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RESUMO

Oliveira TB. Impacto progndstico de células tumorais circulantes e potencial
papel preditor de resposta ao tratamento em carcinoma epidermoide de cabeca
e pesco¢co localmente avancado. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagdo

Antdnio Prudente].

Introdugdo: O papel prognostico de células tumorais circulantes (CTCs) em cancer
de cabeca e pescoco localmente avancado (CCPLA) ainda ndo esta determinado,
devido a resultados conflitantes em estudos prévios, a maioria utilizando técnicas
dependentes de citoqueratina para identificagdo e contagem de CTCs. O objetivo
primario deste estudo ¢ determinar a taxa de deteccao utilizando o método ISET, o
papel prognodstico e potencial papel preditivo de CTCs em CCPLA. Métodos:
Prospectivamente amostras de sangue de pacientes com CCPLA nio metastatico,
estagios III/IV, foram analisadas para CTCs antes e apOs o tratamento, em dois
cendrios: cirurgia curativa inicial e radioterapia (RT) adjuvante e candidatos a
estratégia ndo cirurgica (irressecdveis ou preservacdo de orgdo) com RT
concomitante a quimioterapia (QT) ou cetuximabe, precedida ou ndo por QT de
inducdo (QTI). Resultados: Foram incluidos 83 pacientes e a taxa de detecgdo de
CTCs baseline foi de 94% (78/83). A contagem de CTCs se correlacionou
significativamente com sobrevida, com um aumento relativo de 18% no risco de
obito (HR=1,18; CI95%: 1,06-1,31; p<0,001), 16% no risco de progressdo
(HR=1,16; CI95%: 1,04-1,28; p=0,004) ¢ uma redugdo de 26% na chance de resposta
completa ao tratamento (OR=0.74; CI95%: 0.58-0.95; p=0.022) para cada aumento
de uma CTC. Pacientes com CTCs < 6,5/mL apresentaram estimativa de sobrevida
global (SG) em dois anos de 85,6% x 22,9% para CTCs > 6.5/mL (HR=0,18; C195%:
0,06-0,49; P<0,0001) e pacientes com CTCs < 3.8/mL uma estimativa de sobrevida
livre de progressdo (SLP) em dois anos de 71,8% x 37% para CTCs > 3.8/mL
(HR=0,32; C195%:0,15-0,67; p=0,001). Apos o tratamento, contagens altas de CTCs
(ponto de corte 6,6/mL) se correlacionaram significativamente com pior SG

(HR=0,12; CI95%: 0,06-0,40; p<0,001) e SLP (HR=0,19; CI95%: 0,06-0,59;



p=0,001). No subgrupo de tratamento nao cirurgico (n=67), presenca de
microémbolos (ME) se correlacionou significativamente com pior SG (HR=3,01;
CI95%: 1,06-8,52; p=0,029) e SLP (HR=3,84; CI95%: 1,62-9,11; p<0,001). Neste
subgrupo, CTCs altas (>3,8/mL) e ME foram identificados como potenciais
preditores do beneficio de QTI. Expressao de MRP-7 em ME baseline se relacionou
a pior SG (HR=3,49; CI95%: 1,01-12,04; p=0,047) e SLP (HR=3,62; CI95%: 1,08-
12,13; p=0,037) e expressao de TFGPBRI nas CTCs apods o tratamento a pior SG
(HR=3,60; 1,03-12,59; p=0,032). Expressao de B-tubulina III nas CTCs se relacionou
a pior SG em pacientes recebendo QTI (p=0.012). Pacientes com cinética favoravel
de CTCs tiveram melhor SG (HR=0,22; 1C95%: 0,07-0,67; p=0,004) ¢ SLP
(HR=0,33; CI95%: 0,13-0,84; p=0,015). Conclusdes: Contagem de CTCs baseline
se correlacionaram com sobrevida e resposta ao tratamento e, junto com ME, sdo
potenciais fatores preditivos do beneficio de QTI. Contagens de CTCs altas ap6s o
tratamento e cinética desfavoravel também foram progndsticos. Expressao de

biomarcadores em CTCs e ME tem papel prognostico e preditivo em CCPLA.

Descritores: Células Neoplasicas Circulantes. Neoplasias de Cabega e Pescoco.

Carcinoma de Células Escamosas/terapia. Biomarcadores Tumorais.



SUMMARY

Oliveira TB. [Prognostic impact and potential predictive role of circulating
tumor cells in locally advanced head and neck squamous cell carcinoma]. Sao

Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: The prognostic role of circulating tumor cells (CTCs) in locally
advanced head and neck squamous cell carcinoma (LAHNSCC) is yet to be
determined, with conflicting results in previous trials, the majority utilizing
cytokeratin dependent techniques for identification and counting of CTCs. The
primary objective of this study is to determine the detection rates using the ISET
method, the prognostic and potential predictive role of CTCs in LAHNSCC patients
(pts) treated with a curative intent. Methods: In this prospective study, peripheral
blood samples of pts with non-metastatic LAHNSCC, stages III/IV, were analyzed
for CTCs before and after treatment, in two scenarios: curative surgical resection
and adjuvant radiotherapy (RT) and candidates for a non-surgical strategy
(unresectable or organ preservation) with RT concurrent with chemotherapy (CT) or
cetuximab, preceded or not by induction CT (ICT). Results: Eighty-three pts were
included, and the detection rate of baseline CTCs was 94% (78/83). The CTCs
counts were significantly correlated with survival, with an a relative increase of 18%
in the risk of death (HR=1.18; CI95%: 1.06-1.31; p<0.001), 16% in the risk of
progression (HR=1.16; CI95%: 1.04-1.28; p=0.004) and a reduction of 26% in the
odds of complete response to treatment (OR=0.74; CI195%: 0.58-0.95; p=0.022) for
each increase of one CTC. Pts with CTCs < 6,5/mL had an estimated two year
overall survival (OS) of 85.6% x 22.9% for CTCs = 6.5/mL (HR=0.18; CI95%: 0.06-
0.49; P<0.0001) and pts with CTCs < 3.8/mL had an estimated two year progression
free survival (PFS) of 71.8% x 37% for CTCs > 3.8/mL (HR=0.32; CI195%:0.15-
0.67; p=0.001). After treatment, high CTCs counts (cut-off 6,6/mL) were
significantly correlated with worse OS (HR=0.12; CI95%: 0.06-0.40; p<0.001) and
PFS (HR=0.19; CI95%: 0.06-0.59; p=0.001). In the non-surgical subgroup (n=67),

the presence of microemboli (ME) was correlated with a significantly worse OS



(HR=3.01; CI95%: 1.06-8.52; p=0.029) and PFS (HR=3.84; CI95%: 1.62-9.11;
p<0.001). In this subgroup, high CTCs counts (>3,8/mL) and ME were identified as
potential predictive factors for efficacy of ICT. Baseline expression of MRP-7 in ME
was related to a worse OS (HR=3.49; CI95%: 1.01-12.04; p=0.047) and PFS
(HR=3.62; CI95%: 1.08-12.13; p=0.037) and TFGPRI expression in CTCs after
treatment to a worse OS (HR=3.60; 1.03-12.59; p=0.032). B-tubulin III expression in
CTCs was related to a worse OS in pts receiving ICT (p=0.012). Patients with
favorable kinetics of CTCs had better OS (HR=0.22; 1C95%: 0.07-0.67; p=0.004)
and PFS (HR=0.33; CI95%: 0.13-0.84; p=0.015). Conclusions: Baseline CTCs
counts were correlated with survival and response to treatment and, along with ME,
potential predictive factors of ICT benefit. High CTCs counts after treatment and
unfavorable kinetics were also prognostic. Biomarker expression in the CTCs and

ME have prognostic and predicitive role in LAHNSCC.

Key-words: Neoplastic Cells, Circulating. Head and Neck Neoplasms. Carcinoma,

Squamous Cell/therapy. Biomarkers, Tumor
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1 INTRODUCAO

1.1 TRATAMENTO DO CARCINOMA EPIDERMOIDE DE
CABECA E PESCOCO

Cancer de cabega e pescogo ¢ um termo amplo que abrange neoplasias
malignas epiteliais que se originam dos seios paranasais, cavidade nasal, cavidade
oral, faringe e laringe. A quase totalidade dessas neoplasias sdo carcinomas
espinocelulares (CEC) ou carcinomas epidermoides de cabecga ¢ pescoco (CECP),
que sdo nomenclaturas sindnimas, para os quais os fatores de risco mais importantes
sdo tabagismo e etilismo (ARGIRIS e ENG 2003). Evidéncias crescentes também
documentam a infec¢do pelo HPV (human papiloma virus) como fator de risco de
certos subtipos de cancer de cabeca e pescogo, notadamente tumores primarios da
orofaringe (D"SOUZA et al. 2007; ANG et al. 2010; DAYYANI et al. 2010).

Baseado nos dados do Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence-
GLOBOCAN (estima-se para 2019 cerca de 700 mil novos casos com cerca de 350
mil 6bitos pela doenga (BRAY et al. 2018). A maioria dos pacientes, cerca de dois
tergos, ¢ diagnosticada com doenca locorregional avancada, necessitando de
tratamento multi-modal mas, a despeito do mesmo, cerca de 50% dos pacientes vao
apresentar recidiva de doenca em 5 anos (PIGNON et al. 2009; JEMAL et al. 2011).

O manejo do cancer de cabeca e pescogo ¢ multidisciplinar. Cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia alvo e, mais recentemente, imunoterapia, sao
rotineiramente aplicados, em combinagdes variadas, para eliminar tanto a doenca
macroscopica quanto as micrometastases. O objetivo primordial do tratamento ¢
maximizar o potencial de cura da doenga preservando a fun¢ao e a qualidade de vida,

tentando-se evitar toxicidades e morbidades a curto, médio e longo prazo.

1.1.1 Tratamento Adjuvante apds ressec¢ao cirurgica
Embora as estratégias preservadoras de 6rgdo sejam utilizadas no tratamento
do cancer de cabeca e pescoco avancado em pacientes selecionados, a resseccdo

cirirgica ainda ¢ uma opgao terapéutica para muitos pacientes. Historicamente, apos



a resseccao cirargica completa da doenca avangada, o risco de recidiva locorregional
situa-se ao redor de 40% enquanto o risco de recidiva a distancia fica em torno de
25% (LARAMORE et al. 1992). Alguns fatores sabidamente aumentam o risco de
recidiva como margens exiguas (< 5 mm) ou positivas, estadiamento T avancado (T3
ou T4), comprometimento de dois ou mais linfonodos, extravazamento extracapsular
linfonodal (EEC), invasdo vascular, perineural ou linfatica e presenca de
comprometimento linfonodal em cadeias cervicais baixas (niveis IV a VI) (AMDUR
et al. 1989; PETERS et al. 1993; ZELEFSKY et al. 1993). Com a presenca destes
fatores, o risco de recidiva pode ultrapassar 60% (COOPER et al. 1998).

A radioterapia adjuvante tem o papel de reduzir o risco de recidiva
locorregional apds a cirurgia, principalmente para pacientes de alto risco. Pelo menos
duas andlises retrospectivas pareadas demonstram este beneficio (HUANG et al.
1992; LUNDAHL et al. 1998). Como no tratamento definitivo da doenga avangada
ha beneficio da associacdo de quimioterapia a radioterapia (PIGNON et al. 2000,
2009), este racional foi utilizado também no contexto adjuvante.

Pelo menos trés estudos randomizados comprovam o beneficio da associagao
de cisplatina a radioterapia no tratamento adjuvante de doenga com alto risco de
recidiva (BACHAUD et al. 1996; COOPER et al. 2004; BERNIER et al. 2004). O
primeiro estudo a sugerir este beneficio foi reportado por BACHAUD et al. (1996), e
avaliou a associagdo de cisplatina 50 mg dose cheia semanal (7 a 9 semanas)
concomitante a radioterapia. Foram randomizados 88 pacientes com CEC de cabeca
e pescoco estagio clinico (EC) III e IV e presenga de EEC. O grupo de tratamento
combinado apresentou menores taxas de recidiva locorregional (23% x 41%;
p=0,08), sobrevida livre de doenca em 5 anos (47% x 23%,; p<0,05) e sobrevida
global (SG) em 5 anos (36% x 13%; p<0,01).

COOPER et al. (2004) relataram os resultados de estudo RTOG 9501
avaliando a associagdo de cisplatina na dose de 100 mg/m” a cada trés semanas (D1,
D22 e D43) concomitante a radioterapia. Foram randomizados 459 pacientes
portadores de CEC de cavidade oral, orofaringe, laringe e hipofaringe apds a
resseccdo completa e que possuiam fatores de alto risco de recidiva (invasao de dois
ou mais linfonodos, EEC ou margens positivas). O grupo de tratamento combinado

apresentou melhores taxas de controle locorregional em dois anos (82% x 72%; HR=



0,61; 1C95%: 0,41-0,91; p=0,01) e sobrevida livre de doenca (HR=0,78; 1C95%:
0,61-0,99; p=0.04) porém nao houve diferenga significativa em SG (HR=0,84; 1C
95%: 0,65-1,09; p=0,19).

BERNIER et al. (2004) relataram os resultados do estudo EORTC 22931, nos
mesmos moldes do estudo do RTOG, utilizando combinagdo semelhante de
cisplatina a radioterapia. Foram randomizados 334 pacientes portadores de CEC de
cavidade oral, orofaringe, laringe e hipofaringe EC III e IV (exceto laringe T3NO)
com presenca de achados patologicos desfavordveis (margens positivas, EEC,
invasdo perineural ou invasdo vascular e, para pacientes com primario de cavidade
oral ou orofaringe, comprometimento de linfonodos niveis IV ou V). Mais uma vez o
grupo de tratamento combinado apresentou menores taxas de recidiva locorregional
em 5 anos (18% x 31%; p=0,007) e sobrevida livre de progressdo (SLP) em 5 anos
(47% x 36%; HR=0,75; 1C95%: 0,56-0,99; p=0,04). Neste estudo demonstrou-se
também um ganho significativo na SG em 5 anos (53% x 40%; HR=0,70; 1C95%:
0,52-0,95; p=0,02). Numa andlise combinada dos estudos do RTOG e do EORTC
(BERNIER et al. 2005) avaliando os fatores de risco de recidiva e o impacto da
associagdo da cisplatina a radioterapia adjuvante, os Uinicos fatores para os quais o
impacto do tratamento combinado foi significante em ambos os estudos, inclusive
com ganho de SG, foram o EEC e a presen¢a de margens positivas.

Portanto, para pacientes com CEC de cabeca e pescogo ressecados e que
apresentam margens positivas ou EEC deve ser oferecido tratamento adjuvante com
radioterapia associado a cisplatina, tendo em vista seu impacto positivo em SG, as
custas de um melhor controle locorregional. Em relagdo a dose 100 mg/m® a cada
trés semanas (D1, D22 e D43) ¢ a dose preferencial, visto que estudo prospectivo e
randomizado de fase III demonstrou que cisplatina semanal concomitante a
radioterapia, na dose de 30 mg/m’, foi inferior a dose alta a cada trés semanas no
desfecho de controle locorregional em dois anos (58,5% x 73,1%; HR=1,76; IC 95%:
1,11-2,79; p=0,014), provavelmente pela dose cumulativa ter sido inferior a 200
mg/m’® na maioria dos pacientes no grupo experimental (NORONHA et al. 2018).
Em casos selecionados, considera-se ainda aceitavel o uso de cisplatina semanal na

2 . . . . . . .
dose de 40 mg/m” associado a radioterapia (que culminaria em uma dose cumulativa



acima de 200 mg/m?), para pacientes que tenham contra-indicagdo a dose alta e
sejam capazes de receber a dose semanal.

Para pacientes que ndo possuam estes fatores de risco maiores de recidiva
(EEC ou margem positiva), mas que possuam outros fatores de risco, a indicacao de
cisplatina concomitante a radioterapia no cenario adjuvante deve ser discutida de
maneira individualizada. Analises retrospectivas de bases de dados (TRIFILETTI et
al. 2017; ZUMSTEG et al. 2019) sugerem, por exemplo, que pacientes com mais de

dois linfonodos positivos, mesmo sem EEC, podem se beneficiar desta estratégia.

1.1.2 Tratamento definitivo nao cirurgico

Historiamente a cirurgia foi a base do tratamento do cancer de cabecga e
pescoco ressecavel para a maioria dos pacientes, o que poderia levar a morbidade
significativa em alguns casos, principalmente relacionada a perda de capacidade
fonatoria e distarbios de degluticdo. A radioterapia era reservada apenas para
pacientes com doenga irressecavel ou inoperaveis. Este cendrio mudou com a
ascensdo das estratégias preservadoras de o6rgdo, principalmente no tratamento do
cancer de orofaringe, laringe e hipofaringe, que utilizavam a radioterapia como pilar
do tratamento, reservando a cirurgia para aqueles pacientes com doenga ndo
responsiva ou recidiva. Com a adigdo da quimioterapia e de terapias alvo a
radioterapia observou-se um melhor controle locorregional da doenga, renovando o
interesse em estratégias que melhorassem o controle sistémico, como a quimioterapia
de inducdo. Estas modalidades terap€uticas e seus contextos serdo discutidos a

seguir.

) Quimioterapia e Terapias Alvo Concomitante & Radioterapia

Diversos estudos avaliaram o impacto da adicdo da quimioterapia ao
tratamento radioterapico, com intuito de melhorar seus resultados, sendo que a
maioria deles demonstrou beneficio desta associagao (BRIZEL et al. 1998; WENDT
et al. 1998; CALAIS et al. 1999; JEREMIC et al. 2000; FORASTIERE et al. 2003;
ADELSTEIN et al. 2003). O trabalho mais robusto nesse contexto foi a metanalise
publicada por PIGNON et al. (2000), que avaliou 63 estudos e quase 11000

pacientes, demonstrando de maneira definitiva que a adi¢do da quimioterapia a



radioterapia resultava em um beneficio absoluto de sobrevida de 4% em 5 anos
(HR=0,90; IC95%: 0,85-0,94; p<0,0001). Quando analisada a adi¢do de maneira
concomitante, o beneficio da quimioterapia foi ainda maior, atingido 8% de diferenca
absoluta de sobrevida em 5 anos (HR=0,81; 1C95%: 0,76-0,88; p<0,0001). Este
beneficio foi confirmado com a atualizacdo desta metanalise, que incluiu 24 estudos
adicionais. O beneficio do tratamento se manteve em doenca EC III ou IV, entre os
diferentes sitios primarios e quando se utilizava fracionamento padrdo ou alternativo
da radioterapia. Entretanto, a quimioterapia ndo teve efeito significativo na reducdo
de recidiva a distancia e resultou em maior toxicidade do tratamento, principalmente
mucosite, dermatite e mielossupressao (PIGNON et al. 2009).

No cenario de estratégia preservadora de 6rgdo para tratamento do cancer de
laringe, evidéncias também suportam o uso do tratamento de quimio e radioterapia
concomitantes. O principal estudo neste contexto ¢ o RTOG 9111 (FORASTIERE et
al. 2003), que incluiu 547 pacientes portadores de CEC de laringe EC III ou IV nao
metastaticos a distincia, candidatos a laringectomia total com intuito curativo, que
foram randomizados para trés bracos de tratamento: radioterapia exclusiva,
quimioterapia de inducdo (Cisplatina e 5-FU por trés ciclos) seguida de radioterapia
isolada ou radioterapia concomitante a cisplatina 100 mg/m” D1, D22 e D43. Com
um seguimento mediano de 3,8 anos, a taxa de preservagdo de laringe em dois anos
foi melhor com o tratamento combinado, quando comparado a radioterapia isolada
ou a quimioterapia de indu¢do seguida de radioterapia (88% x 70%; p<0,001 x 75%;
p=0,005 respectivamente). A sobrevida livre de laringectomia em dois anos também
foi significativamente maior para o grupo do tratamento concomitante (66% x 59% x
53%; p=0,01). Numa atualizagdo do estudo (FORASTIERE et al. 2013), com
seguimento mediano de 6,9 anos, a taxa de controle locorregional em 5 anos foi de
68,8% para o tratamento concomitante, 54,9% para quimioterapia de indugdo e 51%
para radioterapia (p=0,0018 e p=0,0005 respectivamente para concomitancia e
inducdo versus radioterapia isolada). A taxa de preservag¢do de laringe em 5 anos
manteve a vantagem do tratamento combinado sobre a quimioterapia de indugdo ¢ a
radioterapia isolada (83% x 70,5%; p=0,005 x 65,7%; p<0,001 respectivamente).
Entretanto, em 5 anos, a sobrevida livre de laringectomia e sobrevida livre de doenca

foi semelhante entre o tratamento concomitante (46,6% e 39%) e a quimioterapia de



inducdo (44,6% e 38,6%), e ambos foram superiores a radioterapia isolada (33,9% e
27,3%; p=0,011 e p=0,0058). Nao houve diferenca em SG em 5 anos entre os
grupos, situando-se ao redor de 55%.

Tendo em vista a toxicidade aguda e tardia da associacdo de quimioterapia a
radioterapia, uma estratégia explorada foi a associagdo de terapias alvo molecular a
radioterapia. Os carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco exibem alta expressao
de EGFR, epidermal growth fator receptor (MENDELSOHN e BASELGA 2003),
além disso, a radioterapia aumenta a expressdo de EGFR e o bloqueio de sua
sinalizacdo tem efeito radiossensibilizante (LIANG et al. 2003; BONNER et al.
2004). Baseado nestes dados, BONNER et al. (2006) conduziram estudo de fase III
com 424 pacientes portadores de CEC de orofaringe, laringe e hipofaringe EC III e
IV randomizados para tratamento com radioterapia isolada ou radioterapia
concomitante a cetuximabe (dose de ataque de 400 mg/m” iniciada uma semana antes
do inicio da radioterapia seguida de 250 mg/m’ semanal concomitante a
radioterapia). A taxa de controle local em trés anos (47% x 34%; HR=0,68; 1C95%:
0,52-0,89; p=0,01) e a SG em trés anos (55% x 45%; HR=0,74; 1C95%: 0,54-0,90;
p=0,05) favoreciam o grupo de tratamento combinado. Nao houve diferenga na taxa
de recidiva a distancia entre os grupos. Atualizacao do estudo (BONNER et al. 2010)
demonstra superioridade do tratamento combinado na SG em 5 anos (45,6% x
36,4%; HR=0,73; 1C95%: 0,56-0,95; p=0,018). Além disso, foi demonstrado que
pacientes que apresentaram rash acneiforme > grau II alcangaram sobrevida
significativamente maior que aqueles com auséncia de rash ou rash grau I (HR=0,49;
1C95%: 0,34-0,72; p=0.002).

Comparacdes diretas entre quimiorradioterapia baseada em cisplatina e
biorradioterapia com cetuximabe foram publicadas recentemente em dois estudos
prospectivos e randomizados de fase III, porém numa populacao especifica portadora
de tumores de orofaringe HPV relacionados, localmente avancados. O estudo RTOG
1016 (GILLISON et al. 2019) randomizou 987 pacientes pl6 positivos para
radioterapia concomitante a cisplatina ou cetuximabe, com desfecho primario de ndo
inferioridade do cetuximabe em SG. O estudo desmontrou, entretanto, inferioridade
do cetuximabe para SG em 5 anos (77,9% x 84,6%; HR=1,45; 1C95%: 1,03-2,05;
p=0,0163), SLP em 5 anos (67,3% x 78,4%; HR=1,72; 1C95%: 1,29-2,29; p=0,0002)



e taxa de falha locorregional em 5 anos (17,3% x 9,9%; HR=2,05; 1C95%: 1,35-3,10;
p=0,0005). O estudo De-Escalate (MEHANNA et al. 2019) randomizou 334
pacientes portadores de carcinoma epidermoide de orofaringe HPV relacionado de
baixo risco (pl6 positivo e carga tabagica < 10 anos/mago) para radioterapia
concomitante a cisplatina ou cetuximabe, tendo como desfecho primario incidéncia
de toxicidade severa (graus 3 a 5). Nao houve diferenca significativa na toxicidade,
porém o cetuximabe foi inferior em SG em dois anos (97,5% x 89,4%; HR=5,0;
1C95%: 1,7-14,7; p=0,001) e taxa de recidiva em dois anos (6% x 16,1%: HR=34;
1C95%: 1,6-7,2; p=0,0007).

De acordo com os resultados dos diversos estudos controlados acima citados,
tem-se demonstrada a superioridade da associagdo de terapias radiosensibilizantes
quando comparados a radioterapia isolada no manejo ndo cirirgico do cancer de
cabega e pescogo localmente avangado (doenca irressecavel e estratégia preservadora
de 6rgdo). A cisplatina foi a droga mais estudada, especialmente na dose de 100
rng/rn2 a cada trés semanas (DI, D22 e D43), sendo aceitavel o uso de doses
semanais (40 mg/m’ semanal) em pacientes selecionados. A associagdo de
cetuximabe a radioterapia também se mostrou superior a radioterapia isolada, porém
estudos recentes demonstram sua inferioridade em relacdo a associagdo de cisplatina,
mesmo em uma populagdo de melhor prognostico como os tumores de orofaringe
HPV relacionados, o que coloca esta droga como op¢ao apenas para pacientes com
contra-indicac¢do absoluta ou relativa ao uso de cisplatina. A associagdo de ambas as
estratégias (cisplatina e cetuximabe combinadas a radioterapia) ndo se mostrou
superior a quimiorradioterapia com cisplatina apenas (ANG et al. 2010). Outros
esquemas radiossensibilizantes também sdo superiores a radioterapia isolada no
tratamento combinado, notadamente a carboplatina e o 5-fluorouracil (5-FU) e sdo
op¢des no manejo dos pacientes, embora tenham sido menos utilizados com o

advento da biorradioterapia.

) Quimioterapia de inducao

O interesse na quimioterapia de inducdo se renovou nos ultimos anos, pelo
seu potencial de reducdo de recidiva a distdncia, que tem ganhado importancia

crescente frente ao melhor controle locorregional proporcionando por técnicas mais



modernas de radioterapia bem como a associagdo concomitante da quimioterapia ou
terapia alvo. O CEC de cabeca e pescogo € uma neoplasia altamente responsiva na
apresentacdo inicial e quimioterapia de indug¢do baseada em platina produz altas
taxas de resposta neste contexto. Apesar desta atividade anti-tumoral, diversos
estudos de fase III que compararam a quimioterapia de indug¢ao seguida de controle
local (cirurgia, radioterapia ou ambos) com tratamento local isolado nao
demonstraram beneficio em sobrevida (PACCAGNELLA et al. 1994; DOMENGE et
al. 2000; ZORAT et al. 2004). Tais estudos demonstravam reducdo do risco de
recidiva a distancia, porém o efeito no controle locorregional foi insignificante. Em
avaliacdo de metanalise (PIGNON et al. 2000), a quimioterapia de indugdo resultou
em aumento absoluto ndo significativo de SG de 2% em 5 anos (HR=0,95; I1C95%:
0,88-1,01; p=0,10). Entretanto, na analise de 15 estudos contendo combinacdo de
cisplatina e 5-FU, foi observado beneficio em SG (HR=0,88; 1C95%: 0,79-0,97;
p=0,005).

A introdugdo de regimes quimioterapicos mais ativos, contendo novas drogas,
principalmente os taxanos, fortaleceu novamente o racional para o uso de
quimioterapia de indugdo, desta vez com terapias triplas. Nesse contexto, dois
estudos emergiram com resultados interessantes. O estudo TAX 323 (VERMORKER
et al. 2007) randomizou 358 pacientes portadores de CEC de cabega e pescogo
irressecavel EC III e IV para receberem docetaxel, cisplatina e 5-FU (TPF) ou
cisplatina e 5-FU (PF) de indugdo por 4 ciclos a cada 21 dias seguido de radioterapia
isolada. Com um seguimento mediano de 32,5 meses, a SLP mediana foi de 11
meses no grupo TPF e 8,2 meses no grupo PF (HR=0,72; 1C95%: 0,57-0,91;
p=0,007). O tratamento com TPF também resultou numa reducio de 27% no risco de
morte, com SG mediana de 18,8 meses, comparada com 14,4 meses para o grupo PF
(HR=0,73; I1C95%: 0,56-0,94; p=0,02) e taxas de SG em trés anos de 37% versus
26% respectivamente.

O estudo TAX 324 (POSNER et al. 2007) randomizou 501 pacientes
portadores de CEC de cabega e pescogo irressecaveis ou ressecaveis candidatos a
preservacao de orgdo, para quimioterapia de indu¢do com esquema TPF ou PF por
trés ciclos seguidos de radioterapia concomitante a carboplatina semanal. Com um

seguimento minimo de dois anos a SG em trés anos foi de 62% no grupo TPF e 48%



no grupo PF (HR=0,70; 1C95%: 0,54-0,90; p=0,006), com SG mediana de 71 versus
30 meses respectivamente. A SLP (taxa em dois anos de 36% x 13%; HR=0,71;
1C95%: 0,56-0,90; p=0,004) e o controle locorregional (taxa de falha locorregional
em dois anos de 30% x 38%; p=0,04) também foram melhores no grupo TPF.

Outro cenario que a quimioterapia de indugdo com esquema TPF se mostrou
superior a PF foi como estratégia preservadora de o6rgao, conforme avaliado no
estudo GORTEC 2000-01 (POINTREAU et al. 2009) que randomizou 213 pacientes
portadores de CEC de laringe e hipofaringe candidatos a preservacao de 6rgdo para
PF ou TPF, ambos seguidos de radioterapia. Com um seguimento mediano de 36
meses a taxa de preservacao de laringe em trés anos foi de 70,3% com TPF versus
57,5% com PF (p=0,03), sem diferenga em SG em 3 anos (60% em ambos os bragos;
p=0,57) ou sobrevida livre de doenca em trés anos (58% x 44%; p=0,14). Estes
resultados foram confirmados em analise de longo prazo do estudo (JANORAY et al.
2016), demonstrando taxa de preservagdo de laringe em 10 anos de 70,3% para TPF
versus 46,5% para PF (p=0,01).

Apesar dos bons resultados, cabe lembrar que os estudos TAX 323, TAX 324
e GORTEC 2000-01 ndo comparam diretamente a estratégia de quimioterapia de
indugdo com o tratamento considerado padrdo, ou seja, quimiorradioterapia baseada
em cisplatina. A comparacao ¢ de uma inducdo baseada em um regime de trés drogas
(TPF) versus um regime de duas drogas (PF) e a superioridade do regime triplo hoje
¢ bem clara com base na metanalise do grupo MACH NC (BLANCHARD et al.
2013) que incluiu 5 estudos randomizados que comparavam estes dois esquemas
num total de 1772 pacientes. O esquema TPF se associou a uma melhor SLP
(HR=0,78; IC95%: 0,69-0,87; p<0,001), SG (HR=0,72; 1C95%: 0,63-0,83; p<0,001),
controle locorregional (HR=0,79; 1C95%: 0,66-0,94; p=0,007) e reducdo do risco de
recidiva a distancia (HR=0,63; 1C95%: 0,45-0,89; p=0,009).

Fica claro por estes estudos que a quimioterapia de indugdo com esquema
TPF ¢ superior a indu¢do com PF, mas resta a duvida se esta estratégia ¢ superior a
quimiorradioterapia. Estudos de fase II sugerem superioridade significativa em
desfechos como taxa de resposta completa ao tratamento e menor necessidade de
cirurgia de resgate apos o tratamento (PACCAGNELLA et al. 2010). Porém, até o

momento, os 5 estudos de fase III com resultados publicados geraram dados
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controversos (HADDAD et al. 2013; HITT et al. 2014; COHEN et al 2014; GHI et
al. 2017; GEOFFROIS et al. 2018).

No estudo reportado por HITT et al. (2014), foram randomizados 439
pacientes portadores de CEC de cabecga e pescoco localmente avangado irressecavel
para trés grupos de tratamento: quimiorradioterapia (cisplatina 100 mg/m” D1, D22 e
D43 concomitante a radioterapia), quimioterapia de indu¢do com PF por trés ciclos
ou TPF por trés ciclos, ambos seguidos de quimiorradioterapia aos mesmos moldes.
Na andlise por inten¢do de tratar ndo houve diferenca entre os trés grupos em SLP
(14,6 x 14,3 x 13,8 meses respectivamente para TPF indugdo, PF de inducdo e
quimioradioterapia; p=0,90) ou tempo para falha de tratamento (7,9 x 7,9 x 8,2 meses
respectivamente; p=0,90). A SG também ndo foi estatiscamente diferente analisando
os trés grupos, porém um numero consideravel de pacientes alocados nos bragos
quimioterapia de indugdo (cerca de 30%) ndo receberam tratamento de
quimiorradioterapia por motivos outros que ndo progressao de doenga. Quando estes
pacientes sdo excluidos da analise observa-se uma diferenca a favor da quimioterapia
de indugdo, mostrando que a selecdo adequada de pacientes para esta estratégia ¢
fundamental.

Outros dois estudos de fase III comparando quimioterapia de indugdo seguido
de quimiorradioterapia versus quimiorradioterapia (HADDAD et al. 2013; COHEN
et al. 2014) tiveram resultados negativos, porém ambos sofreram com baixo
recrutamento e tém questionamentos relacionados aos seus desenhos. Num quarto
artigo, GHI et al. (2017) reportaram os resultados do estudo prospectivo de fase III
do grupo italiano de estudos do céncer de cabega e pescoco, num desenho 2:2
comparando quimioterapia de indugdo seguido de tratamento local versus tratamento
local inicial (desfecho primario: SG) e quimiorradioterapia versus biorradioterapia
(desfecho primario: toxicidade) em 415 pacientes. O desfecho primario do estudo
favoreceu a quimioterapia de indu¢do com aumento significativo de SG, com
mediana de 54,7 versus 31,7 meses e taxa em trés anos de 57,5% versus 46,5%
(HR=0,75; IC 95%: 0,55-0,97; p=0,029). Além disso, TPF de indu¢do levou a
melhores taxas de resposta completa ao tratamento (43,5% x 28%; p=0,0028),
menores taxas de recaida locorregional (41% x 48%; HR=0,74; 1C95%: 0,55-0,98;
p=0,036) e maior SLP em trés anos (47% x 38,5%; HR= 0,72; IC95%: 0,55-0,93;
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p=0,013), numa populacdo composta em sua maioria por pacientes com doenga
localmente muito avancada (mais de 40% T4; mais de 70% N2 ou N3). Em contraste
aos resultados do grupo italiano, o grupo francés GORTEC publicou o estudo 2007-
02 (GEOFFROIS et al. 2018), que randomizou 370 pacientes com doenga cervical
avancada (N2b, N2c¢ e N3) para quimiorradioterapia concomitante (esquema
carboplatina + 5-FU) ou TPF inducdao seguido de radioterapia concomitante a
cetuximabe. Apos um seguimento mediano de 2,8 anos, ndo houve diferenga em SLP
em dois anos, que era o desfecho primario do estudo, com 36% para TPF de indugdo
versus 38% para quimiorradioterapia inicial (HR=0,93; IC95%: 0,73-1,20; p=0,58).
Também ndo houve diferenca em controle locorregional (HR=0,98; 1C95%: 0,74-
1,30; p=0,90) ou SG (HR=1,12; 1C95%: 0,86-1,46; p=0,39) embora se observe uma
diferenca significativa em taxa de metdstases a distancia, favorecendo o grupo TPF
(HR=0,54; 1C95%: 0,86-1,46; p=0,05).

Outro esquema de quimioterapia de inducdo que foi estudado, especialmente
na populagdo de pacientes com tumores de orofaringe HPV relacionados, ¢ a
combina¢do de paclitaxel, carboplatina e cetuximabe (PCC) que foi avaliada em
estudos de fase II. KIES et al. (2010) avaliaram o esquema PCC em 47 pacientes
portadores de CEC de cabeca e pescogo localmente avangado, a maioria primario de
orofaringe, em estudo de fase II de brago unico. A taxa de resposta objetiva a
inducdo foi de 97%, as taxas de SG e SLP em trés anos foram de 91% e 87%
respectivamente, sendo que na populacdo HPV relacionada (n=12) nenhum paciente
apresentou recidiva de doenga. Mais recentemente, HADDAD et al. (2019)
reportaram os resultados de estudo de fase II randomizado que comparou indugdo
com esquema PCC versus TPF + cetuximabe (TPF-C), seguidos de tratamento local,
em 136 pacientes com CEC de cabega e pescoco localmente avancado. A taxa de
SLP em dois anos foi semelhante am ambos os bracos (89% para PCC versus 88%
para TPF-C). Dividindo a populagdo em baixo risco (a maioria dos HPV
relacionados) e intermediario/alto risco, houve vantagem numérica em favor do PCC
para SLP em dois anos em baixo risco (96% x 88%), enquanto que na populagdo de
risco intermedidrio e alto TPF-C foi superior (89% x 67%).

Portanto, as estratégias de quimioterapia de indug¢do tem como racional

teorico algumas vantagens, como o tratamento precoce da doen¢a micrometastatica,
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reduzindo a incidéncia de recidiva a distancia, a redu¢ao do volume tumoral, tendo
em vista as altas taxas de resposta da poliquimioterapia neste contexto, possibilitando
um melhor controle locorregional (que se traduz em maiores taxas de resposta
completa ao término do tratamento e menor necessidade de cirurgia de resgate), além
da possibilidade de de-escalonamento do tratamento concomitante em pacientes
respondedores (utilizagdo de carboplatina ou cetuximabe, ou mesmo radioterapia
isolada) evitando toxicidades agudas e cronicas. Ainda pode-se analisar in vivo a
quimiossensibilidade tumoral, o que poderia selecionar pacientes com doenca
resistente para estratégia cirurgica.

Entretanto, até o momento, os dados prospectivos sdao conflitantes, sendo que
a quimiorradioterapia acumula um maior volume de evidéncia e pode ser considerada
tratamento padrdo. Porém alguns resultados positivos colocam a possibilidade de
utilizagdo da quimioterapia de indu¢do como uma das principais discussdes no
manejo nao cirargico de pacientes com CEC de cabeca e pescogo localmente
avancado. Na pratica clinica, considera-se a utilizacio de QT de inducdo em
pacientes com alto risco de recidiva a distancia (doengca N2 e N3, linfonodos em
niveis IV e V) e com grande volume tumoral (lesdes T4 ou irressecaveis) pelo

potencial beneficio deta estratégia, e esta opgao ¢ discutida individualmente.

1.1.3 Resumo do Tratamento do Cancer de Cabeca e Pescoco Localmente
Avancado

Em suma, podemos identificar dois cenarios de tratamento do cancer de
cabega e pescoco localmente avancado, com algumas variagdes dentro de cada um:

- Pacientes submetidos a ressecc¢do cirurgica curativa inicial de sua doenca,
que terdo indicacdo de tratamento adjuvante complementar de radioterapia com ou
sem associacdo de quimioterapia de maneira adjuvante, com intuito de redugdo do
risco de recidiva da doenca;

- Pacientes com doenca irressecavel ou candidatos a estratégia preservadora
de 6rgdo, que por estes motivos serdo submetidos a tratamento ndo cirurgico baseado
em combinagdo de radioterapia, quimioterapia e/ou terapias alvo
(quimiorradioterapia concomitante, biorradioterapia concomitante, quimioterapia de

inducdo seguida de quimiorradioterapia ou biorradioterapia).
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Conforme discutido previamente, existem diversas estratégias de tratamento
para esta populagdo, e a escolha baseia-se em fatores clinicos e patoldgicos, como a
preferéncia de cirurgia inicial em tumores de cavidade oral (mais radioresistentes,
mais acessiveis a ressec¢ao cirirgica e a técnicas de reconstrucio) ou de estratégia
ndo cirargica preservadora de funcdo de 6rgdo em tumores de orofaringe, laringe ¢
hipofaringe. E dentre as possibilidades de tratamento nao cirargico (ressaltando que
quimiorradioterapia baseada em cisplatina deve ser considerada o tratamento
padrdo), discute-se o uso de quimioterapia de inducdo em pacientes que
potencialmente possam beneficiar-se desta estratégia, ou seja, capazes de tolerar tal
tratamento e que tenham alto risco de recidiva a distancia (N2, N3, niveis cervicais
baixos acometidos) ou alto volume de doenca (T4, N3), ou ainda o uso de
radioterapia com cetuximabe em pacientes com contra-indicacdo a quimioterapia
com cisplatina.

Portanto, fatores progndsticos e preditivos seriam desejaveis nesta populagao,
como uma maneira de personalizar o tratamento, oferecendo a melhor estratégia
baseada em fatores intrinsecos ao tumor, microambiente tumoral e relacionados ao
proprio paciente. Mais util ainda seria se tais fatores pudessem ser avaliados de
maneira pouco invasiva, com uma estratégia de bidpsia liquida, passivel de ser
realizada previamente a escolha do tratamento e repetida ou monitorizada ao longo

do curso de todo o tratamento.

1.2 CONCEITO E VISAO GERAL DE CELULAS TUMORAIS
CIRCULANTES

Tumores iniciais crescem como massas nao-vascularizadas, que podem
proliferar por meio de uma vasculatura pré-existente dentro de um microambiente.
Ap0s atingirem um tamanho de aproximadamente 2-3 mm, os tumores requerem sua
propria vascularizacdo (FOLKMAN 1995). Assim, a indu¢do de angiogénese e de
vasculatura tumoral ¢ considerada fator patognomonico do processo maligno e sao
necessarias a progressdo tumoral (STRIETER 2005). Além disso, células
cancerigenas podem propagar-se invadindo os vasos sanguineos vizinhos ou usando

estes capilares formados dentro do tumor. Nas duas formas, ha indug¢ao de transi¢ao
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epitélio-mesénquima (EMT - epithelial to mesenchymal transition), que constitui
uma mudanca na expressao de moléculas de adesdo (ex.: integrinas, lamininas) e na
ativacdo de proteases (ex.: metaloproteinases de matriz), que eventualmente
permitem as células tumorais entrar na circulagdo (ELSHIMALI e GRODY 2006).

Acredita-se que a disseminagdo do cancer dependa da presenga de células
tumorais circulantes (CTCs - circulating tumor cells), que sao células raras
circundadas por bilhdes de células hematopoiéticas na circulagdo sanguinea (MEGO
et al. 2010). A presenca de CTCs no sangue periférico foi relatada pela primeira vez
por ASHWORTH (1869), um médico austriaco, quando fazia a necropsia de um
paciente com tumores subcutaneos metastaticos, situados na parede anterior do torax
e do abdomen. Ele observou células na circulacdo (obtidas da veia safena da perna
direita) idénticas as provenientes dos tumores e postulou que se estas células eram
oriundas de uma estrutura tumoral existente, elas deviam ter atravessado grande parte
do sistema circulatério para alcancar a parte interna da veia safena. Atualmente,
teoriza-se que as chamadas CTCs tendam a metastatizar em certos 6rgdos, que sao
seletivos para determinados tumores, conforme conceito historico de “solo e
semente”, formulado por Stephen Paget (LURJE et al. 2010).

Considerando-se que CTCs e o tumor de onde provém sdo considerados
“estranhos” para o sistema imune hospedeiro, eles precisam escapar da resposta
imune. Este escape ¢ realizado por meio da habilidade de formar grupos de
microtumores ou microémbolos (ME), que atingem sitios distantes. Tem sido
demonstrado que a formacao de agregados de 3-10 CTCs escapa do sistema imune,
promovendo recrutamento de fatores pré-angiogénicos a partir do microambiente
local e expressdao de novos marcadores de superficie (MUKAI 2005).

A circulagdo espontanea de células tumorais e/ou de ME determina o
comportamento tumoral invasivo (PATERLINI-BRECHOT e BENALI 2007) e
geralmente ¢ indetectavel por andlise histopatoldgica convencional e por exames de
imagem de alta resolu¢do. Por isso, ensaios imunoistoquimicos ¢ moleculares mais
sensiveis tém sido desenvolvidos e vém permitindo a detecg¢ao especifica de células
tumorais metastaticas em linfonodos regionais, sangue periférico e medula dssea

(MO) (MULLER et al. 2006; RIETHDOREF et al. 2008a; RIETHDOREF et al. 2008b).
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A deteccao primaria de CTCs pode ajudar a identificar pacientes em
necessidade de terapias sistémicas adicionais antes ou apos um tratamento definitivo
local, como ressec¢do cirurgica ou radioterapia do tumor primario. Apesar de todas
as terapias serem desenvolvidas para prevenir a recaida metastatica, a sele¢do de
pacientes baseia-se no risco estatistico de desenvolverem recorréncia, sem saber se
de fato eles abrigam qualquer CTC. Isto leva a super-tratamento desses pacientes
com agentes toxicos com efeitos colaterais graves (FEHM et al. 2008). Desta forma,
incluir a detec¢do ou contagem de CTCs na andlise dos pacientes tornaria o

tratamento mais personalizado.

1.3 APLICACAO CLINICA DE CELULAS TUMORAIS
CIRCULANTES EM CANCER DE CABECA E PESCOCO

Existem alguns trabalhos na literatura investigando o papel de deteccao,
analise quantitativa e qualitativa de CTCs em carcinoma epidermdide cabeca ¢
pescogo (CECP) localmente avangado.

PAJONK et al. (2001) relataram um dos primeiros trabalhos sobre o tema.
Foram analisados 77 pacientes portadores de CECP avangado tratados com
radioterapia (definitiva ou adjuvante), submetidos a técnica de amplificagdo de RNA
(ribonucleic acid) por RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
para deteccao de células circulantes com CK19 (cytokeratin 19). Neste estudo apenas
5 pacientes apresentaram detec¢do positiva, tendo estes pacientes apresentado pior
evolucdo clinica, ja que a presenga destas células se correlacionou com uma maior
chance de recidiva de doenga.

Posteriormente JATANA et al. (2010) analisaram 48 pacientes portadores de
CECP e submetidos a tratamento cirrgico. A técnica utilizada foi um processo de
enriquecimento através de deplecdo de hemadcias, separacdo imunomagnética e
imunocoloragdo para CK 8 18 e 19. Nesta andlise, a auséncia de células tumorais
circulantes se correlacionou de maneira significativa com maior sobrevida livre de
doenca (p=0,01). Ainda, a presenca de mais de 25 células por mililitro se
correlacionou de maneira significativa com pior desfecho clinico (p=0,04).

Resultados semelhantes foram observados por TOYOSHIMA et al. (2009) ao



16

analisarem 48 pacientes portadores de CEC de cavidade oral submetidos a ressec¢ao
cirtrgica. Pacientes foram avaliados para detecgao de CTCs com deteccao de mRNA
(messenger ribonlueic acid) por RT-PCR 4 semanas ap6s o procedimento, com uma
taxa de deteccdao de 37,5%. A auséncia de CTCs detectaveis se correlacionou de
maneira significativa a uma melhor sobrevida livre de doenga (p=0,01).

A técnica do CellSearch System® também foi estudada em CECP. NICHOLS
et al. (2012) analisaram 15 pacientes portadores de CECP avangados tratados de
maneira multidisciplinar. A deteccdo foi positiva em 6 destes pacientes (40%) e
correlacionou-se com a presenga de ndédulos pulmonares maiores que 1 cm (p=0,04),
sugerindo disseminacgao sistémica da doenca. Além disso, foi sugerido que a auséncia
de CTCs poderia correlacionar-se a um melhor desfecho, mas sem significancia
estatistica (p=0,11). Outro estudo avaliando a mesma técnica foi relatado por
BOZEC et al. (2013), que avaliaram a presen¢a de CTCs em 49 pacientes com CEC
de cavidade oral e orofaringe localmente avancados antes do tratamento. A taxa de
deteccao foi muito baixa, com apenas 6 pacientes com CTCs detectaveis (12%), e
ndo houve qualquer correlacdo com caracteristicas clinicas ou desfechos dos
pacientes.

Os maiores estudos avaliando o CellSearch System® foram reportados por
BUGLIONE et al. (2012) e GROBE et al. (2014). No primeiro foram incluidos 73
pacientes portadores de cancer de cabeca e pescogo localmente avancado, incluindo
sitios primarios ndo usuais como seios paranasais, cavidade nasal e nasofaringe. A
taxa de detec¢do de CTCs foi de 15% e houve correlacdo entre taxa de resposta e
auséncia ou desaparecimento de CTCs durante o tratamento (p=0,017), porém ndo
houve correlagdo significativa entre a presenca de CTCs e sobrevida ou risco de
reicidiva (BUGLIONE et al. 2013). No segundo, foram avaliados 80 pacientes
portadores de CEC de cavidade oral, com uma taxa de deteccdo de 12,5% (10/80).
Houve correlacdo da presenga de CTCs e menor sobrevida livre de recidiva
(p<0,001), porém sem impacto em SG (GROBE et al. 2014).

TINHOFER et al. (2012) analisaram 38 pacientes portadores de CECP
submetidos a tratamento multidisciplinar (quimiorradioterapia, biorradioterapia ou
quimioterapia de indugdo seguida de biorradioterapia) por meio da detec¢do de CTCs

por citometria de fluxo (CD45", EpCAM" e CK") além da pesquisa de expressio de



17

EGFR e de sua forma fosforilada nestas células. Demonstrou-se neste estudo a
possibilidade de anélise de CTCs em diferentes momentos do tratamento, denotando
a utilidade desta ferramenta na avaliacdo precoce de desfechos, e consequente
selecdo de estratégias terapéuticas no decurso do tratamento, porém ndo foi
evidenciado nenhum impacto progndstico ou preditivo destas analises.

O maior estudo publicado at¢ 0 momento avaliando CTCs em CECP incluiu
de maneira prospectiva 144 pacientes portadores de tumores loalmente avancados de
cavidade oral, orofaringe, laringe, hipofaringe e cervical primério oculto apos
ressecgdo cirurgica e antes do tratamento adjuvante baseado em radioterapia
(TINHOFER et al. 2014). As CTCs foram detectadas por técnica de RT-PCR do
mRNA do EGFR. A taxa de deteccdo foi de 29% (42/144) e, na populacdo global do
estudo, ndo houve correlacdo entre a presenga de CTCs e SG (HR=1,0; 1C95%: 0,5-
2,2; p=0,91) ou SLP (HR=1,4; IC95%: 0,6-3,1; p=0,35).

A Tabela 1 sumariza os dados publicados at¢ o momento sobre a aplicagdo
clinica de CTCs em cancer de cabega e pescoco localmente avangado, com numero
de pacientes, técnicas utilizadas e taxa de detec¢do, além de tempo de seguimento e
se houve correlagdo significativa com taxa de resposta, sobrevida global (SG) ou
sobrevida livre de progressao (SLP). Em suma, o que podemos observar nestes
estudos, ¢ que as pesquisas com CTCs em CECP ainda s3o bastante iniciais,
apresentando um grande potencial para desenvolvimento e futura aplicabilidade na
pratica clinica. A maioria dos estudos ndo avaliou correlacio das CTCs com os
desfechos clinicos sendo que, a maioria daqueles que avaliaram, chegaram a

resultados negativos.
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Tabela 1 - Revisdo dos estudos avaliando CTCs em cancer de cabeca e pescogo
localmente avangado

Autor n Técnica Taxa de | Follow- | Impacto | Impacto | Impacto
detec¢iao up na em SG em SLP
Resposta
Balasubramanian | 32 | Imunomagnética 20/32 NR NA NA NA
et al. 2009 CK + RT-PCR | (63%)
EGFR
Bozec etal. 2013 | 48 | Cellsearch®™ 8/49 NR NA NA NA
(16%)
Buglione et al. | 73 Cellsearch® 11/73 13,6m Sim Nao Sim
2012 (15%) p=0,017 p=ns p=0,009
Dyavanagoudar et | 25 | RT-PCR CK19 4/25 NR NA NA NA
al. 2008 (16%)
Grobe et al. 2014 | 80 Cellsearch® 10/80 30,1m NA Nao Sim
(12,5%) p=0,69 p<0,001
Guney et al. 2007 | 21 Imunomagnética 7/21 36m NA NA NA
anti-epitelial (33,3%)
He et al. 2013 9 Cellsearch® 3/9 14m NA NA Nao
(33%) p=0,15
Hristozova et al. | 42 Citometria fluxo 18/42 NR NA NA NA
2011 (CD45-, CK+) + | (43%)
RT PCR EGFR
Hsieh etal. 2015 | 53 | ICC EpCAM 10/53 10,5m NA NR NA
(19%)
Inhestern et al. | 40 Citometria fluxo 32/40 24,7m NA Sim Sim
2014 (CD45-, (80%) p=0,049 | p=0,025
EpCAM+)
Jatana et al. 2010 | 48 | Imunomagnética 34/48 19m NA NA Sim
CK+ (70%) p=0,01
Kawada et al | 32 CellSieve 29/32 NR NA NA NA
2017 (tamanho, (90,6%)
EpCAm/CK+,
CD45-)
Kulasinghe et al. | 23 ClearCell FX 11/23 NR NA NA Sim
2018 (tamanho, (47,8%) p=0,0063
deformabilidade,
pCK+, CD45-)
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Autor n Técnica Taxa de | Follow- Impacto Impacto | Impacto
deteccio up na em SG em SLP
Resposta
Nichols et al. | 15 Cellsearch® 6/15 NR NA NA Nio
2011 (40%) p=0,11
Pajonk et al. 2001 | 77 | RT-PCR mRNA 577 NR NA NA NA
CK19 (6,5%)
Partridge et al. | 36 | ICC (panCK) 3/36 36m NA NA Sim
2003 RT-PCR (E48) (8,3%) p<0,001
Tinhofer et al. | 31 Citometria fluxo 9/31 NR NA NA NA
2012 (EpCAM, (29%)
EGFR+, CD45-)
Tinhofer et al. | 144 | Citometria fluxo | 42/144 34m NA Nao Nio
2014 (EpCAM, (29%)
EGFR+, CD45-)
Toyoshima et al. | 40 | RT-PCR CK 15/40 43,5m NA Nao Sim
2009 mRNA (37,5%) p=0,01
Yang et al. 2009 26 | Imunomagnética 20/26 NR NA NA NA
Citometria fluxo (77%)
Winter et al. 2009 | 16 | Imunomagnética 7/16 NR NA NA NA
+ RT-PCR (44%)
Wirtschafter et al. | 18 | ICC EpCAM 8/18 NR NA NA NA
2002 (44%)
Zhang et al. | 22 CellCollector 16/22 NR NA NA NA
2017a (EpCAM+, (72,7%)

panCK+, CD45)

NR: ndo reportado; NA: ndo avaliado; ns: ndo significativo;

O que se observa nos estudos de CTCs citados acima sdo numero de pacientes

em geral pequenos, baixas taxas de deteccdo e uso de técnicas dependentes de

marcagdo de citoqueratinas, que sdo sujeitas a alguns vieses. Por exemplo, o Cell

Search System® depende de captura imunomagnética de CTCs positivas para

EpCAM (epthelial cell adhesion molecule), o que pode ignorar CTCs que ndo mais

expressam citoqueratinas por terem passado pelo processo de EMT, viés este a qual

estdo sujeitas todas as técnicas dependentes destes marcadores. Ainda, estas técnicas

muitas vezes ndo permitem o isolamento da CTC com integridade e fungdo celular
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preservada, o que possibilitaria a caracterizagao fenotipica e genotipica destas
células, bem como mudangas dindmicas ao longo do tratamento e progressao da
doenca. Por fim, ndo fica bem estabelecido o papel progndstico da presenga e, menos
ainda, do valor absoluto de CTCs neste contexto e praticamente nenhum estudo
avaliou o potencial papel preditor de resposta das CTCs.

Nesta patologia, como ja discutido, existem diversos cenarios, com
implicagdes prognoésticas e possibilidades terapéuticas diferentes. Observa-se que
pacientes com o mesmo diagnoéstico e frequentemente com o mesmo estadiamento,
recebem, nos diversos centros de tratamento e pesquisa do cancer de cabega e
pescogo, proposta de variados regimes de tratamento, sendo frequente o uso de
modalidades (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) bastante diversos de acordo com
dados de literatura médica e pratica preferencial de cada centro. A pesquisa de CTCs
poderia contribuir para um melhor entendimento destes diferentes cenarios e
pacientes, e num futuro proximo, ser ferramenta importante para personalizagao do

tratamento e melhoria dos desfechos.

14 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES E GENES DE
RESISTENCIA A DROGAS EM CANCER DE CABECA E PESCOCO

A principal causa de morte por cancer ¢ indubitavelmente o aparecimento de
metéstases € o valor prognodstico das CTCs em diferentes malignidades epiteliais
sugere que estas sejam importantes na progressdo tumoral e metédstase. Nesse
contexto existe o potencial uso terapéutico de informagdes advindas da detec¢do de
CTCs no decurso do tratamento e a possibilidade de mudanga precoce na estratégia
terapéutica em pacientes cujos achados sugerissem resisténcia ao tratamento vigente
(GAZZANIGA et al. 2010). Contudo, algumas questdes permanecem nao resolvidas,
principalmente referentes ao tipo de terapia que poderia ser adotada quando os niveis
de CTCs aumentassem durante o tratamento. Dentre as possiblidades, a troca para
um regime quimioterapico diferente ou a adi¢do de novos agentes (GAZZANIGA et
al. 2008) ou mesmo a indicagdo de abordagem cirurgica para paciente que se julgasse
resistente a terapia clinica inicial. Assim, discute-se o potencial uso da deteccdo das

CTCs na individualizagdo das decisdes terapéuticas.
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Considerando o mecanismo de agdo dos derivados da platina, estudos tém
avaliado o papel de enzimas envolvidas no reparo de DNA como possiveis preditores
de sensibilidade ou resisténcia a estas drogas, como ERCC1 (Excision Repair Cross-
Complementation Group 1) e BRCA1l (BReast CAncer I). Alguns estudos tém
mostrado uma melhor resposta para pacientes com baixos niveis de ERCC1 medidos
por RT-PCR ou THQ, sugerindo que quantidades reduzidas desta enzima afetam a
capacidade das células de reparar os danos causados pela droga ao DNA (LORD et
al. 2002; CEPPI et al. 2006; JUN et al. 2008; CHIU et al. 2011; BAUMAN et al.
2013). Resultado semelhante foi observado no estudo realizado por OLAUSSEN et
al. (2006), que mostrou em analise retrospectiva de 761 amostras, que pacientes com
cancer de pulmdo de nido pequenas células (CPNPC), tratados com quimioterapia
baseada em cisplatina de maneira adjuvante a cirurgia, e cujos tumores expressavam
baixos niveis de ERCCI (analisados por imunoistoquimica) apresentaram melhor SG
(HR=0.65; 1C95%: 0.50-0.86; p=0.002), enquanto que pacientes com alta expressao
de ERCCI nao derivavam qualquer beneficio da quimioterapia adjuvante (HR=1,14;
IC95%: 0.84-1.55; p=0.40). Além de preditiva, a expressio de ERCCI1 foi
progndstica, pois nos pacientes que nao receberam quimioterapia adjuvante a SG foi
maior nos alto expressores (HR=0.66; IC95%: 0.49-0.90; p=0.009).

KANG et al. (2010) avaliaram o padrao de expressao de ERCC1, BRCAI,
XRCC1 (X-ray Repair Cross-Complementation Group 1) e B-tubulina III (BT-3) por
imunoistoquimica em espécimes cirurgicos de 82 pacientes com CPNPC que fizeram
tratamento neoadjuvante com quimioterdpicos baseados em platina e taxanos. Os
niveis de ERCCI1, BRCA1, XRCC1 aumentaram proporcionalmente aos niveis de
morte celular (p<0.05), j4 os de BT-3 ndo se correlacionaram com a viabilidade
celular. Pela analise multivariada, estagio patologico inicial, quimioterapia
adjuvante, altos niveis de expressao de ERCCI1 e baixos de BT-3 foram fatores
progndsticos para SG (p< 0.05).

HAYES et al. (2011) avaliaram de forma retrospectiva a expressdo de
ERCCI1 por imunoistoquimica em tecidos de 73 pacientes com CECP que receberam
quimioterapia com cisplatina e radioterapia concomitantemente, afim de avaliar se a
expressdo de ERCC1 seria capaz de predizer resposta ao tratamento combinado e

sobrevida. Os resultados da expressdo de ERCC1 foram dados em porcentagem.



22

Foram encontrados 50% de expressao de ERCCI1 em 14% das amostras, de 50 a 75%
de ERCC1 em 42% e acima de 75% de expressdo desta proteina em 44% dos casos.
A expressao elevada de ERCC1 (acima de 75%) ndo foi preditora significativa de
sobrevida ou de resposta ao tratamento. A mediana de SG nos pacientes com alta
expressao de ERCCI1 foi de 2,9 anos versus 2,1 naqueles com expressao menor do
que 75% das células analisadas (p=0,44).

Segundo revisado por LANGER (2012) e XUELEI et al (2015), de uma
perspectiva pratica, parece que a alta expressdo de ERCC1 em amostras de tecidos de
pacientes com CECP sugere uma baixa probabilidade de beneficio com terapia a
base de platina. Pacientes com expressdao deste marcador devem ser candidatos a
terapias alternativas, que ndo incluam platina. Contudo, uma validagcdo com ensaios
prospectivos faz-se necessaria.

O mecanismo de acdo dos taxanos envolve ligagao destes aos polimeros de 3-
tubulina e inibicdo da depolimerizagdo dos microtibulos e progressao mitdtica. Em
modelos pré-clinicos, a expressdo de niveis aberrantes da isoforma III de B-tubulina
tem sido associada a resisténcia a paclitaxel em muitos tipos celulares (LANGER
2012). O papel da BT-3 tem sido muito investigado em CPNPC e tem sido
demonstrada ligacdo a resisténcia a taxanos € como fator prognostico em CPCNP e
em cancer de ovario (YANG et al. 2014).

KOH et al. (2009) realizaram um estudo para verificar o significado de BT-3,
p53 e ERCCl em pacientes com CECP localmente avancado recebendo
quimioterapia de inducdo. O regime de quimioterapia consistia em PF (n=55) ou TPF
(n=30). O objetivo era identificar o papel de BT-3 e ERCC1 como marcadores
prognosticos e preditivos em comparagao com p53, um marcador ja estabelecido. Foi
feita uma analise retrospectiva por meio de imunoistoquimica. Os pacientes com
expressao de BT-3 mostraram menores niveis de resposta ao tratamento do que
aqueles sem expressdo desta proteina (69% x 88%; p= 0,039). O mesmo foi
observado em relagdo a SLP mediana (12 x 47 meses; p=0,001). Foi observada
menor SG mediana nos pacientes com expressao de BT-3 (30 x 59 meses; p=0,072),
porém, sem significancia estatistica. O status de BT-3 influenciou a sobrevida
cancer-especifica (35 meses versus mediana ndo alcancada; p=0,017), assim como

p53, que também se relacionou com pior SG. J4& ERCCI1 ndo mostrou qualquer
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influéncia na resposta a quimioterapia, SLP, SG ou sobrevida cancer-especifica nesta
populagdo estudada. Outros trabalhos sugerem portencia papel preditor de resposta
de putras isoformas da B-tubulina, com a p-tubulina II (CULLEN et al. 2009).

Outra proteina associada a resisténcia a taxanos ¢ a MRP-7 (multidrug
resistance associated protein 7), com dados in vitro sugerindo que culturas de
linhagens de células tumorais contendo a expressdao desta proteina, apresentam
resiténcia a taxanos como paclitaxel e docetaxel (HOPPER-BORGE et al. 2004).
Analisando linhagens de células de CPNPC (OGURI et al. 2008) e de CECP
(NARAMOTO et al. 2008), o mesmo pode ser observado, com a presenca da
expressao desta proteina conferindo resisténcia a taxanos. Numa analise de expressao
in vivo da familia de proteinas MRP, TSUZUKI et al. (1998) reportaram a presenca
desta expressdo em 34% das amostras tumorais de 115 pacientes portadores de
CECP, e nao houve correlagcdo com resisténcia a platina ou 5-fluorouracil, sendo que
taxanos nao foram testados neste trabalho. Outras proteinas transportadoras de
membrana da mesma familia, como a MRP-2, também podem ser importantes
mecanismos de resisténcia a drogas, e foram pouco estudadas no cenério de cancer
de cabeca e pescogo avangado (WARTA et al. 2014).

O EGFR ¢ expresso em cerca de 80 a 100% dos tumores de cabeca e pescoco.
A regulagdo positiva deste gene parece ser um marcador precoce de CECP
(CHRISTENSEN et al. 1992; GRANDIS e TWEARDY 1993 GRANDIS et al. 1996)
e o alto nivel de expressdo tumoral tem sido correlacionado com mau prognostico
(NICHOLSON et al. 2001; ADJEI et al. 2003). O aumento no nimero de copias do
EGFR ¢ um evento somatico caracteristico que ocorre no desenvolvimento do CECP
e pode, adicionalmente, ser um indicador de mau prognéstico (CHUNG et al. 2006;
TEMAM et al. 2007). Desta forma, o bloqueio de EGFR tem se tornado alvo
terapéutico importante em muitos tumores malignos (HEUN e HOLEN 2007), como
com o uso de cetuximabe em CECP (BONNER et al. 2006; CHUNG et al. 2008;
GEORGE et al. 2010).

Os mecanismos associados a sensibilidade e resisténcia a terapias anti-EGFR
foram analisados e os estudos sdo contraditorios com relagao ao impacto do perfil do
numero de copias do gene EGFR sobre a eficacia do cetuximabe em céancer colorretal

metastatico (CCRm) e CPNPC. Enquanto alguns deles demonstraram associagdo
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entre o alto nimero de cépias do gene EGFR e um melhor desfecho em pacientes
com CCRm e CPNPC tratados com cetuximabe (LIEVRE et al. 2006; FRATTINI et
al. 2007; CAPPUZZO et al 2008; HIRSCH et al. 2008; PERSONENI et al. 2008),
outros por sua vez, falharam em identificar associagdes similares (O'BYRNEY et al.
2009; KHAMBATA-FORD et al. 2010). Em relacdo ao CECP, ainda nao ha estudos
que demonstrem associacdo entre o numero de copias do gene EFGR e eficacia do
cetuximabe (LICITRA et al. 2011).

Outras alteracdes estudadas como preditores de resposta foram a presenca de
mutagdes do gene EGFR (ROSELL et al. 2009), que sdo incomuns em CECP, ou de
mutacoes do dominio extracelular, como a variante III (VIIIEGFR), observada em
pacientes com glioblastoma multiforme mas com resultados inconclusivos em
pacientes com CECP (SOK et al. 2006; FUKAI et al. 2008; HAMA et al. 2009;
SUZUKI et al. 2010). J4 para a expressao imunoistoquimica do EGFR, resultados
sugerem que a alta expressao seja um fator preditivo para eficacia de Cetuximabe em
CPNPC (PIRKER et al. 2012; THATCHER et al. 2015), embora ndo haja dados
semelhantes em CECP (LICITRA et al. 2013).

A possibilidade de isolamento de CTCs integras sem a dependéncia de
marcacao epitelial de citoqueratinas permite a andlise de marcadores de EMT, que ¢
um processo diretamente envolvido na metastatizacdo, sendo potencial fator
prognodstico de risco de recidiva e mesmo preditor de eficicia do tratamento
convencional ou possivel alvo para terapias.

A via do TGF- (transforming growth factor f) ¢ uma das mais estudadas na
sinalizacdo da EMT e ¢ reguladora importante da proliferacao epitelial, fun¢do imune
e angiogénese (ELLIOTT e BLOBE 2005; WHITE et al. 2010). Estd envolvida no
processo de carcinogénese dos carcinomas epidermoéides (BENNETT et al. 2009) e
de metastatizacdo dos carcinomas de cabega e pescoco (CHEN et al. 2001; DU et al.
2016). Estudos em pacientes com cancer de cabeca e pescoco demonstram o
potencial do TGF- como preditor de resisténcia a radioterapia (AGOSTINI et al.
2017; POLAT et al. 2017) e preditor de resisténcia quimioterapia em linhagens de
carcinomas epidermoéides (OSHIMORI et al. 2015; BROWN et al. 2017). TGF-B
possui trés receptores, tipos I, II e III, e as sinalizacdes dependentes do receptor tipo I

do TGF-B sdo criticas no processo de crescimento e diferenciacdo celular e
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geralmente estdo alteradas no processo de tumorigénese (WRANA et al. 1994). Além
disso estudos demonstram que alteragdes destes receptores, como perda de fungao,
mutagdes e polimorfismos sdo encontrados em cancer de cabega e pescogo € podem
estar envolvidos no processo de metastatizacdo (KNOBLOCH et al. 2001; LU et al.
2016), o que torna esta via de particular interesse nos pacientes com CECP
localmente avancgados.

A MMP2 (matrix metalloproteinase 2) faz parte de uma familia de proteinas
chamadas gelatinases, que sdo capazes de quebrar a matriz extracelular (RYDLOVA
et al. 2008). A degradagdo da matriz extracelular ¢ um evento chave no processo de
progressdo, invasdo € metastatizagdo dos carcinomas de cabeca e pescogo
(CHAUDHARY et al. 2010). Existem dados sugerindo que, nestes tumores, a
expressio de MMP-2 pode se correlacionar com histologia pouco diferenciada,
estagio T e metastase linfonodal cervical (BURDUK et al. 2014; LIU et al. 2015;
LOTFI et al. 2015). Consequentemente, a expressao de MMP2 em CECP sugere um
impacto prognostico, além do potencial como alvo terapéutico neste cenario
(ROSENTHAL e MATRISIAN 2006; CHIEN et al. 2013). Por fim a MMP2 também
pode ser regulada pela TGF-p, e a interagdo entre ambos pode dar inicio a cascata de
eventos relacionados a proliferacdo, sobrevivéncia celular e invasdo neoplésica
(MICALIZZI et al. 2010).

Como pode-se observar, ha estudos mostrando correlacdo entre expressao de
genes de resisténcia e sensibilidade as drogas e resposta a terapia, mas rarissimos
mostram essa expressao nas CTCs, o que possibilitaria uma tentativa de
personalizacdo do tratamento inicial, bem como uma monitorizacdo ao longo do
tratamento, como uma técnica pouco invasiva. Além disso, outros potenciais
marcadores de resisténcia a quimioterapia foram pouco estudados em cancer de
cabeca e pescogo, como o0 MRP-7 ou MRP-2. Ainda mais no cenario de tratamento
de CECP localmente avangado, no qual sdo opgdes terapia com platina, taxanos ou o
anticorpo monoclonal anti-EGFR (cetuximabe), em diferentes combinacdes e
sequéncias. Desta forma, a analise de expressdo de proteinas relacionadas a potencial
resisténcia a estas drogas, particularmente em CTCs (bidpsia liquida), pode ser de

fundamental importancia para escolha de modalidade terapéutica.
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Outro cenario que nao foi explorado € a expressao de marcadores de EMT em
CTCs, estratégia esta que se torna extremamente atraente ao se utilizar uma técnica
que isola as células integras e independente da marcagdo de citoqueratinas, podendo

servir como marcador progndstico ou mesmo como potenciais alvos terapéuticos.

1.5 ISET E DETECCAO DE CTCS

Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells (ISET) constitui um método direto
de enriquecimento das células epiteliais por filtracdo. Baseia-se na observagao de que
a maioria dos leucécitos do sangue periférico (linfocitos e neutrofilos) sdo as
menores células do corpo, com um tamanho que varia de 8 a 11 pm. Desta forma,
estas células podem ser eliminadas por filtracdo do sangue através de uma membrana
de policarbonato com poros calibrados de 8 um. A simplicidade do método evita a
perda de células raras em multiplos passos de isolamento. Apds isoladas, as CTCs
podem ser avaliadas por Giemsa, hematoxilina-eosina, ou caracterizadas por
imunocitoquimica (ICC), FISH (fluorescence in situ hybridization), TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) ou microdissecadas
para analise molecular (PATERLINI-BRECHOT e BENALI 2007).

MENG et al. (2004) relataram que o didmetro das CTCs de pacientes com
cancer de mama variou de 29,8 a 34,9 um. As células foram isoladas pelo ISET, que
conservou a morfologia das células, tornando facil sua distingdo das células nao-
tumorais por exame citopatologico.

FARACE et al. (2011) enumeraram CTCs em 60 pacientes com carcinomas
metastaticos de mama, prostata e pulmio, usando CellSearch System®™ e ISET.
Resultados concordantes foram obtidos em 55% das pacientes com cancer de mama
(11 de 20), em 60% (12 de 20) dos pacientes com cancer de prostata e em 20% (4 de
20) dos pacientes com céancer de pulmdo. Os resultados discrepantes foram
explicados pelos autores pela limitagio que o CellSearch System® tem de detectar as
CTCs apenas pela marcagdo com EpCAM.

As principais vantagens do ISET sobre outras técnicas estudadas sdo a ndo
dependéncia de marcacgdo de citoqueratinas para identificagdo das células tumorais, o

que possibilita que CTCs em processo de EMT e também sem essa marcacio sejam
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identificadas, além da possibilidade de caracterizacdo morfoldgica, fenotipica e
genotipica das CTCs, visto ser possivel o isolamento com a integridade celular

preservada.

1.6 JUSTIFICATIVA

Apesar dos relatos na literatura sobre identificagdo de CTCs e sua correlagao
com prognostico em alguns tumores, o seu papel na pratica clinica ainda esta por ser
determinado. Especialmente em CECP, o impacto prognostico de CTCs antes do
inicio do tratamento ndo esta estabelecido até o momento. Existe grande interesse no
desenvolvimento de estudos prospectivos que analisem as implicagdes progndsticas,
correlagdo com estadiamento clinico e individualizagdo terapéutica que possam ser
determinados pela detec¢do, analise quantitativa e qualitativa de CTCs nas diversas
etapas do tratamento oncologico em CECP.

A disponibilidade de uma nova ferramenta como a biopsia liquida ganha
potencial de uso na pratica quando discutimos o tratamento de CECP, pois trata-se de
entidade de apresentagdo e abordagem terapéutica diversa, quando consideramos o
tratamento efetuado nas diversas instituicoes brasileiras e internacionais. No
tratamento multidisciplinar de CECP localmente avangado, vérias estratégias sdo
aceitas (cirurgia seguida de radioterapia ou quimiorradioterapia; quimioterapia de
inducdo seguida de quimiorradioterapia ou biorradioterapia; quimiorradioterapia ou
biorradioterapia como tratamento isolado) sendo, portanto, de grande valia a
disponibilidade de instrumentos que possibilitem avaliar individualmente pacientes
no decurso dos tratamentos propostos.

Especialmente para pacientes com doenga locorregional avangada, o uso das
CTCs traz interesse, ndo somente como fator prognostico de resposta ao tratamento e
desfecho clinico, mas como potencial fator preditor de resposta as diversas
modalidades de tratamento que podem ser empregadas. Por meio da pesquisa e
isolamento de CTCs poderemos identificar potenciais marcadores nas células ou
correlacionar sua propria dindmica com desfechos de cada tratamento. Por exemplo,
pacientes com doenga localmente avangada e CTCs em altos niveis talvez sejam

melhores candidatos a realizacdo de estratégias com quimioterapia de indu¢do, para
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eliminagdo de doenca micrometastatica; por outro lado, pacientes com auséncia de
CTCs ou baixos niveis poderiam ser poupados de tratamento sistémico muito
intenso, priorizando-se a estratégia em controle local com radioterapia concomitante
a cisplatina ou cetuximabe.

Outro aspecto promissor do isolamento de CTCs ¢ a possibilidade de analise
de expressao de genes de resisténcia/sensibilidade aos tratamentos sistémicos
empregados como platina (ERCC1), cetuximabe (EGFR) e taxanos (B-tubulina III,
MRP-2, MRP-7). Caso estes marcadores se mostrem bons preditores de resposta a
estes tratamentos, poderemos direcionar as estratégias aos pacientes. E uma vez que
a técnica do ISET nao depende de marcagdo de citoqueratinas, traz a possibilidade de
avaliagdo da expressao de biomarcadores de EMT (MMP2 e TGFBRI), avaliando seu
papel prognostico, preditivo ou mesmo como potencial alvo terapéutico.

Por fim, a andlise de CTCs ao término do tratamento local (radioterapia) pode
determinar pacientes com presenga de doenga residual minima € com maiores riscos
de recidiva, podendo servir, no futuro, como um indicador de necessidade de terapia
sistémica complementar, estratégia esta ndo comprovada como eficaz até o0 momento

em cancer de cabeca e pescogo localmente avangado.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a taxa de deteccdo de CTCs em pacientes portadores de cancer de

cabeca e pescogo localmente avancado antes e apds o tratamento, correlacionando

sua andlise quantitativa com desfechos clinicos como sobrevida global, sobrevida

livre de progressao e taxa de resposta ao tratamento.

2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar se a presenca de micro€émbolos circulantes antes e apds o tratamento
correlaciona-se com desfechos clinicos

Avaliar se a variacdo dos niveis de CTCs durante o tratamento (cinética)
correlaciona-se com desfechos clinicos.

Avaliar se a analise quantitativa de CTCs antes do tratamento pode ser fator
preditivo de desfechos clinicos de acordo com a estratégia de tratamento
empregada.

Avaliar a correlacdo entre a expressdo de genes de resisténcia a drogas
(ERCCI1, B-tubulina III, EGFR, MRP-2 ¢ MRP-7) e marcadores de transicao
epitélio mesenquima (TGFBRI e MMP-2) nas CTCs e desfechos clinicos.
Avaliar a correlacdo entre a expressao de genes de resisténcia a drogas
(ERCCI1, B-tubulina I1I, EGFR, MRP-2 ¢ MRP-7) e marcadores de transicao
epitélio mesenquima (TGFBRI e MMP-2) nas CTCs e resposta as diferentes
estratégias de tratamento empregadas.

Avaliar a correlacdo entre a expressao de genes de resisténcia a drogas
(ERCCI1, B-tubulina I1I, EGFR, MRP-2 ¢ MRP-7) e marcadores de transicao
epitélio mesenquima (TGFBRI e MMP-2) nos microémbolos e desfechos

clinicos.
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3 MATERIAL E METODO

Estudo prospectivo, unicéntrico, nao randomizado, com coleta de sangue total
de pacientes com cancer de cabeca e pescogo localmente avancado, EC III e IV, ndo
metastaticos, candidatos a tratamento cirtirgico ou ndo cirirgico inicial, com intuito
curativo, ¢ que teve como controle negativo, sangue de individuos sadios e como
controle positivo, este mesmo sangue spiked com células tumorais de faringe
mantidas em cultura. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
AC Camargo Cancer Center sob o nimero 1777/13 em 08 de novembro de 2013 e
financiado por verba FAPESP processo 2013/08125-7.

Pacientes foram convidados a participar do estudo, com esclarecimento de
riscos e potenciais beneficios. Todos os pacientes tiveram suas duvidas esclarecidas e
expressaram sua inten¢do voluntdria de participar do estudo apos lerem e assinarem o
termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — apéndice 1). Estdo contidas no
TCLE questoes ligadas a voluntariedade, manutengao do direito ao sigilo médico e
possibilidade de retirada do consentimento a qualquer momento como medida

unilateral, sem Onus para o paciente.

3.1 CRITERIOS GERAIS DE INCLUSAO

Foram incluidos nesse estudo pacientes que preenchiam os seguintes critérios:

1 Idade igual ou superior a 18 anos;
2 Diagnostico histologico confirmado de carcinoma epidermoide;
3 Sitio primario em cavidade oral, orofaringe, laringe, hipofaringe ou cervical

de sitio primario oculto;

4 Pacientes portadores de doenga localmente avangada (estagios clinicos III,
IVA e IVB pela AJCC 7* edi¢do), ndo metastatica;

5 Tratamento com intengdo curativa;

6 Tratamento ndo cirurgico definitivo inicial (preservagdo de 6rgdo ou doenga
irressecavel) ou tratamento cirurgico inicial com indicacdo de

quimiorradioterapia adjuvante, contemplando uma das seguintes estratégias:
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a. Radioterapia combinada a quimioterapia (quimiorradioterapia)
definitiva;

b. Radioterapia combinada a terapia alvo (biorradioterapia) definitiva;

c. Quimioterapia de indu¢do seguida de quimiorradioterapia ou

biorradioterapia definitiva;
d. Radioterapia combinada a quimioterapia (quimiorradioterapia)

adjuvante a cirurgia.

7 Asinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.2 CRITERIOS GERAIS DE EXCLUSAO
Foram excluidos desse estudo pacientes que apresentarem as seguintes

caracteristicas:

1 Pacientes que tiverem realizado cirurgia ou procedimento cirirgico nos
ultimos trés dias;

2 Pacientes com historia prévia de outra neoplasia em atividade nos ultimos 5
anos.

3.3 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Todos os participantes tiveram 8 mL de sangue coletados na primeira visita e

a cada visita programada, conforme previsto no desenho do estudo.

A identificagdo dos pacientes foi feita por cddigos para preservar sua

confidencialidade.

A coleta foi realizada em diferentes momentos de acordo com o cenario de

tratamento do paciente:

1

Pacientes portadores de doenca localmente avancada ndo metastatica com

indicagdo de tratamento ndo cirdrgico com intuito curativo (preservagao de

orgdo ou doenca irressecavel):

a. Candidatos a quimiorradioterapia ou biorradioterapia como terapia
inicial: a coleta foi realizada até 4 semanas antes do inicio do tratamento

radioterapico e até 6 semanas apos seu término;
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b. Candidatos a quimioterapia de indug¢do seguida de quimiorradioterapia
ou biorradioterapia: a coleta foi realizada até 4 semanas antes do inicio
da quimioterapia de inducdo e até 6 semanas apds o término da
radioterapia.

2 Pacientes portadores de doenga localmente avangcada ndo metastatica
candidatos a tratamento cirargico inicial com intuito curativo e com indicagao

de tratamento adjuvante com quimiorradioterapia: a coleta foi realizada até 4

semanas antes do inicio da radioterapia (pelo menos duas semanas apods a

cirurgia) e até 6 semanas apds o término da radioterapia.

3.4 AMOSTRAS DE SANGUE

3.4.1 Isolamento, purificacio, contagem, caracterizacio e imunocitoquimica de
CTCs

Para contagem e caracterizagdo das CTCs, utilizamos o sistema ISET
(Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells). As amostras de sangue periférico do
paciente foram coletadas em tubos com EDTA e diluidas com ISET Buffer™
(RareCells Diagnostics, Paris, Franga) 1:10. Apds 10 minutos de incubagdo as

amostras foram transferidas para o bloco (ISET Block™

), contendo a membrana de
policarbonato com spots cilindricos de 8 um de didmetro. A amostra de sangue foi
entdo filtrada por aspiracdo sob vacuo e, em seguida, a membrana lavada com PBS,
retirada do ISET Block™ e, quando seca, armazenada a -20 ° C.

Para confirmar a existéncia de células nos spots e avalia-las, foi feita
imunocitoquimica com os marcadores desejados, em todos os spots de todas as
coletas.

Para a realizagdo da imunocitoquimica os spots das membranas foram
cortados e colocados em placas de 24 pocos. Para a recuperacdo antigénica, cada spot
foi incubado com 1 mL de Target Retrieval Solution (1x) (Dako™) e aquecido em
banho-maria em microondas por trés vezes de aproximadamente dois minutos cada,
até a dgua do banho-maria atingir fervura. Apds o terceiro aquecimento, a placa ficou

em temperatura ambiente (20 minutos). Cada spot foi hidratado com 160ul de TBS

(20 minutos). As células foram entdo permeabilizadas com 160ul de TBS 0,2%



33

Triton X-100 por 5 min a temperatura ambiente. Apds uma nova lavagem com TBS,
as membranas foram incubadas por 15 minutos, no escuro e a temperatura ambiente,
com uma solucdo a 3% de peroxido de hidrogénio, e lavadas novamente com TBS.
Em seguida o anticorpo escolhido foi aplicado aos spots e incubado por duas horas
(ver tabela 2 com a descrigdo dos anticorpos). Para o controle negativo, o anticorpo
primario foi omitido. Como controle positivo, células sabidamente positivas para as
proteinas testadas foram mantidas em cultura e filtradas na membrana ISET e depois

submetidas a reagdo de imunocitoquimica.

Tabela 2 - Descricao detalhada dos anticorpos testados nas CTCs

Linhagem para

Anticorpo  Diluicio Clone Caédigo Fabricante Controle positivo
CTC
TGFpBRI 1/100 Policlonal CSB-PA061850 Cusabio A549
CD45 1/100 Policlonal CSB-PA010546 Cusabio Leucdcitos
CSB-
ERCC1 1/100 Policlonal Cusabio A549
PA007769GA01HU
MRP2 1/50 Policlonal CSB-PA073204 Cusabio MCEF7
CSB-
MMP2 1/100 Policlonal Cusabio PC3
PA014666GAOIHU
MRP7
1/50 Policlonal CSB-PA073204 Cusabio MCF7
(ABCC10)
CSB-
EGFR 1/200 Policlonal Cusabio FaDu
PA007479GA01HU
B-Tubulina CSB-
1/100 Policlonal Cusabio LN18
I PA03874A0RD

Apbs incubagdo com anticorpo, os spots foram lavados novamente com TBS,
incubados por 30 minutos em Dual Long System HRP (Dako™) e revelados pelo
cromégeno DAB (Dako™) (5 min). Para leitura, os spots foram corados com
hematoxilina por um minuto e aderidos as ldminas com meio de montagem aquoso.

Para a realizacdo da dupla marcag¢do imunocitoquimica, o mesmo protocolo
descrito acima foi realizado. No entanto, apds a utilizacdo do DAB, realizamos uma
incubagdo de uma hora com o segundo anticorpo primario, seguida por outra

incubagio de 20 minutos com o Rabbit/Mouse (LINK) (Kit Envision™ G/2
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System/AP). Apos lavagem com TBS, o spot foi incubado por 30 minutos com AP
Enzyme (Enhancer). O segundo anticorpo foi revelado por Permanent Red.

As laminas foram examinadas no microscopio de luz branca, BX61 —
Olympus, (Toquio, Japao) acoplado a camera digital de alta resolugdo SC100 -
Olympus, (Téquio, Japao). As CTCs foram caracterizadas de acordo com os
seguintes critérios, publicados por KREBS et al. (2012): tamanho nuclear igual ou
maior que 16um, irregularidade do contorno nuclear, presenga de citoplasma visivel,
alta propor¢ao nucleo-citoplasma (>0,8). A estes critérios, acrescentamos também a
negatividade para expressao de CD45 (marcador leucocitario).

Quando faltavam qualquer dos critérios descritos, as células eram
classificadas como atipicas. Os resultados foram dados em niimero de CTCs por mL
de sangue, conforme andlise estatistica realizada por KREBS et al. (2012), contando
CTCs em 4 spots da membrana ou mais.

Analisamos também, os pacientes com presenga ¢ auséncia de microémbolos
tumorais circulantes (ME), classificados como grupos de CTCs contendo trés ou

mais células (KREBS et al. 2012).

3.5 ANALISE ESTASTISTICA

Para as varidveis quantitativas foram consideradas as medidas resumo de
posi¢do e dispersdao, como média, mediana, desvio padrao e valores minimo e
maximo. Ja para as variaveis qualitativas, as frequéncias absoluta e relativa (%) sao
apresentadas.

Para avaliar uma possivel associa¢do entre duas varidveis qualitativas, foi
utilizado o teste qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher, quando
apropriado. Para a comparacdo de dois grupos ou mais em relagdo as varidveis
quantitativas, foi considerado o teste paramétrico t de Student ou o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (dois grupos independentes) ou o teste de Kruskal-
Wallis (3 ou mais grupos independentes) seguido de uma comparacao multipla com
corregdo de Bonferroni, a depender da distribuicdo da variavel quantitativa de

interesse e do nimero de pacientes em cada grupo.
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As fungdes de sobrevida global e livre de progressao foram estimadas por
meio do estimador de Kaplan-Meier, bem como a comparacdo entre as curvas pelo
teste log-rank. Com o objetivo de determinar um ponto de corte para a contagem de
CTCs/ml em relagdo aos desfechos de sobrevida global e livre de progressao, a
técnica proposta por LAUSEN e SCHUMACHER (1992) foi aplicada. Essa proposta
visa obter o "melhor" valor de ponto de corte (cut-off) com o objetivo de
“discriminar” as curvas de sobrevivéncia. A estimativa do cut-off ¢ obtida por meio
da maximizagdo da estatistica log-rank padronizada. Além disso, o modelo de riscos
proporcionais de COX (1972) foi ajustado aos dados para descrever a relacdo entre
as variaveis independentes e o tempo até o Obito/recidiva. Todas as varidveis com
valor de p inferior a 0,10 no modelo de Cox simples foram consideradas no modelo
de Cox multiplo, sendo que outras varidveis poderiam ser incluidas de acordo com a
relevancia clinica. As varidveis do modelo de regressdo de Cox multiplo foram
selecionadas a partir do método de stepwise backward com p de entrada de 0,10,
obtendo assim o modelo final. Em todos os modelos foi avaliada a suposi¢do de
proporcionalidade por meio dos residuos de SCHOENFELD e RICHTER (1982),
GRAMBSCH ¢ THERNEAU (1994). Em todos os casos temos evidéncias de que o
efeito das covariaveis sao constantes ao longo do tempo, justificando assim o uso do
modelo de Cox.

A sobrevida global (SG) foi calculada da data do diagnostico até o 6bito. A
sobrevida livre de progressao (SLP) foi calculada da data do diagnostico até
progressao ou recidiva de doenga. A resposta ao tratamento foi avaliada de acordo
com os critérios de RECIST 1.1 (EINSENHAUER et al. 2009), sendo as imagens
realizadas 8 semanas apds o término da radioterapia.

Um ponto de corte para a contagem de CTCs/mL e a resposta completa ao
tratamento foi obtido por meio da curva ROC, em que o ponto foi escolhido com
base em uma otimizagdo de especificidade e sensibilidade.

Em todos os testes de hipdteses o nivel de significancia foi fixado em 5%.
Assim, resultados cujos valores p foram menores que 0,05 foram considerados
como significativos. A andlise dos dados foi realizada por meio do software IBM

SPSS versao 24 e no software R, versdo 3.5 (R Core Team 2018).
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Foram incluidos 83 pacientes entre janeiro de 2014 e novembro de 2017, com
idade média de 60 anos (25-83), maioria homens (69/83; 83%) e com sitio primario
em orofaringe (42/83; 50,6%). Dos 42 pacientes portadores de tumores de
orofaringe, a pesquisa de pl6 foi realizada em 25 pacientes (maioria pl6 positiva,
22/25), sendo o status de pl6 desconhecido no restante dos pacientes. Historia de
tabagismo, considerada como carga tabagica maior ou igual a 10 anos/mago, estava
presente em cerca de 70% dos pacientes. A maioria dos pacientes apresentava doenca
bastante avancada com tumores T3 e T4 em cerca de 70% e acometimento linfonodal
2 N2b em 67,5% dos pacientes (utilizando estagiamento de acordo com a 7% edigdo
do AJCC — American Joint Comittee on Cancer).

Em relagdo a estratégia de tratamento, 80% dos pacientes foram tratados de
maneira ndo cirargica (67/83), sendo a quimioterapia de inducdo utilizada em quase
metade (33/67) e estratégias de radioterapia upfront concomitante a cisplatina ou
cetuximabe na metade restante dos pacientes (19 pacientes receberam cisplatina e 15
cetuximabe). Cerca de 20% da amostra (n=16) foi composta de pacientes tratados
com cirurgia inicial, sendo que todos estes receberam radioterapia concomitante a
cisplatina como tratamento adjuvante. As caracteristicas demograficas dos pacientes

podem ser visualizadas na tabela 3.



Tabela 3 - Caracteristicas demograficas da populacao do estudo.

Caracteristica n %
Idade
Mediana 60 -
Variagao 25-83 -
Género
Masculino 69 83
Feminino 14 17
Sitio Priméario
Orofaringe 42 50,6
Cavidade Oral 14 16,9
Laringe 13 15,7
Hipofaringe 10 12
Primério Oculto 4 4,8
p16 (apenas orofaringe) 42
Positivo 22 52,3
Negativo 3 7,1
Desconhecido 17 40,4
Tabagismo
< 10 anos/mago 25 30,1
> 10 anos/mago 58 69,9
T
TO 8 9,6
T1 4 4,8
T2 13 15,7
T3 25 30,1
T4 33 39,7
N
NO 15 18,1
N1 8 9,6
N2a 4 4,8
N2b 20 24,1
N2c¢ 19 22,9
N3 17 20,5
AJCC
11 16 19,3
IVA 46 55,4
IVB 21 25,3
Tratamento definitivo 67 80,7
Quimioterapia de indugdo 33 49,2
Radioterapia + cisplatina 19 28,3
Radioterapia + cetuximabe 15 22,3
Tratamento adjuvante 16 19,3
Radioterapia + Cisplatina 16 100
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4.2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E IMPACTO EM
SOBREVIDA

Em relagdo as caracteristicas demograficas e sobrevida, os tumores primarios
de orofaringe apresentaram melhor sobrevida global (SG) em relacdo aos sitios
primarios nao-orofaringe (p=0,021), assim como status pl6 positivo versus negativo
ou desconhecido (p=0,007), porém nao houve diferenca estatistica entre estas
caracteristicas e sobrevida livre progressao (SLP), apesar da diferenca numérica em
SLP em dois anos (p=0,058 e p=0,327 respectivamente). Idade maior ou igual a 70
anos e historico de tabagismo se correlacionaram com pior SG (p=0,006 e p=0,016
respectivamente), porém a diferenca em SLP ndo foi significativa (p=0,460 e
p=0,116). O estagio T se correlacionou de maneira significativa com a SG e SLP
(p=0,016 e p=0,021 respectivamente), enquanto estagio N, sexo e estagio pela AJCC
ndo apresentaram correlacdo com SG ou SLP. Tabelas com a relagdo entre as
carateristicas clinicas e desfechos de SG e SLP, além de curvas de sobrevida para
idade, sitio primario, status pl6, tabagismo e estagio T podem ser observados no

Apéndice 2.

43 TAXA DE DETECCAO DE CTCS E CORRELACAO DA
CONTAGEM DE CTCS BASELINE COM CARACTERISTICAS
CLINICAS

Utilizando o sistema /SET foram detectadas CTCs antes do tratamento em 78
dos 83 pacientes do estudo, perfazendo uma taxa de detec¢ao de 94%, com uma
mediana quantitativa de CTCs de 3,5 por mL (desvio padrdo: 3,2), variando de 0 a
19. Analisando separadamente, o subgrupo de pacientes em tratamento adjuvante, ou
seja, sem doenca in loco no momento da coleta e inicio de tratamento, CTCs foram
detectadas em 15 dos 16 pacientes (taxa de deteccdo de 93,7%). Ja o subgrupo de
pacientes em tratamento definitivo teve CTCs detectadas antes do tratamento em 63
das 67 amostras, com uma taxa de deteccao de 94% neste cenario.

Analisando a correlagdo entre contagens de CTCs baseline e caracteristicas

clinicas dos pacientes, ndo houve rela¢do entre o valor médio quantitativo de CTCs
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antes do tratamento e género, sitio primario (orofaringe x nao orofaringe), status do
pl6, idade, historico de tabagismo ou estagio T. Houve relagdo com estagio N, com
pacientes com doenga N2 e N3 apresentando significativamente média de CTCs
baseline maior em comparacdo com doenca NO ou N1 (p=0,024), entretanto quando
analisamos os pacientes com estagio N2¢ e N3, ndo houve diferengca em comparagio

com estagios < N2b (p=0,123), conforme podemos observar na Figura 1.
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Figura 1 - Box-plot demonstrando a relacdo entre contagens de CTCs baseline e

estagio N.

Também houve relagao entre a contagem média de CTCs baseline o estagio
pela AJCC, com pacientes em estagio IVB apresentando médias significativamente
maiores em relagdo a estagio III (p=0,03), porém sem diferenca significativa quando
comparamos estagio III versus IVA (p=1,0) ou IVA versus IVB (p=0,086), conforme
demonstrado na figura 2. A analise da correlagdo de contagens de CTCs baseline e

caracteristicas clinicas pode ser observada na Tabela 4.
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Figura 2 - Box-plot demonstrando a relagdo entre contagens de CTCs baseline e

estagio pela AJCC.
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Tabela 4 - Relagcdo entre médias de contagens de CTCs baseline e caracteristicas
clinicas dos pacientes.

Caracteristica Média de CTCs/mL Variacao P
Baseline (DP)
Idade
> 70 anos 3,6 (2,6) 0-9,2 0,461
<70 anos 3,4(3,3) 0-19
Género
Masculino 3,7 (3,4) 0-19 0,212
Feminino 2,4 (1,8) 0-5,7
Sitio Primario
Orofaringe 3,2 (2,1) 0-7,5 0,458
Nao orofaringe 3,7 (4,0) 0-19
Status p16
Positivo 3,2(1,9) 0-7,5 0,570
Negativo / Desconhecido 3,0(2,3) 0,1-7,2
Tabagismo
> 10 nos/mago 3,7 3,5 0-19 0,551
< 10 anos/mago 2,9 (2,1) 0-7,5
Estagio T
TO, T1 ou T2 3,2 (1,8) 0-7,5 0,619
T3 ouT4 3,5(3,6) 0-19
Estagio N
NO ou N1 2,5(2,7) 0-11,5 0,024
N2 ou N3 3,9 (3,3) 0-19
Estagio N
NO, N1, N2a ou N2b 3,0 (2,7) 0-11,5 0,123
N2c ou N3 4,1 (3,6) 0-19
AJCC
I 2,3(2,4) 0-8 1,0%*
IVA 3,1 (2,6) 0-11,5 0,084%*
IVB 5,2(4,3) 0,2-19 0,030%**

*comparacdo entre estagio Il x IVA; **comparacdo entre estagio IVA x IVB; ***comparagéo entre

estagio I x IVB.

44 IMPACTO PROGNOSTICO DA CONTAGEM DE CTCS ANTES
DO TRATAMENTO (BASELINE)

Com um tempo de seguimento mediano de 27,6 meses, houve correlagao
significativa entre a contagem de CTCs baseline e SG. Como variavel continua, para
cada aumento de 1 CTC antes do tratamento houve um aumento significativo do
risco de obito de 18% (HR=1,18; IC95%: 1,06-1,31; p<0,001). A figura 3 representa
de maneira grafica a correlacdo entre aumento de CTCs baseline e aumento do risco

de obito, partindo de auséncia de CTCs como HR=1,0 e a tabela 5 demonstra de
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maneira numérica o incremento do risco de 6bito de acordo com o aumento de CTCs

baseline, considerando novamente auséncia de CTCs como HR=1,0.

HR
3
!

Figura 3 - Correlagao entre contagem de CTCs baseline (eixo x) e risco de dbito

(HR; eixo y) considerando HR=1,00 para auséncias de CTCs.

Tabela 5 - Correlacdo entre incremento do nimero de CTCs baseline e aumento do
risco de 6bito (HR), considerando auséncia de CTCs como HR=1,0.

CTCs Baseline (n/ml)

Hazard Ratio (HR)

1

1,18

1,39

1,65

1,95

231

2,74

3,24

3,83

O| 0| | &N | K| W N

4,53

—_
(=)

5,36
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Também houve correlagao significativa entre contagem de CTCs baseline ¢
SLP. Como variavel continua, para cada aumento de 1 CTC antes do tratamento,
houve um aumento significativo de 16% no risco de progressao (HR=1,16; IC95%:
1,04-1,28; p=0,004). A figura 4 representa de maneira grafica a correlacdo entre
aumento de CTCs baseline e aumento do risco de progresao, partindo de auséncia de
CTCs como HR=1,0 e a tabela 6 demonstra de maneira numérica o incremento do

risco de progressao de acordo com o aumento de CTCs baseline.

HR

CTC

Figura 4 - Correlagdo entre contagem de CTCs baseline (eixo X) e risco de

progressdo de doenga (HR; eixo y) considerando HR=1.0 para auséncias de CTCs.
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Tabela 6 - Correlagdo entre incremento do nimero de CTCs baseline ¢ aumento do
risco de progressdo, considerando auséncia de CTCs como HR=1.0.

CTCs Baseline (n/ml) Hazard Ratio (HR)
1 1,16
1,34
1,56
1,82
211
2,45
2,85
3,32
3,85
4,48

O| 0| | | V| Bl W[ DN

—_
(=)

Para estabelecer um ponto de corte de CTCs baseline correlacionado com
desfechos clinicos foi utilizado o teste de Lausen e Schumacher, que analisa diversos
pontos de corte de CTCs antes do tratamento e sua correlagio com o risco do
desfecho, ou seja, risco de obito para SG ou risco de progressao para SLP.

Analisando o teste de Lausen e Schumacher para SG, evidenciou-se o ponto
de corte de CTCs acima de 6,5 como associado a maior risco de Obito, conforme

pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Andlise de pontos de corte de CTCs baseline e risco de Obito,

demonstrando CTCs acima de 6,5/mL como ponto de corte ideal.

Analisando este ponto de corte, foi demonstrado impacto significativo da
contagem de CTCs baseline e SG, com estimativa de sobrevida em dois anos de
85,6% para pacientes com contagem de CTCs baseline menor que 6,5 ¢ apenas
22,9% para pacientes com contagens maiores ou iguais a 6,5, com SG mediana nao
atingida versus 14,5 meses respectivamente (HR=0,18; 1C95%: 0,06-0,49; p<0,001),

conforme demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 - Curvas de Kaplan Meier correlacionando CTCs baseline (< ou > 6.5/mL)

e sobrevida global.

Apesar do impacto bastante significativo em SG utilizando-se o ponto de
corte de 6,5, apenas 11 pacientes de nossa amostra (13%) se situavam acima desta
contagem, o que limita a aplicabilidade clinica do teste. Por este motivo, foi realizada
uma nova analise excluindo o extremo superior de contagem de CTCs baseline,
selecionando o segundo melhor ponto de corte em relacao ao impacto no desfecho de

SG, chegando ao valor de 2,8 CTCs/mL, conforme demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Analise de pontos de corte de CTCs baseline e risco de 6bito, excluindo o
extremo superior de contagem de CTCs, demonstrando CTCs acima de 2,8 como

segundo ponto de corte ideal.

Analisando o ponto de corte de 2,8 CTCs/mL, também houve impacto
significativo em SG, com estimativa em dois anos de 88% para pacientes com CTCs
baseline menor ou igual a 2,8 e de 70.3% para aqueles com CTCs acima de 2,8, com
SG mediana ndo atingida versus 52 meses, respectivamente (HR=0.30; 1C95%: 0.11-

0.83; p=0.015), conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Curvas de Kaplan Meier correlacionando CTCs baseline (< ou > 2.8/mL)

e sobrevida global.

Utilizando a mesma metodologia foi estabelecido o ponto de corte de CTCs
baseline que melhor se correlacionava com o desfecho de SLP, chegando ao valor de

3,8 CTCs/mL, conforme figura 9.
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Figura 9 - Analise de pontos de corte de CTCs baseline e risco de progressao,

demonstrando CTCs acima de 3,8 como ponto de corte ideal.

Analisando este ponto de corte, houve impacto significativo da contagem de
CTCs antes do tratamento e SLP, com estimativa em dois anos de 71,8% para
pacientes com CTCs menor ou igual a 3,8 e de 37% para pacientes com CTCs acima
de 3,8, com SLP mediana ndo atingida versus 17,4 meses (HR=0,32; 1C95%: 0,15-
0,67; p=0,001), conforme demsontrado na Figura 10.
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Figura 10 - Curvas de Kaplan Meier correlacionando CTCs baseline (< ou >

3.8/mL) e sobrevida livre de progressao.

Como analise exploratoria, apenas 5 dos 83 pacientes ndo apresentavam CTCs
detectaveis antes do inicio do tratamento (6%). Entre estes, nenhum apresentou
recidiva ou progressdo e apenas 1 evoluiu a Obito, por causa nao relacionada
diretamente ao cancer (complicacdes do tratamento).

Para andlise multivariada de SG foi construido um modelo levando em
consideracdo os fatores clinicos com impacto significativo, ou seja, idade em anos ¢
tabagismo em anos/macgo (como varaveis continuas), sitio primario (orofaringe x nao
orofaringe) e estagio T (TO, T1 e T2 x T3 e T4). O status pl6 ndo foi considerado
pelo nimero limitado de pacientes nesta categoria (subgrupo dos tumores de
orofaringe) e pelo fato de ndo ter ocorrido nenhum evento no grupo pl6 positivo, o
que impossibilita esta andlise. Ajustado para estes fatores, a contagem de CTCs
baseline se mostrou um fator progndstico significativo independente (HR=1,15;

1C95%: 1,03-1,29; p=0,009), conforme pode ser observado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Analise multivariada de sobrevida global para contagem de CTCs
baseline na populagao total do estudo (n=83).

Variavel HR (IC95%) P

Idade 1,05 (0,99-1,11) 0,062
Sitio Primario 0,78 (0,27-2,24) 0,645
Tabagismo 3,98 (0,41-38,36) 0,231
Estagio T 10,25 (1,25-83,69) 0,030
CTCs baseline 1,15 (1,03-1,29) 0,009

A contagem de CTCs baseline se manteve como fator progndstico
independente mesmo apoés a selecao de varidveis obtida por meio da técnica stepwise
(backward) destes fatores (HR=1,17; 1C95%: 1,05-1,31; p=0,005).

Para analise multivariada da SLP o modelo levou em consideragao a
caracteristica clinica com impacto significativo, ou seja, estagio T (TO,T1 e T2 x T3
e T4), e aquelas com p<0,2, que foram sitio primario (orofaringe x ndo orofaringe) e
tabagismo (como varidvel continua), além da idade (como variavel continua), por sua
importancia como fator progndstico, apesar do impacto nao significativo em SLP.
Mais uma vez o status p16 ndo foi considerado pelo numero de limitado de pacientes
com esta analise. Ajustado para estes fatores, a contagem de CTCs baseline foi um
fator prognostico significativo independente (HR=1,14; 1C95%: 1,03-1,26; p=0,011),

conforme Tabela 8.

Tabela 8 - Anélise multivariada de sobrevida livre de progressao para contagem de
CTCs baseline na populagao total do estudo (n=83).

Variavel HR (IC95%) P

Idade 1,01 (0,97-1,06) 0,516
Sitio Primario 0,71 (0,32-1,57) 0,404
Tabagismo 0,99 (0,98-1,01) 0,871
Estagio T 3,44 (1,17-10,12) 0,024
CTCs baseline 1,14 (1,03-1,26) 0,011
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Apos a selegdo de varidveis pela técnica stepwise (backward), a contagem de
CTCs baseline manteve-se como um fator progndstico independente (HR=1,14;
1C95%: 1,03-1,26; p=0,007).

Este tipo de andlise multivariada, levando em consideragdo os fatores clinicos
descritos para cada desfecho (sobrevida global e livre de progressdo), associados a
variavel de interesse foi utilizada ao longo do estudo sempre com essa mesma
metodologia. Um modelo inicial considerando todos os fatores € um modelo final,
ajustado através da selecdo de varidveis obtido pela técnica stepwise (backward), e
estardo descritos ao longo do texto apenas como modelo inicial ¢ modelo final.
Ressaltando que variaveis sem significancia no modelo inicial, usualmente nao sao
selecionadas para o modelo final, e consequentemente ndo tem estes resultados
descritos.

Na analise multivariada para os pontos de corte em relagdo a SG, o valor de
6,5 CTCs/mL foi um fator prognostico independente tanto no modelo inicial
(HR=0,28; 1C95%: 0,09-0,86; p=0,027) quanto no modelo final (HR=0,26; IC95%:
0,09-0,74; p=0,012). J& levando em considera¢do o valor de 2,8 CTCs/mL, ndo
houve significancia estatistica no modelo inicial (HR=0,39; 1C95%: 0,14-1,10;
p=0,077).

Avaliando o ponto de corte de 3,8 CTCs/mL e SLP, a anélise multivariada
demonstrou este ponto como um fator prognostico independente para SLP, tanto no
modelo inicial (HR=0,27; 1C95%: 0,12-0,56; p=0,001) quanto no modelo final
(HR=0,28; 1C95%: 0,13-0,59; p=0,001).

45 IMPACTO PROGNOSTICO DA PRESENCA DE
MICROEMBOLOS ANTES DO TRATAMENTO (BASELINE)

Microémbolos, definidos como 3 ou mais CTCs agrupadas e coesas, foram
detectados antes do tratamento em 23 dos 83 pacientes, perfazendo uma prevaléncia
de 27,7%, e houve correlagdo significativa da presenca de ME e contagem de CTCs
mais altas (p<0,001). A presenca de ME ndo se correlacionou de maneira
significativa com a SG, apesar da diferenga numérica na estimativa em dois anos,

que foi de 62.8% para pacientes com ME e de 84.3% nos pacientes sem ME
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detectaveis antes do tratamento (HR=2,32; 1C95%: 0,95-5,66; p=0,064), como

desmonstrado na figura 11.
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Figura 11 - Curvas de Kaplan Meier correlacionando presenca de microémbolos

antes do tratamento e sobrevida global.

Em relacdo a SLP, houve impacto significativo da presenca de ME baseline.
A estimativa em dois anos foi de 43% para os pacientes com ME detectaveis versus
65,3% para os pacientes sem ME antes do tratamento, com uma mediana de SLP de
16,7 meses versus mediana ndo atingida, respectivamente para ME positivo e
negativo (HR=2,70; 1C95%: 1,30-5,58; p=0,007), conforme demonstrado na Figura
12.
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Figura 12 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier correlacionando presenca de

microémbolos antes do tratamento e sobrevida livre de progressao.

Na analise multivariada, em rela¢do a SG, a presenca de ME permaneceu sem
significancia estatistica no modelo inicial (HR=1,84; 1C95%: 0,72-4,67; p=0,196).
Na andlise de SLP, a presenga de ME foi um fator prognostico independente, no
modelo inicial (HR=2,69; 1C95%: 1,27-5,68; p=0,009) e no modelo final (HR=2,58;
1C95%: 1,24-5,35; p=0,010).

4.6 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE
BIOMARCADORES POR IMUNOCITOQUIMICA NAS CTCS ANTES
DO TRATAMENTO (BASELINE)

Foi analisada a expressdo por imunocitoquimica de biomarcadores de

resisténcia ao tratamento ¢ de EMT nas CTCs antes do tratamento e sua correlagao



com desfechos de sobrevida. Exemplos de CTCs e ICC dos biomarcadores podem

ser observados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Fotomicrografias de Células Tumorais Circulantes (CTCs) isoladas do

sangue de pacientes com cancer de cabega ¢ pescoco localmente avangado. Pode-se

observar as CTCs e os poros da membrana de policarbonato de 8um de didmetro. A) CTC negativa

visualizada com hematoxilina e eosina (HE). B) CTC negativa. C) CTC negativa. D) ME negativo. E)

CTC duplo positivo para EGFR ¢ ERCCI (em marrom, coloragdo com DAB e em rosa, contra-

coloragdo com permanent red). F) CTC positiva para MRP-7. G) CTC positiva para TGFRI. H)

CTC positiva para MMP-2. I) CTC positiva para MRP-2. Todas as fotomicrografias foram tiradas em

microscopio optico, luz branca, aumento de 40x.
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Figura 14 - Fotomicrografias de Células Tumorais Circulantes (CTCs) isoladas do

sangue de pacientes com cancer de cabega e pescoco localmente avangado. Pode-se

observar as CTCs marcadas para diversos biomarcadores e os poros da membrana de policarbonato de

8um de didmetro. A) MRP-7. B) MRP-2. C) EGFR. D) ERCC1. E) MMP-2. F) TGFfRL

A Tabela 9 sumariza os achados em relacdo a SG, mostrando quantos
pacientes tiveram as CTCs testadas para cada um destes biomarcadores, a taxa de
positividade de cada um deles e sua correlagdo com a SG. Nem todos os pacientes
que apresentavam CTCs detectaveis antes do tratamento foram testados para todos os
biomarcadores, pois ¢ necessario um numero suficiente de CTCs para realizagdo de
todos os testes e de spots para leitura de CTCs, por este motivo o numero de
pacientes testados variou de 51 a 66. Nao houve impacto da expressdo de EGFR,
ERCCI1, B-tubulina III, MRP-2, MRP-7, TGFBRI ou MMP2 nas CTCs baseline em
SG.
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Tabela 9 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
CTCs antes do tratamento (baseline) e sobrevida global

SG SG
Biomarcador ! n (%) Mediana 2 anos HR (IC 95%) p
Testado
(meses) (%)
EGFR 66
Positivo 49 (74) 52,5 73,7 2,88 (0,64-12,95) 0,168
Negativo 17 (26) NA 92,3
ERCC1 55
Positivo 10 (18) NA 100 0,34 (0,04-2,67) 0,307
Negativo 45 (82) NA 77,6
p-tubulina ITI 58
Positivo 26 (45) 52,5 67,3 2,85 (0,87-9,27) 0,081
Negativo 32 (55) NA 85,6
MRP-2 54
Positivo 26 (48) NA 82,8 0,79 (0,27-2,31) 0,680
Negativo 28 (52) NA 74,7
MRP-7 51
Positivo 27 (53) NA 79,5 1,07 (0,33-3,43) 0,898
Negativo 24 (47) NA 78,9
TGFBRI 52
Positivo 6(12) NA 100 * 0,192
Negativo 46 (88) NA 75,4
MMP2 58
Positivo 43 (74) 52,5 72,2 1,34 (0,43-4,14) 0,603
Negativo 15 (26) NA 85,6

* Regressdo de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago TGFBRI positivo.

NA: ndo alcangada

Os dois biomarcadores que apresentam diferencas numéricas em estimativa
de SG em dois anos, porém sem diferenca estatistica, foram o EGFR, com estimativa
em dois anos de 73,7% para EGFR positivo versus 92,3% para negativo (HR=2,88;
1C95%: 0,64-12,95; p=0,198), e a B-tubulina III, com estimativa em dois anos de
67,3% para CTCs positivas versus 85,6% para negativas (HR=2,85; 1C95%: 0,87-
9,27; p=0,081). As curvas de Kaplan Meier para SG destes dois biomarcadores

podem ser visulizadas na Figura 15.
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Figura 15 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global de acordo com expressao

de EGFR (A) e Beta-tubulina 3 (B) em CTCs antes do tratamento.

Na andlise multivariada, o EGFR permaneceu sem significancia estatistica para
SG (HR=1,15; IC95%: 0,22-5,80; p=0,864) no modelo inicial, enquanto a B-tubulina
IIT atingiu significancia estatistica no modelo inicial (HR=5,14; 1C95%: 1,07-24,609;
p=0,040), mas nao foi selecionada apos ajuste para o modelo final.

Nao houve correlagdo entre a expressao dos biomarcadores em CTCs baseline e

SLP, conforme sumarizado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
CTCs antes do tratamento (baseline) e sobrevida livre de progressao.

Biomarcador SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)

EGFR
Positivo 24,9 51,4 1,69 (0,64-4,47) 0,288
Negativo NA 66,6

ERCC1
Positivo NA 77,8 0,42 (0,09-1,84) 0,254
Negativo NA 51,8

p-tubulina III
Positivo 52,5 59,0 1,21 (0,50-2,92) 0,661
Negativo NA 62,7

MRP-2
Positivo 24,9 54,6 1,40 (0,59-3,34) 0,443
Negativo NA 59,6

MRP-7
Positivo NA 62,4 0,96 (0,37-2,51) 0,898
Negativo NA 57,4

TGFpRI
Positivo NA 62,5 1,01 (0,23-4,42) 0,989
Negativo NA 61,9

MMP2
Positivo 24,9 52,1 1,34 (0,43-4,14) 0,603
Negativo NA 57,8

NA: ndo alcangada

4.7 1IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE
BIOMARCADORES POR IMUNOCITOQUIMICA EM
MICROEMBOLOS ANTES DO TRATAMENTO (BASELINE)

Foi analisado também a presenca de expressao de biomarcadores por
imunocitoquimica em ME antes do tratamento. Nessa andlise foram considerados
expressores aqueles que possuiam ME com expressdo positiva € negativos os que
apresentavam ME sem expressdo dos biomarcadores (negativos) e aqueles que ndo
apresentavam ME. Foram excluidos desta analise pacientes que ndo possuiam spots

para esta andlise, sendo incluidos amostras variando de 76 a 83 pacientes. Nao sdo
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descritos resultados para MRP-2 pois nenhuma amostra foi positiva para este
biomarcador em ME. Estas andlises ficam limitadas devido ao nimero pequeno de
pacientes com presenca de ME baseline (n=23) e, consequentemente, de uma
amostra pequena de pacientes com positividade para os biomarcadores. Por este
motivo optou-se por nao realizar uma andlise limitada a populagdo com ME
presentes antes do tratamento, comparando expressores versus ndo exXpressores.
Analisando o desfecho de SG, a expressdo dos biomarcadores de resisténcia a
quimioterapia PB-tubulina III e MRP-7 em microémbolos antes do tratamento, se
correlacionaram  significativamente com pior SG (p=0,046 e p=0,047
respectivamente). Em relagcdo a SLP, houve correlacdo significativa entre a expressao
de EGFR em ME (p=0,050) e novamente de MRP-7 (p=0,037). As Tabelas 11 e 12
sumarizam os achados em relagao a expressao dos biomarcadores em ME e desfecho

de SG e SLP.

Tabela 11 - Correlagao entre expressdo de biomarcadores por imunocitoquimica em
ME antes do tratamento (baseline) e sobrevida global.

. n SG Mediana SG
Biomarcador . n (%) 2 anos HR (IC 95%) p
Avaliado (meses)
(%)
EGFR 83
Positivo 6 (7) 233 44,4 2,63 (0,76-9,09) 0,125
Negativo 77 (93) NA 81,7
ERCC1 77
Positivo 1(1.3) NA 100 * 0,770
Negativo 76 (98.7) NA 80,2
B-tubulina ITT 82
Positivo 4(5) 8,5 50 4,74 (1,02-21,94) 0,046
Negativo 78 (95) NA 80,5
MRP-7 80
Positivo 5(6) 10,5 40 3,49 (1,01-12,04) 0,047
Negativo 75 (93) NA 80,7
TGFBRI 76
Positivo 3(4) 52,5 100 1,67 (0,19-14,17) 0,636
Negativo 73 (96) NA 80
MMP2 79
Positivo 4(5) 14,2 50 2,46 (0,56-10,64) 0,228
Negativo 75 (95) NA 79,6

* Regressdo de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago ERCCI1 positivo.

NA: ndo alcangada
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Tabela 12 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
ME antes do tratamento (baseline) e sobrevida livre de progressao.

Biomarcador SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)

EGFR
Positivo 59 333 2,88 (1,00-8,30) 0,050
Negativo NA 61,1

ERCC1
Positivo NA 100 * 0,643
Negativo NA 61,2

p-tubulina III
Positivo 18,9 0 2,77 (0,64-11,90) 0,171
Negativo NA 61,3

MRP-7
Positivo 6,9 40 3,62 (1,08-12,13) 0,037
Negativo NA 62,1

TGFpRI
Positivo 6,1 50 3,23 (0,75-13,80) 0,112
Negativo NA 62,9

MMP2
Positivo 8,1 50 1,58 (0,37-6,68) 0,532
Negativo NA 59,6

* Regressdo de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago ERCCI1 positivo.

NA: ndo alcangada

Conforme demonstrado, o tinico biomarcador que foi progndstico tanto para
SG quanto para SLP foi o MRP-7, cuja expressdo em ME baseline se correlacionou
com pior SG (estimativa em dois anos de 40% x 80,7%; HR=3,49; 1C95%: 1,01-
12,04; p=0,047) e pior SLP (estimativa em dois anos de 40% x 62,1%; HR=3,62;
1C95%: 1,08-12,13; p=0,037), conforme pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e sobrevida livre de
progressdo (B), de acordo com a expressao de MRP-7 em microémbolos antes do

tratamento.

Na Figura 17 podem ser observados as curvas de Kaplan Meier demonstrando
o impacto da expressdo de B-tubulina III em ME na SG (HR= HR=4,74; 1C95%:
1,02-21,94; p=0,046) ¢ da expressao de EGFR em ME na SLP (HR=2,88; I1C95%:
1,00-8,30; p=0,050).
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Figura 17 - Curvas de Kaplan Meier para expressdao de B-tubulina III em ME e
sobrevida global (A) e para expressio de EGFR em ME e sobrevida livre de
progressao (B).



63

Na andlise multivariada para SG, a expressao de MRP-7 em ME perdeu a
significancia no modelo inicial (HR=3,07; 1C95%: 0,86-10,92; p=0,082), assim
como a expressao de B-tubulina III em ME (HR=3,24; 1C95%: 0,64-16,29; p=0,152).
Na analise multivariada para SLP, a expressdo de MRP-7 em ME foi um fator
prognoéstico independente significativo, tanto no modelo inicial (HR=5,70; IC95%:
1,55-20,93; p=0,009), quanto no modelo final (HR=5,59; IC95%: 1,55-20,17;
p=0,008) enquanto a expressio de EGFR em ME foi um fator progndstico
independente significativo no modelo inicial (HR=3,96; 1C95%: 1,27-12,35;
p=0,017) entretanto, embora selecionado para o modelo final, ndo manteve a

significancia nesta analise (HR=2,80; 1C95%: 0,97-8,06; p=0,056).

48 POTENCIAL PAPEL PREDITOR DE RESPOSTA AO
TRATAMENTO DE CTCS E ME ANTES DO TRATAMENTO
(BASELINE)

Para andlise do papel preditivo das CTCs e ME baseline, limitamos a
avaliacdo a populagdo de pacientes submetidos a tratamento definitivo (n=67). Nesse
contexto, devido a presenca da doenca macroscopica, temos a possibilidade de
avaliar a resposta ao tratamento de acordo com os critérios de RECIST e, além disso,
podemos avaliar a correlagdo entre as contagens de CTCs e presenca de ME com
desfechos, de acordo com a estratégia de tratamento empregada, visto haver mais de
uma opg¢ao de tratamento neste cendrio.

Analisando este subgrupo de pacientes, a contagem de CTCs baseline
mantém sua correlagdo significativa com desfechos de sobrevida. Para cada
incremento de 1 CTC/ml antes do tratamento, hd um aumento significativo no risco
de 6bito de 20% (HR=1,20; IC95%: 1,08-1,33; p<0,001) e um aumento significativo
no risco de progressio de 23% (HR=1,23; 1C95%: 1,08-1,40; p=0,004). A
representacao grafica destas analises pode ser observada na figura 18 e na tabela 13 a
demonstra¢do de maneira numérica do incremento do risco de 6bito e de progressao
de acordo com o aumento de CTCs baseline, considerando auséncia de CTCs como

HR=1,0.
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(B): Sobrevida Livre de Progresséo
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Figura 18 - Correlacdo entre contagem de CTCs baseline (eixo x) e risco (HR; eixo

y) de obito (A) e progressdo de doenca (B) considerando HR=1.0 para auséncias de

CTCs. Andlise da populacdo submetida a tratamento definitivo (n=67)

Tabela 13 - Correlagao entre incremento do numero de CTCs baseline ¢ aumento do
risco de 6bito ou progressdo, considerando auséncia de CTCs como HR=1.0, na
populagdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Sobrevida Global Sobrevida Livre de Progressao
CTCs baseline (n/ml) Hazard Ratio (HR) CTCs baseline (n/ml) | Hazard Ratio (HR)
1 1,20 1 1,23
2 1,44 2 1,51
3 1,73 3 1,87
4 2,07 4 2,30
5 2,49 5 2,84
6 2,99 6 3,49
7 3,60 7 4,31
8 4,32 8 5,31
9 5,19 9 6,54
10 6,23 10 8,06

Para constru¢do do modelo de analise multivariada neste subgrupo de

pacientes submetidos a tratamento definitivo ndo cirurgico, foi analisado o impacto

prognostico das varidveis demograficas e clinicas nesta populacdo especifica,

incluindo fatores que sdo limitados a esta populagdo, como o uso de quimioterapia de

inducdo ou ndo. O resumo desta andalise pode ser observado no Apéndice 3.
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Para o modelo de SG foram considerados os fatores com impacto
significativo em SG, idade em anos e tabagismo em anos/mago, como variaveis
continuas, além do sitio primario (orofaringe x ndo orofaringe). Nao foi considerado
estagio T por ndo haver nenhum evento no grupo T0, T1 e T2, o que prejudicaria esta
analise e, mais uma vez, ndo foi considerado status pl6 por ndo haver nenhum
evento na populacdo pl6 positiva e pelo numero limitado de pacientes que possuia
esta andlise. Analisando este subgrupo de pacientes, a contagem de CTCs baseline
mostrou-se um fator prognodstico independente significativo para SG no modelo
inicial (HR=1,21; IC95%: 1,07-1,36; p=0,002), como pode ser observado na Tabela
14.

Tabela 14 - Andalise multivariada de sobrevida global para contagem de CTCs
baseline na populagdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Variavel HR (IC95%) P

Idade 1,07 (1,01-1,13) 0,018
Sitio Primario 0,46 (0,16-1,33) 0,155
Tabagismo 1,06 (0,99-1,23) 0,468
CTCs baseline 1,21 (1,07-1,36) 0,002

Novamente, todas as analises multivariadas realizadas nesta populacao foram
ajustadas por uma selecdo de variaveis pela técnica stepwise (backward), chegando a
um modelo final de ajuste. A contagem de CTCs baseline se manteve como fator
prognostico independente significativo (HR=1,23; 1C95%: 1,09-1,39; p<0,001) para
SG, mesmo apo6s o ajuste do modelo final de anélise.

Para o modelo de analise multivaria de SLP, foi considerada a variavel com
impacto significativo neste desfecho nesta populagdo, ou seja, estagio T (T0, T1 e T2
x T3 e T4), além daquelas com p<0,2, que foram sitio primario (orofaringe x ndo
orofaringe), idade em anos e tabagismo em anos/maco (como variaveis continuas).
Ap0s ajuste segundo este modelo inicial a contagem de CTCs baseline foi um fator
prognostico independente (HR=1,22; 1C95%: 1,08-1,39; p=0,002) para SLP nesta

populacdo, conforme tabela 15.
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Tabela 15 - Analise multivariada de sobrevida livre de progressao para contagem de
CTCs baseline na populagdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Variavel HR (IC95%) P

Idade 1,02 (0,96-1,08) 0,391
Sitio Primario 0,88 (0,36-2,13) 0,786
Tabagismo 1,00 (0,96-1,15) 0,954
Estagio T 5,59 (1,26-24,83) 0,024
CTCs baseline 1,22 (1,08-1,30) 0,002

Mesmo apo6s o ajuste para o modelo final de analise multivariada, a contagem
de CTCs baseline permaneceu como fator prognostico independente significativo
(HR=1,22; 1C95%: 1,08-1,37; p=0,001).

Em relacdo aos pontos de cortes, a populacdo submetida a tratamento
definitivo apresentou valores semelhantes aos observados na populacdo global do
estudo, conforme podemos observar na figura 19, com melhor ponto de corte de 6,5
CTCs/mL para SG e 3,8 CTCs/mL para SLP. Novamente, pela limitacdo de
aplicabilidade clinica do valor de 6,5 CTCs/mL, avaliamos o grafico gerado pelo
método de Lausen e Schumacher, e observamos que tanto o ponto de 2,8 CTCs/ml,
quanto o de 3,8 CTCs/ml foram bons preditores do desfecho de SG (figura 19A).
Pelo exposto, limitamos as analises de predi¢do de resposta ao tratamento utilizando
como pontos de corte os valores de 2,8 CTCs/ml e 3,8 CTCs/mL, que ja haviam se
mostrado adequados na populacdo global do estudo, e que pela avaliacdo dos
graficos e curvas de sobrevida sdo bons pontos de corte também nesta populagdo
submetida a tratamento definitivo, conforme pode-se observar nas figuras 19, 20 e
21. Para SG, considerando o ponto de corte de 6,5 CTCs/mL, observamos estimativa
em dois anos de 84,2% para pacientes com CTCs > 6,5/mL versus 18,8% para CTCs
< 6,5/mL (HR=0,14; 1C95%: 0,05-0,42; p<0,001), enquanto que utilizando o ponto
de corte de 2,8 CTCs/mL observamos estimativa em dois anos de 85,7% para CTCs
< 2,8/mL versus 65,9% para CTCs > 2,8/mL (HR=0,33; IC95%: 0,10-1,05;
p=0,051), conforme demonstrado na figura 20. E para SLP, considerando o ponto de
corte de 3,8, observamos estimativa em dois anos de 83,2% para CTCs < 3,8/ml
versus 62,3% para CTCs > 3,8/ml (HR=0,28; 1C95%: 0,11-0,67; p=0,004), conforme

demonstrado na Figura 21.
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Figura 19 - Analise de pontos de corte de CTCs baseline e risco de obito (A) e
progressdo (B), na populacdo submetida a tratamento definitivo (n=67). Pontos de

corte ideais de 6,5 CTCs/mL para SG e 3,8 CTCs/mL para SLP.
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Figura 20 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global, considerando ponto de
corte de 6,5 CTCs/mL (A) e de 2,8 CTCs/mL (B), apenas na populagdo submetida a

tratamento definitivo (n=67).
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Figura 21 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida livre de progressao,
considerando ponto de corte de 3,8 CTCs/mL, apenas na populagcdo submetida a

tratamento definitivo (n=67).

Na andlise multivariada de SG, o ponto de corte de 6,5 CTCs/mL se mostrou
um fator prognoéstico independente significativo tanto no modelo inicial (HR=0,19;
1C95%: 0,05-0,68; p=0,011) quanto no modelo final (HR=0,12; 1C95%: 0,04-0,36;
p<0,001). Analisando o ponto de corte de 2,8 CTCs/mL para SG, ndo houve
significancia estatistica no modelo inicial da andlise multivariada (HR=0,39; 1C95%:
0,12-1,31; p=0,132) e, embora tenha sido uma variavel selecionada para o modelo
final, se manteve sem significancia estatistica nesta analise (HR=0,33; 1C95%: 0,10-
1,09; p=0,071). Analiando a SLP, o ponto de corte de 3,8 CTCs/mL foi um fator
prognostico independente significativo no modelo inicial (HR=0,21; 1C95%: 0,08-
0,53; p=0,001) e no modelo final (HR=0,23; 1C95%: 0,09-0,55; p=0,001).

A prevaléncia de microémbolos antes do tratamento nesta populacao

submetida a tratamento definitivo foi de 22,3% (15 de 67), semelhante a populagdo
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global do estudo, e novamente houve correlacao significativa entre a presenga de ME
e contagens de CTCs mais altas (p=0,002). A presenca de ME antes do tratamento
correlacionou-se significativamente a piores desfechos de sobrevida global e livre de
progressdo, nesta populacdo. A estimativa de SG em dois anos foi de 82,3% para ME
ausente versus 48,4% para ME presente (HR=3,01; 1C95%: 1,06-8,52; p=0,029),
com SG mediana nao atingida versus 23,3 meses respectivamente, € a estimativa de
SLP em dois anos foi de 69,1% para ME ausente versus 35% para ME presente
(HR=3,84; 1C95%: 1,62-9,11; p<0,001), com SLP mediana ndo atingida versus 12,4

meses respectivamente (Figura 22).
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Figura 22 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressao

(B) de acordo com a presenga de microémbolos antes do tratamento (baseline)

Na andlise multivariada a presenca de ME ndo correlacionou-se de maneira
significativa com a SG no modelo inicial (HR=2,54; 1C95%: 0,79-8,15; p=0,115),
em contrapartida, a presenca de ME foi um fator prognostico independente
significativo para SLP, no modelo inicial (HR=4,00; IC95%: 1,58-10,12; p=0,003) e
no modelo final (HR=3,34; 1C95%: 1,40-7,99; p=0,007).

Para avaliar o papel preditivo da contagem de CTCs baseline em relagdo a
taxa de resposta foram avaliados apenas os pacientes submetidos a tratamento
definitivo e que tiveram resposta avaliada ao término da radioterapia (61 pacientes
com resposta avaliada dos 67 submetidos a tratamento definitivo). Os motivos para

ndo avaliacdo de resposta em um subgrupo destes pacientes foram perda de
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seguimento (n=3) e interrup¢cdo da radioterapia por complicagdes ou Obito (n=3).
Uma vez que estes pacientes foram tratados com uma estratégia nao cirtirugica com
intuito curativo, foi avaliado a taxa de resposta completa ao tratamento (de acordo
com os critérios de RECIST 1.1), que ¢ a resposta desejavel nesse contexto, e a
contagem de CTCs antes do tratamento. A contagem de CTCs baseline
correlacionou-se significativamente com resposta completa ao tratamento, com o
incremento de 1 CTC antes do tratamento trazendo uma reducao relativa da chance
de resposta completa de 26% (OR=0.74; 1C95%: 0.58-0.95; p=0.022).

Na tentativa de se estabelecer um ponto de corte de contagem de CTCs
baseline como melhor preditor de resposta completa foi construida uma curva ROC
correlacionando as contagens de CTCs e este desfecho (figura 23), com uma area sob
a curva (AUC) de 0,675 (IC95%: 0,511-0,837). Analisando a curva ROC chegou-se a
um ponto de corte otimizando sensibilidade e especifidade de 3,1 CTCs/mL, porém
este ponto nao foi um preditor de resposta completa de maneira significativa, com

OR=0.48 (IC95%: 0.15-1.15; p=0.212).
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Figura 23 - Curva ROC avaliando sensibilidade e especificidade da contagem de
CTCs como preditor de resposta completa ao tratamento. Analise limitada aos
pacientes submetidos a tratamento definitivo e com dados de avaliacdo de resposta

disponiveis (n=61).



71

Para analisar o papel preditor de resposta das CTCs e ME de acordo com a
estratégia de tratamento utilizada foram avaliados os pacientes submetidos a
quimioterapia de inducdo seguido de radioterapia, associada a quimioterapia ou
cetuximabe (grupo QT indu¢do) versus os pacientes que foram tratados inicialmente
com radioterapia combinada a quimioterapia ou cetuximabe (grupo RT inicial).
Optamos por esta analise tendo em vista o numero de pacientes a serem avaliados
(33 no brago QT de indugdo x 34 no brago RT inicial), nimero este mais adequado
do que uma andlise de cada subgrupo de tratamento utilizado nos pacientes do
estudo.

Comparando as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes
submetidos a QT inducdo seguido de RT versus aqueles tratados com RT inicial,
pode-se observar que os pacientes tratados com indug¢do eram mais jovens (média de
idade de 56,2 versus 64,8; p=0,001), tinham menor carga tabagica em anos/mago
(média de 26,1 versus 43,2; p=0,033), apresentavam doenca linfonodal mais
avancada (p<0,001), especialmente com maior propor¢do de pacientes com doenca
N2c¢ e N3 versus < N2b (p<0,001) e tinham estadiamento pela AJCC mais avangado
(p<0,001). Nao houve diferenga entre as populacdes em relagdo ao sexo, sitio
primario, status de pl6 ou estagio T. Tabelas detalhando a relagao entre as
caracteristicas clinicas e demograficas e o uso ou ndo de quimioterapia de indugao
podem ser observadas no Apéndice 4.

Apesar das diferencas entre algumas caracteristicas clinicas entre os grupos,
ndo houve diferenca significativa em SG, com estimativa em dois anos de 83,6%
versus 68,6% para QT indu¢do ou RT inicial respectivamente (HR=0,50; 1C95%:
0,17-1,47; p=0,204), ou em SLP, com estimativa em dois anos de 59% versus 62,7%
para QT inducdo ou RT inicial respectivamente (HR=1,21; 1C95%: 0,52-2,80;
p=0,655), conforme pode ser observado na figura 24. Na analise multivariada
persiste a auséncia de diferenca significativa em SG (HR=1,68; 1C95%: 0,42-6,76;
p=0,460) ou SLP (HR=2,05; 1C95%: 0,75-5,56; p=0,158) no modelo inicial, entre os

pacientes que receberam ou nao QT de indugio.
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Figura 24 - Curvas de Kaplan Meier de sobrevida global (A) e livre de progressdo

(B) comparando os pacientes submetidos ou nao a quimioterapia de indugao.

Para avaliar o potencial papel preditor de desfechos da contagem de CTCs
baseline de acordo com a estratégia de tratamento, avaliamos o subgrupo de
pacientes com CTCs acima dos pontos de corte estabelecidos (2,8 ¢ 3,8 CTCs/mL) e
os desfechos de sobrevida de acordo com a realizacao ou nao de QT de indugdo. Em
relacdo a SG, avaliando pacientes com CTCs baseline acima de 2,8/mL, ndo houve
diferenca entre os que realizaram QT indu¢do versus RT inicial (HR=0,61; IC95%:
0,17-2,08; p=0,426), entretanto houve uma diferenca numérica na estimativa de SG
em dois anos, com 74,8% para quem recebeu QT indugdo versus 58,9% para os que
fizerema RT inicial. Analisando o ponto de corte de 3,8 CTCs/mL, esta diferenca
numérica fica mais evidente, com estimativa de SG em dois anos de 79% versus 30%
respectivamente para QT de indug@o ou ndo, porém ainda sem diferenga significativa

(HR=0,32; 1C95%: 0,07-1,38; p=0,112), conforme demonstrado na Figura 25.
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Figura 25 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global, demonstrando o uso de
quimioterapia de inducdo ou ndo em pacientes com CTCs baseline acima de 2,8/mL

(A) e acima de 3,8/mL (B).

Na andlise multivariada, o emprego de QT de indugdo permaneceu sem
impacto significante na SG no modelo inicial, tanto em pacientes com CTCs >
2,8/mL (HR=0,27; 1C95%: 0,03-1,96; p=0,195), quanto em pacientes com CTCs >
3,8/mL (HR=0,88; IC95%: 0,08-9,75; p=0,921).

Avaliando os pacientes com CTCs abaixo de 2,8/mL e 3,8/mL essas
diferencas numéricas na estimativa de SG em dois anos, comparando os que
receberam QT indugdo versus RT inicial, ficam menos evidentes. Nos pacientes com
CTCs baseline <2,8/mL a estimativa de SG em dois anos foi de 93,3% para os que
receberam QT de inducdo versus 78,3% para os que ndo receberam (HR=0,314;
1C95%: 0,03-3,02; p=0,290), e nos pacientes com CTCs baseline < 3,8/mL a SG em
dois anos foi de 88,2% para os que fizeram QT indugdo versus 79,8% para os que

nao fizeram (HR=0,55; 1C95%: 0,10-,84; p=0,470), conforme Figura 26.
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Figura 26 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global, demonstrando o uso de

quimioterapia de indu¢do ou ndo em pacientes com CTCs < 2,8/mL (A) e < 3,8/mL

(B).

A Figura 27 representa as curvas de SG correlacionando o uso ou ndo de
quimioterapia de inducdo e o valor quantitativo de CTCs/mL baseline, levando em
considera¢ao o ponto de corte de 3,8 CTCs/mL. Analisando os quatros bragos, os
pacientes com CTCs baseline acima de 3,8/mL e que ndo receberam QT de indugao
tiveram pior SG, significativa em relagdo aos pacientes com CTCs < 3,8/mL que
receberam indu¢dao (HR=0,17; 1C95%: 0,03-0,90; p=0,037), e ndo significativa em
relacdo aos pacientes com CTCs baseline > 3,8/mL que receberam indugdo
(HR=0,33; 1C95%: 0,08-1,41; p=0,136) e < 3,8/mL que nao receberam inducao
(HR=0,31; 1C95%: 0,09-1,12; p=0,074).
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Figura 27 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global correlacionando a

contagem de CTCs baseline (< ou > 3,8/mL) e a realizagdo ou ndo de QT de inducao

Quando analisamos o desfecho de SLP, ndo houve diferenca entre o emprego
de QT de inducdo ou ndo, na populagdo com CTCs acima de 2,8/mL (HR=2,21;
1C95%: 0,73-6,66; p=0,158) ou acima de 3,8/mL (HR=1,29; 1C95%: 0,39-4,23;
p=0,673). O mesmo foi observado na populacdo com CTCs baseline < 2,8 CTCs/mL
(HR=0,53; 1C95%: 0,12-2,24; p=0,392) e < 3,8 CTCs/mL (HR=0,62; IC95%: 0,15-
2,49; p=0,506).

Analisando o potencial papel preditivo da presenca de ME antes do
tratamento, de acordo com a estratégia utilizada, analisamos conjuntamente as duas
variaveis (presenga ou ndo de ME e emprego ou ndo de QT indug¢do), em uma curva
de Kaplan Meier para SG, que demonstrou diferenca significativa entre as curvas
(p=0,020), conforme figura 28. Essa analise dos 4 bragcos demonstra pior SG para

pacientes que apresentavam ME baseline e que ndo receberam QT de indugdo, com
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significancia estatistica comparativamente aos pacientes com ME ausentes que
receberam QT de indugdo (HR=0,13; IC95%: 0,02-0,59; p=0,009) e que nao
receberam QT de inducdo (HR=0,22; 1C95%: 0,06-0,84; p=0,027), e sem
significancia em relagdo aos pacientes com ME presentes que realizaram QT de

indugiio (HR=0,29; IC95%: 0,05-1,64; p=0,164).
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Figura 28 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global correlacionado a

presenga ou auséncia de microémbolos e a realiza¢ao ou ndo de QT de indugdo.

Analisando o desfecho de SLP, o mesmo pode ser observado, com diferenga
significativa entre as curvas de sobrevida comparando os 4 bragos (p<0,001),
conforme figura 29. Os pacientes com ME presentes que ndo receberam QT de
inducdo apresentaram pior SLP, com diferenga significativa em relagdo aos pacientes
sem ME que receberam QT indugdo (HR=0,15; IC95%: 0,05-0,58; p=0,004) ou nao
(HR=0,09; IC95%: 0,02-0,35; p<0,001), e sem diferenca significativa em relagdo aos
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pacientes com ME presentes que ndo receberam QT de inducdo (HR=0,33; 1C95%:
0,08-1,30; p=0,116).
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Figura 29 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida livre de progressdo
correlacionado a presenca ou auséncia de micro€émbolos e a realizagdo ou ndao de QT

de indugao.

49 POTENCIAL PAPEL PREDITOR DE RESPOSTA AO
TRATAMENTO DA EXPRESSAO DE BIOMARCADORES EM CTCS
ANTES DO TRATAMENTO (BASELINE)

Em relacdo ao potencial papel preditor de resposta da expressdo de
biomarcadores por imunocitoquimica em CTCs antes do tratamento, analisamos o
impacto da expressao em relacdo a realizacdo ou ndo de QT de indugdo. Avaliando a

expressdo de B-tubulina III apenas nos pacientes que realizaram QT de inducao,
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observamos diferenca significativa em SG, com estimativa em dois anos de 58,3%
para pacientes expressores versus 100% para nao expresores (p=0,012; regressao de
Cox nao ¢ factivel pois ndo houve nenhum evento no brago BT-3 negativa),
conforme Figura 30. Analise multivariada deste resultado ndo ¢ factivel pois ndo

ocorreu nenhum evento no brago B-tubulina III negativo.
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Figura 30 - Curva de Kaplan Meier para sobrevida global dos pacientes submetidos

a quimioterapia de indu¢do (n=33) de acordo com a expressdao de B-tubulina III em

CTCs baseline.

Quando analisamos apenas os pacientes que nao receberam QT de indugao
ndo houve diferenca em SG de acordo com a expressdo de B-tubulina III. Quando
avaliamos as 4 curvas, analisando a expressao ou ndo de B-tubulina III e a realizagdo
ou ndo de QT indugdo, ndo ha diferenca entre as curvas, tanto para SG (p=0,090)

quanto para SLP (p=0,540), conforme Figura 31.
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(A) Beta-tubulina x QT de inducéo (B) Beta-fubulina x QT de indugéo
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Figura 31 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressdao
(B) correlacionando a expressdo de B-tubulina III em CTCs baseline e realizagdo ou

nao de QT de indugao.

Em relagdo a expressdo dos outros biomarcadores, ndo houve correlacdo entre
a realizagdo ou nao de QT de indug¢do com desfecho de SG. Portanto, expressao de
EGFR (p=0,503), ERRCI1 (p=0,371), MRP-2 (p=0,334), MRP-7 (p=0,642), TGF-BRI
(p=0,621) ou MMP2 (p=0,368) ndo foram preditores de beneficio da quimioterapia
de indugdo nos pacientes tratados no cenario definitivo.

Também na andlise de SLP, ndo houve impacto significativo da expressao de
EGFR (p=0,540), ERCCI1 (p=0,271), MRP-2 (p=0,227), MRP-7 (p=0,865), TGF-BRI
(p=0,734) ou MMP2 (p=0,764) com beneficio da quimioterapia de indugdo. As
curvas de SG e SLP, de acordo com a expressao de biomarcadores em CTCs baseline
e a realizagdo ou ndo de QT de inducao podem ser observadas no Apéndice 5.

Nao foi explorado o potencial papel preditor de desfechos em relagdao a
expressdo de biomarcadores em ME antes do tratamento devido ao niimero limtado
de pacientes para esta analise. Como a prevaléncia de ME positivo nesta populacdo
foi de 22,3%, isso corresponde a apenas 15 pacientes, uma amostra extremamente

limitada para este tipo de analise.
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410 TAXA DE DETECCAO DE CTCS APOS O TRATAMENTO E
CORRELACAO DA CONTAGEM DE CTCS COM
CARACTERISTICAS CLINICAS

Foram coletadas amostras para andlise de CTCs apds o tratamento (apos o
término da radioterapia) em 65 dos 83 pacientes (78,3%). As razdes para a ndo
realizagdo da coleta nos 18 pacientes restantes foram perda de seguimento em 5
pacientes, Obito por complicacdes relacionadas ao tratamento ou ao cancer em 5
pacientes e recusa do paciente ou outros motivos em 8§ pacientes.

Foram caracterizadas CTCs em 57 das 65 amostras, perfazendo uma taxa de
deteccao de 87,6% apods o tratamento. O numerio mediano de CTCs neste segundo
momento foi de 2,8 CTCs/ml (desvio padriao: 3,9), variando de 0 a 27,3. Ao
avaliarmos apenas os pacientes submetidos a tratamento adjuvante, ou seja, sem
doenca macroscopica in loco desde o inicio de tratamento, foram analisadas amostras
de 12 dos 16 pacientes. Neste subgrupo foram caracterizadas CTCs em 8 das 12
amostras, com uma taxa de deteccdo de 66,6%. Ja no subgrupo de pacientes em
tratamento definitivo, foram analisadas amostras de 53 dos 67 pacientes, sendo
detectadas CTCs em 49 pacientes, uma taxa de detec¢do neste cenario de tratamento
de 85,9%.

Analisando a correlagdo entre contagens de CTCs apds o tratamento e as
caracteristicas clinicas dos pacientes, ndo houve relacdo entre o valor médio
quantitativo de CTCs e género, sitio primario, status pl6, tabagismo, estagio T,
estagio N ou estagio pela AJCC. Também ndo houve diferenga entre contagens
médias de CTCs apos o tratamento e cenario de tratamento (adjuvante ou definitivo),
estratégia de tratamento definitivo realizada (QT indug¢do ou RT inicial) ou resposta
ao tratamento definitivo (resposta completa x resposta parcial, doenca estavel ou
progressdo de doenca). A correlacdo entre as contagens de CTCs e estas varaveis

pode ser obervada na Tabela 16.
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Tabela 16 - Relacdo entre médias de contagens de CTCs apds o tratamento e
caracteristicas clinicas dos pacientes.

Caracteristica Média de CTCs/ml apés Variacio p
tratamento (DP)
Idade
> 70 anos 2,7(1,9) 0-6,6 0,231
<70 anos 2,8 (4,3) 0-27,3
Género
Masculino 2,8 (4,1) 0-27,3 0,895
Feminino 2,8 (3,2) 0-11,6
Sitio Primario
Orofaringe 2,7 (4,6) 0-27,3 0,635
Naio orofaringe 2,9 (3,1) 0-11,6
Status p16
Positivo 1,6 (1,8) 0-6,6 0,077
Negativo / Desconhecido 3,7 (6,1) 0-27,3
Tabagismo
> 10 nos/mago 2,8 (4,3) 0-27,3 0,879
< 10 anos/mago 2,6 (2,8) 0-10,5
Estagio T
TO, T1 ou T2 2,2 (2,5) 0-10,5 0,527
T3 ou T4 3,0 4,5 0-27,3
Estagio N
NO ou N1 2,4 (2,0) 0-6,6 0,817
N2 ou N3 3,0 (4,6) 0-27,3
Estagio N
NO, N1, N2a ou N2b 2,4 (2,6) 0-11,6 0,702
N2c¢ ou N3 3364 0-27,3
AJCC
11 2,1 (1,8) 0-5,5 0,895
IVA 3,3(5,0) 0-27,3
IVB 2,1 (2,1) 0-6,75
Cenario de tratamento
Adjuvante 3443) 0-11,6 0,866
Definitivo 2,6 (3,9 0-27,3
Estratégia definitiva
QT Indugédo 2,7 (5,3) 0-27,3 0,220
RT Inicial 2,8 (2,8) 0-11,6
Resposta ao tratamento
RC 2,7(4,4) 0-27,3 0,486
RP/DE/PD 2,4 (1,8) 0,25-6,75
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4.11 IMPACTO PROGNOSTICO DA CONTAGEM DE CTCS APOS
O TRATAMENTO

Analiando a contagem de CTCs como uma variavel continua, ndo houve
impacto significativo da contagem de CTCs ap6s o tratamento em SG (HR=1,07;
1C95%: 0,98-1,16; p=0,100) ou em SLP (HR=1,01; IC95%: 0,92-1,10; p=0,804). A
auséncia de significancia estatistica foi mantida no modelo inicial da anélise
multivariada, tanto para SG (HR=1,06; IC95%: 0,96-1,17; p=0,219) quanto para SLP
(HR=1,00; 1C95%: 0,91-1,09; p=918).

Analisando pontos de corte através do método de Lausen e Schumacher para
SG, foi evidenciado o valor de 6,6 CTCs/mL como ponto de corte ideal progndstico
do desfecho de SG. Analisando o grafico pode-se observar que, excluindo esse
extremo de valor, o segundo ponto de corte ideal se situa ao redor de 1 CTC/mL,

conforme demonstrado na figura 32A.
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Figura 32 - Analise de pontos de corte de CTCs apos o tratamento e risco de obito.

(A) e progressao (B). Ponto de corte ideal de 6,6 CTCs/mL para SG (A) e SLP (B).

Utilizando o ponto de corte de 6,6 CTCs/mL houve impacto significativo na
SG, com estimativa em dois anos de 30% e mediana de 24,8 meses para pacientes

com CTCs apds o tratamento > 6,6/mL versus SG em dois anos de 86,2% com
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mediana ndo atingida nos pacientes com CTCs < 6,6/mL (HR=0,12; IC95%: 0,03-
0,40; p<0,001), conforme Figura 33.
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Figura 33 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global, considerando ponto de

corte de 6,6 CTCs/mL apo6s o tratamento.

Utilizando o ponto de corte de 1 CTC/mL houve também diferencga
significativa na SG, com estimativa em dois anos de 78,3% para pacientes com CTCs
apos o tratamento > 1/mL versus SG em 2 anos de 100% nos pacientes com CTCs <
1/ml (p=0,015; ndo ¢ possivel regressao de Cox pois ndo ha nenhum evento no grupo

CTCs < 1/mL), conforme Figura 34.
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Figura 34 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global, considerando ponto de

corte de 1 CTC/mL ap06s o tratamento.

Aplicando o método de Lausen e Schumacher para SLP, observamos também
o valor de 6,6 CTCs/mL como ponto de corte ideal como progndstico do desfecho de
SLP. Ao contréario da analise para SG, neste caso se excluirmos este valor extremo
ndo encontramos outros pontos de corte adequados, conforme demonstrado na figura
32B. O segundo ponto de corte ideal excluindo o extremo de valor de 6,6 CTCs/mL
se situaria ao redor de 3,8 CTCs/mL, porém com uma razao de risco de cerca de 1,5,
que ndo se traduziria em diferenca significativa no desfecho entre os grupos.

Analisando este ponto de corte, observamos impacto significativo na SLP,
com estimativa em dois anos de 20% e mediana de 9,2 meses nos pacientes com
CTCs > 6,6/mL apds o tratamento versus SLP em 2 anos de 62,3% e mediana ndo
atingida nos pacientes com CTCs < 6,6/mL (HR=0,19; 1C95%: 0,06-0,59; p=0,001),

conforme Figura 35.
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Figura 35 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida livre de progressao,

considerando ponto de corte de 6,6 CTCs/mL ap6s o tratamento.

Na analise multivariada para SG, o ponto de corte de 6,6 CTCs/mL foi um
fator prognodstico independente significativo no modelo inicial (HR=0,11; IC95%:
0,02-0,56; p=0,008) e no modelo final (HR=0,08; 1C95%: 0,02-0,37; p=0,001). Nao
foi possivel realizacdo da analise multivariada levando em consideragao o ponto de
corte de 1 CTC/mL pois nenhum evento ocorreu no grupo CTC < 1/mL. Em relac¢do
a SLP, o ponto de corte de 6,6 CTCs/mL também foi um fator prognostico
independente significativo no modelo inicial (HR=0,22; IC95%: 0,06-0,75; p=0,016)
e no modelo final (HR=0,25; IC95%: 0,08-0,77; p=0,015).
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4.12 IMPACTO PROGNOSTICO DA PRESENCA DE
MICROEMBOLOS APOS O TRATAMENTO

A prevaléncia de ME apds o tratamento foi de 20% (13 de 65 pacientes
analisados). Nao houve diferenca significativa em SG, comparando pacientes com
presenga ou auséncia de ME apo6s o tratamento (HR=2,25; 1C95%: 0,69-7,32;
p=0,177). Analisando o desefecho de SLP, também ndo houve impacto significativo
da presenca de ME apos o tratamento (HR=0,89; 1C95%: 0,30-2,61; p=0,841). As

curvas de SG e SLP podem ser observadas na Figura 36.
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Figura 36 - Curvas de Kaplan Meier de sobrevida global (A) e sobrevida livre de
progressdo (B), de acordo com a presenca ou auséncia de microémbolos apds o

tratamento.

Na analise multivariada a presenga de ME apos o tratamento continuou sem
significancia estatistica no modelo inicial, para SG (HR=2,00; 1C95%: 0,59-6,74;
p=0,262) e para SLP (HR=0,77; IC95%: 0,26-2,27; p=0,645).
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413 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE
BIOMARCADORES POR IMUNOCITOQUIMICA NAS CTCS APOS O
TRATAMENTO

Foi analisada a expressdo por ICC dos biomarcadores nas CTCs também apos
o tratamento e sua correlacdo com desfechos de sobrevida. Novamente, nem todos os
pacientes que apresentavam CTCs detectaveis apos o tratamento foram testados para
todos os biomarcadores, pela necessidade de um numero suficiente de CTCs para
realizacdo de todos os testes e de spots para leitura de CTCs. Por estes motivos o
numero de pacientes testados variou de 32 a 41.

A Tabela 17 sumariza os resultados em relagdo a SG, mostrando quantos
pacientes tiveram as CTCs testadas para cada um destes biomarcadores, a taxa de

positividade e sua correlagdo com o desfecho de SG.

Tabela 17 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
CTCs apos o tratamento e sobrevida global

Biomarcador n n (%) SG SG HR (IC 95%) P
Testado Mediana 2 anos
(meses) (%)

EGFR 41
Positivo 32 (78) NA 76 * 0,109
Negativo 9(22) NA 100

ERCC1 41
Positivo 16 (39) NA 78 0,96 (0,27-3,45) 0,960
Negativo 25 (61) NA 82,6

p-tubulina ITI 37
Positivo 19 (51,3) NA 88,1 0,79 (0,23-2,78) 0,724
Negativo 18 (48,7) NA 70,2

MRP-2 39
Positivo 16 (41) NA 64,2 3,20 (0,79-12,82) | 0,083
Negativo 21 (59) NA 95

MRP-7 32
Positivo 16 (50) 52,5 75 0,57 (0,15-2,21) 0,419
Negativo 16 (50) 28,7 75

TGFBRI 39
Positivo 10 (25,6) 28,7 51,4 3,60 (1,03-12,59) | 0,032
Negativo 29 (74,4) NA 84,4

MMP2 41
Positivo 27 (65.,9) NA 83,8 0,88 (0,24-3,13) 0,845
Negativo 14 (34,1) NA 75,7

* Regressdo de Cox nao ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago EFGR negativo.

NA: ndo alcangada



88

Conforme observado na tabela, o Uinico biomarcador que se correlacionou
com o desfecho de SG foi o TGF-BRI, com pacientes com expressao em CTCs apods
o tratamento apresentando uma estimativa de SG em dois anos de 51,4% e mediana
de 28,3 meses versus 84,4% e mediana ndo atingida nos pacientes sem expressao de

TGF-BRI (HR=3,60; IC95%: 1,03-12,59; p=0,032), conforme Figura 37.
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Figura 37 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global de pacientes com ou sem

expressdao de TGF-BRI em CTCs apoés o tratamento.

Na analise multivariada a expressdo de TGF-BRI em CTCs apds o tratamento
ndo apresentou significancia estatistica como fator prognostico independente de SG
no modelo inicial (HR=2,67; 1C95%: 0,58-12,18; p=0,204).

A Tabela 18 sumariza os resultados correlacionando a expressdo dos
biomarcadores ¢ SLP. Neste cenario ndo houve correlacao significativa entre a

expressdo de nenhum biomarcador em CTCs ap6s o tratamento com o desfecho.
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Tabela 18 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
CTCs ap0s o tratamento e sobrevida livre de progressao

Biomarcador SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)

EGFR
Positivo NA 57,8 3,94 (0,51-30,18) 0,152
Negativo NA 88,9

ERCC1
Positivo NA 60,2 1,19 (0,41-3.,44) 0,740
Negativo NA 66,1

p-tubulina 11
Positivo NA 63,3 0,87 (0,28-2,72) 0,820
Negativo NA 66,7

MRP-2
Positivo 15,3 47,7 2,26 (0,78-6,57) 0,121
Negativo NA 64,3

MRP-7
Positivo NA 62,5 0,54 (0,19-1,49) 0,230
Negativo 16,7 429

TGFBRI
Positivo 13,2 45,7 2,09 (0,69-6,27) 0,179
Negativo NA 69,7

MMP2
Positivo NA 66 0,64 (0,23-1,78) 0,396
Negativo 22,3 48,2

NA: ndo alcancada

Analisando a expressdo de TGF-BRI, apesar da diferenga numérica em
estimativa de SLP em dois anos, com 45,7% para pacientes expressores de TGF-BRI
em CTCs apds o tratamento versus 69,7% para ndo expressores, esta diferenca ndo
foi significativa (HR=2,09; 1C95%: 0,69-6,27; p=0,179) conforme figura 38,
permancecendo sem significincia na andlise multivariada no modelo inicial

(HR=1,41; 1C95%: 0,35-5,72; p=0,624).
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Figura 38: Curvas de Kaplan Meier para sobrevida livre de progressao de pacientes com ou

sem expressdao de TGF-BRI em CTCs apos o tratamento.

Outros biomarcadores que apresentaram separagdo entre as curvas tanto de
SG quanto de SLP, embora sem singnificancia estatistica, sao o EGFR ¢ o MRP-2.
Para o MRP-2 observamos estimativa de SG em dois anos de 95% para ndo
expressores versus 55% para expressores (HR=3,20; 1C95%: 0,79-12,82; p=0,083) e
estimativa de SLP em dois anos de 64,3% para nao expressores versus 47,7% para
expressores (HR=2,26; 1C95%: 0,78-6,57; p=0,121). Na andlise multivariada
também ndo houve significancia estatistica para a expressdo de MRP-2 no modelo
inicial em SG (HR=3,02; 1C95%: 0,80-11,38; p=0,101) ou SLP (HR=1,56; IC95%:
0,32-7,48; p=0,576).
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J4 para o EGFR observamos estimativa de SG em dois anos de 100% para
ndo expressores versus 71,3% para expressores (p=0,109; regressdo de Cox ndo ¢é
factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago EGFR negativo) e estimativa de
SLP em dois anos de 88,9% para ndo expressores versus 57,8% para expressores
(HR=3,94; 1C95%: 0,51-30,18; p=0,152). A analise multivariada para SG ndo ¢
factivel, pela auséncia de eventos no braco EGFR negativo, e para SLP ndao houve
significancia no modelo inicial (HR=5,71; IC95%: 0,71-73,27; p=0,100) e, embora
selecionado como um varavel para o modelo final, a expressdo de EGFR permaneceu
sem singnificancia estastistica (HR=5,83; 1C95%: 0,75-45,19; p=0,091). As curvas

de Kaplan Meier para estes marcadores podem ser observadas nas Figuras 39 e 40.
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Figura 39 - Curvas de Kaplan Meier de sobrevida global (A) e sobrevida livre de

progressdo (B), de acordo com a expressdao de MRP-2 em CTCs apds o tratamento.
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Figura 40 - Curvas de Kaplan Meier de sobrevida global (A) e sobrevida livre de

progressdo (B), de acordo com a expressdo de EGFR em CTCs apds o tratamento.

414 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE
BIOMARCADORES POR IMUNOCITOQUIMICA EM
MICROEMBOLOS APOS O TRATAMENTO

Foi analisado também a presenca de expressdo de biomarcadores por ICC em
ME apoés o tratamento. Nesta analise foram considerados expressores aqueles que
possuiam ME com expressdo positiva e negativos os que apresentavam ME sem
expressao dos biomarcadores (negativos) e aqueles que nao apresentavam ME.
Foram excluidos desta andlise pacientes que ndo possuiam spots para esta analise.
Nao sdo descritos resultados para ERCC1, MMP2, MRP-2 ¢ MRP-7 pois nenhuma
amostra foi positiva para estes biomarcadores em ME.

Estas analises novamente ficam limitadas devido ao numero pequeno de
pacientes com presenca de ME apds o tratamento (n=13) e, consequentemente, de
uma amostra pequena de pacientes com positividade para os biomarcadores. Ainda,
esse pequeno numero de pacientes com ME impossibilita andlises limitadas a este
subgrupo.

A Tabela 19 sumariza o nimero de pacientes incluidos em cada andlise,
quantos pacientes tiveram positividade dos biomarcadores em ME, e o impacto em

SG e a tabela 20 sumariza o impacto destes biomarcadores em SLP.
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Tabela 19 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
ME apos o tratamento e sobrevida global.

Biomarcador n n (%) SG SG HR (IC 95%) p
Avaliado Mediana 2 anos
(meses) (%)
EGFR 64
Positivo 2 (3,1 8,5 50 2,94 (0,38-22,76) 0,278
Negativo 62 (96,9) NA 85,1
B-tubulina ITT 64
Positivo 1(L,5) NA 100 * 0,675
Negativo 63 (98,5) NA 83,7
TGFBRI 64
Positivo 23,1 7,2 50 5,85(0,72-47,04) 0,060
Negativo 62 (96,9) NA 85,1

* Regressao de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago p-tubulina III positivo.

NA: ndo alcangada

Tabela 20 - Correlacdo entre expressao de biomarcadores por imunocitoquimica em
ME apos o tratamento e sobrevida livre de progressao.

Biomarcador SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)

EGFR
Positivo 4,2 50 1,84 (0,24-13,67) 0,544
Negativo NA 60,5

p-tubulina ITI
Positivo NA 100 * 0,474
Negativo NA 59,5

TGFBRI
Positivo 5,3 50 1,86 (0,25-13,85) 0,537
Negativo NA 60,5

* Regressao de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago p-tubulina III positivo.

NA: ndo alcangada

Como demonstrado nas tabelas ndo houve diferenca significativa em relagao
a exprssao dos biomarcadores em ME apo6s o tratamento e SG ou SLP. Em relagdo a
expressdo de TGF-BRI em ME houve diferenca numérica para SG, com estimativa
em dois anos de 50% e mediana de 7,2 meses para TGF-BRI positivo versus SG em

dois anos de 85,1% e mediana ndo atingida para TGF-BRI negativo, embora sem
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significancia estatistica (HR=5,85; 1C95%: 0,72-47,04; p=0,060), conforme pode ser
obervado na figura 41. Cabe lembrar que a amostra de apenas 2 pacientes com

positividade deste biomarcador limita esta analise.
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Figura 41 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global de pacientes com ou sem

expressao de TGF-BRI em ME apds o tratamento.

Na andlise multivariada para SG a expressio de TGF-BRI em ME nao
demonstrou significancia estatistica como fator progndstico independente, no modelo

de ajuste inicial (HR=5,98; 1C95%: 0,50-71,04; p=0,156).
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415 IMPACTO PROGNOSTICO DA CINETICA DE CTCS

Para andlise da cinética de CTCs denominaremos CTC1 a andlise de CTCs
realizada antes do tratamento (baseline) e CTC2 a analise de CTCs realizada apo6s o
término do tratamento (apos o término da radioterapia).

Comparando apenas os pacientes que tiveram estabilidade ou alguma redugao
no valor de CTCs ap6s o tratamento (CTC2 < CTC1) versus aqueles que tiveram
algum aumento no valor das CTCs entre a contagem baseline ¢ apos o tratamento
(CTC2 > CTC1), ndo se observa nenhuma diferenca em SG (HR=0,69; IC95%: 0,24-
1,99; p=0,495) ou SLP (HR=0,90; IC95%: 0,39-2,04; p=0,804), conforme Figura 42.
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Figura 42 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global. (A) e livre de progressio (B),

comparando pacientes com dosagem de CTC2 > CTC1 versus pacientes com dosagem de CTC2 <

CTCl.

Na tentativa de estabelecer entdo um valor de variacdo entre a contagem de
CTCs baseline a ap6s o tratamento, aplicamos o método de Lausen e Schumacher de
acordo com o delta (CTC2 — CTC1) de cada paciente, buscando um ponto de corte
de variagdo de CTCs entre essas duas dosagens, que fosse capaz de predizer
melhores desfechos de SG e SLP.

Aplicando o método em relagdo a SG, chegamos ao valor de 3,8 CTCs/ml, ou
seja, um ponto de corte entre pacientes que apresentaram aumento maior ou igual a

3,8 CTCs/mL entre a contagem baseline € ap6s o tratamento em comparagao com



96

pacientes que apresentaram reducdo ou aumento menor que 3,8 CTCs/mL, conforme
demonstrado na Figura 43A. Analisando este ponto de corte observa-se diferenca
significativa em SG, com estimativa em dois anos de 87,3% x 62,5% para os
pacientes abaixo ou acima desta variagdo (HR=0,22; 1C95%: 0,07-0,67; p=0,004),

conforme Figura 44.
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Figura 44 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global de acordo com delta de

CTCs (< ou>3,8/mL).

O mesmo foi realizado para o desfecho de SLP. Neste cendrio, o grafico
fornecido pelo método de Lausen e Schumacher provia pontos de corte ideais
negativos e positivos. Para manter o mesmo padrdo e facilitar a interpretagdo do
delta, foi optado por selecionar o ponto de corte positivo, que no grafico corresponde
ao valor de 3,2 CTCs/mL, como pode ser observado na figura 43B. Analisando este
ponto de corte observa-se diferenga significativa em SLP, com estimativa em dois
anos de 67% para pacientes com reducao ou aumento menor ou igual a 3,2 CTCs/mL
entre a contagem baseline ¢ apds o tratamento versus 33,3% para aqueles com
aumento maior que 3,2 CTCs/mL entre estes dois momentos (HR=0,33; 1C95%:

0,13-0,84; p=0,015), demonstrado na Figura 45.
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Figura 45 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida livre de progressdo de acordo

com delta de CTCs (< ou > 3,8/mL).

Na analise multivariada para SG o delta de CTCs > 3,8/mL foi um fator
prognostico significativo independente no modelo inicial (HR= 0,18; 1C95%: 0,04-
0,74; p=0,018) e também no modelo final (HR=0,27; IC95%: 0,08-0,90; p=0,034).
Na analise multivariada para SLP, o delta CTCs > 3,2/mL também foi um fator
progndstico independente significativo tanto no modelo inicial (HR=0,30; IC95%:

0,11-0,81; p=0,018) quanto no modelo final (HR=0,37; IC95%: 0,14-0,95; p=0,039).
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5 DISCUSSAO

O estudo avalia uma populagdo portadora de cancer de cabeca e pescoco
localmente avangcado submetida a tratamento multidisciplinar. A maioria dos
pacientes realizou tratamento ndo cirrgico, com intuito de preservagao de 6rgao ou
devido a doenca irressecavel, contudo, engloba também uma parcela de pacientes
submetidos a tratamento cirurgico inicial, notadamente com tumores primarios em
cavidade oral. Desta forma, a amostra de pacientes tenta refletir a realidade de
centros de tratamento de CECP loalmente avagados. Demograficamente a maioria
dos pacientes sao homens com idade mediana de 60 anos, ¢ ha um predominio de
sitio primario em orofaringe, refletindo a tendéncia nos ultimos anos de uma menor
incidéncia de tumores tabaco-relacionados (como cavidade oral, laringe e
hipofaringe) e uma maior incidéncia de tumores HPV relacionados (cerca de 30% da
amostra era composta por nao tabagistas ou com carga tabagica baixa). A sobrevida
de acordo com sitio primario também reflete o impacto do HPV como fator de
melhor progndstico nos tumores primarios de orofaringe. Embora uma parcela dos
pacientes com tumores primarios de orofaringe ndo tenha realizado a pesquisa
imunoistoquimica de p16, visto que no inicio do estudo esta pesquisa ndo fazia parte
da rotina de avaliagdo histopatoldgica destes tumores, naqueles testados a maioria foi
positiva. Cabe ressaltar que essa taxa de positividade de p16 pode ser fruto de um
viés de solicitacdo da pesquisa de pl6, e deve ser interpretada com cautela, ndo
devendo ser considerada como um reflexo da populacio global portadora de tumores
primarios de orofaringe.

A populagdo aqui estudada tem doenca avangada, com predominio de
tumores T3 e T4 (70%) e N2 e N3 (72%), sendo em sua maioria EC IV (82%). Estes
dados refletem a realidade do diagnodstico tardio do CECP. Os tratamentos
empregados mostram as opgdes terapéuticas disponiveis e comprovadamente
eficazes, conforme amplamente discutido na introdugdo, com cerca de 20% dos
pacientes realizando cirurgia inicial, todos seguidos de RT concomitante a cisplatina,
e 80% sendo submetidos a uma estratégia de tratamento ndo cirargica. Neste

subgrupo, metade dos pacientes realizou RT inicial (com radiossensibilizagdo com
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cisplatina ou cetuximabe) e metade realizou QT de inducdo seguida de RT. A
escolha de tratamento cabia ao médico assistente, € a opcao pela realizacao de QT de
inducdo baseava-se em aspectos clinicos (volume de doencga e risco de recidiva
sistémica), bem como no performace status do paciente. O uso de cetuximabe
limitava-se a pacientes com contra-indicag@o ao uso de cisplatina.

Em relagdo as caracteristicas demograficas e o impacto em sobrevida, fatores
classicos como idade, carga tabagica e estdgio T impactaram negativamente a SG.
Além disso, conforme ja discutido, sitio primario em orofaringe e positividade para
pl6 também se correlacionaram com melhor SG. Entretanto estdgio N ndo se
associou com piora em SG ou SLP, seja com uma dicotomizagao de NO e N1 versus
N2 e N3, e nem mesmo quando avaliados separadamente os pacientes com estagio
N2c e N3, situa¢do que correlaciona-se com maior risco de recidiva sistémica. Esses
pacientes mais frequentemente receberam QT de indugdo, o que eventualmente pode
ter tido influéncia neste resultado.

A taxa de deteccdo de CTCs utilizando o método ISET foi de 94%, com
CTCs identificaveis em 78 dos 83 pacientes do estudo. Este resultado compara-se de
maneira muito favoravel aos dados da literatura. Em relagdo ao tamanho da amostra,
se analisarmos os 23 estudos publicados avaliando CTCs em CECP localmente
avancado (vide tabela 1), o nimero médio de pacientes incluido por estudo foi de 41
(variando de 9 a 144), sendo que apenas um possuia mais que 80 pacientes incluidos
(TINHOFER et al. 2014). Ao analisarmos a taxa de deteccdo, a média dos estudos
publicados foi de apenas 34,4%. Nesse sentido, destaque-se que quase a totalidade
destes estudos utilizava técnicas dependentes de marcacdo de citoqueratinas para
detec¢do e contagem de CTCs.

Se avaliarmos, por exemplo, apenas os 5 estudos que utilizavam o
CellSearch®™ (NICHOLS et al. 2011; BUGLIONE et al. 2012; BOZEC et al. 2013;
HE et al. 2013; GROBE et al. 2014), técnica de sele¢io imunomagnética de células
expressoras de EpCAM e CKs 8 18 e/ou 19, evidencia-se uma taxa de detecc¢do
média de apenas 23,3% nos 225 pacientes incluidos (média de 45 por estudo). Ao
analisarmos a utilizacdo de técnicas de RT-PCR, associadas ou nao a técnicas
imunomagnéticas ou de citometria de fluxo, identificamos 8 estudos (PAJONK et al.

2001; PARTRIDGE et al. 2003; Dyavanogloudar 2008; BALASUBRAMANIAN et
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al. 2009; TOYOSHIMA et al. 2009; WINTER et al. 2009; HRISTOZOVA et al.
2011; TINHOFER et al. 2014). O RT-PCR tinha alvos diferentes nestes estudos,
como mRNA de CK19 ou CK20, EGFR, E48, ELF3, EphB4, todos marcadores de
diferenciagdo epitelial das CTCs. Utilizando esta técnica, a taxa de deteccdo média
nos estudos foi de 31% em 412 pacientes analisados, uma média de 51 pacientes por
estudo. Neste subgrupo encontra-se o estudo com maior amostra analisando CTCs
em CECP, publicado por TINHOFER et al. (2014), que conta com 144 pacientes e
uma taxa de detec¢do de apenas 29% (42/144), mesmo utilizando uma técnica de
citometria de fluxo enriquecida com marcadores epiteliais (EpCAM+, CK+) e com
deplecao de leucdcitos (CD45-), validada por RT-PCR de transcritos de EGFR.

Outros 7 estudos avaliaram outras técnicas de separagdo imunomagnéticas e
por fluorescéncia, associadas ou ndo a citometria de fluxo (WIRTSCHAFTER et al.
2002; GUNEY et al. 2007; YANG et al. 2009; JATANA et al. 2010; TINHOFER et
al. 2012; INHESTERN et al. 2014; HSIEH et al. 2015), num total de 237 pacientes
(média de 33 por estudo), com uma taxa de deteccdo de CTCs média de 50%. Como
pode-se observar, quando comparamos 0s nossos resultados em relacdo a taxa de
detec¢do de CTCs com os dados da literatura, que sdo majotariamente de técnicas
com algum tipo de selecao ou enriquecimento dependente de marcadores epiteliais, o
sistema ISET, utilizando uma sele¢do baseada no tamanho e com deplecdo de
linfécitos (via marcagdo negativa de CD45), consegue sensibilidade
significativamente maior.

O estudo que mais se aproxima em termos de taxa de deteccao de CTCs foi
reportado por KAWADA et al. (2017), avaliando 32 pacientes quanto a presenca de
CTCs pela técnica CellSieve Microfiltration Assay, que consite numa filtragdo inicial
de baixa pressdo da amostra de sangue, que separa as potenciais CTCs pelo tamanho,
com posterior imunocitoquimica (ICC) com um coquetel de marcadores epiteliais
(CK8, CK18, CK19, EpCAM e CD45) para deteccdo e contagem. Com esta técnica
foram identificadas CTCs em 29 pacientes, perfazendo uma taxa de detec¢do de
90,6%, parecida com os resultados obtidos pelo sistema ISET, embora numa
populagdo menor de pacientes. Um segundo estudo utilizou técnica semelhante
(KULASINGHE et al. 2018), denominada ClearCellFX, que consite na filtracdo da

amostra e selecdo das CTCs baseada no tamanho e deformibilidade, com posterior
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confirmacao através de marcagao por ICC para panCK e CD45. Foram avaliados 23
pacientes, com identificagdo de CTCs em 11, uma taxa de deteccao de 47,8%.

Estes estudos demonstram que técnicas de isolamento de CTCs baseadas no
tamanho apresentam taxas de deteccdo maiores em CECP. Porém, nestes estudos,
além do tamanho, a identificacdio e contagem de CTCs dependia de marcagdo
epitelial das CTCs enquanto no sistema ISET, apo6s a filtragdo as CTCs sdo
caracterizadas por aspectos citopatologicos, além do controle negativo de CD45. Isto
permite a realizagdo de ICC de outros biomarcadores com potencial implicagdo
prognostica e preditiva, além da identificacdo de CTCs sem expressdo de marcadores
epiteliais, que em CECP estdo regulados negativamente conforme revisado por
KULASINGHE et al (2015).

Outro ponto que merece discussdo sdo as altas taxas de deteccdo de CTCs
numa populacdo de pacientes sem metastases a distancia (M0), uma vez que
incluimos em nosso estudo apenas portadores de doenca locorregional avangada e
ndo metastaticos. Mesmo quando avaliamos a populacdo de pacientes submetida a
tratamento cirargico inicial e que, consequentemente, realizaram a coleta ja sem
doenga macroscopica in loco (pelo menos duas semanas apos a cirurgia), observa-se
uma taxa de deteccdo de CTCs de 93,7% (15/16), semelhante a populacdo que foi
submetida a tratamento definitivo (63/67: 94%). Estes dados mostram que os
pacientes com CECP localmente avangado, estagios III, IVA e VB, apresentam alta
prevaléncia de CTCs ou de doenga micrometastatica, embora isto ndo se traduza em
recidiva de doenca na maioria destes pacientes. Portanto, além da presenca de CTCs,
outros fatores impactam no processo de metastatizagdo e recidiva, como niimero de
CTCs, capacidade de formagdo de microémbolos e potencial escape imunoldgico,
diferenciagdo das CTCs analisada através da expressdo de biomarcadores, aspectos
estes que foram explorados neste estudo.

Comparando a taxa de detec¢do com outros estudos utilizando a técnica ISET
em diferentes tipos de tumores, pode-se observar que no cendrio de doenca
metastatica, como seria esperado, observa-se altas taxas de detec¢do em sarcomas,
com 94% (BRAUN et al. 2018), cancer colorretal, com 88,2% (ABDALLAH et al.
2016), pulmao e prostata com 100% e finalmente mama com 85% (FARACE et al.

2015). E mesmo em doen¢a ndo metastatica, como em analise de pacientes com
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cancer gastrico localmente avangado submetidos a tratamento perioperatério, pode-se
observar taxa de deteccao de 90% utilizando o sistema ISET (ABDALLAH et al.
2019).

Em relag@o a andlise quantitativa, o nimero mediano de CTCs baseline em
nossa populagdo foi de 3,5/mL (DP: 3,2), variando de 0 a 19. Houve uma correlagao
significativa entre nimero médio de CTCs baseline e estagio N, com pacientes com
doenca N2 e N3 apresentando valores quantitativos significativamente maiores. Esse
achado faz sentido, uma vez que doenga linfonodal cervical avancada ¢ o principal
fator de risco para recidiva sisttmica em CECP localmente avangado
(BROCKSTEIN et al. 2004), e sugere o impacto do valor quantitativo de CTCs no
processo de metastatizacdo. Houve também uma diferenca em relagdo ao estagio pela
AJCC, com doenca em estadgio VB apresentando médias significativamente maiores
que estagio III, mas esse resultado provavelmente ¢ um reflexo do estagio N.
Entretanto, quando avaliamos os pacientes com estagio N2c e N3, que sdo associados
ao maior risco de recidiva sistémica (BROCKSTEIN et al. 2004), ndo observamos
diferenca significativa nas contagens de CTCs em relacdo a estdgio < N2b, o que
pode ser devido a uma amostra mais limitada deste subgrupo.

Comparativamente a outros tumores, o CCP localmente avancado parece
apresentar valores quantitativos médios de CTCs maiores. Quando comparamos
nossos resultados com outros trabalhos utilizando a mesma técnica em pacientes com
doenca metastatica, observa-se contagem de CTCs menores em cancer de mama
(0,27/mL), prostata (2,2 CTC/mL), pulmao (0,67/mL) (FARACE et al. 2015), além
de cancer colorretal (2,0 e 2,3/mL) (BUIM et al. 2015; ABDALLAH et al. 2016) e
sarcomas (2,0 e 2,6/mL) (CHINEN et al. 2014; BRAUN et al. 2018). E no cenario de
doenca ndo metastatica, cancer gastrico localmente avangado também apresentou
contagem média de CTCs baseline menor, com 2,8 CTCs/mL (ABDALLAH et al.
2019). Mais uma vez estes resultados sugerem uma alta capacidade de disseminagao
de CTCs em pacientes portadores de CCP, mesmo num cenario de doenga ndo
metastatica e localmente avancada.

A contagem de CTCs baseline foi um fator progndstico significativo
independente. Para cada incremento de 1 CTC baseline houve um aumento de 18%

no risco relativo de obito (HR=1,18; 1C95%: 1,06-1,31; p<0,001) e de 16% no de
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progressdao (HR=1,16; 1C95%: 1,04-1,28; p=0,004), e o resultado manteve-se
significativo em andlise multivariada, com selecao de variaveis pela técnica stepwise
(backward), tanto para SG (HR=1,17; 1C95%: 1,05-1,31; p=0,005), quanto para SLP
(HR=1,14; IC95%: 1,03-1,26; p=0,007). Para salientar o impacto prognostico
quantitativo das CTCs foi construido, baseado na regressdo de Cox, uma estimativa
numérica do impacto relativo em sobrevida, para cada contagem de CTC baseline,
aliado a uma representacdo grafica, enfatizando que quanto maior o nimero de CTCs
antes do tratamento, maior o risco de 6bito ou progressdao de doenga.

Comparativamente aos dados da literatura, dos 23 estudos publicados e
revisados sobre o tema, em 10 deles a SLP (com algumas variagcdes como sobrevida
livre de recidiva, de doenca, de metastases) foi avaliada (PARTRIDGE et al. 2003;
TOYOSHIMA et al. 2009; JATANA et al. 2010; NICHOLS et al. 2011; BUGLIONE
et al. 2012; HE et al. 2013; GROBE et al. 2014; TINHOFER et al. 2014;
INHESTERN et al. 2015; KULASINGHE et al. 2018), com resultados significativos
em 6 deles. A maioria (9 estudos) avaliou as CTCs de maneira qualitativa, ou seja,
detectaveis ou nao, sem qualquer avaliagdo quantitativa do impacto da contagem de
CTCs no desfecho, uma vez que as taxas de deteccdo eram baixas. Destes 9 estudos,
em 5 foi encontrada uma correlacao entre a presenca de CTCs detectaveis e piores
desfechos de SLP. Se avaliarmos, por exemplo, os 4 estudos que correlacionaram
SLP com CTCs utilizando a técnica Cellsearch® (NICHOLS et al. 2011;
BUGLIONE et al. 2012; HE et al. 2013; GROBE et al. 2014), em todos a analise foi
apenas qualitativa, sendo que houve correlacao entre CTCs detectaveis e SLP em um
deles, nao sendo evidenciada esta correlacdo nos outros trés.

Apenas um estudo avaliou as CTCs de maneira quantitativa correlacionando
contagens com desfecho de SLP, reportado por INHESTERN et al. (2015), que
avaliaram 40 pacientes portadores de tumores de cavidade oral e orofaringe
localmente avancados, candidatos a QT de inducdo seguido de tratamento local,
utilizando uma técnica de citometria com escaneamento a laser de CTCs marcadas
com EpCAM, com uma taxa de deteccdo de 80%. Chama aten¢do neste trabalho o
numero mediano de CTCs detectadas antes do tratamento, de 3295 CTCs/mL, sendo
que pacientes com CTCs baseline acima da mediana tiveram pior sobrevida livre de

recidiva (p=0,025).
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Portanto, quando avaliamos o desfecho de SLP, menos da metade dos estudos
revisados publicados sobre o tema realizou esta analise, com resultados controversos.
A maioria destes avaliou apenas qualitativamente as CTCs, com apenas um trabalho
analisando quantitativamente, sendo que foi evidenciada a correlagdo em 6 dos 10
trabalhos. Importante salientar que, dentre os estudos com correlagdo significativa,
em apenas um este resultado foi confirmado por analise multivariada (NICHOLS et
al. 2011). Nossa andlise demonstrou de maneira inequivoca a correlacdo entre
contagens de CTCs baseline mais altas e pior desfecho de SLP, sendo inclusive fator
prognéstico independente apds analise multivariada. E o tinico estudo a demonstrar
essa correlagdo analisando as CTCs como uma variavel quantitativa continua, ou
seja, ndo apenas presenga ou auséncia, ou valores acimas da mediana, mas avaliando
o impacto do incremento de cada CTC baseline no desfecho de SLP.

Em relagdo a SG, apenas 5 estudos tentaram correlacionar CTCs com este
desfecho (TOYOSHIMA et al. 2009; BUGLIONE et al. 2012; GROBE et al. 2014;
TINHOFER et al. 2014; INHESTERN et al. 2015). Quatro deles, mais uma vez,
analisaram qualitativamente a presenga de CTCs detectaveis com SG, ndo sendo
observada correlagdo significativa em nenhum deles. Apenas INHESTERN et al.
(2015), relataram correlacao significativa entre contagens de CTCs baseline acima da
mediana e pior SG (p=0,025), entretanto esse resultado ndo foi submetido a analise
multivariada. Logo, de acordo com a revisdo de literatura que realizamos, nosso
estudo ¢ o primeiro a demonstrar que a contagem de CTCs antes do tratamento,
como uma variavel quantitativa continua, ¢ um fator progndstico significativo
independente de SG em pacientes com CCP localmente avangados.

O impacto prognodstico das CTCs em tumores de cabega e pescoco foi
também reportado em trés metanalises (WANG et al. 2015; WU et al. 2016; CHO et
al. 2018). WANG et al. (2015) conduziram uma revisao sistematica e metanalise de 8
estudos, com um total de 433 pacientes e demonstraram que a presenga de CTCs
(versus CTCs nao detectadas) correlacionava-se com maior risco de recidiva de
doenca (OR=3,44 — 1C95%: 1,87-6,33; p<0,01), sem andlise do impacto em SG.
Resultados semelhantes foram obtidos por WU et al. (2016), ao analisarem 5 estudos
que reportaram impacto negativo da presenga de CTCs em sobrevida livre de doenca

(HR=4,62; 1C95%: 2,51-8,52; p<0,05), porém sem impacto em SG (HR=1,63;
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1C95%: 0,85-3,13; p=ns). Mais recentemente, CHO et al. (2018) analisaram 6
estudos com um total de 429 pacientes, e a presenca de CTCs correlacionou-se com
maior risco de reicidiva (HR=4,88; 1C95%: 1,93-12,35; p<0,001), porém nao foi
demonstrada correlagdo significativa com SG (HR=1,92; 1C95%: 0,93-3,96;
p=0,078). Vale ressaltar que nestas metanalises foi considerada apenas a presenca ou
auséncia de CTCs, sem qualquer analise quantitativa.

Foi avaliado um ponto de corte como preditor dos desfechos de SG e SLP e
para isto utilizamos a técnica descrita por LAUSEN e SCHUMACHER (1992). Para
SG o valor de 6,5 CTCs/mL correlacionou-se de maneira independente, embora o
nimero de pacientes que se situam acima deste nivel seja limitado, de 13% da
amostra. Quando selecionamos um ponto de corte mais baixo, o segundo ideal, de
2,8 CTCs/mL, encontramos significancia na analise uniivariada, mas ela ¢ perdida na
multivariada. Esses dados ressaltam o impacto da contagem de CTCs como variavel
continua, com um aumento do risco de 6bito quanto mais altos os valores de CTCs
baseline. Para SLP o valor de 3,8 CTCs/mL foi um fator prognostico independente.
Ao avaliar os graficos gerados pelo método, observa-se um aumento do risco relativo
do desfecho a partir de um ponto de corte ao redor de 3 CTCs/mL, com algumas
variagcoes em determinados valores (reducdes do log rank para pontos de corte mais
altos que este), provavelmente devido ao nimero limitado da amostra, o que reforca
o conceito de varidvel continua e ndo dicotdmica. Dos trabalhos revisados e ja
amplamente discutidos, o unico que correlacionou quantitativamente CTCs e
desfechos foi o reportado por INHESTERN et al. (2015), que utilizou como ponto de
corte a contagem mediana de CTCs. Nao consideramos esta uma avaliacdo adequada,
pois a mediana simplesmente divide a populacdo em dois grupos iguais e avalia o
desfecho entre estes dois grupos, sem um aprofundamento maior do ponto de corte
que realmente separa subgrupos com desfechos opostos.

Avaliamos também a presenca de microémbolos (ME), que sdo definidos
como grupos de trés ou mais CTCs (KHOJA et al. 2014). Para evitar que ME possam
ser confundidos com CTCs em mitose, esse agrupamento de CTCs deve conter 3 ou
mais nucleos distintos (HOU et al. 2012). Na populacao global do estudo foram
detectados ME em 27,7% dos pacientes, e sua presenca ndo se correlacionou com SG

(HR=2,32; 1C95%: 0,95-5,66; p=0,064) porém houve correlacdo significativa com
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SLP (HR=2,70; IC95%: 1,30-5,58; p=0,007), que se manteve como fator progndstico
significativo independente na analise multivariada (HR=2,58; 1C95%: 1,24-5,35;
p=0,010). A formacao de ME traz uma vantagem no processo de metastatizacdo, uma
vez que agrupamentos de CTCs quando injetados em camundongos apresentam
maior potencial de formacao de metastases em comparagao com a injecdo de CTCs
isoladas (FIDLER 1970; LIOTTA et al. 1976; ACETO et al. 2014). A auséncia de
células em apoptose ou em proliferagdo também suporta a hipotese de uma vantagem
de sobrevivéncia dos ME, seja por uma protecdo contra a apoptose por contato
célula-células ou célula-matriz extracelular ou pela menor eficicia da quimioterapia
sist€émica (FRISCH e FRANCIS 1994; FRIEDL e GILMOUR 2009). E, por fim, a
formagao destes agrupamentos de CTCs facilitaria o escape do sistema imune, uma
das principais linhas de defesa contra a proliferacdo e disseminacdo neoplasica
(FRIEDL e WOLF 2003). Dados mais recentes demonstram estas hipdteses, de que a
presenca de ME aumenta de maneira significativa o potencial metastatico (ACETO
et al. 2014; AU et al. 2016) e a resisténcia a terapia (BITHI e VANAPALLI 2017;
UMER et al. 2018). Esse racional e estes dados suportam nossos resultados que
correlacionam a presenca de ME com pior prognéstico e maior risco de progressao
da doenga.

Nao h4, pelo nosso conhecimento, nenhum outro estudo que correlacione a
presenca de ME com piores desfechos em CCP. H4, entretanto, dados de outros tipos
de tumores correlacionando a presenca de ME com pior SLP e/ou SG como cancer
de pulmao de pequenas células (HOU et al. 2012), cancer de mama (UM et al. 2015;
WANG et al. 2017), cancer de pancreas (CHANG et al. 2016), cancer gastrico
(ZHENG et al. 2017; ABDALLAH et al. 2019), cancer colorretal (ZHANG D et al.
2017), melanoma (LONG et al. 2016) e hepatocarcinoma (VONA et al. 2004). A
maioria destes trabalhos utiliza a técnica ISET (cancer gastrico, colorretal,
melanoma, hepatocarcinoma), que através do seu sistema de filtragem e detec¢do
pelo tamanho, favorece a identificagdo de ME. Outras técnicas foram utilizadas como
Cellsearch® (pulmido e mama), que apresenta a limitacio da dependéncia de
marcacao epitelial, além do processo de centrifugacao apresentar o risco de

desagrupar as CTCs de ME, e técnicas de microfiltragem (pancreas), que sdo
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promissoras para avaliacdo de ME (ANTFOLK e LAURELL 2017) mas ainda
possuem poucos dados publicados.

Em relag¢do a expressdo de biomarcadores por ICC nas CTCs baseline, nao
houve correlagcdo significativa com SG ou SLP. Nesse contexto, os dois
biomarcadores que parecem promissores como prognosticos foram o EGFR,
expresso em 74% das CTCs testadas, e a B-tubulina III, expressa em 45%, por
apresentarem diferenca numérica na estimativa de SG em dois anos, embora sem
significdncia estatistica. O impacto prognostico negativo da expressdo
imunoistoquimica de EGFR em CECP ja ¢ sabido de diversos estudos e metanalise
(ANG et al. 2002; KEREN et al. 2014), porém sua analise em CTCs e consequente
impacto prognostico neste contexto foram pouco exploradas ate o momento.
TINHOFER et al. (2012) analisaram a expressdao de EGFR em CTCs de 31 pacientes
portadores de CECP localmente avancado utilizando técnica de citometria de fluxo.
A taxa de detec¢do de CTCs foi de apenas 29%, com 100% de positividade para
EGFR, porém nao foi demonstrada correlagdo de expressao de EGFR nas CTCs com
sobrevida. GRISANTI et al. (2014) avaliaram 53 pacientes portadores de CECP
recidivado ou metastatico utilizando o Cellsearch®, evidenciando uma taxa de
detec¢do de 26%, com 45% das CTCs apresentando positividade para EGFR. Apesar
da presenga de CTCs detectaveis ter se correlacionado com SLP e SG, ndo ouve
correlagdo da expressdo de EGFR com piores desfechos. Também para a B-tubulina
IIT existem dados que evidenciam o papel prognostico da expressdo
imunoistoquimica em CCP, conforme reportado por KOH et al. (2009)
demonstrando impacto negativo significativo em SLP, e sem significancia em SG.
Porém, mais uma vez, dados sobre sua expressdo em CTCs ndo estdo disponiveis.

A expressao de EGFR ja tem uma base de dados disponiveis mostrando
tratar-se de um fator prognostico negativo, uma vez que sua hiperexpressao faz parte
do processo de carcinogénese do CECP, e ativa uma cascata de sinalizacdo que
culmina com proliferacdo, sobrevivéncia e metastatizagdo celular (KEREN et al.
2014). E embora haja uma terapia que bloqueie o EGFR (o anticorpo monoclonal
Cetuximabe), sua hiperexpressao no tumor primario nao se mostrou um preditor de
resposta a este tratamento (LICITRA et al. 2013). Portanto, apesar de identificarmos

a expressdo de EGFR como um fator de mau progndstico, at¢ o momento isto ndo
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leva a uma alteragdo de estratégia terapéutica. A [B-tubulina III ¢ interpretada
classicamente como um biomarcador de resisténcia a terapia com taxanos, entretanto
dados sugerem que outras isoformas, como a [-tubulina II, podem conferir
resisténcia a tratamentos baseados em platina (CULLEN et al. 2009) em CECP
localmente avangado, o que justificaria sua expressdo como um fator prognostico
adverso na populagao global do estudo, independente do tratamento realizado.

A expressdo de outros biomarcadores de resisténcia a drogas (ERCC1, MRP-
2 ¢ MRP-7) ou de transi¢do epitélio mesénquima (TGF-BRI e MMP2) ndo teve
impacto significativo em desfechos de SG e SLP, sugerindo que seu papel possa ser
mais importante como preditores de resposta ao tratamento, no caso do primeiro, ou
de risco de recidiva de doenga para expressdo apos o tratamento, no caso do segundo.

Ao analisar a expressdo dos biomarcadores em ME antes do tratamento,
observa-se que positividade de MRP-7 em ME, presente em 6% dos pacientes
analisados, correlacionou-se significativamente com SG na analise univariada
(embora tenha perdido a significAncia na multivariada) e foi fator prognostico
independente de pior SLP. A MRP-7 ¢ uma proteina associada a resisténcia de
multiplas drogas, muitas delas utilizadas no tratamento do CCP localmente
avangado, como docetaxel (HOPPER-BORGE et al. 2004; DOMANITSKAYA et al.
2014), paclitaxel (HOPPER-BORGE et al. 2011; KATHAWALA et al. 2014;
ZHANG et al. 2017b), 5-FU (XIE et al. 2017) e terapias anti-EGFR (KUANG et al.
2010; ZHAO et al. 2018). Some-se a isso as evidéncias que demonstram que a
formagcdo de ME confere resisténcia as terapias, uma vez que as CTCs nesses
agregados encontram-se em fase ndo proliferativa, teoricamente menos susceptiveis a
terapia citotoxica (UMER et al. 2018), além de estudo experimental demonstrando
que a efetividade da quimioterapia (doxorrubicina) ¢ maior em CTCs isoladas em
comparacao com ME (BITHI e VANAPALLI 2017). Estes dados sugerem uma clara
vantagem em sobrevivéncia, resisténcia a tratamento e consequentemente piores
desfechos nos pacientes que, além de apresentarem ME, possuam expressdo de
biomarcadores de resisténcia como a MRP-7.

Outros biomarcadores cuja expressao em ME correlacionou-se com piores
desfechos na andlise univariada foram a f-tubulina III (SG) e o EGFR (SLP), embora

esses resultados nio tenham se confirmado na analise multivariada. Conforme
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discutido previamente, esses biomarcadores estdo relacionados a piores desfechos, e
sua expressao associada a presenga de ME provavelmente reflete um cendrio de
doenca mais agressiva, resistente ao tratamento e de pior progndstico em termos de
sobrevida.

Para analise do potencial papel preditor de resposta de CTCs, ME e expressao
de biomarcadores, limitamos nossa analise a populagdo submetida a tratamento
definitivo, ou seja, os pacientes que apresentavam doenca in loco e cujo intuito do
tratamento era curativo com uma estratégia ndo cirurgica, baseada em tratamento
sistémico e radioterapia, num total de 67 pacientes. Inicialmente confirmamos o
papel prognoéstico da contagem de CTCs baseline nesta populagdo, que como uma
varidvel continua foi um fator prognostico independente de pior SG (HR=1,23;
1C95%: 1,09-1,39; p<0,001) e SLP (HR=1,22; IC95%: 1,08-1,37; p=0,001). A
contagem de CTCs baseline como variavel continua foi um preditor de resposta ao
tratamento, com uma reducdo na chance de resposta completa de 26% para cada
incremento de 1 CTC/mL (OR=0.74; 1C95%: 0.58-0.95; p=0.022). Foi construida
uma curva ROC, porém o ponto otimizado de 3,1 CTCs/mL levava a uma
sensibilidade e especificidade ao redor de 60%, que ndo foram suficientes para
estabelecer este ponto de corte como um preditor significativo de resposta completa
ao tratamento (OR=0.48; 1C95%: 0.15-1.15; p=0.212). BUGLIONE et al. (2012)
avaliaram a correlagdo entre CTCs e resposta ao tratamento em 73 pacientes com
CECP localmente avangado, entretanto incluindo diversas histologias e sitios
primarios (e nao apenas CEC de sitios classicos das vias aerodigestivas superiores),
utilizando o sistema CellSearch®. Nio houve correlagio significativa entre presenca
de CTCs baseline e resposta parcial ou completa ao tratamento, e foi identificada
correlacdo com a cinética de CTCs, sendo que pacientes que foram negativos antes
ou apds o tratamento apresentaram maior taxa de resposta (p=0,017). GRISANTI et
al. (2014), avaliaram 53 pacientes portadores CECP recidivado ou metastatico
utilizando o sistema CellSearch®™, ¢ observaram taxas de controle de doenca
significativamente maiores em pacientes com CTCs negativas (45% x 8%; p=0,03).
Este ¢, portanto, pelo nosso conhecimento, o primeiro estudo a correlacionar de
maneira quantitativa a contagem de CTCs baseline com resposta ao tratamento em

CECP localmente avancado. Esta informagdo pode ser relevante na pratica clinica,
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visto que ao se predizer uma menor probabilidade de resposta completa ao
tratamento ndo cirurgico, poderia discutir-se a modificacdo ou adaptacao da
estratégia, seja substituindo-a por uma abordagem cirtrgica inicial em pacientes
ressecaveis ou intensificando o tratamento, com adi¢do de quimioterapia de inducdo
por exemplo, como serd discutido posteriormente.

Os pontos de corte prognésticos também foram semelhantes aos encontrados
na populagdo total do estudo, com os valores de 6,5, 3,8 e 2,8 CTCs/mL
correlacionando-se com uma boa discriminagdo dos desfechos de sobrevida. Por
motivos de aplicabilidade clinica e de factibilidade das andlises, foram avaliados os
pontos 2,8 e 3,8 CTCs/mL. Para a analise do potencial papel preditor da contagem de
CTCs, de acordo com a estratégia de tratamento utilizada, mais uma vez limitamos a
avaliacdo aos pacientes submetidos a tratamento ndo cirtrgico, dividindo em dois
grupos de pacientes: aqueles submetidos a quimioterapia de indugdo seguido de
radioterapia concomitante a platina ou cetuximabe (grupo QTI; n=33) e os tratados
com radioterapia inicial combinada a platina ou cetuximabe (grupo RT inicial;
n=34). Foi optado por esta andlise pelo nimero de pacientes em cada grupo e pela
grande duvida que paira sobre qual o papel da QT de indug¢do em CECP localmente
avancado, com resultados conflitantes na literatura e, até o momento, sem
identificacdo de biomarcadores preditores de um eventual beneficio desta estratégia.
Apesar de alguns desbalangos, com o grupo QTI apresentando pacientes mais jovens
(média de 56 x 64 anos; p=0,001), com menor carga tabagica (média de 26 x 43
anos/maco; p=0,033), com maior volume de doenca cervical (78% x 20% de doenca
N2c ou N3; p<0,001) e com estagio AJCC mais avangado (100% x 58% de estagio
IVA ou IVB; p<0,001), ndo houve diferenca significativa na analise multivariada de
SG (HR=1,68; 1C95%: 0,42-6,76; p=0,460) ou SLP (HR=2,05; 1C95%: 0,75-5,56;
p=0,158) entre os dois grupos de tratamento. Essas diferencas demograficas sao
explicadas pelos critérios utilizados em nosso servigo para indicacdo de QT inducdo,
que ¢ reservada a pacientes capazes de tolerar tal tratamento (em geral mais jovens,
com bom performance e com menos comorbidades), e com doenga de alto volume
(T4, N3) ou alto risco de recidiva a distancia (N2c ou N3).

Com o intuito de avaliar a contagem de CTCs como um potencial

biomarcador preditor do beneficio de QT de indugdo, avaliamos os pacientes abaixo
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e acima dos pontos de corte estabelecidos em relacdo a estratégia de tratamento
utilizada. Analisando pacientes com CTCs baseline <2,8/mL a estimativa de SG em
dois anos foi de 93,3% para o grupo QTI versus 78,3% para RT inicial (HR=0,314;
1C95%: 0,03-3,02; p=0,290) enquanto naqueles com dosagem > 2,8/mL a estimativa
de SG dois anos foi de 74,8% para QTI versus 58,9% para RT inicial (HR=0,61;
1C95%: 0,17-2,08; p=0,426). Embora ndo haja significancia estatistica, chama a
atencdo a diferenca numérica na estimativa de SG em dois anos nos pacientes com
CTCs baseline acima do ponto de corte, diferenga esta que fica mais evidente ao
utilizar o ponto de 3,8 CTCs/mL, com SG em dois anos de 88,2% para QTI versus
79,8% para RT inicial (HR=0,55; 1C95%: 0,10-,84; p=0,470) em pacientes com
dosagem < 3,8/mL, enquanto naqueles com contagem > 3,8/mL a SG em dois anos
foi de 79% para QTI versus 30% para RT inicial (HR=0,32; 1C95%: 0,07-1,38;
p=0,112). Embora sem significancia estatistica, estes resultados geram a hipdtese que
pacientes com contagem de CTCs baseline mais altas derivem maior beneficio do
uso de quimioterapia de indugdo.

Esta hipodtese faz sentido racional, uma vez que acredita-se que a presenga de
CTCs esta diretamente envolvida no processo de metastatizagao a distancia (MEGO
et al. 2010; ZHOU et al. 2017), e que o emprego de quimioterapia de inducdo com
adicdo de taxanos, esquemas que foram utilizados na populagdo de nosso estudo, tem
a capacidade de reduzir de maneira significativa a incidéncia de recidiva a distancia
em CECP localmente avancado (BLANCHARD et al. 2013). Metandlise reportada
por BLANCHARD et al. (2013), analisando 5 estudos prospectivos e randomizados
com um total de 1772 pacientes, demonstrou que a QT de inducdo com TPF trazia
uma reducdo absoluta no risco de recidiva a distancia de 6,4% em comparag¢do com
esquema PF (HR=0,63; 1C95%: 0,45-0,89; p=0,009), com uma taxa de metastases
em 5 anos de 13,7% versus 20,1%. Apesar do beneficio significativo, apenas uma
parcela dos pacientes se beneficiaria desta estratégia para este desfecho, visto as
taxas de recidiva a distdncia em geral serem mais baixas do que a taxa de recidiva
locorregional (no mesmo estudo entre 40 e 50%). Portanto, nos ultimos anos, esforgo
tem sido direcionado para identificar pacientes potencialmente com maior risco de

recidiva a distdncia para utilizacdo dos esquemas de indugdo e, na auséncia de
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biomarcadores validados até o momento, esta decisdo tem se baseado em fatores
clinicos.

Atualmente a principal caracteristica clinica avaliada para estimar o risco de
recidiva a distancia e embasar a indicacao de QT de indu¢dao com intuito de redugao
deste desfecho ¢ o volume de doenca cervical, uma vez que estdgios > N2b,
especialmente N2c e N3 se associam com aumento do risco de metéstases
(BROCKSTEIN et al. 2004). Além disso, analises de subgrupos de estudos que
empregaram QT de indugdo ou neoadjuvante com TPF, identificaram potencial
maior beneficio da estratégia neste cenario. ZHONG et al. (2013) conduziram estudo
prospectivo e randomizado de fase III com 256 pacientes portadores de carcinoma
epidermoide de cavidade oral localmente avancado ressecével, que receberam QT
neoadjuvante com TPF por dois ciclos seguido de cirurgia versus cirurgia inicial. O
estudo foi negativo para seu desfecho primario de SG (HR=0,97; 1C95%: 0,63-1,50;
p=0,918) e secundario de sobrevida livre de doenga (HR=0,97; 1C95%: 0,65-1,45;
p=0,897). Entretanto, ao analisar o subgrupo de pacientes com doenca cervical mais
volumosa, houve beneficio da QT em SG (HR=0,41; 1C95%: 0,17-0,97) e sobrevida
livre de metastases a distancia (HR=0,41; IC95%: 0,17-0,97). COHEN et al. (2014)
reportaram os resultados do estudo DeCIDE, que randomizou 285 pacientes com
CECP localmente avangado N2 e N3, para receberem QT indu¢do com esquema TPF
por dois ciclos seguido de quimiorradioterapia versus quimiorradioterapia inicial. O
estudo foi fechado precocemente por baixo recrutamento (estudo desenhado para 400
pacientes), portanto ndo apresenta poder estatistico para o desfecho primario de SG,
que foi negativo (HR=0,91; 1C95%: 0,59-1,41; p=0,68), entretanto houve menos
recidivas a distdncia no grupo TPF (29 x 19; p=0,11) e, ao se analizar apenas a
populacdo com pescogo N2¢ e N3, observa-se uma diferengca numérica favoravel ao
TPF em SG, sem significancia estatistica (p=0,19).

Estes resultados sugeriam que o volume de doenga cervical seria um bom
preditor do beneficio da QT indu¢do, e baseado nessa premissa foi desenhado o
estudo GORTEC 2007/02 (GEOFFROIS et al. 2018), que randomizou 370 pacientes
portadores de CECP localmente avangado, incluindo apenas estagios N2b, N2c e N3,
para QT indug@o com TPF por trés ciclos seguido de RT concomitante a cetuximabe

versus RT concomitante a quimioterapia baseada em platina (carboplatina + 5-FU).
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Houve reducao significativa na incidéncia de metastases a distancia no grupo TPF
(HR=0,54; 1C95%: 0,30-0,99; p=0,05) entretanto isto ndo se traduziu em beneficio
nos desfechos de sobrevida, com uma estimativa de SLP em dois anos de 36% no
grupo TPF versus 38% para RT + QT (HR=0,93; 1C95%: 0,73-1,20; p=0,58) e sem
diferenca em SG (HR=1,12; 1C95%: 0,86-1,46; p=0,39). Estes resultados mostram
que selecionar pacientes para QT de indugdo baseado apenas no volume de doenca
cervical, embora possa trazer uma reducdo na incidéncia de metastases a distancia,
ndo se traduz em beneficio significativo de sobrevida, mesmo em estudo prospectivo
e randomizado de fase III desenhado para esta populagdo especifica.

Portanto sdo necessarios biomarcadores preditores do beneficio desta
estratégia, uma vez que se trata de tratamento toxico, especialmente o esquema TPF,
com potencial de complicagdes como neutropenia graus III ou IV em até 59% dos
pacientes (BLANCHARD et al. 2013), neutropenia febril em 17% e taxa de
mortalidade relacionada ao tratamento que pode chegar a 6,6% (GEOFFROIS et al.
2018). Embora haja relacdo entre a contagem de CTCs baseline e o volume de
doenga cervical em nosso estudo, nossos resultados sugerem que a contagem de
CTCs tenha potencial para ser um melhor biomarcador preditivo, uma vez que
observamos uma diferenca numérica favoravel a QT de indugdo para SG nos
pacientes com contagens mais altas antes do tratamento. Vale ressaltar que a
auséncia de diferenga estatistica nestes resultados, bem como nao se tratar de um
estudo randomizado com este objetivo, ndo nos permitem afirmar no momento a
aplicabilidade clinica da dosagem de CTCs com o intuito de selecionar pacientes
para QT de indugdo, mas como discutido, geram uma hipotese plausivel e que
necessita de confirmagao em estudos subsequentes.

Para avaliar o papel preditor de resposta ao tratamento da presenca de ME,
mais uma vez limitamos a analise a populagdo submetida a tratamento definitivo nao
ciruurgico. Nesse cendrio, a presenca de microémbolos foi fator prognostico
independente para pior SLP na anélise multivariada (HR=3,34; 1C95%: 1,40-7,99;
p=0,007) enquanto para SG, embora significativo para pior SG na analise univariada
(HR=3,01; 1C95%: 1,06-8,52; p=0,029), perdeu a significancia na analise
multivariada (HR=2,54; 1C95%: 0,79-8,15; p=0,115). Devido ao niimero limitado de

pacientes com presenga de ME (15 de 67), o que limitaria a analise desse subgrupo
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isoladamente, optado por construir uma curva de Kaplan Meier com 4 bracos,
contemplando a presenca ou auséncia de ME e a estratégia de tratamento, QT de
inducdo ou RT inicial. Analisando a SG, houve diferenga significativa entre as
curvas (p=0,020) com pior SG para pacientes que apresentavam ME baseline e que
ndo receberam QTI, significativa em relagdo a pacientes com ME ausentes que
receberam QTI (HR=0,13; IC95%: 0,02-0,59; p=0,009) ¢ que ndo receberam QTI
(HR=0,22; 1C95%: 0,06-0,84; p=0,027), porém sem significAncia em relacdo aos
pacientes com ME presentes que realizaram QTI (HR=0,29; 1C95%: 0,05-1,64;
p=0,164). Estes resultados sugerem que pacientes com ME presentes e que nao
recebem tratamento sist€émico efetivo, no caso QT de inducdo, tem um péssimo
prognostico. Aparentemente, nessa populacdo, quando se oferece a QTI, os
desfechos de SG sdao melhores, embora sem significAncia estatistica. Em
contrapartida, pacientes com auséncia de ME baseline, ndo parecem se beneficiar da
adi¢ao de QT de indugio ao tratamento definitivo.

Analisando a SLP resultados semelhantes foram observados, com diferenca
entre as 4 curvas (p<0,001) e pior SLP para pacientes com ME que ndo receberam
QTI, significativa em relagdo aos pacientes sem ME que receberam QTI (HR=0,15;
1C95%: 0,05-0,58; p=0,004) ou nao (HR=0,09; IC95%: 0,02-0,35; p<0,001), e ndo
significativa em relacdo aos pacientes com ME presentes que ndo receberam QT de
inducdo (HR=0,33; 1C95%: 0,08-1,30; p=0,116). O nimero pequeno de pacientes
com ME presentes, como ja exposto, limita este tipo de analise, porém mais uma vez,
estes resultados sugerem que o beneficio da QT de indugdo limita-se a pacientes com
presenca de ME baseline, sem impacto significativo naqueles sem ME. Apesar das
CTCs isoladas estarem diretamente envolvidas no processo de metastatizagao,
acredita-se que a maioria destas células esteja fadada a sucumbir na corrente
sanguinea, por forcas mecanicas e ambientais como trauma, stress oxidativo e acao
do sistema imune, o que leva apenas uma pequena frag@o a atingir 6érgaoes distantes
e, em ultima analise, originar doenca metastatica (GIULIANO et al. 2018). Portanto,
a presenca de ME pode significar uma vantagem na capacidade de metastatizacao,
esse subgrupo de pacientes represente aqueles com maior risco de dissemincagdo
sistémica e, consequentemente, com maior beneficio do uso de QT de indugdo.

Embora alguns dados demonstrem que as CTCs em ME sejam ndo proliferativas, o
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que conferiria resisténcia ao tratamento citotéxico (KREBS et al. 2012; GIULIANO
et al. 2018), ou ainda que permanecam em um estado de dorméncia (SPILIOTAKI et
al. 2014; DASGUPTA et al. 2017), nossos resultados sugerem que em pacientes com
ME, o uso de QT sistemicamente efetiva pode resultar em melhores desfechos,
independente destas caracteristicas de potencial quimiorresisténcia.

Conforme previamente discutido em relagdo a contagem de CTCs baseline,
estes resultados sdo geradores de hipotese, lembrando que altas contagens de CTCs e
a presenca de ME baseline sdo correlacionados, se traduzem em piores desfechos de
sobrevida, e poderiam selecionar pacientes para uma estratégia mais intensa de
tratamento, com a incorporagdo da QT de indugdo sistémica ao tratamento
locorregional.

Em relagdo ao potencial papel preditor de desfechos da expressdo de
biomarcadores por ICC em CTCs e ME antes do tratamento demonstramos piores
desfechos nos pacientes com expressao de B-tubulina III nas CTCs baseline que
foram submetidos a QT indug@o (combina¢des com taxanos) em comparacdo com
auséncia de expressdo. Neste grupo de pacientes, aqueles sem expressao de [-
tubulina III apresentaram estimativa de SG em dois anos de 100% versus 58,5% para
os expressores (p=0,012). Quando avaliamos o subgrupo de pacientes tratados com
RT inicial, ndo houve diferenga em SG entre expressores ou ndo para p-tubulina III
e, ao analisar as 4 curvas conjuntamente, hd uma sugestdo de que pacientes sem
expressdao de BT-3 e que ndo realizaram QTI, sendo tratados com RT inicial, também
tiveram pior desfecho de SG.

Estes dados demonstram que a expressao de BT-3 em CTCs ¢ um potencial
biomarcador de resisténcia ao tratamento com QT de indugdo com taxanos, € que
pacientes sem expressdo que realizam QTI apresentam excelente desfecho de SG.
Estes mesmos pacientes ndo expressores, ao relizarem RT inicial, sem QTI, ndo
parecem ter os mesmos resultados de SG. Analises retrospectivas demonstram papel
semelhante da expressdo por IHQ de BT-3 em bidpsias de tumores de orofaringe,
laringe e hipofaringe localmente avancados submetidos a QT de inducdo baseada em
platina, com menores taxas de resposta e SLP nos alto expressores (KOH et al.

2009).
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Os taxanos sao agentes citotdxicos cujo mecanimo de a¢ao envolve a inibigao
de microtubulos, através da ligagao com a B-tubulina e consequente inibi¢ao do ciclo
celular. Entretanto isoformas da B-tubulina, como a classe III, apresentam resisténcia
a esta ligagdo (SEVE et al. 2010). Em outros sitios primarios também hé evidéncia
de que a expressdo de BT-3 por IHQ em bidpsias do tumor seja um preditor de
resisténcia a terapia baseada em taxanos. Diversos estudos em cancer de pulmao nao
pequenas células evidenciam a expressdo de BT-3 como preditor de resisténcia ao
tratamento com docetaxel (HAYASHI et al. 2010; KAIRA et al. 2013), paclitaxel
(VILMAR et al. 2011; AZUMA et al. 2009) ou alcaldides da vinca, no caso a
vinorelbina, também um inibidor de microtabulos (YANG et al. 2014). O mesmo
pode ser observado em tumores de mama (HASEGAWA et al. 2003; YUAN et al.
2012; SHIMADA et al. 2015), prostata (PLOUSSARD et al. 2002) e estomago
(HWANG et al. 2013). Nossos dados refletem a literatura, com a expressao de BT-3
sendo um biomarcador de resisténcia a terapia com taxanos. Entretanto, chama a
atenc¢do o desfecho de SG dos ndo expressores quando tratados com RT inicial, uma
vez que hé evidéncias de que a expressdo de BT-3 também seja um biomarcador
prognostico, com melhores desfechos para nao expressores, independente do
tratamento realizado (TERRY et al. 2009; YANG et al. 2014). Portanto os resultados
sugerem que pacientes ndo expressores de P-tubulina III tem melhor sobrevida
apenas quando tratados com QT de indugdo, e que este biomarcador teria potencial
indicagdo para selecionar pacientes candidatos a esta estratégia de tratamento.
Novamente, uma vez que o estudo ndo foi desenhado especificamente para esta
analise, os resultados devem ser interpretados com cautela e, apesar da diferenca
estatistica na SG do grupo QTI, trata-se de uma amostra pequena e sujeita a viéses,
no qual ndo foi possivel realizar analise multivariada (pela auséncia de eventos no
braco BT-3 negativo). Portanto, estes dados formulam uma hipotese, do potencial
uso clinico deste biomarcador para selecionar pacientes candidatos a terapia de
indugao.

A taxa de detecgdo de CTCs apds o tratamento foi de 87,6% (57 de 65), com
uma mediana de 2,8 CTCs/mL. Apesar de valores menores comparativamente com
os numeros da andlise baseline (taxa de detec¢do de 94% e mediana de 3.5

CTC/mL), se levarmos em conta que todos estes pacientes possuem doenga ndo
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metastatica, foram submetidos a tratamento com intuito curativo, ¢ realizaram a
coleta de amostras até 6 semanas apos o término do tratamento (a maioria entre 4 e 6
semanas), sdo taxas de detec¢do bastante altas. Se analisarmos separadamente, os
pacientes no cendrio adjuvante, ou seja, sem doenca in loco no inicio da radioterapia,
tém uma taxa de detec¢do menor, de 66,6% (8 de 12), também um valor alto tendo
em vista o contexto desta coleta, enquanto pacientes tratados no cenario definitivo
apresentam taxa de deteccdo de 85,9% (49 de 53). Existem dados escassos em
relacdo a taxa de deteccdo de CTCs apos tratamento em CCP, com alguns autores
analizando a presenga de CTCs apos o inicio ou durante o tratamento. BUGLIONE
et al. (2012), utilizando a técnica CellSearch™, demonstraram CTCs durante o
tratamento em apenas 4 de 73 pacientes (5,5%) enquanto HRISTOZOVA et al.
(2011), utilizando uma técnica de citometria de fluxo com enriquecimento positivo
por meio da marcacdo de EpCAM e citoqueratinas, detectaram CTCs ap6s o inicio
do tratamento baseado em radioterapia em 4 de 23 pacientes (17%). Essa diferenca
se deve provavelmente a diferengas na sensibilidade dos métodos, conforme
discutido previamente, uma vez que o ISET ¢ uma técnica independente de marcagao
de citoqueratinas. Em relacdo ao potencial impacto da radioterapia nas contagens de
CTCs ap6s o tratamento existem resultados controversos com dados em CCP
sugerindo que a radioterapia poderia aumentar a prevaléncia de CTCs apos o
tratamento (TINHOFER et al. 2012), enquanto dados em cancer de pulmio ndo
pequenas células localizado ou localmente avangado mostrando o inverso, uma
reducdo significativa da detec¢ao de CTCs apds RT (DORSEY et al. 2015; FRICK et
al. 2018). Nossos dados demonstram que ap6s a RT houve uma redu¢do na mediana
de CTCs e uma discreta redu¢do na taxa de deteccdo, que pode ser relacionada a
algum efeito do tratamento, ou a outros mecanismos dependentes da resposta do
hospedeiro, como apoptose mecanica ou imuno mediada.

Nao houve diferenca entre a contagem de CTCs apés o tratamento e resposta,
com uma média de CTCs/mL de 2,7 para pacientes com resposta completa versus 2,4
para pacientes com resposta parcial, doenga estavel ou progressido (p=0,486). Logo,
pelo menos do ponto de vista quantitativo, a contagem de CTCs apos o tratamento
ndo reflete a resposta alcangada pelo paciente. Do mesmo modo, a anélise das CTCs

pés tratamento como varidvel continua ndo se mostrou progndstica para SG
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(HR=1,07; 1C95%: 0,98-1,16; p=0,100) ou SLP (HR=1,01; IC95%: 0,92-1,10;
p=0,804). Em contrapartida, quando avaliamos os pontos de corte da contagem de
CTCs em relagdo aos desfechos, identificamos dois cendrios distintos. Pacientes que
persistem com CTCs muito altas ap6s o tratamento, acima de 6,6/mL, t€ém um
prognoéstico muito ruim, com SG em dois de anos de 30% e SLP em dois anos de
20% versus 85,6% e 65,3% respectivamente para aqueles com contagem < 6,6/mL.
Nesse contexto, a contagem de CTCs acima de 6,6/mL ¢ fator prognostico
independente para SG (HR=0,08; 1C95%: 0,02-0,37; p=0,001) e SLP (HR=0,25;
1C95%: 0,08-0,77; p=0,015). Um segundo cendrio sdo pacientes que ao término do
tratamento apresentam contagens de CTCs muito baixas, menores ou iguais a 1
CTC/mL, apresentando um excelente progndstico, com SG em dois anos de 100%
versus 78,3% (p=0,015). Isto reflete, provavelmente, o impacto do tratamento nas
contagens de CTCs, mostrando que pacientes que a despeito do tratamento
apresentam contagens altas provavelmente ndo responderam adequadamente e,
portanto, apresentam um risco de progressao ou 6bito aumentado enquanto pacientes
com contagens baixas refletem um grupo com boa resposta e melhor prognoéstico.
Esta diferenca ndo foi observada quando analisamos as CTCs de maneira continua,
provavelmente por se tratarem de extremos de valor, sendo que estes dados
demonstram que apds o tratamento o impacto prognostico das CTCs esta relacionado
ndo a seu valor linear continuo mas a valores polarizados, muito altos (acima de
6,6/mL) ou muito baixos (abaixo de 1 CTC/mL).

A utilizacdo clinica destas informagdes poderia ser avaliada em estudos
clinicos prospectivos e randomizados. Por exemplo, pacientes que persistam com
contagens de CTCs altas apds o tratamento, e que tenham realizado apenas RT
inicial, poderiam ser randomizados para realiza¢dao ou ndo de quimioterapia sistémica
de consolidagdo, na tentativa de melhores desfechos de sobrevida. Embora o racional
seja bastante interessante e promissor, ele ja foi testado em CCP, especificamente em
tumores de nasofaringe e utilizando uma outra técnica de bidpsia liquida, porém com
resultados negativos. CHAN et al. (2018) randomizaram 104 pacientes portadores de
carcinoma indiferenciado de nasofaringe EBV relacionado, com persisténcia de
DNA de EBV plasmatico detectavel apo6s tratamento de quimiorradioterapia

concomitante, para receber tratamento adjuvante com quimioterapia (cisplatina e
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gemcitabina por 6 ciclos) versus observagao. Com um seguimento mediano de 6,6
anos, ndo houve diferenca significativa em sobrevida livre de recidiva em 5 anos
entre os pacientes que receberam QT ou nao (49,3% x 54,7%; HR=1,09; 1C95%:
0,63-1,89; p=0,75). Estes resultados mostram que, para tais pacientes, o pior
prognostico ¢ intrinseco a uma biologia tumoral desfavoravel, e que o impacto da
intensificagdo de terapias seja limitado, embora tais estratégias ainda nao tenham
sido testadas utilizando informagdes provenientes de CTCs, e este seja um caminho
para pesquisas futuras.

A prevaléncia de ME apos o tratamento foi de 20% (13 de 65) e ndo houve
impacto significativo da presenca de ME em SG (HR=2,25; 1C95%: 0,69-7,32;
p=0,177) ou SLP (HR=0,89; 1C95%: 0,30-2,61; p=0,841). Dados em cancer de
mama metastatico demonstram que presenca de ME apos inicio de tratamento
sistémico ¢ preditor de piores desfechos (PAOLETTI et al. 2015; WANG et al.
2017). PAOLETTI et al. (2015) analisaram 52 pacientes portadoras de cancer de
mama triplo negativo metastatico em tratamento com quimioterapia utilizando o
CellSearch®. A prevaléncia de ME baseline foi de 15,3%, e nos dias 15 e 29 ap6s o
inicio da quimioterapia variou de 6,6 a 13,4%, e a presenca de ME detectaveis no dia
29 correlacionou-se com piores taxas de resposta (p=0,044) e pior SLP (p=0,009).
WANG et al. (2017) analisaram 128 pacientes portadoras de cancer de mama
metastatico em tratamento quimioterapico, utilizando novamente a técnica
CellSearch®, demonstrando uma prevaléncia de ME baseline de 16,2% e de 24,7%
no primeiro seguimento apds tratamento. A presenca de ME apds o tratamento
correlacionou-se com pior SLP (p=0,037).

Estes estudos foram realizados em populagdes distintas de nossa amostra, em
pacientes com com doenga metastatica em tratamento sistémico. Nao existiam, até o
momento, dados do impacto da presenca de ME em pacientes com doenga nao
metastatica, especificamente de CECP localmente avancados, tratados com intuito
curativo. Nesse cenario a simples presenca de ME detectaveis apos o tratamento ndo
influenciou negativamente o prognostico destes pacientes, e talvez ndo seja suficiente
para o processo de metastatizacdo. Entretanto, a expressdo de biomarcadores nestes
ME poderia caracterizar um processo de selecdo clonal caracterizando um cendrio de

biologia mais agressiva de doenca. Andlise preliminar desta amostra (n=53)
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previamente publicada (FANELLI et al. 2017), por exemplo, demonstrou que a
presenca de ME expressores de TGF-BRI apos o tratamento, embora pouco frequente
e presente apenas em 1 paciente, era fator progndstico adverso para SLP, com média
de 4,6 meses versus 23 meses para expressor € nao expressores respectivamente
(p<0,001). Estes dados preliminares refletiam um contexto com seguimento ainda
curto, com numero limitado de pacientes, e ndo observamos os mesmos resultados na
amostra final do estudo. Nas 13 amostras testadas apds o tratamento para expressao
de TGF-BRI em ME foram encontrados apenas 2 pacientes expressores, que
apresentaram numericamente pior SLP mediana e em dois anos (7,5 meses e 50%)
comparativamente a ndo expressores (ndo atingida e 85,1% respectivamente),
entretanto sem significancia estatistica (HR=5,85; 1C95%: 0,72-47,04; p=0,060).
Estes resultados refletem provavelmente o seguimento mais longo e sdo
influenciados pelo nimero muito baixo de pacientes expressores, o que limita esta
analise, entretanto, estes dados sugerem um pior prognodstico para pacientes com
expressdo de TGF-BRI em ME apds o tratamento.

A andlise da expressdo de biomarcadores em CTCs apds o tratamento
corrobora esta hipdtese pois pacientes com expressao de TGF-BRI apresentaram uma
estimativa de SG em dois anos de 51,4% versus 84,4% para ndo expressores
(HR=3,60; IC95%: 1,03-12,59; p=0,032). Apesar da significancia ndo ter se mantido
na andlise multivariada de SG e de ndo haver diferenca significativa em SLP, embora
haja uma diferenca numérica na estimativa em dois anos, com 45,7% versus 69,7%
para expressores ou ndo respectivamente (HR=2,09; 1C95%: 0,69-6,27; p=0,179),
estes resultados apontam para um pior prognostico € um maior risco de recidiva e
obito para os pacientes com expressao de TGF-BRI em CTCs ou ME apos o término
do tratamento curativo.

A via do TGF-f tem um papel central no processo de carcinogénese,
proliferacdo e metastatisacdo (SYED 2016). Esse papel, entretanto, ¢ paradoxal, visto
que em tecidos normais TGF-B exerce uma supressdo tumoral inibindo a
transformagao celular, porém, com o acimulo de alteracdes genéticas e epigenéticas,
passa a promover a proliferagdo, através da indugdo de angiogénese,
imunossupressdo e indu¢do da EMT (HAQUE e MORRIS 2017). Especificamente

em tumores de cabeca e pescoco TGF- esta envolvido no risco de metastase (CHEN
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et al. 2001; DU et al. 2016), imuno vigilancia (PANG et al. 2018) e resisténcia a
radioterapia (AGOSTINI et al. 2017; POLAT et al. 2017). Um dos mecanismos
centrais que esta via utiliza para promocao de migragdo celular, invasdo e metastase
¢ através da indugdo da EMT. Trata-se de um processo no qual as células tumorais
perdem a polaridade celular apico-basal e adquirem uma conformagdo fusiforme,
caracteristica de células mesenquimais, paralelamente a alteracdo de biomarcadores
epiteliais para mesenquimais (SYED 2016). A avaliacdo de marcadores de EMT em
CTCs ou ME apoés o término do tratamento traz particular interesse, uma vez que
além de ganharem a corrente sanguinea estas células necessitam de habilidades
especiais para invadir a matriz extracelular, membrana basal e endotélio vascular,
resultando em metastases vidveis, e a EMT seria o mecanismo subjacente a este
processo (HANAHAN e WEINBERG 2011; UMER et al. 2018). Portanto, pacientes
que apresentam estes marcadores apds o tratamento, provavelmente passaram por um
processo de selecao clonal, e apresentam maior risco de recidiva de doenca, sendo
potenciais candidatos a alguma estratégia de complementacao terapéutica.

A ativagdo da via do TGF-B estd também envolvida em resisténcia a
tratamento de quimioterapia e radioterapia. OSHIMORI et al (2015) avaliaram
linhagens de carcinoma epidermdide in vivo e demonstraram que a ativacao da via
TGF-p esta envolvida em quimiorresisténcia. AGOSTINI et al. (2017) demonstraram
que polimorfismos no gene TGF-f estdo associados a maior risco de recidiva
locorregional e obito apos radioterapia, em tumores de laringe. Logo, nesse cenario,
a intensificagdo por tratamentos convencionais pode ndo ser a melhor alternativa.
Estudos in vitro sugerem que o tratamento radioterdpico possa exercer pressdo de
selecdo e indugdo da ativacdo da EMT via TGF-P em linhagens de adenocarcinoma
de esdfago, e que a inibicdo da via possa reverter esse processo (STEINS et al.
2019). BROWN et al. (2017) demonstraram, também in vitro, que em linhagens de
carcinoma epidermoéide a expressio de TGF-B induzia quiescéncia celular e
resisténcia a quimioterapia e, mais uma vez, a inibi¢do da via era capaz de reverter
este estado e consequentemente sensibilizar as células ao tratamento citotoxico.

Portanto, a inibi¢do do TGF-B pode ser uma alternativa promissora nesse
contexto. O composto mais estudado até o momento ¢ o Galunersitib (LY2157299),

uma pequena molécula inibidora da atividade quinase do TGF-BRI, que mostrou
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efetividade em monoterapia em hepatocarcinoma (FAIVRE et al. 2014) e em
combinag¢do com gemcitabina em adenocarcinoma de pancreas (MELISI et al. 2018).
Como ja mencionado, o TGF-B exerce papel crucial na regulagdo imune, e
especificamente em neoplasias, sua expressao esta relacionada a imunossupressao no
microambiente tumoral (BATLLE e MASSAGUE 2019). Imunoterapia com
inibidores de checkpoint ¢ efetiva em CEC de cabeca e pescoco metastatico (FERRIS
et al. 2016; BURTNESS et al. 2018; COHEN et al. 2019), e estudos pré-clinicos
demonstram que os efeitos imunologicos do Galunersitib sdo fortemente
potencializados pela associa¢do com inibidores de checkpoint (HOLMGAARD t al.
2018; MARIATHASAN et al. 2018; NAKANISHI et al. 2018; TAURIELLO et al.
2018), sendo esta estratégia bastante atraente em CECP, especialmente em pacientes
que persistam ap0s o tratamento com potencial ativagdo da via do TGF-B, na
tentativa de minimizar o prognéstico adverso desta situagdo melhorando os
desfechos clinicos. O uso prévio ou concomitante da radioterapia pode, inclusive,
potencializar este efeito anti-tumoral, conforme sugerem estudos in vivo
(RODRIGUEZ-RUIZ et al. 2019). Em resumo, nossos dados atuais e prévios
(FANELLI et al. 2017) sugerem que pacientes com expressao de TGF-BRI em CTCs
ou ME apés o tratamento apresentam um pior progndstico, com maior risco de
recidiva e Obito, e seriam potenciais candidatos a complementacdo de tratamento
visando melhorar seus desfechos, sendo que terapias inibindo a via do TGF-p,
especialmente se associadas a imunoterapia com inibidores de checkpoint, sido
estratégias que merecem ser avaliadas em estudos prospectivos e randomizados nessa
situacao.

Para avaliar a cinética das CTCs, analisamos inicialmente qualquer queda ou
aumento da contagem (delta CTC baseline menos CTC pos tratamento negativo ou
positivo) com o tratamento € nao observamos qualquer impacto em SG (HR=0,69;
1C95%: 0,24-1,99; p=0,495) ou SLP (HR=0,90; IC95%: 0,39-2,04; p=0,804).
Portanto, sendo que a simples queda ou aumento de CTCs ndo impactava o desfecho
de sobrevida, teorizamos que o valor absoluto de CTCs tivesse algum impacto nesta
cinética. Para esta avaliacao utilizou-se o delta CTCs através do método de Lausen e
Schumacher chegando a um valor de 3,8 CTCs/mL para SG e de 3,2 CTCs/mL para

SLP, ou seja, a ocorréncia de aumento > 3,8 CTCs/mL apds o tratamenro era fator
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prognostico independente de pior SG (HR=0,27; IC95%: 0,08-0,90; p=0,034)
enquanto aumento > 3,2 CTCs/mL de pior SLP (HR=0,37; 1C95%: 0,14-0,95;
p=0,039).

A avaliagdo da cinética de CTCs e sua correlagdo com resposta ao tratamento
e desfechos estd bem estabelecida em cancer de prostata castragdo resistente, onde
estudos desmonstram a contagem de CTCs como um melhor preditor de desfechos
que a variagdo do PSA, por exemplo (SCHER et al. 2009, 2015; LORENTE et al.
2016; ONSTENK et al. 2016). Também em cancer de mama, a avaliagdo de CTCs
antes e apods tratamento adjuvante a cirurgia traz impacto prognéstico negativo em
sobrevida livre de recidiva e sobrevida global (PACHMANN et al. 2008; VAN
DALUM et al. 2015). Utilizando a técnica ISET, foi demonstrado que cinética
desfavoravel de CTCs se correlacionava com pior SLP (p=0,02) em 32 pacientes
portadores de cancer colorretal metastatico K-RAS selvagem (SOUZA E SILVA et
al. 2016). Em CECP os dados sdao mais escassos, com poucos trabalhos
desmonstrando correlagdo entre cinética de CTCs favoravel e melhores desfechos.
BUGLIONE et al. (2012) demonstrou que queda das contagens de CTCs ou sua
auséncia ao longo do tratamento correlacionava-se com doenga ndo progressiva
(p=0,009), em 43 pacientes com CCP de diversos sitios primarios e histologias.
INHESTERN et al. (2015) avaliaram 40 pacientes portadores de CEC de cavidade
oral com andlise de CTCs ao longo do tratamento de QT de indugdo seguido cirurgia
e quimiorradioterapia adjuvante. Dosagens de CTCs acima da mediana em algum
momento do tratamento correlacionavam-se com pior SG (p=0,049).
Comparativamente a esses resultados, que avaliam a cinética de CTCs através de
quedas ou aumento de contagens em qualquer ponto ao longo do tratamento em um
nimero limitado de pacientes, nossos resultados demonstram que aumentos
significativos de contagem de CTCs apds o término do tratamento curativo, em
comparagdo a dosagem baseline, sao fatores prognodsticos independentes de pior SG
e SLP. Mais uma vez, esse cendrio, além de refletir uma biologia tumoral
extremamente desfavoravel, abre uma janela terapéutica na tentativa de melhorar os
desfechos, através da potencial intensificacdo ou complementacdo do tratamento
empregado até o momento. Estudos prospectivos avaliando o impacto da adicdo de

novas terapias nessa populagdo, eventualmente guiados pela expressao de
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biomarcadores nas CTCs e ME, sdo um caminho a ser perseguido buscando
maximizar as chances de cura em tumores de cabeca e pescoco localmente

avancados.



126

6 CONCLUSOES

A taxa de detecgdo de CTCs em cancer de cabega e pescoco localmente
avangado antes e apoOs o tratamento curativo foi alta e a contagem de CTCs baseline
foi fator prognostico independente para sobrevida global, livre de progressdo e
preditora de maior chance de resposta completa ao tratamento.

Em pacientes submetidos a tratamento definitivo ndo cirirgico a presenca de
microémbolos detectaveis baseline foi fator prognodstico e, juntamente com a
contagem de CTCs, potenciais preditores de beneficio da quimioterapia de indugao.

Contagem de CTCs altas apos o tratamento e cinética desfavoravel de CTCs
foram fatores prognosticos independentes de pior sobrevida global e livre de
progressao.

Avaliagdo de biomarcadores em CTCs e ME através de imunocitoquimica ¢
factivel e a expressao de EGFR e B-tubulina III em CTCs ou ME e de MRP-7 em ME
baseline tem papel prognostico nesse cendrio. Expressao de B-tubulina IIT em CTCs
baseline tem potencial papel preditor de resposta a quimioterapia de indugdo baseada
em taxanos e expressio de TGF-BRI em CTCs ou ME apods o tratamento se

correlaciona com piores desfechos de sobrevida.
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Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A.C.Camargo
Cancer Center
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: DETECCAO DE CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES
E SUA CORRELACAO COM EVOLUCAO CLINICA EM CARCINOMA
EPIDERMOIDE DE CABECA E PESCOCO

Investigadores Responsaveis: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen
Dr. Thiago Bueno de Oliveira
Dr. Ulisses Ribaldo Nicolau
Dr. Luiz Paulo Kowalski
Dr. Marcello Ferretti Fanelli

Nome do (a) Voluntario (a) : ___ RGH:

Por favor, leia cuidadosamente este formulario, pois ele informa o que vocé necessita saber
sobre os objetivos deste estudo. Se concordar em tomar parte neste estudo, devera assinar e
datar este formulario. A sua assinatura significa que recebeu as informag¢des necessarias e

que deseja participar deste estudo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Usar um equipamento laboratorial novo para detectar células tumorais circulantes (sdo
células que se desprendem do tumor) no sangue periférico e correlacionar seus niveis com:
marcadores tumorais sanguineos, observados pelo exame de sangue que vocé faz a pedido do
seu médico;

resposta ao tratamento (verificaremos se ha diminuicao dos niveis dessas células durante e

apos o seu tratamento);



achado de mudangas no exame de sangue que ajudem a prever a resisténcia a drogas usadas
no seu tratamento;

tempo de vida apos o tratamento.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Ao concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a seis coletas de sangue
(aproximadamente 8 mL) nos seguintes momentos: até 4 semanas antes do inicio do
tratamento radioterapico, até 6 semanas apos seu término e a cada 3 meses por 12 meses de
seguimento.

Em paralelo a analise do sangue, o material do seu tumor primario sera utilizado para analise
da expressdo de marcadores de resisténcia a drogas.

A identificacdo do seu material sera feita por codigos para preservar sua confidencialidade.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo, caso voc€ participe ou nao deste estudo.
Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua saude, podera ser decorrente deste
estudo.

Os riscos a que vocé estara sujeito sdo os riscos inerentes a qualquer pungao venosa como:
dor local no ato da pungfo, sangramento no local, hematoma e raramente flebite (infeccdo na
veia puncionada), mas cuidados serdo tomados para reduzir o risco, entre eles a limpeza
adequada do local de puncdo e realizagdo do procedimento por profissional capacitado.
Apesar de raro, pode ser que ocorra equimose (quando o sangue sai para a pele, resultando
em uma mancha azul ou purpura, redonda néo elevada ou irregular) apds a coleta de sangue.
Caso isso acontega com vocé, nada precisa ser feito, devendo-se esperar que desaparega
(desaparece em até 7 dias).

Os exames realizados em seu sangue n3o implicario em nenhuma mudanga em seu
tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo realizada ou venha a ser realizada
no seu seguimento, uma vez que a pesquisa de CTCs ainda estd sendo estudada, ndo havendo
nenhum prejuizo para o sucesso das condutas médicas outras aos quais vocé esteja se

submetendo.



BENEFICIOS

Nao havera beneficios de qualquer espécie para os voluntarios, apenas a importancia de
contribuir para uma pesquisa cientifica cujos dados obtidos poderdo trazer beneficios para
pessoas com cancer. A recusa em participar, ndo acarretara prejuizo na qualidade do
tratamento. O pesquisador responsavel se compromete a suspender a pesquisa imediatamente

ao perceber algum risco ou dano a sua saude, que ndo previsto neste termo de consentimento.

METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES
Apesar de métodos alternativos serem aprovados e usados na pratica clinica em outros

paises, no Brasil, esses métodos ainda ndo estdo disponiveis.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores se comprometem a dar informagao atualizada ao longo do estudo, caso este
seja o seu desejo, porém, por se tratar de nova tecnologia, os resultados ndo poderdo indicar
cura ou piora do seu quadro, pois ainda nao temos valores de referéncia para estabelecer uma
comparagdo. Contato dos pesquisadores: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189-5000,
ramal 2779).

CUSTOS

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para os voluntarios por sua participagdo

neste estudo.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seus registros médicos poderdo ser consultados pela equipe de pesquisadores envolvidos
neste estudo. Os dados obtidos pela analise do seu sangue sdo confidenciais, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum participante ainda que informag¢des do registro médico

sejam utilizadas para publicacao.



BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participagdo neste estudo é completamente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacao a qualquer momento,

sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito.

SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE
A eventual inclus@o dos resultados em publicagdo cientifica sera feita de modo a manter seu
anonimato. Vocé tera acesso aos seus dados de exames, atendimentos médicos e

administrag¢do de terapia, quando solicitados.

ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSACOES OU DANOS RELACIONADOS A
PESQUISA

Vocé ndo tera nenhum tipo de remuneragdo ao aceitar participar deste estudo. A pesquisa
ndo envolve nenhuma forma de compensagdo financeira aos participantes. Contudo, seus
direitos relativos a indenizagOes frente aos danos previstos ou ndo na pesquisa estdo

resguardados.

ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO A
PESQUISA

A sua participacdo no estudo € voluntaria. Vocé€ tem o direito de sair do estudo a qualquer
momento e por qualquer motivo. Caso venha a abandonar o estudo ou decidir ndo participar
do mesmo, o seu tratamento ndo sera prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da

pesquisa, devera informar ao seu médico.

INFORMACOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA CONTATOS
Esclarecimentos para questdes sobre os direitos dos participantes na pesquisa e/ou danos
relacionados & pesquisa, contatar a pesquisadora Dra. Ludmilla T.Domingos Chinen (2189
5000 ramal 2779). Se a pesquisadora principal ndo fornecer as informagdes/ esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o coordenador do Coordenador do Comité de
Etica em Seres Humanos da Fundagio Antonio Prudente- Hospital do Céncer- A.C.
Camargo/ SP, cujo horario de funcionamento ¢ de segunda a quinta-feira, das 07:00 as
18:00h e de sexta- feira das 07:00 as 16:00h ( Telefone 2189-5020; enderego: Rua Professor
Antonio Prudente, 211- Liberdade- Sao Paulo, SP).



Vocé recebera copia deste documento e o original sera arquivado no prontudrio do médico.

Somente assine este documento se consentir integralmente com seus termos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos lhe estimulamos a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Se tiver perguntas
relacionadas aos seus direitos como participante do estudo clinico, também pode contar com

uma terceira pessoa imparcial, o Coordenador do Comité de Etica do Hospital A.C.Camargo.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informagdes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participa¢do no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para
participar neste estudo. Entendo que ndo serei submetido a nenhum exame adicional e ndo

receberei compensagdo monetaria por minha participagdo neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
Assinatura do (a) voluntario (a) dia més ano
Nome do (a) voluntario (a) - letra de forma
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano



Apéndice 2 - Caracteristicas Demograficas e Sobrevida
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Figura 46 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para idade (> 70 anos x < 70 anos)

e sobrevida global (A) e livre de progressao (B).
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Figura 47 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para sitio primario (orofaringe x

nao-orofaringe) e sobrevida global (A) e livre de progressao (B).
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Figura 48 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para status pl6 (positivo x

negativo ou desconhecido) e sobrevida global (A) e livre de progressao (B).
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Figura 49 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para status tabagismo (< 10

anos/maco x > 10 anos/mago) e sobrevida global (A) e livre de progressao (B).
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Figura 50 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para estagio T (T0, Tl e T2 x T3 e

T4) e sobrevida global (A) e livre de progressao (B).

Tabela 21 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e sobrevida global para

populagao total do estudo (n=83).

Caracteristica SG Mediana SG 2 anos HR (IC 95%) P
(meses) (%)
Idade
> 70 anos 23,4 46,3 3,52 (2,55-8,61) 0,006
<70 anos NA 87,8
Sitio Primario
Orofaringe NA 83,1 0,32 (0,12-0,84) 0,021
Naio orofaringe 52,5 74,2
pl6
Positivo NA 100 * 0,007
Negativo/Desconhecido NA 67,2
Tabagismo
> 10 anos/mago 52,5 70,2 11,86 (1,57-89,11) 0,016
< 10 anos/mago NA 95,5
Sexo
Masculino NA 78,5 0,73 (0,21-2,50) 0,627
Feminino NA 78,6
Estagio T
TO/T1/T2 NA 95,8 0,08 (0,01-0,62) 0,016
T3 /T4 NA 70,5
Estagio N
NO/N1/N2a/N2b NA 81,3 0,79 (0,32-1,91) 0,604
N2c¢ /N3 NA 75,3
AJCC
I NA 74,3 0,94 (0,31-2,84) 0,919
IVA/IVB NA 79,6

* Regressdo de Cox ndo ¢ factivel pois ndo ocorreu nenhum evento no brago p16 positivo.

NA: ndo alcangada



Tabela 22 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e sobrevida livre de
progressao para populagdo total do estudo (n=83).

Caracteristica SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)
Idade
> 70 anos NA 50 1,37 (0,58-3,22) 0,460
<70 anos NA 61,3
Sitio Priméario
Orofaringe NA 68,2 0,49 (0,23-1,02) 0,058
Nao orofaringe 22,3 47,9
plé
Positivo NA 75,4 0,56 (0,17-1,77) 0,327
Negativo/Desconhecido NA 65,1
Tabagismo
> 10 anos/mago 24,9 51,4 1,98 (0,84-4,65) 0,116
< 10 anos/mago NA 71,6
Sexo
Masculino NA 61,9 0,79 (0,30-2,08) 0,643
Feminino NA 58,5
Estagio T
TO/T1/T2 NA 78,2 0,32 (0,12-0,84) 0,021
T3 /T4 22,3 49,0
Estagio N
NO /N1/N2a/N2b NA 63,2 0,69 (0,33-1,41) 0,313
N2c¢ /N3 NA 53,7
AJCC
11 NA 53,2 1,33 (0,50-3,47) 0,560
IVA/IVB NA 59,6

NA: ndo alcangada

Caracteristicas Demogréficas e Sobrevida



Tabela 23 - Regressao de Cox para sobrevida global e livre de progressao
considerando as vardveis continuas (idade em anos e tabagismo em anos/mago) para

populagao total do estudo (n=83).

Sobrevida Global Sobrevida Livre de Progressao
Variavel HR (IC95%) p Variavel HR (IC95%) p
Idade 1,06 (1,01-1,11) 0,011 | Idade 1,01 (0.98-1,05) 0,338
Tabagismo 1,08 (1,00-1,16) 0,051 Tabagismo 1,04 (0,96-1,12) 0,299




Apéndice 3 - Caracteristicas demograficas e sobrevida na populagdo submetida a

tratamento definitivo

Tabela 24 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e sobrevida global para
populacdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Caracteristica SG Mediana SG 2 anos HR (IC 95%) P
(meses) (%)
Idade
> 70 anos 20,4 28,7 5,75 (2,05-16,09) 0,001
<70 anos NA 87,3
Sitio Primario
Orofaringe NA 83 0,30 (0,10-0,84) 0,023
Nao orofaringe NA 62,8
p16
Positivo NA 100 * 0,004
Negativo/Desconhecido NA 64
Tabagismo
> 10 anos/macgo NA 63,9 * 0,003
< 10 anos/mago NA 100
Sexo
Masculino NA 73,6 0,68 (0,24-1,91) 0,465
Feminino NA 83,3
Estagio T
TO/T1/T2 NA 100 * 0,003
T3 /T4 NA 64,4
Estagio N
NO/N1/N2a/N2b NA 75 0,96 (0,35-2,67) 0,949
N2c¢ /N3 NA 77,1
AJCC
11 NA 73,8 0,82 (0,26-2,58) 0,736
IVA/IVB NA 76,3
QT Inducao
Sim NA 83,6 0,50 (0,17-1,47) 0,213
Nio NA 68,6

NA: ndo alcangada



Tabela 25 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e sobrevida livre de
progressao para populagcdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Caracteristica SLP Mediana SLP 2 anos HR (IC 95%) p
(meses) (%)
Idade
> 70 anos 20,1 434 2,11 (0,81-5,46) 0,122
<70 anos NA 65,1
Sitio Priméario
Orofaringe NA 68,1 0,55 (0,23-1,28) 0,168
Nao orofaringe 22,3 44,7
plé
Positivo NA 75,4 0,50 (0,15-1,58) 0,240
Negativo/Desconhecido NA 61,5
Tabagismo
> 10 anos/macgo NA 53,6 2,04 (0,75-5,55) 0,164
< 10 anos/mago NA 74,4
Sexo
Masculino NA 60,6 0,80 (0,27-2,38) 0,697
Feminino NA 63,6
Estagio T
TO/T1/T2 NA 87,4 0,15 (0,03-0,68) 0,014
T3 /T4 22,3 48,6
Estagio N
NO /N1/N2a/N2b NA 63,3 1,35 (0,58-3,13) 0,482
N2c¢ /N3 NA 59,4
AJCC
11 NA 52,4 1,04 (0,38-2,82) 0,937
IVA/IVB NA 63,3
QT Inducao
Sim NA 59 1,21 (0,52-2,80) 0,656
Nio NA 62,7

NA: ndo alcangada



Tabela 26 - Regressio de Cox para sobrevida global e livre de progressao

considerando as vardveis continuas (idade em anos e tabagismo em anos/mago) para

populacdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Sobrevida Global Sobrevida Livre de Progressao
Variavel HR (IC95%) p Variavel HR (IC95%) p
Idade 1,08 (1,03-1,14) 0,003 | Idade 1,03 (0.99-1,07) 0,133
Tabagismo 1,16 (1,05-1,28) 0,006 | Tabagismo 1,10 (0,99-1,21) 0,085




Apéndice 4 - Caracteristicas demograficas de acordo com realizagdo ou ndo de

quimioterapia de indugao

Tabela 27 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e realizagdo ou nao de
quimioterapia de indu¢do na populacdo submetida a tratamento definitivo (n=67).

Caracteristica QT Inducio p
Sim Nio
n (%) n (%)
Sitio Priméario
Orofaringe 23 (69,7) 18 (52,9) 0,212
Nao orofaringe 10 (30,3) 16 (47,1)
Status p16
Positivo 14 (60,9) 8(42,1) 0,352
Negativo / Desconhecido 9 (39,1) 11(57,9)
Tabagismo
> 10 anos/mago 18 (54,5) 28 (82,4) 0,029
< 10 anos/mago 15 (45,5) 6 (17,6)
Sexo
Masculino 25 (75,8) 30 (88,2) 0,311
Feminino 8 (24,2) 4(11,8)
Estagio T
TO, T1 ou T2 7(21,2) 12 (35,3) 0,314
T3 ou T4 26 (78,8) 22 (64,7)
Estagio N
NO ou N1 39,1 18 (52,9) <0,001
N2 ou N3 30 (90,9) 16 (47,1)
Estagio N
<N2b 7(21,2) 27 (79,4) <0,001
N2c ou N3 26 (78,8) 7 (20,6)
AJCC
1 0 14 (41,2) <0,001
IVA ouIVB 33 (100) 20 (58,8)

NA: ndo alcangada



Tabela 28 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e realizagdo ou nao de

quimioterapia de indu¢do na populagao submetida a tratamento definitivo (n=67).

Caracteristica QT Inducao RT Inicial p
Meédia Variagao Meédia Variagao
(DP) (DP)
Idade 56,2 38-71 64,8 42-83 0,001
(anos) (7,4) (11,4)
Carga tabagica 26,1 0-150 43,2 0-120 0,033
(anos/maco) (33,3) 31,1




Apéndice 5 - Expressao de biomarcadores nas CTCs em relacdo a realizagdao ou nao

de quimioterapia de indugao
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Figura 51 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressao (B)

correlacionando a expressdo de EGFR em CTCs baseline e a realizagdo ou ndo de QT de

indugao.
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(A) MRP2x QT de inducdo
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Figura 53 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressao (B)
correlacionando a expressao de MRP-2 em CTCs baseline ¢ a realizagdo ou ndo de QT de
indugao.
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Figura 54 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressao (B)
correlacionando a expressao de MRP-7 em CTCs baseline ¢ a realizagdo ou ndo de QT de

indugao.
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Figura 55 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressdo (B)

correlacionando a expressdo de TGF-BR em CTCs baseline ¢ a realizacdo ou ndo de QT de

inducdo.
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Figura 56 - Curvas de Kaplan Meier para sobrevida global (A) e livre de progressao (B)

correlacionando a expressao de MMP2 em CTCs baseline e a realizagdo ou nao de QT de

indugao.



