hiperexpressao
de ciclina E1 foram associadas com SG (Tabela 14). Quando esses fatores foram incluidos em
uma analise multivariada, a idade <65 e a expressdo histologica serosa de alto grau

permaneceram significativamente associadas a pior SG (Tabela 13).
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Figura 15 - Sobrevida global. A) em toda a coorte, B) de acordo com o tratamento com bevacizumabe, C)

de acordo com a expressdo da ciclina E1, D) de acordo com o intervalo livre de platina. CCNE1 = ciclina E1; PFI

= intervalo livre de platina. Valores de P calculados usando o teste de log-rank.



Tabela 14 — Analise univariada para sobrevida global

Caracteristicas HR (95% CI) p valor
Idade
<60 1 0,035
>60 1,73(1,04-2,86)
Historia de cincer de ovario e/ou
mama
Nio 1 0,310
Sim 1,33 (0,77-2,30)
Estadiamento
I-11 1 0,157
HI-1V 1,95 (0,77-4,92)
Histologia Tumoral
Seroso de alto grau 1 0,036
Outras 0,12 (0,02-0,87)
Cirurgia inicial
citorredugdo primaria 1 0,010
citorreducdo de intervalo 1,73 (1,14-2,62)
Doenca residual apos cirurgia
primaria
<10 mm 1 0,234
> 10 mm 1,19(0,89-1,59)
Tratamento
Quimioterapia isolada 1 0,806
Quimioterapia + Bevacizumabe 0,81 (0,47-1,38)
No. de tratamentos prévios:linhas
1 1 0,185
>1 1,42 (0,85-2,37)
PFI prévio ao bevacizumabe
< 12 meses 1 0,018
> 12 meses 0,52 (0,30-0,91)
Ciclina E1 hiperexpressa
Sim 1 0,049
Nao 2,07(1,00-4,28)

PFI, intervalo livre de platina
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4.3.3 Taxa de resposta global

A taxa de resposta global (ORR) para esta coorte foi de 79,0%. Taxa de resposta global
(ORR) foi de 93,3% no grupo Bev e 67,9% no grupo CT (p = 0,002). Pacientes com PFI> 12
meses apresentaram ORR de 75,0% vs. 84,2% para pacientes com PFI <12 meses (p = 0,289).
Pacientes com hiperexpressao de ciclina E1 mostraram uma ORR de 75,0% vs. 70,8% para

aqueles sem hiperexpressao de ciclina E1 (p = 0,757).
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4.3.4 PFI e ciclina E1 como marcadores preditivos de beneficio do bevacizumabe

O impacto do bevacizumabe pareceu diferir de acordo com a hiperexpressao de ciclina
E1 e PFI. O beneficio do bevacizumabe estava presente apenas no subgrupo de pacientes com
PFI <12 meses (PFS mediana 18,6 versus 10,4 meses, p = 0,005) e no subgrupo de pacientes
com hiperexpressao CCNEL (PFS mediana 16,3 versus 7,1 meses, p = 0,010) mas ndo no grupo
de pacientes com PFI> 12 meses (PFS mediana 18,6 meses versus 23,2 meses, p = 0,062) € no
grupo de pacientes sem hiperexpressao da ciclina E1 (PFS mediana 19,7 meses versus 18,7
meses, p = 0,796) (Figura 16). O teste de interagdo para o efeito de bevacizumab e o PFI foi de
0,005 e para o bevacizumab e o CCNEL1 foi de 0,202. (Figura 16 e 17). Entre os pacientes com

hiperexpressao de ciclina E1, a ORR foi de 100% para o grupo Bev e 50% para o grupo CT (p
=0,033).

>
w

i y --- Bevacizumabe
__Sem Bevacizumabe

--- Bevacizumabe
. | __Sem Bevacizumabe

Progression Free Survival
Progression Free Survival

.................... : p=0,85

: . ’
0 10.0 20.0 30.0 0 10.0 20.0 30.0
Time (months) Time (months)

@)
i
O

o =1 --- Bevacizumabe
. __Sem Bevacizumabe

--- Bevacizumabe
| __Sem Bevacizumabe

Progression Free Survival
T
Progression Free Survival

1 p:0,062 —

0 10.0 '.’.UI.O 30.0 0 10.0 20.0 30.0
Time (months) Time (months)

Figura 16 - Sobrevida livre de progressao de acordo com o tratamento com bevacizumabe nos

subgrupos de pacientes. A) hiperexpressio de ciclina E1 B) expressdo de ciclina E1 normal C) intervalo livre

de platina < 12 meses D) intervalo livre de platina >12 meses Valores de P calculados usando o teste de log-rank
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Figura 17 - Avaliagdo de interagdo entre PFI e ciclina E1 com efeito do Bevacizumabe
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4.4 RESULTADOS WEE1

A marcacao para WEEI1 apresentou intensidade fraca menor que 50% em apenas 6
pacientes entre as 196 pacientes avaliadas, ndo sendo possivel estabelecer o H escore, embora
a marcacao de WEEI no tecido utilizado como controle fosse positiva, demonstrando auséncia

de problemas com o anticorpo. Desta forma nao foi possivel estabelecer correlagao entre a

expressdo de WEE1 e outros fatores.

Figura 18 - Imunoistoquimica para WEE. Reagdo negativa, auséncia de células com marcagio positivas
para WEE1, aumento de 40x.
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5 DISCUSSAO

Na presente andlise retrospectiva de pacientes com cancer epitelial de ovario, as
caracteristicas das 664 pacientes avaliadas estdo de acordo com o esperado para a populagdo
com cancer de ovario, sendo maioria diagnosticada em fase avangada EC IIl e IV (76%), a
histologia mais frequente o tipo seroso de alto grau (77,4%), 78,5% das pacientes realizaram
cirurgia com citorredugdo 6tima e a primeira linha de quimioterapia foi a associagdo de platina
e taxano (93%). As caracteristicas das 196 pacientes foram semelhantes as caracteristicas da
coorte completa, houve predominio de EC III e IV (79%), da histologia seroso de alto grau
(84,9%), de cirurgia com citorreducdo 6tima (69,1%) e a da associa¢do de platina e taxano

(93,5%) como primeira linha de quimioterapia.

5.1 FREQUENCIA DA HIPEREXPRESSAO DE CICLINA E1 E WEE1 POR
IMUNOISTOQUIMICA

Nao existe na literatura padronizagdo para avaliagdo da expressdo de ciclina E1 e WEE1
por imunoistoquimica ou do valor de corte para caracterizar a positividade da alta expressdo da
proteina, assim ha grande variagdo entre os estudos nesse quesito. Na nossa coorte encontramos
a hiperexpressao de ciclina E1 por imunoistoquimica em oitenta e trés (42%) dos casos, como
adotamos a definicdo de hiperexpressdao como qualquer valor de expressao acima da mediana
da coorte (escore > 2), era esperado que encontrariamos um valor proximo de 50% de
hiperexpressdo. Usamos como anticorpo contra Ciclina E1 o clone c-247-HE12 da Santa Cruz
Biotechnology.

Aziz et al. (2018) encontraram a hiperexpressao de ciclina E1 em 45,5% (82/262) dos
casos, fizeram uso do clone sc-247-HE12 da Santa Cruz Biotechnology e definiram como alta
expressao de ciclina E1 H escore > 160, que foi obtido usando um escore de intensidade de 0 a
3+, sendo um H escore semi-quantitativo obtido adicionando 3 vezes a porcentagem de células
fortemente coradas (3+) mais 2 vezes a porcentagem de células moderadamente coradas (2-+)
mais | vezes a porcentagem de células fracamente coradas (1 +), dando uma intervalo de 0 a
300.

Noske et al. (2015) também usaram o clone HE12 da Santa Cruz Biotechnology ,

obtiveram hiperexpressao de ciclina E1 em 52,2% dos casos, e o escore teve base na expressao
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nuclear, na intensidade da reagdo (0 - sem coloragdo, 1 - fraca, 2 - moderada e 3 - forte), bem
como na porcentagem de células tumorais positivas. Posteriormente, o H escore foi calculado.
O H escore médio foi de 140 (faixa de 0 a 300) e foi usado para definir o ponto de corte entre
a expressao alta e baixa de ciclina E1.

Nakayama et al. (2010) utilizaram outro anticorpo (Zymed, Invitrogen, Carlsbad, Calif),
obtendo a hiperexpressao de ciclina E1 em 50% dos casos , a analise do aumento da expressao
de ciclina E1 foi obtida através de um HSCORE modificado que foi calculado da seguinte
forma: HSCORE = Z Pj (i), onde i ¢ a intensidade da coloragdo (0 = indetectavel, 1 = fracamente
positivo, 2 = moderadamente positivo, 3 = intensamente positivo) e Pi ¢ uma pontuacao baseada
na porcentagem de células coradas para cada intensidade, variando de 0% a 100%. O HSCORE
mediano do CCNEL1 foi 70 (intervalo de 0 a 353).

A metandlise que avaliou o valor prognostico da expressao da ciclina E1 em cancer de
ovario, inclui 8 estudos, sendo que valor de corte para definir a hiperexpressao de ciclina El,
variou de 10 a 70%, ¢ um dos estudo ainda considerou como variavel continua. Houve
hiperexpressao de ciclina E1 entre 30,8-78% dos casos de HGSOC (Wang et al. 2017).

Alguns estudos avaliaram simultaneamente a hiperexpressdao de ciclina E1 por
imunoistoquimica e a amplificacdo de CCNE1 avaliada no nivel gendmico nas neoplasias de
ovario, encontrando que ndo hd um concordancia perfeita nos resultados, sendo que a
amplicagdo do CCNE1 ocorreu em 15-30% dos casos HGSOC (Cancer Genome Atlas
Research Network 2011; Patch et al. 2015). Dentre esses estudos em que avaliagao foi feita
com os dois métodos, em torno de metade dos casos em que ha hiperxpressdo ha também
amplificacdo. Aziz et al. (2018) encontraram concordancia de 52%, Nakayama et al. (2010)
41% e Noske et al. (2015) 42%. A discordancia pode ser explicada por outros mecanismos
causais diferentes da amplificacdo do CCNEL levando a hiperexpressao de ciclina E1 (Noske
et al. 2015; Ayhan 2017; Alsop et al. 2012).

A avaliagdo de expressdo de WEEl por imunoistoquimica mostrou auséncia de
expressdo em quase todos tumores. Este fato pode ser decorrente de WEEI ser uma proteina
com pouca variacao de expressdo de acordo com ciclo celular e por ndo haver alteracdes em
nivel gendmico ou de expressao de RNA em carcinoma de ovario descritas na literatura (Cancer
Genome Atlas Research Network 2011). Portanto para avaliar o grau de atividade de WEEL1 e
de outras proteinas do ponto de checagem G2/M do ciclo celular a expressdao de WEEI nao se
mostrou um marcador util. Alguns estudos mais recentes tem apontado para a avaliacdo de
expressao da forma fosforilada de WEE1, CHK1 e CDK1 como marcadores mais interessantes

com esse objetivo (Labrie et al. 2019).
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52 CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOLOGICAS RELACIONADAS
COM HIPEREXPRESSAO DE CICLINA E1 E WEE1

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das caracteristicas
clinico-patologicas entre o grupo de pacientes com hiperexpressao de CCNEL e aquelas sem
hiperexpressao. Porém a frequéncia de hiperexpressao de CCNEL1 foi de 46,2% nos tumores
serosos de alto grau e de 28,5% nos outros tipos histologicos (p=0,083). Essa associagdo entre
hiperexpressdo de CCNE1/amplificagdo de CCNEL e histologia serosa de alto grau esta de
acordo com o esperado pelos dados prévios da literatura (Nakayama et al. 2010; Noske et al.
2015).

A incidéncia de historia familiar de cancer de mama ou ovario foi maior do grupo sem
hiperexpressao de ciclina E1, 77 (72,6%) vs 51 (64,6%). A presenca de mutagdo de BRCAL e
BRCAZ ¢ mais frequente em pacientes com historia familiar positiva, e a presenca das mutagoes
de BRCA1 e BRCAZ2 sdo excludentes com a amplificagdo de CCNE1 (Cancer Genome Atlas
Research Network 2011; Patch et al. 2015; Stronach et al. 2018). Na nossa coorte poucas
pacientes chegaram a ser testadas para variantes patogénicas germinativas em BRCA1 e BRCA2
por terem diagndstico e tratamento anterior a 2015-2016 quando o teste se tornou acessivel no
Brasil por regulamentagdo da Agéncia Nacional de Satde. Encontramos 5 pacientes com
mutagao germinativas em BRCAL/2 e hiperexpresdo de CCNEL. Esse achado contraditorio pode
ser explicado pela discordancia esperada entre hiperexpressdao de CCNE1 e amplificagdo de

CCNEL.

5.3 IMPACTO DA HIPEREXPRESSAO DE CICLINA E1 E WEE1 NO
PROGNOSTICO DAS PACIENTES E NA RESPOSTA AO TRATAMENTO

A sobrevida global mediana foi de 56,34 meses no grupo com hiperexpressao de ciclina
E1 e no grupo sem hiperexpressao de 88,08 meses, sendo na univariada o HR= 1,46, IC 95%,
0,98 a 2,17, p=0,060, e na multivariada HR= 1,23, IC 95%, 0,70 a 2,16, p=0,454. A sobrevida
livre de progressdo mediana no grupo com hiperexpressao de ciclina E1 foi de 19,41 meses e
no grupo sem hiperexpressao 22, 47 meses, sendo na univariada HR=1.16 IC 95%, 0,83 a 1,62,
p=0,378 e na multivariada HR= 1,41, IC 95%, 0,90 a 2,22, p= 0,130. O tempo para progressao
de doenga no cenario platino resistente no grupo com hiperexpressao de ciclina E1 foi de 50,72

meses e no grupo sem hiperexpressao 97,54 com HR= 2,10, IC 95%, 1,34 a 3,26, p=0,001 na
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univariada e na multivariada HR= 2,13, IC 95%, 1,22 a 3,71, p= 0,007.

Na metanalise que incluiu 8 estudos com 1470 pacientes, a ciclina E1 de tecido ou
plasma foi avaliada por imunoistoquimica ou western blot. A hiperexpressdo da ciclina E1 no
cancer de ovario comparado a auséncia foi um fator prognostico com menor SG (HR = 1,48,
IC 95%: 1,12,1,85 p=0,02) (Wang et al. 2017).

Um fato interessante entre os estudos que avaliaram simultamente o aumento da
expressao de ciclina E1 por imunoistoquimica e a presenca de amplificagdo de CCNE1L, foram
os diferentes resultados encontrados para os desfechos clinicos dependendo do método
diagnostico utilizado.

Aziz et al. (2018) ao estudarem se tumores com hiperexpressao de ciclina E1 avaliados
por imunoistoquimica ou com amplificagdo de CCNEL1 avaliados por hibridizagao fluorescente
in situ (FISH), tinham caracteristicas semelhante, dividiram os achados em 4 grupos:
amplificagio de CCNE1l com ciclina El1 hiperexpressa; amplificacio de CCNE1l sem
hiperexpressao de ciclina E1; sem amplificagdo de CCNEL e com ciclina E1 hiperexpressa; sem
amplificacdo de CCNEL e sem hiperexpressao ciclina E1. A amplificacio de CCNE1 com
ciclina E1 hiperexpressa foi associado a instabilidade gendmica e teve um resultado pior do que
o grupo nao amplificado / ciclina E1 hiperexpressa (Aziz et al. 2018).

Pacientes em que o tumor apresentava amplificacio de CCNE1l com ciclina El
hiperexpressa tiveram sobrevida global significativamente pior quando comparados ao grupo
sem amplificacdo de CCNEL e sem hiperexpressao ciclina E1 (SG mediana 28,57 vs. 45,6
meses, HR 0,6, IC 95%, 0,43 a 0,91, p = 0,0202). J4 quando comparados aos casos sem
amplificagdo de CCNE1 e com ciclina E1 hiperexpressa houve menor SG quando, mas essa
diferenca nao foi estatisticamente significante (mediana 28,6 vs. 43,3 meses, HR 0,7, IC 95%,
0,41 a1,07, p=10,298).

Quando comparados os grupos, pacientes com tumores nao amplificados seja com ou
sem hiperexpressao de ciclina E1 tiveram sobrevida significativamente melhor em comparacao
com aqueles com tumores amplificados e hiperexpressao de ciclina E1 (p=0,0125; p = 0,0240
respectivamente).

Esses achados sugerem que, para a ciclina El1, a amplificacio do gene tem uma
associagdo maior com o mau prognostico clinico do que a hiperexpressao proteica.

Nakayama et al. (2010) também avaliaram a expressdo de ciclina EI por
imunoistoquimica e a amplificagio de CCNE1 pela hibridizagdo fluorescente in situ. A
amplificagdo de CCNE1 foi definida como uma razio entre os sinais da sonda CCNEL e da

sonda de referéncia centromérica do cromossomo 19 ou do cromossomo 2 de 2: 1 ou mais. O
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estudo mostrou que a amplificacdo de CCNEL1 ¢ associada com menor sobrevida global quando
comparado ao grupo sem amplificacio de CCNELl (p <0,001) e menor sobrevida livre
progressao (p < 0,001). A hiperexpressao de ciclina E1 mostrou um impacto nao significativo
na sobrevida global (p=0,1248) e na sobrevida livre progressao (p = 0,2865) em relacdo a baixa
expressao de ciclina E1 (Nakayama et al. 2010).

Etemadmoghadam et al. (2009), avaliaram varia¢des de nimero de copias gendmicas
de todo o genoma usando microarray de polimorfismos de tnico nucleotideo (SNP array). A
avaliacdo por imunoistoquimica foi realizada nos mesmos tecidos para fornecer validacao entre
o nivel da proteina ciclina E1 e a amplificacdo do gene CCNEL. Foi usado o anticorpo anti
ciclina E1 (Clone 13A3; LabVision). Houve correlagdo entre a hiperexpressao de ciclina E1 e
tumores com amplificacdo de CCNE1 quimiorresistentes com p < 0,02. O estudo mostrou ainda
que a amplificagdo de CCNEL1 estava relacionada a pior sobrevida global quando comparados
ao grupo sem amplificagdo de CCNEL (p = 0,019) e menor sobrevida livre progressao, mas sem
significancia estatistica (p=0,264). A amplificagdo de de CCNE1 foi significativamente
associada a menor resposta ao tratamento primario (p=0,003) (Etemadmoghadam et al. 2009).

Alguns estudos avaliaram apenas a amplificagdo de CCNEL. No Atlas Gendmico
do Cancer de Ovario (TCGA 2011) a caracterizagdo das principais alteragdes moleculares dos
carcinomas serosos de alto grau de ovario encontrou aproximadamente 15 a 20% dos
carcinomas serosos de alto grau de ovario com amplificagcdo do CCNEL, que se apresentavam
como amplificagdes focais no nimero de copias. As pacientes com amplificacio de CCNE1
apresentaram pior sobrevida global em relagdo as demais (Cancer Genome Atlas Research
Network 2011).

Yang et al. em 2018, avaliaram 2 grupos de pacientes com diferentes respostas clinica,
um grupo com uma sobrevida excepcional a longo prazo (LT), 10 anos ou mais, e outro com
pacientes com sobrevida menor que 2 ano, curto prazo (ST). A avaliacdo de amplificacdo de
CCNEL1 foi feita usando dados de sequenciamento de exoma completo e a amplificacdo foi
definida como um numero de cépias maior ou igual a 4. No grupo LT a frequéncia de
amplificagdo de CCNEL1 foi 10% (2/20) enquanto no grupo ST foi de 21% (4/19) (Yang et al.
2018).

Stronach et al. em 2018 avaliaram a amplificagdo de CCNEL através de um SNP array.
Amplificagdo foi definida como uma razdo do numero de copias das sondas da regido do
CCNEL1 em relagdo as demais sondas do genoma > 2,4. Na amostra foi encontrado amplificacao
de CCNE1 em quarenta e sete (19%) amostras, sendo que no subgrupo HGSOC a auséncia de

amplificagdo levou a uma maior sobrevida livre de progressao (PFS) (HR = 1,95, IC 95%: 1,
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28-2, 99 p = 0,003) e sobrevida global (OS) (HR = 1,69, IC 95%: 1,01-2,84 p = 0,056),
(Stronach et al. 2018).

Nos nossos resultados assim como Etemadmoghadam et al. (2013a ou b) encontramos
que a hiperexpressao de cliclina E1 esteve fortemente associada a resisténcia a quimioterapia
com um menor tempo para recidiva platina resistente nas pacientes com hiperexpressao
mantido apos ajuste para outros fatores prognosticos relevantes. Na nossa coorte porém a
associagdo com a SLP e SG vista na analise univariada ndo se manteve estatisticamente
significative na multivariada. Os achados dos estudos acima citados, onde a associagdo com a
SG e SLP variou de acordo com o método empregado (amplificacdo génica ou pesquisa da
expressao de ciclina E1 por imunoistoquimica), juntamente com nossos achados sugerem que
a amplificacdo tenha uma associagdo mais forte com a sobrevida que a hiperexpressdo e que o
impacto principal seja da amplificacdo ou da hiperexpressdo ¢ aumentar a resisténcia a platina.

A hiperexpressao da ciclina E ¢ reconhecida como marcador de mau prognéstico em
varias neoplasias, como cancer gastrointestinal, cancer de mama, cancer de pulmao, cancer de
bexiga e cancer retal (Zhou et al. 2011; Huang et al. 2012; Akli et al. 2012; Gao et al. 2013;
Huang et al. 2015). Alguns trabalhos mais recentes tem identificado a associagdo de
amplificagdo de CCNE1l com resisténcia a terapias alvo. No cdncer de mama tivemos
recentemente a avaliagao de um painel de expressdo génica nas amostra tumorais das pacientes
do estudo PALOMA-3. Este estudo avaliou o papel do palbociclibe, um inibidor de CDK 4/6,
no cendrio de cancer de mama metastdstico em que as pacientes foram randomizadas para
receberem fulvestranto em combinagdo com palbociclibe ou fulvestranto com placebo, que
resultou em aumento significativo da SLP para o brago da nova droga (Cristofanilli et al. 2016).
O objetivo deste painel era identificar biomarcadores preditivos para a eficacia relativa de
adicionando palbociclibe ao fulvestranto. A adi¢do de palbociclibe ao fulvestranto demonstrou
eficacia em todos os grupos de biomarcadores, embora a alta expressao do mRNA do CCNE1
foi associada a resisténcia relativa ao palbociclibe, sendo o fator preditivo mais significativo
(mPFS 14,1 m x 7,6 m, HR, 0,85(95% CI, 0,58 to 1,26, p = 0,0238) (Turner et al. 2019).

Lheureux et al. (2019) avaliaram o papel da associacdo do cediranibe, um
antiangiogénico oral, ao olaparibe, um inibidor da poli (ADP-ribose) polimerase como forma
de superar a resisténcia ao iPARP em pacientes com cancer de ovario sensivel a platina com
recidiva apos progressao de inibidor de Parp isolado. Exoma completo e seqiienciamento de
RNA foram realizados em tecidos de tumors em amostras pré e pds o tratamento inicial com

iPARP. As andlises moleculares identificaram diferentes mecanismos de resisténcia a iPARP
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em aproximadamente 77% das pacientes. A amplificagdo de CCNEL foi um destes mecanismos
identificados (Lheureux et al. 2019).
Na nossa coorte nao tivemos pacientes tratadas com iPARP para avaliar o impacto da

hiperexpressdo de CCNEL na eficécia deste tipo de tratamento.

54 BENEFICIO DO BEVACIZUMABE NO CENARIO DE CANCER DE
OVARIO RECORRENTE PLATINA SENSIVEL E O PAPEL PREDITIVO DO
INTERVALO LIVRE DE PLATINA (PFI) E DA EXPRESSAO DE CCNE1 PARA
A EFICACIA DO BEVACIZUMABE

Uma outra analise realizada avaliou de forma pareada pacientes tratados com
Bevacizumabe (Bev) e pacientes que nao receberam a medicacdo. Os resultados sugerem a
expressado de CCNE1 e PFI como marcadores do beneficio do bevacizumabe. Podemos
confirmar o beneficio na sobrevida livre de progressdo trazido pelo bevacizumabe em
populacdo nao selecionada e o papel prognostico do PFI. A hiperexpressdo de ciclina E1 nao
teve um papel aprecidvel como marcador progndstico na populagdo geral, no entanto, pacientes
com hiperexpressdo pareciam obter o maior beneficio da introdu¢do do bevacizumabe,
enquanto pacientes com baixa expressdo ndo tinham beneficio. Assim, apesar do pequeno
nimero de pacientes envolvidos na analise, a hiperexpressao de CCNE1 pode ser vista como
um potencial biomarcador do beneficio do bevacizumabe.

O bevacizumabe demonstrou melhorar a sobrevida livre de progressdo em todos os
contextos de tratamento do cancer de ovario, mas carece de um biomarcador, durante o
tratamento primario (Burger et al. 2011; Perren et al. 2011), recidiva sensivel a platina
(Aghajanian et al. 2012) e recorréncia resistente a platina (Pujade-Lauraine et al. 2014). Na
primeira linha, a densidade microvascular avaliada pela expressdo de CD31 e os subtipos de
expressao génica proliferativa e mesenquimal foram associados a eficacia do bevacizumabe nos
estudos GOG218 e ICON7, respectivamente (Birrer et al. 2015; Kommoss et al. 2017). Apesar
desses achados iniciais, eles ndo foram validados prospectivamente até 0 momento € nao ha um
biomarcador bem estabelecido (preditivo) de beneficio do bevacizumabe.

A magnitude do beneficio do bevacizumabe no presente estudo (PFS HR de 0,54) esta
de acordo com os grandes estudos prospectivos (Aghajanian et al. 2012; Coleman et al. 2017).
Os pacientes dos dois grupos foram pareados para os principais fatores prognosticos, como

intervalo livre de platina, histologia do tumor e nimero de linhas de tratamento anteriores.
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Nenhuma caracteristica foi desequilibrada entre pacientes Bev ¢ ndo-Bev, com excecdo da
hiperexpressio de ciclina E1 que predominou no grupo Bev. E digno de nota que os médicos
responsaveis pelo tratamento prescreveram ou nao o bevacizumabe sem o conhecimento prévio
do status da ciclina E1. Caso contrario, poder-se-ia sugerir que os tumores com hiperexpressao
de ciclina 1 foram considerados mais agressivos, exigindo intensificagdo do tratamento.

O beneficio do bevacizumabe esteve presente apenas no grupo de pacientes com
hiperexpressao de CCNEL. Apesar do pior progndstico de pacientes com hiperexpressao de
CCNEL1 ndo tratadas com bevacizumabe (SLP mediana 7,1 meses), a SLP mediana de pacientes
com hiperexpressao de CCNEL tratadas com bevacizumabe foi semelhante a das pacientes sem
hiperexpressdao de CCNE1 nao tratadas com bevacizumabe (SLP mediana 16,3 meses). Quanto
ao PFI, o maior beneficio do bevacizumabe no grupo com hiperexpressao de ciclina E1 poderia
estar relacionado apenas a associagdo entre hiperexpressao de ciclina E1 e resisténcia da platina.
Porém outra explicacdo possivel vem do fato da amplificagio do CCNE1 ser mutuamente
excludente com a deficiéncia de recombinagdo homodloga (Ciriello et al. 2012; Stronach et al.
2018) devido a uma relacao de letalidade sintética entre as duas vias (Etemadmoghadam et al.
2013a ou b), e a terapia anti-angiogénica poder resultar em deficiéncia de recombinagdo
homologa (Chan et al. 2010). Isso poderia estabelecer a base biologica para o papel preditivo
da hiperexpressdo de CCNEL1 encontrada em nosso estudo.

Por ser mutuamente excludente com a deficiéncia de recombinacao homologa, pode-se
argumentar que o papel preditivo da hiperexpressdo de ciclina E1 poderia, na realidade, ser
impulsionado por uma eficécia diferente da terapia antiangiogénica entre os tumores deficientes
em recombinacdo homologa. Porém, uma avaliagdo retrospectiva do ensaio de primeira linha
com bevacizumabe do GOG nao encontrou nenhuma associagdo entre mutagdes no gene da
recombina¢do homologa e a eficacia do bevacizumabe (Norquist et al. 2018).

O intervalo livre de platina ¢ o fator progndstico mais importante na recidiva do cancer
ovariano (Lee et al. 2012). Também é um marcador de resposta a reexposi¢ao a platina, ou seja,
quanto maior a PFI, maior a probabilidade de resposta a terapia com platina (Lindemann et al.
2018). Nos dois ensaios de fase 3 do bevacizumabe no cenario sensivel a platina, os pacientes
com PFI entre 6 e 12 meses tiveram um maior beneficio do bevacizumabe do que os pacientes
com PFI mais longo (Aghajanian et al. 2012; Coleman et al. 2017). Além disso, entre todos os
estudos fase III em cancer de ovario, o maior beneficio relativo do bevacizumabe foi observado
no cenario resistente a platina (Pujade-Lauraine et al. 2014). No presente estudo, constatou-se
que a duragdo da PFI afeta o beneficio do bevacizumabe, com beneficio em pacientes com PFI

de 6 a 12 meses e beneficio ndo estatisticamente significativo em pacientes com PFI maior que
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12 meses. A auséncia de beneficio no subgrupo PFI mais longo neste estudo pode ser decorrente
da pequena amostra e poder estatistico limitado inerente, embora o teste de interagdo
estatisticamente significante (p = 0,005) tenha identificado um beneficio distinto do
bevacizumabe de acordo com a duragao da PFI.

O beneficio aparentemente maior do bevacizumabe observado entre pacientes com
sensibilidade limitrofe a platina (PFI 6-12 meses) pode derivar da menor sensibilidade a platina
nesse cenario. Com uma quimioterapia menos eficaz, um efeito constante do bevacizumabe
resultaria em um beneficio relativo maior. Apesar desta hipdtese, pelo menos um estudo sugeriu
um papel mais importante para a angiogénese nos tumores resistentes a platina do que nos
tumores sensiveis a platina com maior expressao de VEGFR2 em tumores resistentes a platina
(Avril et al. 2017). O pano de fundo bioldgico para essa hipdtese deve ser mais investigado.

O PFI como marcador clinico da eficacia do bevacizumabe a priori ndo leva a mudanca
da pratica clinica, pois os resultados vieram de analises de subgrupo e o beneficio do
bevacizumabe estd presente nos estudos para toda a populagdo, mas atualmente ha a opgao de
inibidores de PARP para tratamento de manutengdo. Para as pacientes com BRCAL/2 ndo
mutado no cenario sensivel a platina (Ledermann et al. 2014; Mirza et al. 2016; MD PRLC
2017), esses dados poderiam ajudar a orientar as decisdes sobre a melhor op¢do de manutengao
para essas pacientes.

No presente estudo, riscos nao proporcionais para o bevacizumabe na SLP estavam
presentes como em vdarios ensaios randomizados com bevacizumabe (Mok et al. 2009). O
beneficio do bevacizumabe nos pacientes hiperexepressores de CCNE1, porém, mostrou um
padrdo de risco proporcional.

Como perspectivas futuras estamos ampliando o nimero de pacientes do nosso banco
de dados, atualmente com 815 pacientes, e fazer a avaliacdo da amplificacdo de CCNE1 por
FISH, buscando avaliar se encontraremos associagdo entre a amplificagcio do CCNE1 e SLP e
SG, e ndo apenas a diferenga numérica como encontramos com a avaliacdo de hiperexpressao
de cliclina E1 sem significancia estatistica, e confirmar os achados de predi¢ao do efeito de

bevacizumabe.

5.5 LIMITACOES

Nosso estudo apresenta varias limitagdes, devido a sua natureza retrospectiva, com
dados clinicos e de evolugdo nem sempre completos, obtidos de prontuérios das pacientes, e a

falta de material bioldgico para analise de muitas pacientes.
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Auséncia de padronizagdo para quantificacdo da ciclina E1 e anticorpo.

Em relagao a analise do uso de bevacizumabe a para analise da hiperexpressao de ciclina
El tivemos: pequeno niumero de pacientes, com um teste de interagdo ndo estatisticamente
significante (p=0,202), e a auséncia de validacdo externa, que limitam qualquer conclusdo
definitiva. Apesar dessas limitacdes, os dois grupos de tratamento foram pareados para os

fatores progndsticos mais importantes.
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6 CONCLUSOES

Em nosso estudo concluimos que a imunoistoquimica nao foi eficaz para avaliar a
expressao de WEEI, e em relacio a ciclina El nossos achados sugerem que, a
imunoistoquimica ndo parece ser o método mais acuraz para avaliar o impacto das alteracdes
relacionadas a ciclina E1.A avaliacdo no nivel gendmico existe como alternativa a ser explorada

Nossos achados reforgam o valor clinico do status da ciclina E1 no cancer de ovario,
como um forte preditor da curso biologico da doenca. A correlacdo entre hiperexpressao de
ciclina E1 e menor tempo para progressdao de doenga no cenario platino resistente apontam a
importancia da ciclina E1 como marcador de pior progndstico.

Foi novo o achado da hiperexpressao de ciclina E1 como potencial biomarcador de
resposta ao tratamento com bevacizumabe. Embora nosso estudo seja retrospectivo € o nimero
de pacientes avaliados seja pequeno, e esse achado deva ser validado por outros estudos, gerou
uma hipdtese inovadora, que pode ser a resposta a uma lacuna na pratica clinica, possibilitando
ajudar na sele¢do de quais pacientes se beneficiardo mais com o uso de bevacizumabe.

As caracteristicas clinicas e desfechos encontradas nesta populagdo com carcinoma de

ovario avaliada, estdo de acordo com a literatura médica.
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Apéndice 1 - Ficha de Coleta de Dados — Ovério

1-Identificagao:

1.1 Nome:
1.2 RGH-HC:
1.3 Data de nascimento / / 1.4 Data Dx: /
2- Dados cirargicos:
A- Cirurgia inicial:
A.1- Data Cx: / /
A.2- Momento: (1) Citorredugdo primaria (2) Citorredugdo intervalo I I
A.3- Doenca residual: (1) microscopica (Completa) (2) <10mm (3) > 10mm
(4) “6tima” sem especificacao - I |
A 4- Procedimentos | (0)Nao (1) Sim A.5- Complicagdes Cx:
realziados: Obito < 28d (0)Ndo (1) Sim
HTA
SOB
Omentectomia Momento do tto: (1) Cx
Linfadenectomia pélvica inic. (2) Rec Plat S (3)
N° AP Data AP

Linfadenectomia paradrtica

Resseccgao intestinal

RecPlat R (4) Cito

Intervalo

Esplenectomia

Cx adequada

Preservagdo de fertilidade

QT IP (HIPEC)

B- Dados da cirurgia recidiva:

B.1- Data Cx: / /

B.2- Momento: (1) Primeira recidiva (2) Segunda recidiva (3) Terceira recidiva (4) Quarta ou mais

11

B.3- Doenga residual: (1) microscopica (Completa) (2) <10mm (3) > 10mm

(4) “otima” sem especificagdo - 1

B.4- QT intraperitoneal hipertérmica: (1) sim (0) ndo

I I

Droga e dose:

C- Dados da cirurgia recidiva:

I

Obito < 28 dias: (1) sim (0)ndo I



C.1- Data Cx:

/

/

C.2- Momento: (1) Primeira recidiva (2) Segunda recidiva (3) Terceira recidiva

(4) Quarta ou mais

---------- I I

C.3- Doenga residual: (1) microscopica (Completa) (2) <10mm (3) > 10mm

(4) “6tima” sem especificacdo - 1
C.4- QT intraperitoneal hipertérmica: (1) sim (0) nao
Obito < 28 dias: (1) sim (0)ndo I

Droga e dose:

I

3- Fatores Progndsticos iniciais:

Idade na primeira cx

Histologia

Grau FIGO

Estagio FIGO

CA125 pré tto inicial(cirurgia/qt neo)

CA 125 pés op

Plqt pré tto inicial (cirurgia / qt neo)

Plqt pos cirurgia

ECOG pré gt (ou pré cx caso sem qt)

4- Tratamento QT inicial :

A - drogas e posologia:

I

Comorbidades (ver anestesio):

Histéria familiar:

Outras neoplasias:

B - niimero de ciclos totais:

C - data inicio: /

D- se interrupcao antes de 6 ciclos por toxicidade qual?

E - QT neoadjuvante:

- quantos ciclos antes da cirurgia:

data de término : / /

- resposta a gt neo: (1) RC (2) RP (3) DE (4) PD

- CA 125 pré qt / pos qt: /

5- Seguimento inicial e primeira recidiva:
A- CA 125:

Data

Valor

Data

Valor
B- Recidiva:
B.1- Data da recidiva por marcador: /
B.2- Valor CA 125 na recidiva:
B.3- Data da recidiva por imagem: /




B.4- Sintomatica: (0)Nao (1) Sim

B.5- Alteragdo de imagem: (0)Nao (1) Sim, ndo mensuravel (2) Sim, mensuravel

B.6- Sitio recidiva (anotar todos):

6. Recidivas/PD:

1% rec. platina S — data marcador:

Plaquetas e Hb pré qt

CA 125 pré qt — pos qt

Drogas e posol

Data por imagem:

Data inicio

Tamanho maior tumor

Data término

Sitios (anotar todos periton. vale 1)

Resp. por imag.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

ECOG pré QT

Resp por Marc.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

2? recidiva PS — data*

Drogas

Data inicio

Data término
Tipo de resp. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD
Resp por Marc. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD

4? recidiva PS - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD

Resp por Marc. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD

OBS: Resposta e progressao por marcador CA 125
— critérioc GCIG:

Resposta: queda de 50% em relagdo ao marcador
inicial (que deve ser de 2 sem antes de iniciar o tto)

Progressao:

3% recidiva PS - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp.

(1) RC(2)RP (3) DE (4) PD

Resp por Marc.

(1) RC(2)RP (3) DE (4) PD

5% recidiva PS - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp.

(1) RC 2)RP (3)DE (4) PD

Resp por Marc.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

- Marcador normal ao inicio do tto: aumento para mais de 2x o valor da normalidade

- Marcador aumentado ao inicio do tto: aumento para mais de 2x o valor do nadir apds inicio do tto

* A partir da 2° recidiva anotar apenas a data que vier primeiro, progressao por marcador ou imagem




1? rec. Platina R — data marcador:

Plaquetas ¢ Hb pré qt

CA 125 pré qt— pos qt

Drogas e posol

Data por imagem:

Data inicio

Tamanho maior tumor

Data término

Sitios (anotar todos periton. vale 1)

Resp. por imag.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

ECOG pré QT

Resp por Marc.

(1) RC 2)RP (3)DE (4) PD

5% recidiva PR - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

Resp por Marc.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

6 recidiva PR - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

Resp por Marc.

(1) RC (2)RP (3)DE (4) PD

7% recidiva PR - data

Drogas

2* recidiva PR - data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp.

(1) RC 2) RP (3) DE (4) PD

Resp por Mare.

(1) RC (2)RP (3) DE (4) PD

Data inicio

3 recidiva PR - data

Data término

Drogas

Data inicio

4? recidiva PR

- data

Drogas

Data inicio

Data término

Tipo de resp. (1) RC(2)RP (3) DE
(4) PD

Resp por | (1) RC(2)RP (3) DE

Marc. (4) PD

Tipo de resp. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD
Data término

Resp por Marc. (1) RC (2) RP (3) DE (4) PD Tipo de resp. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD
Resp por Marc. (1) RC(2)RP (3) DE (4) PD




Uso de bevacizumabe em alguma linha (0) Nao (1) Sim Qual

Meta SNC algum momento (0) Nao (1) Sim

I I

Data

(0) Vivo (1) Obito

(0) SED (1) Recidivada

(0) aguarda retorno (1) perda de seg.

Telefones e email:

Hormonioterapia em algum momento (0) Nao (1) Sim

6. Ultima aval.:




