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RESUMO

Fanelli MF. Deteccdo de marcadores de invasdo em microémbolos
tumorais circulantes e sua correlacdo com evolugdo clinica em
pacientes com cancer de cabeca e pescoc¢o. Sdo Paulo; 2017. [Tese de

Doutorado-Fundacéo Anténio Prudente].

O entendimento do processo de metastase € objeto de estudo da medicina
por mais de um século. O conhecimento vigente aponta as células tumorais
circulantes (CTCs) como uma importante ferramenta na pratica oncoldgica,
devido a sua significancia clinica progndstica e preditiva em muitos tipos de
tumores sélidos. Contudo, pouco se sabe a respeito dos microémbolos
tumorais circulantes (MTC), CTCs dispostas em agrupamentos.
Teoricamente, MTCs podem escapar do sistema imune de forma mais
efetiva. Este projeto visa observar a incidéncia de MTCs e CTCs, e,
sobretudo, caracterizar de forma molecular estes clusters de células.
Objetivos: Este estudo teve como objetivo determinar a incidéncia de MTCs
em uma populacdo de pacientes portadores de cancer epidermdide de
cabeca e pescogo atendidos no A.C.Camargo Cancer Center; caracterizar e
sobrevida livre de progressao (SLP) dos pacientes portadores de MTCs;
caracterizar molecularmente as CTCs contidas nos MTCs para avaliar
presenca de marcadores de invasao nas mesmas, como TGF-f e MMP-2.
Pacientes e Métodos: Foram avaliados de forma retrospectiva os dados e
as membranas de ISET dos pacientes incluidos no estudo: CEP 1777/13C
(estudo do papel das CTCs em pacientes com cancer epidermdide de
cabeca e pescogo). As membranas de ISET para analise imunocitoquimica
das CTCs e MTCs estavam estocadas a -20°C. Resultados: foram incluidos
53 pacientes. Os pacientes com MTCs presentes no baseline (MTC1) e no
primeiro seguimento (MTC2), apresentaram SLP inferior, embora sem
significancia estatistica (p> 0,05). Comparando MTC1 com MTC2, pacientes

com MTC1-positivos que se tornaram MTC2-negativos foram classificados



como evolugao favoravel (ILP = 20 meses). Os pacientes com evolugao
desfavoravel (MTC1-negativo / MTC2-positivo) tiveram SLP mediana de 17,5
meses. Pacientes sempre negativos para MTC mostraram PFS de 22,42
meses e aqueles sempre positivos, 4,7 meses (p <0,001). A expressao de
TGF-BRI em CTC no primeiro seguimento (iCTCs e MTC) significou SLP
desfavoravel (12 meses x 26 meses; p = 0,007) e foi um fator progndstico
independente (HR = 6,088; p = 0,033). MMP-2 ndo mostrou relagdo com
PFS. Conclusdes: Ficou caracterizada a expressdo de TGF-BRI em iCTCs /
MTC, assim como o papel da CTM em pacientes com CCP localmente

avancado e sua relagdo com SLP desfavoravel.



SUMMARY

Fanelli MF. [Detection of invasion markers in circulating tumor
microemboli and their correlation with clinical evolution in patients with
head and neck cancer]. S&do Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antonio Prudente].

Background: Understanding the process of metastasis has been the subject
of medical study for more than a century. Current knowledge suggests
circulating tumor cells (CTCs) as an important tool in cancer practice
because of its prognostic and clinical significance in many types of solid
tumors. However, little is known about circulating tumor microemboli (CTMs),
CTCs arranged in clusters. Theoretically, CTMs can escape from the
immune system more effectively. This project analyses the incidence of
CTMs and CTCs, and above all, characterize from a molecular point of view
these cell clusters. Objectives: This study aimed to determine the incidence
of CTMs in a population of patients with squamous cell carcinoma of the
head and neck treated at the A.C.Camargo Cancer Center; to evaluate
overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) in the first line of
patients with CTMs; molecular characterization of the CTCs contained in the
CTMs to verify the presence of invasion markers, such as TGF- and MMP-
2. Patients and Methods: The data and ISET membranes of the patients
included in the study CEP 1777/13C were retrospectively evaluated (study of
the role of CTCs in patients with epidermoid cancer of the head and neck).
ISET membranes for immunocytochemical analysis of CTCs and CTMs were
stored at -20 °C. Results: 53 patients were included. Patients with CTMs
present at the baseline (CTM 1) and at the first follow-up (CTM 2) had lower
PFS, although not statistically significant (p> 0.05). Comparing CTM 1 with
CTM 2, patients with CTM -positive that became CTM -negative were
classified as favorable evolution (PFS = 20 months). Patients with

unfavorable evolution (CTM 1-negative / CTM 2-positive) had median PFS of



17.5 months. Patients always negative for CTM showed PFS of 22.42
months and those always positive, 4.7 months (p <0.001). Expression of
TGF-RBRI in CTCs, at the first follow-up (isolated CTCs and CTM), meant
unfavorable PFS (12 months x 26 months; p = 0.007) and was an
independent prognostic factor (HR = 6.088; p = 0.033). MMP-2 showed no
relationship with PFS. Conclusions: The expression of TGF-BRI in iCTCs /
CTM was characterized, as was the role of CTM in patients with locally

advanced CCP and its relation with unfavorable PFS.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE CABECA E PESCOCO: EPIDEMIOLOGIA,

ESTADIAMENTO E TRATAMENTO

Os tumores de cabecga e pescogo compreendem tumores presentes
na cavidade oral, faringe, laringe, cavidade nasal, seios paranasais, tiredide
e glandulas salivares, incluindo uma grande variedade de tipos histologicos,
podendo se referir aos seguintes sitios anatébmicos:

o Cavidade oral: labios, mucosa oral, face anterior da lingua, assoalho

da boca, palato duro e gengiva;

o Faringe: nasofaringe, orofaringe e hipofaringe;

o Laringe: regido supragldtica, laringe glética e laringe infragldtica;

° Cavidade nasal e seios paranasais;

o Glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e sublingual) e

glandulas salivares menores.

Além destas topografias, a tiredide também pode ser acometida;
entretanto, por diferir em etiopatogenia, aspectos patologicos e tratamentos,
nao sera aqui discutida.

Os tumores de cabeca e pescoco representam cerca de 687.000
casos novos por ano, no mundo (FERLAY et al. 2012), excluindo os tumores

de tiredide. No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer-INCA,



para o ano de 2016, a estimativa de CCP foi de 17.400 casos novos
(Ministério da Saude 2016).

O principal fator prognéstico para a maior parte das neoplasias, € no
cancer de cabega e pescoco (CCP) nédo é diferente, continua sendo a
extensdo do tumor (T), comprometimento linfonodal (N) e a presenga de
doencga a distancia (M), o TNM. Apesar dos recentes avangos no tratamento
do cancer de cabega e pescogo (CCP) (cirurgia, quimioterapia e
radioterapia), essa doenga ainda representa um dos tumores mais
frequentes e com elevadas taxas de mortalidade e morbidade, mesmo
quando diagnosticada em estagios iniciais, devido a agressividade do

tratamento e sua restrita eficacia.

Tabela 1 - Taxa de sobrevida, segundo estadiamento

SOBREVIDA ESTADIO 1ANO 2ANOS 3ANOS 4ANOS 5ANOS
OBSERVADA % % % % %
LABIO 1 95.5 88,8 82 74.3 68,7
2 93,7 83,7 75,3 69,8 61,8
3 85,5 64,4 53,1 48,3 43,1
4 71,2 58,5 50,7 49,3 38,7
CAVIDADE ORAL 1 92,4 81,3 73,6 66,4 59,2
2 85,8 69,8 60,2 52,8 46,9
3 74,9 56,4 47,9 41,1 36,3
4 63,6 43,7 35,8 30,7 26,5
OROFARINGE 1 92,7 81,6 74,1 67 60
2 85,8 69,4 60 52,6 46,7
3 74,5 55.3 47,5 41 36,5
4 63,6 43,6 35,9 31 26,8
FARINGE 1 771 60,4 47 42,7 30,4
2 7S 60,2 44.9 35,3 32,5
3 69,5 54,2 44,3 36,6 27,7
4 55,6 34,1 26,5 21,6 16,3
LARINGE 1 98,3 93,5 90,4 87,6 84,3
2 91,3 82,7 75,8 70,8 66
3 84,1 71 62,6 57,2 52,1
4 73,1 53,6 45,9 39,9 35,5

Fonte: Adaptado EDGE et al. (2010)



A maior parte das neoplasias sdo representadas por carcinomas
espinocelulares (CEC), cerca de 90 - 95% das lesdes, principalmente em
cavidade oral e laringe. Podem ser bem diferenciadas (menos de 25% de
células indiferenciadas), moderadamente diferenciadas (menos de 50% de
células indiferenciadas), pouco diferenciadas (menos de 75% de células
indiferenciadas) ou indiferenciadas (mais de 75% de células
indiferenciadas). O grau de queratinizagédo, pleomorfismo nuclear, numero
de mitose, profundidade da invasdo e invasdo vascular, também sao
considerados na classificagdo. Histologias menos frequentes sdo o
carcinoma verrucoso, adenocarcinoma, carcinoma adenoide cistico e
carcinoma mucoepiderméide (AKHTER et al. 2011).

Globalmente, os CCPs acometem mais individuos do sexo masculino
do que o feminino, numa propor¢gao que pode variar de 2:1 até 5:1,
dependendo da regido do planeta e dos habitos locais, principalmente
relacionados ao consumo de tabaco. Em linhas gerais, acomete a populagao
entre as 6° e 7° décadas de vida, quando ndo associado ao Human
Papiloma Virus-HPV.

Do ponto de vista etiologico, podem estar associados a um processo
quimico, quando guardam forte relagcdo com consumo de alcool e tabaco, ou
viral, quando induzidos por HPV ou EPV (Epstein Barr Virus).

O tabaco ainda é causador da maior parte dos casos de tumores de
CCP e tem um conhecido efeito sinérgico com o &alcool. Cerca de 90%
desses tumores ocorrem em pacientes com histéria de uso de tabaco, com

aumento entre 4 e 5 vezes no risco de desenvolver cancer de cavidade oral,



orofaringe e hipofaringe, e 10 vezes no risco de desenvolver cancer de
laringe (VINEIS et al. 2004; HASHIBE et al. 2007; ARGIRIS et al. 2008).

Quanto ao alcool, o uso independente do tabaco aumenta o risco para
desenvolvimento de CCP em 1 - 4%, principalmente na hipofaringe.
Contudo, o maior efeito carcinogénico do alcool se da quando associado ao
uso de tabaco. Em usuarios que ingerem mais de 4 doses de alcool por dia
e que fumam 2 ou mais macgos de cigarro por dia, o risco € aumentado em
35 vezes (BLOT et al. 1988).

Outros fatores de risco incluem: presenca de lesdes pré-malignas
(leucoplasia e eritroplasia), HIV (Human Immunodeficiency Virus) ou outras
imunodeficiéncias, dieta pobre em folatos, higiene oral inadequada,
exposicao solar, anemia de Fanconi, Sindrome de Li Fraumeni e
Disceratose Congénita (RETTIG e D’SOUZA 2015).

Mutagbes ativadoras somaticas, incluido oncogenes classicos como
PIK3CA e RAS, sao relativamente incomuns. Entretanto, parece haver uma
contribuicdo de multiplas vias de supressao tumoral, incluindo p53, Rb /INK4
/IARF e Notch na iniciagdo, progressao e manutencdo do tumor
(ROTHENBERG e ELLISEN 2012).

Nos pacientes HPV negativos, mutagdes no gene supressor de tumor
p53 parecem ter um papel central no desenvolvimento deste tipo de
neoplasia (84% dos casos). Mutagcdes nesse gene desregulam o ciclo
celular, incapacitando as células em manter sua integridade gendmica,
causando proliferacdo celular aberrante, interrupcdo da apoptose e

perpetuacdo de um DNA defeituoso (OHNISHI et al. 2002).



Além disso, mutagbées no funcionamento do gene p53 estdo
associadas a resisténcia a radioterapia e quimioterapia com cisplatina
(CDDP). Outra mutacao presente em 58% dos tumores induzidos por tabaco
e alcool, é no gene CDKN2A que também é supressor de tumor e regula o
ciclo celular pela inibicdo do complexo ciclina CDK4 e CDKG6, responsaveis
por iniciar a transicdo da fase G1 para fase S (STRANSKY et al. 2011;
Cancer Genome Atlas Network 2015).

Além das alteragdes citadas acima, mutacdes no receptor TGF,
SMAD2 e SMAD 4 foram identificadas. Tais alteragbes, juntamente com
ativagcdo da via do KRAS podem levar ao processo de progressao e
metastase. Outras vias com potencial terapéutico identificadas estao
relacionadas a alteragdes no NOTCH1 e ao gene supressor FAT1 (regulador
de migragao celular e invasao) — Figura 1 (PURAM e ROCCO 2015).

Ao contrario de outras neoplasias, como tumores de mama e
leucemias que apresentam forte relacdo com mecanismos ativadores
relacionados ao Epithelial Growth Factor Receptor-EGFR, os tumores de
cabeca e pescoco tém uma relacio limitada com tais proteinas. Estudos in
vitro mostram que apenas 15% dos tumores HPV negativos e 6% dos
tumores HPV positivos contém mutacdes ou amplificagdes no EGFR
(Cancer Genome Atlas Network 2015). Diante dessa limitada dependéncia,
nao € surpresa que os inibidores de EGFR tenham sucesso limitado nos
ensaios clinicos (VERMORKEN et al. 2008).

Por outro lado, ha mais de uma década ja é sabido que os tumores de

cabeca e pescoco relacionados ao HPV, sao entidades distintas, com



etiologia, distribuicdo geografica, patofisiologia e comportamento clinico
distinto. Nesses tumores, geralmente relacionados a infec¢ao pelo subtipo16
do HPV, ocorre uma integracao do DNA viral ao genoma do hospedeiro,
ativando reguladores moleculares especificos, incluindo o p16 e proteinas
virais (E6 e E7) — Figura 1. Os mecanismos biolégicos que explicam as
diferencas nos desfechos clinicos em pacientes acometidas por HPV sao
provavelmente multifatoriais. A auséncia de tumor residual apés cirurgia ou
radioterapia, certamente reduz a incidéncia de recorréncia loco-regional e a
distancia; além disso, a persisténcia do p53 funcional pode explicar a melhor
resposta a quimioterapia e radioterapia. Ha também evidéncias crescentes
de que as interagdes imunes tumorais podem explicar o melhor resultado no
tratamento dos tumores relacionados so HPV: a positividade do HPV esta
associada a uma resposta de linfécitos mais substancial e modelos animais
sugerem que a imunocompeténcia é essencial para a erradicagdo completa
do tumor. Em comparagao com os tumores de HPV negativos, os tumores
relacionados ao HPV tém taxas mais baixas de mutacbes e menos
alteracbes de numero de copias de DNA, com menos instabilidade

genbémica. (PURAM e ROCCO 2015)
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Fonte: Modificado a partir de ROTHENBERG e ELLISEN (2012)
Figura 1 - Principais vias celulares e moleculares implicadas na génese

tumoral dos carcinomas espinocelulares dos tumores de cabega e pescogo.
Vermelho: genes supressores de tumor Verde: oncogenes; Marrom: outros genes /
proteinas relevantes; Azul: proteinas virais. A perda de TP53 e CDKN2A, a amplificacao de
CCND1 e a perda de TGFBR2 / SMAD4 permitem a proliferagdo anormal e diminuem a
apoptose. A perda de NOTCH1 e / ou expressdo anormal de TP63, juntamente com
alteracGes nos genes de "sobrevivéncia" (por exemplo, CASP8, PIK3CA, EGFR), podem
remover barreiras adicionais a proliferagcdo e sobrevivéncia de células tumorais. A perda de
genes de adesao celular (FAT, por exemplo) poderia permitir o desprendimento de células a
partir do revestimento da mucosa, enquanto a invasdo através da membrana basal é
promovida por TGFB1 e SMAD3.



Na mucosa oral, alguns tumores desenvolvem-se a partir de lesdes
pré-malignas como a leucoplasia e eritroplasia. A displasia € uma definicao
histolégica para a presenca de mitoses e nucléolos proeminentes,
comprometendo toda profundidade da mucosa, sendo denominada
carcinoma in situ.

Como descrito por Rivera, os tumores de cavidade oral acontecem
em multiplos passos. Os queratindcitos normais da mucosa oral sao
cronicamente expostos a fatores de risco, que podem quebrar a homeostase
e gerar instabilidade genética. Alteragées no TP53, NOTCH1, EGFR, genes
STATS3, Ciclina D1, Rb (retinoblastoma) podem ocorrer. Entre os fatores
secretados pelas células tumorais estdo MMP-2 (metaloproteinase de matriz
2), MMP-9 (metaloproteinase de matriz 9), MMP-13 (metaloproteinase de
matriz 13), ROS (do inglés, reactive oxigen specimens), VEGF (do inglés,
vascular endothelial growth factor), CXCL1, CXCL8, PDGF (do inglés ,
platelet derived growth factor), IL-8 (interleucina 8), FGF-2 (do inglés,
fibroblast growth factor 2), TNF-a (do inglés, tumor necrosis factor-a), IL-1,
GMCSF (do inglés, granulocyte macrophage colony stimulating factor). Este
microambiente promove a perda de adesao celular (ex. E-caderina) e facilita

a transicao epitélio-mesénquima (TEM) (RIVERA 2015).

1.1.1 Estadiamento
O exame fisico deve ser cuidadoso, com inspecao, palpacdo e
visualizagao indireta por espelho ou laringoscopia flexivel direta. Devem ser

examinadas a cavidade nasal, cavidade oral, assoalho da boca, lingua,



fossa amigdalina, palato, boca, gengiva e parede da faringe. Para pacientes
com lesdes extra laringeas, mas com exposi¢gao ao tabaco e/ou alcool, a
laringoscopia € recomendada na intengdo de visualizar outras lesdes e
documentar a mobilidade das cordas vocais. O exame das cadeias
ganglionares adjacentes é imperativo.

Ndo é incomum o achado de segunda neoplasia pulmonar. Outra
situagdo a ser considerada é o achado de neoplasia em regides do trato
digestivo alto.

Para pacientes com doencga localmente avancada, o rastreamento
para doengca metastatica em pulmao deve ser realizado, preferencialmente
com tomografia computadorizada (TC). Achados de metastases em figado
podem ocorrer.

Em relacdo aos métodos de imagem utilizados em CCP, a
ressonancia magnética (RM) parece ser superior a tomografia
computadorizada (TC) para detectar comprometimento perineural, invaséo
da base da lingua e extensao intracraniana. Para avaliacdo do envolvimento
linfonodal, a sensibilidade, tanto da TC quanto da RM nao é alta. Entretanto,
deve-se considerar que a aquisicdo de imagens por TC €& mais rapida e
reduz artefatos relacionados a respiracao e degluticao (ABRAHAM 2015).

O PET/CT com 18-FDG parece ser igualmente sensivel a TC/RM na
detecgcdo de lesbes primarias, porém mais sensivel para avaliacdo do
comprometimento linfonodal locoregional. Em linfonodos menores que 0,5
cm, contudo, o numero de exames falso negativo ndo é desprezivel

(ESCOTT 2013).
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1.1.2 Tratamento Dos CCP

Atualmente, o tratamento da maior parte das neoplasias de cabeca e
pescoco € multidisciplinar, envolvendo cirurgia, radioterapia e tratamento
sistémico. Entretanto, principalmente em tumores iniciais, a cirurgia up front
tem um papel fundamental. Quanto maior o volume do tumor e a
consequente dificuldade para resseccdo RO, terapias complementares
ganham espago e participam de maneira relevante do tratamento dos

pacientes.

1.1.3 Doenca Inicial (Estadio | E II)

O tratamento da doenca inicial, geralmente, é baseado em ressecg¢ao
do tumor primario ou radioterapia definitiva, com sobrevida em 5 anos
variando entre 70 e 90%.

Além das taxas de cura, deve haver um equilibrio quanto a
preservacao de estruturas criticas como fungao orofacial, convivio social e
qualidade de vida. Margens comprometidas ou resseccgdes inadequadas
podem ter impacto determinante no desfecho do paciente (BADDOUR et al.
2016). Uma metanalise recente para CEC de cavidade oral sugere uma
reducdo de risco absoluto na ordem de 21% quando as margens sao
maiores que Smm (ANDERSON et al. 2015).

Apesar do tratamento da doenca inicial seguir basicamente o principio
de cirurgia conservadora com margens livres sempre que possivel ou

radioterapia como opgao de alta eficacia para os tumores de cabeca e
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pescoco de forma geral, vale abordar rapidamente as opgdes dirigidas por

sitio anatémico (Quadro 1).

Quadro 1 - Opgdes no tratamento do CCP em estadio inicial

Tecnicas.
Risco ] ] Linfade- Minima-
Cirurgia | RT ] OBS
DE N+ nectomia mente
Invasivas
X
Labios assoalho de SG5
X
Cavidade boca lingua trigono 21% X anos 85%
X X
Oral retromolar palato duro alta X SG5
X X
mucosa oral . » anos 70%
X X
X X X X
palato mole amigdalas X X X X
Orofaringe base de lingua faringe alta X X X X
valécula X X X X
X X X X
) ) 30 - X SG5
Hipofaringe X X X
50% anos 75%
Laringe X X X

reabilitagdo complexa; ** risco de radionecrose
Fonte: ZITSCH et al. (1995), BYERS et al. (1988), HICKS et al. (1998), TRUITT et al.
(1999), INOUE et al. (2001), HINERMAN et al. (2004), LEVENDAG et al. (2004), HAO et al.
(2006), CHARBONNEAU et al. (2006), HALL et al. (2008), GANLY et al. (2013), BRICKMAN
e GROSS (2014), KELNER et al. (2014), HARTL e BRASNU (2015).

A toxicidade aguda a RT inclui os seguintes sintomas: mucosite,

reacao cutanea, alteragdo do paladar e disfagia. Tardiamente, podem

ocorrer fibrose atrofia das partes moles adjacentes, osteoradionecrose,

linfedema, trismo e xerostomia.
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1.1.4 Tratamento da Doenca Localmente Avancada

Pacientes com CEC localmente avangado de cabega e pescoco,
podem ser tratados com cirurgia, seguido de RT isolada ou com QT
combinada.

Dois estudos publicados em 2004, EORTC 22931 e o RTOG 9501,
avaliaram o tratamento com RT e QT concomitantes, neste cenario. Em
ambos, os pacientes eram randomizados ao tratamento adjuvante com RT
exclusiva ou associagdo de quimioterapia com cisplatina (100mg/m?/3
semanas) e RT concomitante. Os resultados dos dois estudos mostraram
superioridade em sobrevida livre de progresséo e menor taxa de progressao
local para os pacientes tratados com a combinacdo. No que se refere a
sobrevida global, apenas o estudo do EORTC demonstrou tal beneficio
(BERNIER et al. 2004; COOPER et al. 2004). Para os pacientes nao
operados, o papel da QT com CDDP (100mg/m?%3semanas, por 3 ciclos)
concomitante a RT é bem estabelecido. Duas metanalises publicadas por
PIGNON et al. (2000) e BLANCHARD et al. (2011) demonstram o ganho
absoluto em sobrevida para esse tipo de abordagem, com beneficio de 7%
em 2 anos e 8% em 5 anos (HR= 0,81 IC- 0,76-0,88; p<0,0001), em relagao
aos pacientes que receberam RT exclusiva.

Vale ressaltar que a opgao de RT e QT adjuvante é empregada para
pacientes com alto risco de recidiva, ou seja, aqueles com margem
comprometida, invasao linfatica, vascular e perineural e comprometimento
linfonodal com extravasamento capsular..

A associagdo de RT com cetuximabe ja foi objeto de estudo.
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BONNER et al. (2006) demonstraram por estudo fase Ill, que a
radiosenssibilizagdo com cetuximabe & factivel. Os pacientes foram
sorteados em dois grupos: um grupo tratado com RT exclusiva e outro,
tratado com RT associada a cetuximabe. O brago experimental atingiu
sobrevida global de 49 meses, enquanto o brago tratado com RT exclusiva
alcangou 29,3 meses (p = 0,03). Em relagéo a sobrevida livre de recorréncia
locorregional, a diferenga a favor da associagao foi de 10 meses (p = 0,005)
(BONNER et al. 2006).

Por outro lado, a associagcao de RT com cisplatina e cetuximabe n&o
se mostrou eficaz quando comparada ao tratamento padrao de cisplatina e
radioterapia (RTOG 0522), tanto em desfechos de sobrevida livre de
progressao, sobrevida em 3 anos, recaida locorregional e a distancia (ANG
et al. 2014).

No céancer de laringe localmente avangado, o tratamento de escolha
para doenga T4Nx é a laringectomia. Para pacientes portadores de doenga
em estagio T3Nx, a combinagcdo de radioterapia e quimioterapia, como
descrita acima, € uma opg¢ao tao aceitavel quanto a cirurgia radical.
Entretanto, deve-se considerar que o principal objetivo no tratamento desse
tipo de doenga € o equilibrio entre o controle oncolégico e a qualidade de
vida.

Apesar de parecer claro que a decisado terapéutica deve ser tomada
diante de cada estadio de doenca localmente avancada, muitos outros
aspectos devem ser considerados, como: desejo do paciente, experiéncia da

equipe em relacdo as opgdes disponiveis, capacidade de um
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acompanhamento adequado, morbidades e a expectativa em relagdo a
capacidade de fala e degluticéo.

Diante dos eventuais distrurbios gerados por cirurgias agressivas ou
sequelas de radioterapia, na década de 1990, protocolos que buscavam a
preservacao das fungbes dos 6rgaos ganharam espaco (SANABRIA et al.
2017).

Apesar da abordagem com RT e QT concomitante ser bem aceita
como opgao a cirurgia radical, o resultado de tal associagao ainda nao € o
ideal, seja por sequelas do tratamento radioterapico ou por uma eventual
evolugdo desfavoravel (recaida local, a distdncia ou progresséo
metastatica). Com a intencdo de melhorar esses desfechos, novas
abordagens vém sendo propostas com o uso de novos medicamentos ou
estratégias de quimioterapia neoadjuvante ou de indugao.

Os tumores de orofaringe também podem ser tratados sob a mesma
estratégia de RT com QT sensibilizante, baseada em altas doses de CDDP,
sendo esta a abordagem o tratamento padréo para os tumores localmente
avangados (DENIS et al. 2004).

Diante das taxas de resposta proporcionadas pela QT neoadjuvante,
descrita nos estudos citados anteriormente que buscavam a preservacgao da
laringe, a quimioterapia de indugao, antes do tratamento local definitivo, foi
uma consequéncia natural. O caminho imediato foi associar ao esquema
tradicional de cisplatina e 5fluorouracil, o docetaxel (TPF). Os estudos TAX
323 e TAX 324 demonstraram que adi¢gao de docetaxel proporcionava ganho

em taxa de resposta, sobrevida livre de progresséo e sobrevida global,



15

quando comparados ao esquema padrdao (VERMORKEN et al. 2007;
POSNER et al. 2007; POSNER et al. 2009).

Outros estudos buscaram uma comparagéao direta entre a abordagem
QT de indugéo seguido de radioquimioterapia, versus radioquimioterapia. A
maior parte destes estudos tem limitagcbes metodoldgicas, seja pelo proprio
desenho do estudo, pelo baixo recrutamento ou até mesmo interpretacao
equivocada — Quadro 2 - (CHAU e HADDAD 2015).

O fato é que nem todos os pacientes sdo bons candidatos a
receberem tratamento de indugdo, seguido de QT e RT concomitantes.
Alguns fatores de alto risco, como tumores extensos (T4) ou
comprometimento linfonodal macigo (N2/N3), podem ser sugestivos de um
eventual beneficio do tratamento de indugdo ou neoadjuvante. Outros
aspectos como necessidade de inicio imediato do tratamento, sem poder
aguardar o planejamento radioterapico ou sintomatologia exuberante,

também podem se beneficiar deste tipo de tratamento.



Quadro 2 - QT de indugao versus Quimioradioterapia

Estudo

Critérios de

Bracos de

Objetivo

Resultados

16

inclusdo Tratamento primério
PARADIGM 145 EC Il ou IV A:TPFx3-> SG SG 3 anos (73% vs  Nao atingiu
LAv, ou QT/RT 78%) p:NS recrutamento
irressecavel B: QT/RT SLP 3 anos (67% vs (200 pcts)
69%) p: NS
RL (16% vs 15%) -
NS
DeCIDE 285 N2 ou N3 A:TPFx2> SG SG, SLR, SRDist Nao atingiu
LAv DHF-RT p: NS recrutamento
Cirurgia B: DHF + RT (400 pcts)
evitada por
preservagao
Estudo 439 LAv A:TPFx3-> ILP ILP: 14.6 vs 14.3 vs
Espanhol QT/RT TPP 13.8 meses (p: NS)
B: PF x 3 - TPP:7.9vs 7.9 vs
CTR 8.2 meses (p: NS)
C: QT/RT 0S: 27 vs 27.2 vs
26.2 meses ( p: NS)
GSTTC 421 EClllelV A1: CRT SG 3 anos TS XCRT Sem
HeNO07 (excluido A2: (A1 + A2 SG mediana: 53,7 diferenca em
laringe) cetuximabe + VS B1 vs 30,3 meses toxicidade
RT +B2) SG 3 anos: 58% vs
B1: TPF 3,/ Toxicidade 46% - HR 0,72, IC
CRT G3/G4 95% (0,55-0,96) p =
B2: TPF 3/ (A1+B1 vs .025
A2+B2) SLP mediano: 29,7

cetuximabe +
RT

vs18,5 meses

SLP 3 anos: 47% vs
37% - HR 0,73, IC
95% (0,57-0,94) p =
.0155

LAv: localmente avangado; TPF: Docetaxel, Cisplatina e 5Fluorouracil; NS: ndo significativo; TS:

tratamento sequencial
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1.1.5 Tratamento da Doenca Recidivada ou Metastatica

Pacientes portadores de carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco, recorrente ou metastatico tem sobrevida mediana variando entre 6
e 9 meses, com taxas de sobrevida em um ano de 20 — 40%, sendo raros os
casos de pacientes que tenham sobrevida superior a 2 anos.

Varios quimioterapicos tém sido testados e utilizados ao longo dos
anos, para o tratamento desse tipo de doenca. Dentre eles, os mais usados
sao: methotrexate, cisplatina, carboplatina, paclitaxel, docetaxel e
5fluorouracil, com taxas de resposta entre 15% a 42%. A partir da
identificacdo do EGFR, (do inglés, Epitelial Growth Factor Receptor), 0 uso
de terapias alvo como o Cetuximabe, tornou-se uma nova opc¢édo para o
tratamento desses pacientes, embora as taxas de resposta alcancadas, em
populacdo previamente exposta a terapia padrao com cisplatina, varie entre

6% e 25%, conforme mostra a tabela a seguir.

Tabela 2 - Cetuximabe no tratamento do CCP, recidivado ou metastatico

ESTUDO N CARACTERISTICAS TR (%) SLP SG
MEDIANA MEDIANA
(MESES) (MESES)

Herbest e 79 CEC - QT prévia com CDDP + 6-20 2-3 4,3-6,1

cols CDDP Cetuximabe

Baselga e 96 CEC - QT prévia com CDDP + 10-11 24-28 49-6,0

cols analogo de platina Cetuximabe

Trigo e 103 CEC - QT prévia com Cetuximabe 13 23 59

cols analogo de platina

Burtnesse 117 CEC (sem QT prévia) CDDP 10 2,7 8,0

cols CDDP + 26 4,2 9,2

Cetuximabe  (p=0.003)  (p = 0,09) (p = 0,21)
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Se por um lado as taxas de resposta e sobrevida proporcionadas por
agente unicos é desapontadora, a combinagédo de quimioterapicos se mostra
mais competente em proporcionar reposta mais robusta, entretanto ineficaz
se considerada a sobrevida global.

Uma outra questao foi abordada pelo estudo EXTREME: a adicdo de
cetuximabe ao tratamento padrdo com cisplatina e 5fluorouracil
proporcionaria algum ganho aos pacientes portadores de CEC de cabecga e
pesco¢o metastaticos ou recorrentes? Foram randomizados 442 pacientes
em dois bragos: (a) pacientes tratados com cisplatina e 5FU e (b), pacientes
tratados com o regime padrao e cetuximabe, por 6 ciclos no maximo,
seguido por tratamento com cetuximabe, até toxicidade inaceitavel ou
progressao de doenca. Foi demonstrado o beneficio da associagdo com
cetuximabe em sobrevida global (7,4 versus 10,1 meses / p =0,04)

(VERMORKEN et al. 2008).

Tabela 3 - QT no tratamento da doenga metastatica

Sobrevida Mediana

}Autor QT Taxa de resposta
(meses)
CDDP / 5FU 32 5,5
Jacobs et al. * CDDP 17 5
5FU 13 6,1
CDDP / 5FU 32 6,6
Forastiere et al. Carboplatina 21 5
MTX 10 5,6
CDDP / 5FU 27 8,7
Gibson et al.
CDDP / PACLITAXEL 26 8,1

p < 0,05
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A despeito dos avangos em técnicas cirurgicas, radioterapia mais
precisa e eficaz e novos farmacos incorporados no tratamento deste tipo de
neoplasia, a maior parte dos pacientes com doenca localmente avancada ou
metastatica, vao evoluir com progressao local ou a distdncia em curto
intervalo de tempo, vindo a falecer em sua esmagadora maioria. Diante
deste indesejavel desfecho, um melhor conhecimento nos mecanismos de

progressao e resisténcia ao tratamento padrao se faz necessario.

1.2 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES (CTCs) E

MICROEMBOLOS TUMORIAS CIRCULANTES (MTCs)

O entendimento do processo de metastase € objeto de estudo da
medicina por mais de um século. Ha muito é sabido da caracteristica da
célula tumoral de migrar do tumor onde se originou e invadir outros 6rgaos,
criando focos distantes e multiplos da doenca inicial. Varias foram as
hipoteses criadas para justificar o processo, e talvez a melhor delas tenha
sido descrita em 1889, por Stephen Paget, que destacou em um artigo
publicado na revista The Lancet a seguinte frase (em tradugao livre): “O que
sera que decide quais sdo os 6rgaos que irao ser acometidos em um caso
de cancer disseminado? Quando uma planta decide semear, as sementes
sdo carregadas em todas as diregdes, porém elas apenas conseguem
sobreviver e crescer se as mesmas forem depositadas em solo adequado”

(PAGET 1889).
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A tentativa de responder definitivamente a questdo levantada por
Stephen Paget ainda é um desafio. Originalmente, Paget tentou explicar
este complexo processo com uma teoria em que as metastases seriam
“Sementes” e os 6rgaos de destino seriam considerados o “Solo” (“The Seed
and Soil Theory”). A “germinacdo” e o “crescimento” das metastases
dependeriam de uma interacio positiva entre a “semente” e o “solo”. Ainda
continua dificil responder a esta questao, apesar dos enormes avangos na
ciéncia, sobretudo considerando o estudo de vias genbémicas e moleculares
integradas ao processo de metastatizacao.

Na ultima década, mais de 1.500 artigos foram publicados avaliando
as CTCs, seja para avaliar métodos de captura das células, caracterizagao,
prognéstico, papel como biomarcador e até mesmo como preditor de
resposta a quimioterapia. Para desenvolver novas estratégias no tratamento
do cancer, um melhor entendimento do papel das CTCs no processo de
disseminagdo metastatica hematologica € muito importante, visto a relagéo
existente entre as CTCs, o processo de transicdo epitélio mesénquima,
cooperagao entre as células e os microémbolos tumorais (KREBS et al.
2014).

O que sabemos € que o processo de metastase é ineficiente. Um
grande numero de células neoplasicas pode estar circulando na corrente
sanguinea de pacientes com cancer, mas apenas poucas delas conseguem
de fato inserir e propagar-se em sitios distantes (CHAMBERS et al. 2002).
Muito é conhecido sobre as caracteristicas que proporcionam a célula

neoplasica a habilidade de invadir e metastatizar. Este processo e seu
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entendimento estdo cada vez mais ligados a mecanismos de sinalizagao
celular, citocinas, fatores de crescimento e uma complexa interacdo entre a
célula tumoral e o microambiente tecidual. Fatores como o fator
transformador de crescimento beta (TGF-R), interleucina-6 (IL-6),
metaloproteinases da matriz extracelular (MMP) das células tumorais que
migram, conhecidas como células tumorais circulantes (CTCs) parecem ser
importantes, e podem estar ligadas a capacidade destas células de
disseminar, invadir e proliferar, em um processo denominado transi¢cao
epitélio-mesénquima (TEM) (MICALIZZI et al. 2010).

Por outro lado, fatores mecanicos também sao importantes na
disseminacao das células neoplasicas. O tamanho relativo destas células e
os capilares teciduais podem, também, determinar a maior ou menor
possibilidade de uma determinada célula se alojar em um determinado 6rgao
(CHAMBERS et al. 2002). A maioria das CTCs é pequena e consegue se
alojar no tecido apenas se ha interagao entre as proteinas de superficie da
célula e receptores e o microambiente de um tecido especifico. Isso, ao
menos parcialmente, explica porque pacientes com CTCs detectaveis
podem ter apenas doenca localizada.

O sistema imune também participa de forma fundamental no processo
de metastases (FINN 2008). A imunidade contra o cancer inclui
principalmente a acao de linfécitos T, macréfagos, células NK e células
dendriticas, que tentam reconhecer e destruir as células tumorais. Parece
que a metastase ocorre quando a célula neoplasica consegue adquirir a

capacidade de evadir os mecanismos responsaveis por sua destruicao,
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muitas vezes sendo capaz de empregar o sistema imune em seu proprio
beneficio e prevenir a ativacdo do processo inflamatoério relacionado ao
cancer (ZETTER 1998; FIDLER 2003; RABINOVICH et al. 2007;
GRIVENNIKOV 2010; MCALLISTER e WEINBERG 2014). Considerando
cada etapa que uma célula tumoral deve enfrentar no intuito de produzir uma
lesdao metastatica, torna-se claro que o processo de sobrevivéncia das CTCs
€ complexo. A célula deve sobreviver a barreiras mecanicas, evadir o
sistema imune e ter um perfil molecular favoravel para iniciar o processo de
metastase. Muito tem sido feito no intuito de entender a biologia das CTCs e
transformar tais células em um novo meio de monitorar o crescimento e
disseminagao do cancer (BARDIA e HABER 2014). CRISTOFANILLI et al.
(2005) publicaram um estudo com 177 pacientes com cancer de mama
metastatico, submetidas a contagem de CTCs antes e depois do inicio do
tratamento quimioterapico. Pacientes que apresentavam contagem de CTCs
>5 /7,5 ml de sangue, quando comparados com aqueles com contagem < 5
/ 7,5 ml, tiveram menor sobrevida livre de progresséo (2,7 versus 7 meses, p
<0,001) e reducédo da sobrevida global (10,1 versus 18 meses, p < 0,001). O
conhecimento vigente aponta o estudo das CTCs como uma importante
ferramenta na pratica oncologica, uma vez que as mesmas podem
apresentar significancia clinica, prognostica e preditiva em muitos tipos de
tumores, como canceres de mama, ovario, pulmao, célon, prostata e muitos
outros (YU et al. 2011; PANTEL e ALIX-PANABIERES 2013; ALIX-

PANABIERES e PANTEL 2014; HABER e VELCULESCU 2014).
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A despeito das CTCs, muito pouco é conhecido sobre uma entidade
descrita recentemente denominada microémbolos tumorais, células tumorais
circulantes dispostas em agrupamentos (clusters), ou “Microémbolos
Tumorais Circulantes” (MTC) (HOU et al. 2012). MTCs séo, por definicao,
grupamentos de no minimo trés células tumorais, englobadas ou permeadas
pela matriz extracelular derivada do tumor; os MTCs também podem conter
células normais, como linfécitos, fibroblastos e plaquetas (HOU et al. 2012).
Em comparacdo com as CTCs, microémbolos tém um tamanho maior, e
teoricamente, tem maior resisténcia a atividade citotéxica do sistema imune.
Esta idéia fortalece o estudo de MTCs, que, por sua caracteristica, podem
ser melhores preditores de risco de metastases do que as CTCs.

A despeito das poucas evidéncias, MTCs parecem ser mais capazes
de evadir com sucesso mecanismos imunes do que as CTCs, por serem
estruturas mais complexas. Teoricamente, MTCs podem manipular o
sistema imune de forma mais efetiva, direcionando os esforcos contra
antigenos da matriz extracelular que permeia os clusters, deixando espaco
para as CTCs contidas no cluster iniciarem o processo de invasao apoés a
reposta imunoldgica inicial a um determinado grupo de antigenos. Outra
teoria levaria em consideragao a presenca de linfécitos T reguladores. Estas
células produzem TGF-B, interleucina-10 (IL-10), dentre outras citocinas
imunossupressoras que podem regular negativamente os efeitos anti-
tumorais de linfocitos T efetores que poderiam atuar contra CTCs (ZOU

2006; RABINOVICH et al. 2007; MCALLISTER e WEINBERG 2014).
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Poucos estudos foram publicados avaliando MTCs. Em 2012, HOU et
al. tentaram verificar o papel de CTCs e MTCs em pacientes com cancer de
pulméo de pequenas células (CPPC). Os resultados nédo foram suficientes
para fornecer dados positivos sobre o entendimento de MTCs no processo
de metastase, mas demonstraram que portadores de MTCs tiveram pior
prognéstico quando comparados a pacientes que possuiam apenas CTCs,
principalmente em relagéo a sobrevida livre de progressao (SLP). No estudo,
a mediana de SLP foi de 4,6 meses para pacientes com MTCs e 8,2 meses
para os pacientes apenas com CTCs (p < 0,001); para sobrevida global
(SG), a mediana foi de 4,6 meses para pacientes com MTCs e de 10,2
meses para pacientes sem MTCs, apenas com CTCs (p < 0,001). O status
de proliferacdo dos MTCs também foi avaliado, e todos os pacientes que
apresentavam MTC apresentavam marcagao negativa para Ki67, mesmo em
pacientes que apresentavam CTCs positivas para Ki67. Por fim, foi avaliado
o status de apoptose e um resultado semelhante foi encontrado: nenhum
MTC foi positivo na marcacao de proteinas pré ou anti-apoptéticas.

Recentemente, ZHENG et al. (2017) avaliaram 81 pacientes com
diagndstico de cancer gastrico, quanto a prevaléncia e valor progndstico de
CTCs e MTCs, em sobrevida livre de progressao e sobrevida global. MTCs
foram detectados em 13 de 53 pacientes com doenca em estadio llic e IV.
Pacientes com MTC detectados apresentaram SLP menor em relagdo aos
pacientes que nao apresentavam MTCs. Além disso, em pacientes com
doenga em estadio IV a positividade para MTCs foi fator progndstico

independente em analise multivariada para ILP e SG.
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Os demais estudos que citam MTCs nao fazem relagdo fundamental
com fatores preditivos e prognésticos, e incluem pacientes com tumores de
célon, prostata, rim e pulmao (FIDLER 1970; LIOTTA et al. 1976; BRANDT
et al. 1996; MOLNAR et al. 2001; KATS-UGURLU et al. 2009; KREBS et al.
2012). Inclusive, a maioria destes estudos expée os MTCs como modelos
tedricos e/ou s&o estudos realizados em animais, ou ainda in vitro. Dois
estudos da década de 1970 foram capazes de demonstrar que os antes
chamados “agregados celulares” teriam potencial invasivo. Os agregados,
preparados in vitro, tinham maior potencial de invadir tecidos sadios do que
a injecao de células tumorais isoladas (FIDLER 1970; LIOTTA et al. 1976).
Estes estudos, no entanto, foram feitos em camundongos, e mais de trés
décadas se passaram até que houvesse maior interesse nos chamados
agregados celulares descritos na década de 1970.

O estudo de HOU et al. (2012), apesar de incluir poucos pacientes
(n= 97 pacientes; 25 positivos para CTM) langou uma importante hipétese
para o entendimento do papel dos MTCs. A caracterizagao molecular dos
MTCs revelou que as células tumorais contidas em cada grupamento nao
estdo se dividindo. A auséncia de positividade para a marcacdo de Ki67
suscita uma discusséao: ja que as células nos MTCs nao estdo em mitose,
elas seriam menos responsivas a terapia citotdéxica, e, portanto,
aumentariam o risco de metastases mesmo durante o tratamento sistémico?
(FRISCH e FRANCIS 1994; FRIEDL e GILMOUR 2009).

Outra hipétese levantada contempla a possivel diferenca mecéanica e

imunoldgica que poderia conferir maior potencial invasivo aos MTCs quando
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comparados a CTCs isoladas. Primeiramente, MTCs sao maiores que CTCs.
Considerando a mecanica simples da perfusédo vascular de cada 6rgao, uma
forma simpléria de pensar seria acreditar que MTCs tém maior risco de
ficarem atrelados a rede vascular da microcirculagcdo dado seu maior
tamanho. Utilizando a teoria de Paget, sobre sementes e solo, ndo seria
absurdo postular que MTCs seriam “Sementes” mais eficazes que as CTCs.

Sobre a questdo imunoldgica, também se postula que o cluster de
células do MTC prové menos alvos especificos para a agao destrutiva do
sistema imune. As células agrupadas no MTC podem ser de varias origens:
células quiescentes, células tronco tumorais, células derivadas do
microambiente tumoral (como macrofagos e fibroblastos). Esta
heterogeneidade de células constréi uma estrutura bastante complexa, o
que pode fazer com que o sistema imune n&o reconhegca o MTC como uma
célula estranha (ZHAO et al. 2010).

Por fim, é importante a consideracdo do fendbmeno de EMT quando
da avaliagdo de MTCs. O papel da EMT ja estd bem definido como
fisioldgico e também no processo de metastase como um passo
fundamental para invasao e crescimento neoplasico (TAYLOR et al. 2010),
formando grupamentos de células de fenétipo misto. Este fendtipo, chamado
de hibrido ou misto, ja foi demonstrado em pacientes com canceres de
mama e canceres de pulméo nao pequenas células (CPNPC) (TAYLOR et
al. 2010). A avaliagdo de EMT em CTCs e mesmo em fragmentos de

tumores sélidos vem sendo baseada na analise de marcadores do
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mecanismo de transformacao fenotipica, como vimentina, N-caderina, TGF-
3, MMP, por exemplo (FRIEDL and GILMOUR 2009).

Desta forma, este estudo propbés o aprofundamento do estudo de
MTCs como entidade importante no cenario oncolégico, podendo tanto sua
quantificacdo quanto sua caracterizagdo molecular serem marcadores
preditivos e progndésticos no acompanhamento dos pacientes (STEINESTEL
et al. 2014). Neste projeto, propomos avaliar ndo apenas a presenga de
MTCs, como também caracteriza-los. Para esta caracterizagéo, elegemos
dois marcadores: TGF-B e MMP-2 (TAYLOR et al. 2010; KSIAZKIEWICZ
2012; OMBRATO e MALANCHI 2014; LIU et al. 2015).

A escolha destes dois marcadores baseia-se no processo de EMT.
Cada vez mais vem sendo demonstrado que parte das CTCs passa por este
processo como forma de garantir a capacidade invasiva e proliferativa
destas células (KSIAZKIEWICZ 2012; LIBERKO 2013; OMBRATO e
MALANCHI 2014; LIU et al. 2015). Em consonéncia com o objetivo do
projeto em demonstrar maior potencial metastatico e pior prognéstico de
MTCs, também foi avaliada a caracterizagdo molecular destas entidades

pela marcacao de TGF-BRI (TGF-3 receptor |) e MMP-2.

1.3 CTCs E MTCs EM CANCER DE CABECA E PESCOCO

Mesmo com as mais modernas técnicas para o tratamento dos CCP,

os dados sobre cura e controle da doenca ndo sao satisfatérios:

° sobrevida combinada para todos os estadio n&o ultrapassa 50%,
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o a mior parte (60%) dos pacientes portadores de CEC de CP sao
diagnosticados com doenga em estadio lll e 1V,

. 20 — 30% dos pacientes com doenga em estadio Il e IV, tratados com
cirurgia, RT e ou QT, desenvolverao recaidas locais, locorregionais

ou a distancia.

o 10% dos pacientes diagnosticados se apresentam com metastases ao
diagnostico
) 20% dos pacientes submetidos a resseccdo RO vao apresentar

recorréncia local (VERMORKEN e SPECENIER 2010).

A detecgao precoce de uma eventual recaida poderia ser um fator
prognoéstico impactante na evolugado destes pacientes. Entretanto, como as
estratégias terapéuticas empregadas s&o, muitas vezes, agressivas,
alterando a estrutura anatémica e funcional de maneira impactante, métodos
de imagem convencionais como tomografia, ressonéncia magnética e até
mesmo o PET CT, tém acuidade restrita.

Diante do conhecimento progressivo dos mecanismos de progressao
tumoral e metastatizagdo, € cada vez mais claro que o surgimento de CTCs
guarda uma estreita relagdo com esse processo.

Alguns estudos publicados recentemente caminham nesse sentido.
Entretanto, por questdes metodologicas, alguns pontos importantes
aguardam por uma definicdo mais clara, principalmente quanto ao método

utilizado para a pesquisa das CTCs.



Tabela 4 - CTCs em cancer de cabeca e pescogo

Yang et al. 2009
Yang et al. 2009

Janata et al. 2010

Hristozova et al.

2011
Nichols et al. 2012

Buglione et al. 2012

Bozec et al. 2013
He et al. 2013

Grobe et al. 2014

Método para detecgédo de CTC

Deplegéo negativa, IH, RT-PCR
Deplecdo negativa, separacéo
imunomagnética, deplegcdo de
células CD45+, citometria de fluxo
Deplecdo negativa, separacéo
imunomagnética

Citometria de fluxo

CellSearch
CellSearch

CellSearch
CellSearch

CellSearch

Caracteristicas

CCP operado
CCP operado

CCP operado
CCP localmente
avangado

CCP (EC lll e IV)

CCP

avang¢ado
CCP (EC lll e IV)
CCP (EC lll e IV)

localmente

CCP cavidade oral

Sitios envolvidos

CCP
CCP

CCP
CCP

Amigdala, hipofaringe,
laringe, base de lingua
Orofaringe,  hipofaringe,
laringe, seio paranasal
Cavidade oral, orofaringe
Orofaringe, laringe,
hipofaringe

Cavidade oral

N° de
pacientes com
CTCs

CTCs/ml de
sangue

20/32 (63%) 0— 214/ ml
20/26 (77%) 0,5 - 282/ ml
34/48 (71%) 0-> 25/ ml
18/42 (43%) 1-4/3,75ml
9/31 (40%) >1/3,75 ml
11/73 (15%) 1-43/ 7,5ml
8/49 (16%) 0-5/7,5 ml
3/9 (33%) 0—1/7,5ml
10/80 (12,5%)  1-145/7,5ml

Fonte: Adaptado de KULASINGHE et al. (2014)
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HRISTOZOVA et al. em 2011, publicaram estudo onde avaliaram 42
pacientes portadores de CCP localmente avangado quanto a presenca de
CTCs, usando citometria de fluxo (CD45 positivo), e sua relacdo com estadio
clinico (tamanho, volume e envolvimento linfonodal) e associagcdo com HPV.
CTCs foram detectadas em 18 dos 42 pacientes (43%), com uma mediana
de 1,7 CTC por 3,75 ml de sangue. Nao foi observada correlagéo
significativa entre a presenca de CTCs e do estagio T ou volume tumoral. No
entanto, um estadio linfonodal de N2b ou superior foi associado a maior
frequéncia de CTCs. Neste estudo a deteccdo de CTCs demonstrou relacéo
com a metastase regional em tumores inoperaveis. Nesse estudo, 67% dos
pacientes com tumores de cavidade oral e 47% dos pacientes com
neoplasia de orofaringe possuim CTCs no sangue (HRISTOZOVA et al.
2011).

Em 2012, BUGLIONE et al. utilizando Cell Search, avaliaram 73
pacientes portadores de cancer localmente avancado de cabeca e pescogo
(orofaringe, n = 39; nasofaringe, n = 10; laringe, n = 10, seio paranasal n = 6,
hipofaringe, n = 5, cavidade oral, n = 3). CTC foi frequentemente identificado
no cancer de orofaringe e hipofaringe e no carcinoma indiferenciado
sinonasal. CTCs estavam presentes em 40% dos pacientes com tumores de
hipofaringe e em 13% dos pacientes com tumores de orofaringe. A presenga
de CTCs foi mais frequente no estadio IV do que nos estadios da doenca Il
(18% contra 6%, p = NS (ndo significativo)). A resposta parcial ou completa
(CR) foi relacionada com a auséncia ou desaparecimento de CTC durante o
tratamento (p = 0,017). Uma diminuigdo do numero de CTC ou a auséncia

durante todo o tratamento também esta relacionada com melhor controle da
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doenca, apds remissdo completa ou incompleta e com a propor¢ao de
pacientes vivos e sem evidéncia de doenga (p = 0,009) (BUGLIONE et al.
2012).

Em estudo mais recente publicado por GROBE et al. (2014) 110
pacientes portadores de CCP, submetidos a ressec¢cdo completa, sem
tratamento neoadjuvante, foram analisados quanto a presenga de CTCs e
células tumorais disseminadas (CTDs) na medula éssea. Dez (12.5%) em
oitenta pacientes apresentavam CTCs no sangue periférico, e dezoito (20%)
em noventa pacientes apresentavam CTDs. Com significancia estatistica (p
= 0,04) a contagem de CTCs apresentou relacdo com tamanho de tumor,
comprometimento linfonodal relacionado células disseminadas na medula
ossea (p = 0,002) e metastases a distancia com CTCs (p= 0,004) e CTDs (p
=0,005) (GROBE et al. 2014).

O fato € que todos esses estudos sdo baseados em series pequenas,
populacdes variadas e com doencas diferentes em relagao sitio anatémico,
etiologia e histéria natural. Além disso, diferentes metodologias para
identificar e caracterizar CTCs, pouco contribuem para uma padronizagao do
método de analise e contagem das células e seu significado prognostico. E
por ultimo, como pode-se observar na Tabela 5, todos os estudos com CCP
e CTCs utilizaram métodos baseados em selegdo com anticorpos (EpCAM e
citoqueratina) para isolamento das CTCs. Contudo, CTCs de pacientes com
CCP podem perder a expressdao de EpCAM ou citoqueratinas durante o
processo de transicao epitélio mesénquima, subestimando a populacdo de

CTCs (KULASINGHE et al. 2015).
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OBJETIVOS

Determinar a incidéncia de MTCs em uma populagdo de pacientes
portadores de carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo, bem
como sua relevancia clinica;

Caracterizar sobrevida livre de progressao (SLP) dos pacientes
portadores de MTCs;

Caracterizar molecularmente as CTCs contidas nos MTCs para
avaliar presenca de marcadores de invasividade nas mesmas, como

TGF-BRI e MMP-2.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Circulating tumor microemboli (CTM) are clusters of circulating
tumor cells (CTCs), involved in metastasis, as also transforming growth factor-B
(TGF-B). The purpose of this study was to verify their role in progression-free sur-
vival (PES).

Methods: Blood from patients with locally advanced head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC; n = 53) was analyzed in 2 moments. TGF-B receptor 1 (TGF-
BRI) expression was evaluated by immunocytochemistry.

Results: Comparing CTM]1 (baseline) with CTM2 (first follow-up), patients with
CTMI1-positive disease who became CTM2-negative were classified as favorable
(PFS 20 months). Patients with unfavorable evolution (CTM1-negative/CTM2-posi-
tive), had PFS of 17.5 months. Patients always CTM-negative showed PFS of 22.4
months, those always positive, 4.7 months (P < .001). The TGF-BRI expression in
the first follow-up correlated with poor PFS (12 X 26 months; P = 007), being an
independent prognostic factor (hazard ratio [HR] = 6.088; P = .033).

Conclusion: CTM1/2, TGF-BRI expression, and unfavorable CTM kinetics may
represent poor prognosis in locally advanced HNSCC.

KEYWORDS
circulating tumor microemboli, head and neck cancer, isolated circulating tumer cells, poor prognosis, trans-
forming growth factor-@ receptor I (TGF-BRI)

succeeds, the management of every single patient is in fact
complex and expected survival is very limited, justifying the

Metastasis mechanism can be considered, initially, as an inef-
ficient process. A significant amount of cancer cells can circu-
late through the bloodstream in patients with cancer, but very
few of these can develop into metastases and characterize a
patient with metastatic disease.™> However, when metastasis

efforts in understanding it. It is currently known that mechani-
cal factors are important in cancer cell spreading, as well as a
positive interaction between the cancer cell surface proteins
and receptors and the microenvironment of a specific organ.®
This process can be prevented by the immune system, in

Head & Neek. 2017;1-10.

wileyonlinelibrury comfjournalhed

2017 Wiley Perindicals, Inc. | 1

33



34

34



35

35



36

36



37

37



38

38



39

39



40

40



41

41



42

42



43

CONCLUSOES

A expressdo de TGF-BRI em CTCs isoladas e/ou em MTCs, no
primeiro follow up, € um fator prognéstico independente para pior SLP
em pacientes com carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco;

A presenga de MTCs, no 2° follow up (apds tratamento), é fator de
mau prognostico para SLP em pacientes com carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco;

Inibicdo do TGF-SRI pode ser um potencial alvo terapéutico.
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Anexo 1 — Carta de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A.C.Camargo Comité de Etica em
Cancer Center _ Pesquisa - CEP

Sao Paulo, 20 de abril de 2016.

A
Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen

Aluno: Marcello Ferretti Fanelli

Ref.: Projcto de Pesquisa n®, 1777/13C
“Detecciio de marcaderes de invasio em microémbolos fumorais circulantes e sua
correlagio com evolugiio clinica em pacientes com tumores solidos”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em. Seres Humanos da Fundagio
. Antonio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center, em sua Gltima reunido de 19/04/2016.
tomaram conhecimento e aprovaram 03 seguintes documentos:

# Solicitagdo de dispensa da submissio da douumnmgao obrigatéria e andlise ética do projeto
acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado: “Detecedo de
células tumorais u'culantes e sua correlagdo com evolugio clipica em carcinoma epidermoide
da wbchx ¢ pescogo”, registrado neste CLP sob n® 1777/13. O projeto Ai‘lmdo em releréncia
sera Tese de Doutorado do aluno Marcello Ferretti Fanelli

» Tese de Doutorado ~ datado de feverciro de 2016.

Atenciosamente,
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1°V ILe-Courdcn)dor do-Comité de Etica em Pesquisa

Rua Professor Antonio Prudente, 211 ¢ Liberdade * Sao. Paulo / SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br



A.C.Camargo Cancer Center  comre peerca

Centro Integrado de Diagnostico, Tratamento, Ensino e Pesquisa EM PESQUISA - CEP

Séo Paulo, 19 de julho de 2017.

A
Dra,. Ludmilla Thomé Domingos Chinen
Aluno: Marcello Ferretti Fanelli (Doutorado)

Ref. Projeto de Pesquisa n®. 1777/13C
“Deteceiio de Marcadores de Invasdo em Microémbulos Tumorais Cireulantes ¢ sua
Correlagio com Evolugao Clinica em Pacientes com Céncer de Cabega e Pescogo.”

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da IFundagdo
Antonio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center, em sua altima reunido de 11/07/2017,
tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

» Solicitagio de mudanga de titulo do projeto em referéncia de: “Detecgido de
marcadores de invasdo em microémbolos tumorais circulantes e sua correlagdo com
evolugdo clinica em pacientes com tumores solidos.” para “Deteccdo de Marcadores
de Invasdo em Microémbulos Tumorais Circulantes e sua Correlagdo com Evolugdo
Clinica em Pacientes com Cdancer de Cabega e Pescogo.”, em documento datado de
19 de junho de 2017;

» Relatorio de acompanhamento do projeto em referéncia, datado de 20 de junho de
2017.

Atenciosamente,

Dya. SandraCaires Sérrano
2%, Vice-Coorxtienadora do Comif¢ de Iitica em Pesquisa

Rua Professor Antdnio Prudente, 211 = Liberdade » Sao Paulo / SP » CEP 01509-900
(11) 2189-5000 » www.accamargo.org.br



