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RESUMO

da Costa AABA. Impacto da expressdo de EGFRVIII, EGFR, PTEN, CD44 e
CD44V6, em carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco, nédo-cuténeos,
metastaticos ou localmente avangados, tratados com cetuximabe. Sao Paulo;
2013. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Introducgdo: O cetuximabe é um anticorpo monoclonal utilizado no tratamento do
carcinoma escamoso de cabeca e pescoco (CECCP) no cenario de doenca localmente
avancada (DLA) em associacdo com radioterapia (RT) ou no cendrio de doenca
metastatica (DM) em combinagdo com quimioterapia (QT). Nao hé biomarcadores
de eficacia do cetuximabe em CECCP. Potenciais biomarcadores de resisténcia ao
cetuximabe podem estar relacionados a alteragdes do proprio EGFR; a componentes
inferiores da via de sinalizacdo do EGFR e a ativacdo de vias de sinalizagao
paralelas. Métodos: Analizamos a expressdo EGFR, EGFRVIIIL, PTEN, p16, CD44 e
CD44v6 em amostras de CECCP de pacientes tratados com cetuximabe no Hospital
AC Camargo de 2007 a 2010. A expressdo dos marcadores foi avaliada por
imunoistoquimica em laminas de tissue microarray. Testamos a associagdo dos
biomarcadores com caracteristicas clinicas e patologicas e o impacto dos marcadores
na taxa de resposta objetiva (TRO), sobrevida livre de progressdao (SLP) e sobrevida
global (SG). Resultados: Houve expressdo de EGFRVIII em 17 amostras (27,0%),
hiperexpressdo de EGFR em 31 (50,8%), perda de expressio de PTEN em 24
(37,5%), expressao de pl6 em 7 amostras (10,9%), expressdo de CD44 em 23
(38,3%) e de CD44v6 em 48 (76,2%). Sessenta € um pacientes foram tratados com
RT associada a cetuximabe, com SG mediana de 23,2 meses e SLP mediana de 7,9
meses. Quarenta e quatro pacientes foram tratados com QT e cetuximabe, com SG
mediana de 12,6 meses ¢ SLP mediana de 7,4 meses, ¢ TRO de 53,7%.
Hiperexpressao do EGFR foi associada a menor TRO nos pacientes tratados com RT
associada ao cetuximabe e a perda de expressdo de PTEN foi associada a pior SG nos
pacientes tratados com QT associada ao cetuximabe. Os demais marcadores nao
apresentaram associacdo com os desfechos avaliados. Conclusfes: Hiperexpressao
de EGFR e perda de expressdao de PTEN se mostraram potenciais biomarcadores de

resisténcia ao tratamento com cetuximabe.



SUMMARY

da Costa, AABA [Impact of EGFRVIII, EGFR, PTEN, CD44 and CD44V6
expression in metastatic or locally advanced, non cutaneous, head and neck
squamous cell carcinoma, treated with cetuximab]. Sao Paulo; 2013. [Dissertagao

de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: Cetuximab is a monoclonal antibody used in the treatment of head and
neck squamous cell carcinoma (HNSCC) in combination with radiotherapy (RT) for
locally advanced disease (LAD) and in combination with chemotherapy (CT) in the
metastatic setting. There are no biomarkers of cetuximab efficacy in HNSCC.
Potential biomarkers of cetuximab resistance are mutations of EGFR, alterations in
downstream components of EGFR pathway and activation of parallel pathways.
Methods: We investigated the expression of EGFR, RGFRvVIII, PTEN, pl16, CD44
and CD44v6 in HNSCC samples from patients treated with cetuximab at AC
Camargo Hospital from 2007 to 2010. Biomarkers expression was analyzed by
immunoistochemistry in tissue microarray slides. We tested the association of
biomarkers with clinical and pathological characteristics and their impact on overall
response rate (ORR), progression free survival (PFS) and overall survival (OS).
Results: EGFRVIII was expressed in 17 tumors (50,8%), EGFR overexpression was
detected in 31 (50,8%), PTEN expression was lost in 24 (37,5%), p16 was positive in
7 patients (10,9%), CD44 as positive in 23 (38,3%), and CD44v6 was positive in 48
(76,2%). Sixty one patients were treated with RT plus cetuximab with median OS of
23,2 months (mo) and median PFS of 7,9 mo. Forty four patients were treated with
CT plus cetuximab, median OS was 12,6 mo, median PFS was 7,4 mo, and the ORR
was 53,7%. EGFR overexpression was associated to a smaller ORR in the RT plus
cetuximab group, and PTEN loss of expression was related to worse OS in patients
treated with CT plus cetuximab. The remaining biomarkers were not associated with
any clinical outcome. Conclusions: EGFR overexpression and PTEN loss of

expression emerged as potential biomarkers of cetuximab resistance.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECCP), incluindo cancer
de cavidade oral, orofaringe, laringe e hipofaringe ¢ o sexto cancer em incidéncia no
mundo com aproximadamente 600.000 novos casos ao ano (International Agency for
Research on Cancer-IARC 2013) e o sétimo cancer com maior incidéncia nos EUA,
com 39 mil novos casos ao ano (SIEGEL et al. 2013). No Brasil, o cancer de
cavidade oral e laringe juntos tém uma incidéncia de, aproximadamente, 16.000
novos casos ao ano, sendo a terceira neoplasia mais incidente nos homens
(Ministério da Saude 2011).

Apesar dos avangos terapéuticos, a taxa de sobrevida em 5 anos apoOs o
diagndstico continua baixa, sendo de aproximadamente 50%. Isso se deve, em parte,
ao fato da maioria dos pacientes se apresentar com doenga localmente avangada ao
diagnostico (MOLINOLO et al. 2009; SHIN e KHURI 2013). Além disso, o
surgimento de metastases a distdncia ao longo da evolugdo ndo ¢ incomum. Nesse
grupo o prognoéstico € ainda pior com uma sobrevida mediana entre 6 € 8 meses com

quimioterapia convencional (LANGER 2008; SHIN et al. 2013).

1.1 CARCINOGESE EM CECCP

A carcinogénese do CECCP estd na maioria dos casos associada a efeitos
carcinogénicos do tabaco e do alcool. Na ultima década, porém, descobriu-se que

parte dos tumores, especialmente de orofaringe, sdo relacionados a infeccdo por



HPV. Ha ainda um minoria que parece ndo estar associada nem ao tabagismo e
etilismo, ou a infec¢do por HPV.

A alteragdo mais comum na carcinogése dos tumores relacionados ao
tabagismo e etilismo € a presenca de mutacdes do gene TP53, presente em 60 a 80%
dos casos de CECCP e em muitas lesdes pré-malignas, sugerindo que seja uma
alteracdo precoce na carcinogése dos tumores epiteliais de cabega e pescogo. O gene
TP53 tem as fungdes de regulagdo do ciclo celular, reparo do DNA e indugdo de
apoptose em resposta ao dano genético. A perda de sua fungdo favorece um potencial
replicativo ilimitado para a célula tumoral.

Outra alteracdo que contribui para o potencial de replicagdo ilimitado nos
tumores HPV negativo ¢ a perda da fungdo da proteina pl6. A proteina pl6 age
como um regulador positivo da proteina RB, que ¢ uma proteina envolvida no
controle do ciclo celular que impede a passagem da fase G1 para S. Com a perda da
funcdo da pl6, a proteina RB fica inibida e a célula prossegue no ciclo celular para
entrar em divisdo. Mutagdes do gene CDKN2A, que codifica a proteina pl6, estdo
presentes em aproximadamente 10% dos casos, e, incluindo as alteragdes
epigenéticas ¢ genéticas, a perda de fungdo de pl6 ocorre em, aproximadamente,
80% dos CECCP HPV negativos.

O terceiro gene comumente alterado nos tumores HPV negativos ¢ o CCND1,
que codifica a proteina ciclina-D1. Este gene encontra-se amplificado em cerca de
80% dos tumores HPV negativos e contribui para o potencial ilimitado de replica¢ao
celular (LEEMANS et al. 2011; RAUTAVA e SYRJANEN 2012; LOYO et al.

2012).



Os tumores relacionados ao HPV, por sua vez, incomumente apresentam
mutagdes do gene TP53 ou perda de fungdo da pl6, e possuem poucos genes com
alteragdes do niimero de copias, mostrando uma menor instabilidade genética quando
comparados aos tumores HPV negativos. A carcinogénese dos tumores relacionados
ao HPV esta associada a a¢do das oncoproteinas virais E6 e E7 que interagem com as
proteinas pS3 e RB respectivamente. A proteina E6 marca a p53 para ubiquitinacao e
posterior protedlise, enquanto a oncoproteina E7 se liga ao complexo culina 2 —
ubiquitina ligase causando a destruicdo da proteina RB. Nesses casos ndo ha
supressao da expressdo de pl6, que ao contrario, se apresenta hiperexpresso por um
mecanismo de retroalimentagdo positiva causado pela perda da fungdo da RB
(LEEMANS et al. 2011; RAUTAVA e SYRJANEN 2012; LOYO et al. 2012).

Deste modo, seja por alteragdes relacionadas as oncoproteinas virais ou por
mutagdes do TP53 e CDKNZ2A, alteragdes na via de pS3 e de RB conferem potencial
de replicagdo ilimitado, contribuindo para carcinogénese nos tumores epiteliais de
cabeca e pescoco (Figura 1).

A desregulagdo das vias de sinalizacdo ligadas aos fatores do crescimento:
EGFR, RAS/RAF/MAPK, JAK2/STAT3 e PI3K/AKT/mTOR, e as vias de NFKB,
WNT/B-catenina e TGFB foram identificadas como contribuintes para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia. Dentre estas alteragdes a hiperexpressao de
EGFR ¢ a mais comum ocorrendo em até 80-90% dos casos. Apesar da alta
prevaléncia de hiperexpressdo de EGFR, o exato mecanismo pelo qual ela leva a
carcinogénese ndo ¢ completamente entendido. De acordo com o sitio de fosforilagao

do EGFR, ele pode desencadear um determinado padrio de interagdo e ativacdo de



outras proteinas intracelulares, ativando preferencialmente uma ou outra via inferior

(LEEMANS et al. 2011).

Heve @ 5] =2 P 7 TR
+« EGFRT and 7p TT
wrws [ ] [ERETEE] o mEmRl
hghCIN | and17py | |7 ool ane Tid » mt AK3CA and 3q 1
I + mt PTENand 10q ~
pe i + Byein o1-coka * TGFR R | E
» MDM2 : ucry:t::;slin D1-CDKS » SMAD4 * AK3CA and PTEN CcSvID1?
* p53 «RB = NF-xB? * AKT
- IFV
i et 4"",: 8 MF“-"""""L.JWA‘-‘ ‘ $ T

Ry o crnnmmsnsnns (2] semrsmnnnncasnene IDPIOENY - ermnnnnnrnnnns

Fonte: LEEMANS et al. (2011)

Figura 1 - Proposta de um modelo integrado da carcinogénese molecular do

carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo. Tumores HPV negativos apresentam

na sua maioria mutagdes no TP53 perda de expressdo de pl6 ¢ aumento de expressao de ciclina DI,
levando a um potencial replicativo ilimitado, além de alteragdes nas vias de transdugdo de sinais de
fatores de crescimento, sendo a alteracdo mais comum a hiperexpressio de EGFR. Nos tumores
HPV+ as proteinas E6 e E7 aumentam a degradagdo de p53 e Rb, respectivamente, favorecendo
proliferagdo celular ilimitada. A interacdo entre o HPV e as vias de sinalizacdo de fatores de

crescimento ainda ndo esta bem estabelecida.

Evasdo da apoptose ocorre por ativagdo da via PI3K-PTEN-AKT. Nesta via
as mutagdes do gene PI3KA, que codifica a subunidade catalitica da enzima PI3K,
ocorrem em 10 a 20% dos casos, enquanto a perda de fungdo de PTEN acontece em
30% dos casos, sendo 10% dos casos por mutagdes do gene. As alteracdes de PI3K e

de PTEN s3o mutuamente exclusivas reforgando o papel desta via na carcinogénese.



A associacdo entre a presenga de alteracdes do EGFR e das alteragdes da via da
PI3K-PTEN-AKT ainda nao foi esclarecida (Figura 1) (LEEMANS et al. 2011).

O potencial de invasdo e metastatizacdo nao foi ligado ainda a uma alteragao
especifica, apesar de dados iniciais sugerirem um papel central para as
metaloproteinases em CECCP, este papel ndo se confirmou posteriormente. Sabe-se
porém que este processo estd associado a uma gama de alteragdes que estio
relacionadas a transicao epitélio-mesénquima.

Por fim, a neoangiogénese tem seu papel na carcinogénese dos CECCP como
em todos os tumores de orgdos solidos, ndo sendo ainda bem estabelecido o papel
dos fatores de crescimento endotelial nesse contexto. Uma meta-analise mostrou um
pior progndstico de acordo com os niveis de expressao de VEGF, porém essa analise
ndo fez ajustes para outros fatores prognosticos (MOLINOLO et al. 2009;

LEEMANS et al. 2011).

1.2 TRATAMENTO DE CECCP LOCALMENTE AVANCADO,

METASTATICO OU RECIDIVADO

O tratamento da doenca localmente avangada é baseado numa abordagem
multidisciplinar que engloba cirurgia, radioterapia (RT) e quimioterapia (QT). Essa
combinagdo de tratamentos pode ser feita de trés formas principais: cirurgia seguida
de RT combinada a QT adjuvante nos casos de maior risco de recidiva (BERNIER et
al. 2004; COOPER et al. 2004; BERNIER et al. 2005); QT combinada a RT como
tratamento definitivo, em pacientes com doenca ressecavel, com intuito de

preservagdo de orgdo (FORASTIERE et al. 2003), ou em paciente com doenca



irressecavel (ADELSTEIN et al. 2003); e QT de inducdo seguida por
radioquimioterapia (RTQT) concomitante definitiva (HITT et al. 2005; POSNER et
al. 2007; POINTREAU et al. 2009; SHIN ¢ KHURI 2013). O beneficio em SG do
acréscimo da quimmioterapia sist€émica ao tratamento locorregional foi confirmado
em uma metanalise que avaliou a adi¢do da quimioterapia nessas trés formas de
tratamento descritas acima e mostrou um ganho maior no cenario concomitante a
radioterapia (PIGNON et al. 2009).

A doenga recidivada localmente irressecavel ou com metastase a distancia é
tratada com quimioterapia paliativa. Neste cendrio, a combinagdo de quimioterapicos
quando comparada @ monoquimioterapia, bem como a incorporacdo de novos
agentes quimioterapicos, como os taxanos, antes da era das terapias-alvo,

demonstrou maior taxa de resposta, porém sem ganho de sobrevida global

(FORASTIERE 1992; JACOBS et al. 1992; GIBSON et al. 2005).

1.3 PAPEL DO EGFR E DO CETUXIMABE EM CECCP

O receptor EGFR ¢ constituido por um dominio extracelular, onde ocorre a
ligagdo com ligantes especificos, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular que tem atividade de tirosina-quinase. Ele faz parte da familia dos
receptores ERBB, juntamente com o ERBB2/HER2/Neu, HER3 ¢ HERA4. Estes
receptores formam homodimeros ou heterodimeros entre si apds se ligarem a seus
ligantes extracelulares, ativando o dominio quinase intracelular, o que leva a
transfosforilagdo das moléculas de receptor envolvidas na formagdo do dimero,

fosforilagdo de substratos intracelulares ¢ ativagdo de diversas cascatas de



sinalizagdo (MORGILLO et al. 2007; MOLINOLO et al. 2009; SPECENIER ¢
VERMORKEN 2012). A atividade deste receptor encontra-se alterada em 80 a 90%
dos CECCP (GRANDIS e TWEARDY 1993), e a sua hiperexpressao foi identificada
como fator prognostico relacionado ao tamanho da neoplasia, diminuigdo da
sensibilidade a radioterapia e menor sobrevida global no contexto metastatico
(MOLINOLO et al. 2009; LICITRA et al. 2009; SPECENIER ¢ VERMORKEN
2012).

O cetuximabe ¢ um anticorpo humanizado anti-EGFR que se liga com alta
afinidade ao dominio extracelular do EGFR competindo com seus ligantes
endogenos. Dessa forma, ele impede a dimerizacdo e ativacdo da fungdo tirosina-
quinase intracelular MENDELSOHN e BASELGA 2000). E indicado atualmente no
tratamento do CECCP localmente avangado, em combinagdo com a radioterapia, e
em combinag¢do com quimioterapia paliativa na doenga metastatica.

Na doenga localmente avangada, sua eficacia foi demonstrada em um estudo
fase III onde foi feita a comparagdo entre RT isolada e RT combinada ao cetuximabe
400mg/m? na primeira dose, seguida por aplicagdes semanais com a dose de
250mg/m? durante a RT. Neste estudo a expressdo de EGFR nao foi um critério de
eligibilidade, e 75% dos pacientes apresentavam estagio clinico IV, sem metastases a
distancia, e 25%, estagio clinico III. O objetivo primario do estudo foi avaliar a
duracdo do controle locorregional, e os secundarios, sobrevida global (SG),
sobrevida livre de progressao (SLP), taxa de resposta (TR) e seguranca. O controle
locorregional mediano foi de 24,4 meses no grupo com cetuximabe ¢ 14,9 meses no
grupo de RT isolada (HR 0,68; p = 0,005), ¢ a SG mediana foi de 49,0 meses no

grupo com cetuximabe e 29,3 meses no grupo da RT isolada (HR 0,74; p = 0,03). A



toxicidade foi semelhante nos dois grupos exceto pelo rash acneiforme grau 3 e 4,
que foi mais incidente no grupo de RT com cetuximabe. Estes beneficios foram
confirmadas na atualizagdo do estudo publicada em 2010 (BONNER et al. 2006
BONNER et al. 2010).

Nao ha estudos fase III publicados comparando a combinacdo da RT com
cetuximabe versus RTQT. Um estudo de fase Il fez esta comparagdo com
randomizagdo dos pacientes em tratamento para preservacao de laringe apds indugao
com docetaxel, cisplatina e fluorouracil (TPF). O objetivo primario de preservagio
de laringe em 3 meses se mostrou igual entre os bragos do estudo com 95% vs 93%,
e o brago que utilizou cetuximabe apresentou menos efeitos adversos (LEFEBVRE et
al. 2013). Alguns estudos de fase II ja mostraram a seguranca da associa¢do do
cetuximabe com RTQT, e estudos fase Il estio em andamento para confirmar o
beneficio da associacdo do cetuximabe a estes esquemas (LANGER 2008).

Na doenga metastatica, um estudo inicial fase II com cetuximabe monoterapia
em pacientes tratados previamente com platina, mostrou atividade da droga com taxa
de resposta em torno de 10% (VERMOKEN et al. 2007). Ja a associacdo do
cetuximabe a quimioterapia como primeira linha de tratamento foi a primeira
estratégia a mostrar ganho de sobrevida global apo6s outras tentativas de associagoes
de quimioterapicos. O estudo de fase III, EXTREME, randomizou pacientes com
doenca recidivada locorregionalmente ou com doenga metastatica para um brago
controle, de tratamento com cisplatina ou carboplatina em combinacdo com 5-
fluorouracil a cada 3 semanas por 6 ciclos, ou um braco experimental, com o mesmo
esquema de QT associado ao cetuximabe na dose de 400mg/m? na primeira dose

seguida por aplicagdes semanais na dose de 250mg/m?, sendo a QT realizada por até



6 ciclos, e o cetuximabe até progressao de doenca ou toxicidade limitante. A
expressao de EGFR nao foi critério de eligibilidade e o objetivo primario foi a SG.
Esta se mostrou maior no brago com cetuximabe, com SG mediana de 10,1 x 7.4
meses (HR 0,80; p = 0,04) (VERMOKEN et al. 2008). Numa andlise posterior da
amplificacdo do gene EGFR por FISH, ndo se demostrou relacdo entre amplificagdo

do EGFR e eficacia do tratamento com cetuximabe (LICITRA et al. 2013).

1.4 RESISTENCIA A TRATAMENTO COM CETUXIMABE EM

CECCP

A resisténcia ao tratamento anti-EGFR (cetuximabe ou inibidores de tirosina-
quinase) pode estar relacionada a diversos fatores (Figura 2):
e mutacdes tanto do dominio intracelular quanto extracelular de EGFR;
e ativagdo dos segmentos inferiores ao EGFR mnas vias PI3K/AKT,
RAS/RAF/MAPK, PLC-y/PKC, SRC e STAT;
e ativacdo de vias alternativas como as relacionadas a IGF1R, CD44, HER2,
cMET (MORGILLO et al. 2007; MATTA e RALHAN 2008; MEHRA et al.

2011; RABINOWITS e HADDAD 2012).
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Figura 2 - Via de sinalizacdo do EGFR e ilustragdao de alguns dos mecanismos de

resisténcia ao tratamento anti-EGFR. As 2 principais vias inferiores do EGFR sdo a PI3K-Akt-
mTOR, e Ras-Raf-MAPK, onde alteragdes como as mutacoes ativadoras de PI3K ¢ KRAS ¢ perda de
expressdo de PTEN poderiam levar a ativagdes destas vias de forma independente da ativacdo do

EGFR pelos fatores de crescimento.

As mutagdes no dominio intracelular do EGFR foram associadas a maior
sensibilidade ao tratamento com inibidores de tirosina-quinase no cancer de pulmao
(ROSELL et al. 2009; MOK et al. 2009; LEE et al. 2009), entretanto esse tipo de
mutagdo ¢ muito menos comum nos CECCP, estando presente em 1% num estudo
com pacientes caucasianos (LOEFFLER-RAGG et al. 2006), e em 1 a 7% entre
pacientes asiaticos (LEE et al. 2005; HUANG et al. 2009).

Dentre as muta¢des do dominio extracelular, a variante EGFRVIII é a mais
estudada. Ela resulta da delecdo dos éxons 2 a 7, conferindo ativagao constitutiva do

dominio tirosina-quinase da proteina (PEDERSEN et al. 2001) (Figura 3).



11

EGF
1
Receptor
L domain

Furin-like
domain

Receptor .
domain
L \ ‘ \ ‘ Deletion of AAs 6-273
yields the EGFRvIII. Exiracellular
Extracellular domain
: ; S Domain
Rl i é‘,'g;’,nd (] Insertion of a novel | (AAs 1-621)
Intracellular domain inding Glycine residue
domain ~ — —
SEE Trans-membrane
Catalytic :-:I;in-mar) . Domain
kinase - delL747-T751inss ATP binding_ (Als B22-644)
domain delL747-P753ins5 Site {K?21} Intrace”mar
—=— L858R
-~ L861Q Tyrosine _— r Domain
phosphorylation { (AAs 645-1186)
sites.
Y1068~ Wt EGFR EGFRuvllI
Pl s
2% | B¢
STAT3 MAPK AKT

Fonte: Adaptado de LYNCH et al. (2004) e GAN et al. (2009)
Figura 3 - Figura esquematica mostrando dominios do EGFR. a) em vermelho os

pontos das mutacdes ativadoras do EGFR nos dominios de tirosina-quinase intracelulares comuns em
canceres de pulméao; b) formacdo da variante III do EGFR pela dele¢do dos éxons 2 a 7 do dominio

extracelular do receptor.

Em pacientes com glioblastoma multiforme essa variante foi encontrada em
40% dos tumores, ¢ em um estudo in vitro se verificou que o cetuximabe tem a
capacidade de se ligar ao EGFRVIII, atenuando sua expressdo e reduzindo sua
atividade de fosforilagdo; porém, apesar disso, ndo ¢ capaz de inibir a atividade dos
segmentos inferiores da via, AKT e MAPK, e ndo inibe o crescimento das células
que hiperexpressam o EGFRVIII (FUKAI et al. 2008; BAX et al. 2009).

Em CECCP, o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia dessa variante por
imunoistoquimica, confirmando-a por RT-PCR, encontrou sua expressdo em 42%

dos tumores e sempre concomitantemente a expressio do EGFR selvagem
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(EGFRwt), o que fez com que os autores levantassem a hipotese de que a mutacao do
EGFR fosse um evento avancado durante a evolugdo tumoral. Este estudo mostrou
também relacdo entre a expressdo da forma variante e o aumento da proliferagdo das
células in vitro, tumores maiores obtidos de xenoenxertos, atenuagdo da apoptose
induzida pela cisplatina e pelo cetuximabe in vitro, e menor atividade do tratamento
com cetuximabe nos xenoenxertos, com crescimento trés vezes maior dos tumores
que expressavam EGFRVIII (SOK et al. 2006). Este mesmo grupo, posteriormente,
mostrou a associacdo da expressdo do EGFRVIII com o aumento da expressdo de
STAT3, e que a resisténcia in vitro ao cetuximabe poderia estar ligada a ativagdo
desta proteina (SUZUKI et al. 2010).

Em 2010, um estudo grego avaliou a expressdo da EGFRvVIII em 102 tumores
primarios de CECCP pelo método AQUA, que utiliza imunofluorescéncia, e detectou
esta proteina em 48% dos casos. A sua expressdo estava mais associada a CEC de
laringe quando comparado a CEC de orofaringe e cavidade oral, porém ndo se
correlacionou com prognostico ou estagio clinico da doenca (PECTASIDES et al.
2010).

A confirmacdo da expressao de EGFRvIII em CECCP veio ainda com um
estudo canadense, que empregou RT-PCR, encontrando a variante em 42% dos
tumores de pacientes com CECCP que participaram em 4 ensaios clinicos, sendo que
dois destes ensaios utilizaram inibidores de tirosina-quinase anti-EGFR e outros dois
ndo empregaram drogas anti-EGFR. Curiosamente, neste estudo houve uma
associacdo da presenga de EGFRvIII com uma maior probabilidade de controle de
doenga, sem impacto na sobrevida, e sem diferenga entre os pacientes tratados com

terapia anti EGFR ou ndo (CHAU et al. 2011).
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Outros dois estudos mostraram a existéncia da forma variante EGFRVIII em
CECCEP e tentaram avaliar seu impacto no tratamento com cetuximabe. TINHOFER
et al. (2011) avaliaram tumores de pacientes tratados em um estudo de fase I com
docetaxel e cetuximabe para doenca recidivada ou metastatica. A expressdo do
EGFRVIII foi associada a um pior controle de doenca e uma pior SLP, sem impacto
na SG (TINHOFER et al. 2011). SMILEK et al. (2012) avaliaram 29 pacientes com
doenga localmente avangada tratados com RT associada ao cetuximabe e nao
encontraram associacdo entre a expressdo de EGFRvIII e nenhum desfecho clinico
(SMILEK et al. 2012).

Apenas dois estudos ndo conseguiram mostrar a presenga de EGFRvIII em
CECCP. Em uma coorte prospectiva japonesa em que foram avaliados 82 pacientes
tratados com terapia anti-EGFR quanto a presenca de muta¢des no gene EGFR por
sequenciamento ¢ avaliada a fosforilacdo e expressdo da proteina EGFR, ndo se
encontrou nenhuma muta¢ao no dominio extracelular, apenas no dominio intracelular
e que ndao mostrou correlagdo com recidiva. Neste estudo, apenas o estado de
fosforilagao da proteina foi identificada como marcador prognostico (HAMA et al.
2009). Em outro estudo mais recente, que avaliou apenas tumores de cavidade oral, a
mutagdo foi encontrada em apenas 1 tumor entre os 50 tumores avaliados
(MCINTYRE et al. 2012).

Outro mecanismo de resisténcia ao cetuximabe envolve a ativagdo
constitutiva das vias inferiores ao EGFR, que ficam ativas de forma independente do
sinal mediado pelo EGFR. Em carcinomas colorretais a presenga de mutagdes em
KRAS, nos codons 12 e 13 do éxon 2, foram identificadas como preditores de

auséncia de resposta ao tratamento com cetuximabe, porém em CECCP estas
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mutagdes estdo presentes em menos de 5% dos casos (JIMEMO et al. 2009;
MOLINOLO et al. 2009).

Uma das vias principais envolvidas na sinalizagdo pelo EGFR ¢ a da
PI3K/AKT. A PI3K ¢ uma proteina que ao ser ativada pelos receptores de membrana
tirosina-quinase se dirige para uma localiza¢do préxima a membrana celular onde por
fosforilagcdo transforma o seu substrato fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP; ativa, diretamente e através da PDK1,
a proteina AKT que propaga o sinal intracelular pela ativagdo de diversas vias
inferiores (COURTNEY et al. 2010).

A proteina homodloga de fosfatase e tensina (PTEN) tem uma fungao
inibitoria desta via através da desfosforilagdo de PIP;, transformando-o novamente
em PIP, A auséncia de expressdo de PTEN levaria entdo a um efeito final de
ativacdo da via. O PTEN encontra-se mutado em uma série de neoplasias malignas
como endométrio, gliomas, cancer de prostata, colon e pulmao (LAI et al. 2012). Em
pacientes com cancer de mama, a auséncia de PTEN esté relaciona a resisténcia ao
trastuzumabe, um anticorpo monoclonal direcionado contra o HER2. (LAI et al.
2012) Em pacientes com cancer de colon metastatico a auséncia de expressdo de
PTEN estd associada a diminui¢do da resposta e a menor sobrevida global nos
pacientes tratados com cetuximabe (BARDELLI e SIENA 2009; LAURENT-PUIG
et al. 2009b). Em pacientes com cancer de prostata metastatico a persisténia de
expressdo de PTEN se correlacionou a uma maior sobrevida livre de progressdo em
pacientes tratados com cetuximabe (CATHOMAS et al. 2012).

O gene PTEN encontra-se alterado em torno de 10% dos CECCP, e mais

ainda, 30% dos CECCP apresentam auséncia da expressio de PTEN, o que ¢ um



15

indicador independente de mau prognostico (LAURENT-PUIG et al. 2009b). Os
dados sobre o impacto da expressdo da proteina PTEN em CECCP sao controversos.
Dois estudos mostram a baixa expressio de PTEN como um indicativo de mau
progndstico em pacientes com doenca localizada tratados com cirurgia seguida ou
nao por RT, enquanto um terceiro atribui um valor de mau prognéstico para
pacientes com hiperexpressdo da PTEN (PATTIJE et al. 2010; LEE et al. 2001;
SNIETURA et al. 2012). Nao ¢ do nosso conhecimento dados que associem a
expressdo da PTEN a resposta ao tratamento com cetuximabe ou mesmo o valor
prognoéstico da expressao de PTEN no cenario de doenga metastatica em pacientes
com CECCP.

Outra molécula que parece estar envolvida na resisténcia ao cetuximabe ¢ o
CD44, uma molécula de adesdo presente na membrana. O CD44 ¢ uma glicoproteina
de membrana que promove uma troca de sinais entre a matriz extracelular e o
citoplasma. A sua expressdo e de suas isoformas foi relacionada nos CECCP a um
estagio T mais avangado, invasdo tumoral regional, metastases a distancia, invasao
perineural, resisténcia a radioterapia ¢ menor SLP. Na interagdo com a matriz
extracelular, o hialuronan se liga ao CD44, desencadeando suas atividades
intracelulares que levam a alteragdes do funcionamento do citoesqueleto, alteragdo
da adesao celular, degradacdo da matriz extracelular e estimulagdo da proliferagdo
celular (WANG et al. 2009). Essas agdes sao mediadas pela formagdo de um
complexo entre 0 CD44 e o EGFR que leva a ativagao das vias da PI3K-AKT-mTOR
¢ RAS-RAF-MAPK (WANG e BOURGUIGNON 2011; PEREZ et al. 2013), bem

como pela ativacdo da fosfolipase C (PLC-y) pelo CD44, uma via relacionada ao
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EGFR, levando a liberagao de célcio dos compartimentos citoplasmaticos (WANG e
BOURGUIGNON 2006).

Em um estudo pré-clinico foram analisadas amostras de tumores de CECCP
implantados em camundongos antes do tratamento com cetuximabe e na recidiva
tumoral ap6s o tratamento e verificou-se uma expressdo de CD44 em uma pequena
quantidade de células no tumor antes do tratamento e uma expressdo aumentada nos
tumores recidivados apds o tratamento, sugerindo que as células que expressavam
CD44 foram aquelas que resistiram ao cetuximabe (DIAS et al. 2010). Outro estudo
pré-clinico mostrou que linhagens de células com expressao elevada de CD44 e
baixa de EGFR apresentam fenotipo de transi¢do epitélio-mesénquima e sdo mais
resistentes ao tratamento quando comparadas as células com baixa expressao de
CD44 (LA FLEUR et al. 2012).

Além da interagdo com as vias relacionadas aos fatores de crescimento, o
CD44 ¢ uma molécula usada para identificar as células-tronco tumorais (CTT),
células que mantém o potencial de auto-renovacgado, proliferacdo e de formar novos
tumores. Este tipo de célula ja foi caracterizado em diversos tipos de neoplasias,
inicialmente nas hematoldgicas, ¢ mais recentemente nos tumores sélidos como no
cancer de mama e gliomas (MASSARD et al. 2006). Células com caracteristicas de
CTT também foram identificadas nos CECCP e mostraram uma expressao
aumentada do CD44 em relacdo as outras células neoplasicas (OKAMOTO et al.
2009). No entanto, outros marcadores como o CD24 utilizado em cancer de mama
ndo se mostraram uteis na identificacdo das CTT em CECCP e o grupo de células
CD44+ ainda ¢ um grupo com um potencial de formac¢do de novos tumores menor

que o de outros grupos de CTT ja identificados em outros tumores, o que somado a
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alta taxa de expressao de CD44 e suas variantes em CECCP leva a hipotese de que
este ndo seja um grupo de células-tronco “puro” (PRINCE e AILLES 2008).

Dentre as isoformas de CD44, a isoforma CD44v6 esta associada em CECCP
a estagios T mais avancados, invasdo perineural ¢ menor SLP. Ha também
evidéncias pré-clinicas de que a expressdo aumentada desta variante esta relacioanda
a maiores niveis de expressio de MAPK e maior ativagdo de RAS (WANG et al
2009, WANG e BOURGUIGNON 2011). Ha ao menos um estudo clinico de fase I
com um anticorpo anti-CD44v6 em pacientes com CECCP, mostrando uma taxa de
resposta de 10% com seu uso em monoterapia. (ORIAN-ROUSSEAU et al. 2010).

Desta forma, potenciais mecanismos de ativacdo das vias relacionadas ao
EGFR independentes do estimulo pelo EGF sobre seu receptor e interagdes entre as
vias de sinaliza¢dao dos fatores de crescimento com as vias caracteristicas das CTT
poderiam contribuir para resisténcia ao cetuximabe.

Sendo assim, acreditamos que a expressio de EGFR, EGFRVIII, PTEN,
CD44 e CD44v6 pode estar associada com a resposta ao tratamento com cetuximabe.

Tais moléculas podem constituir-se em potenciais marcadores de resisténcia
ou resposta ao cetuximabe e auxiliar na identificacdo de individuos nos quais se
espera uma maior eficicia do tratamento com esta droga associado a radioterapia ou

a quimioterapia sistémica em pacientes com CECCP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar a frequéncia da expressdo de EGFRvVIII, EGFR, PTEN, CD44, e
CD44v6 por imunoistoquimica em amostras de tumor de portadores de CECCP
metastatico ou localmente avancado tratados com quimioterapia ou radioterapia

associados ao cetuximabe.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a associagao entre a expressao dos marcadores moleculares entre si e
com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes.

2 Avaliar o impacto da expressao de EGFRvVIII, EGFR, PTEN, CD44, ¢
CD44v6 na taxa de resposta objetiva, sobrevida livre de progressao e
sobrevida global de portadores de CECCP metastatico ou localmente
avangado tratados com quimioterapia ou radioterapia associados ao

cetuximabe.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de coorte retrospectiva.

3.2 CASUISTICA

Foram avaliados retrospectivamente os dados de cento e cinco (105)
pacientes com diagnostico de CEC de cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe
e linfonodo cervical sem primario identificado, tratados no periodo de janeiro de
2006 a dezembro de 2010. Os pacientes foram identificados no banco de dados
eletronico da central de quimioterapia do Hospital AC Camargo através de uma
busca pelo codigo internacional da doenga (CID10: C01-C02-C03-C04-C05-C06-
C07-C08-C09-C10-C12-C14-C32-C76) associado ao tratamento com cetuximabe.
Os dados clinicos foram coletados dos registros em prontuario médico arquivados no
SAME, empregando ficha de coleta de dados elaborada especificamente para este
estudo (Anexo 1).

Foram considerados com histéria positiva de tabagismo ou etilismo todos os
pacientes com qualquer nivel de consumo de alcool ou tabaco descrito no prontuario.

O projeto foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do

Hospital A. C. Camargo sob nimero 1439/10 (Anexo 2).
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3.2.1 Critérios de Incluséo
Pacientes com diagndstico de CEC de cavidade oral, orofaringe, hipofaringe,
laringe e linfonodo cervical sem primario identificado tratados no periodo de janeiro
de 2006 a dezembro de 2010 no AC Camargo Cancer Center com as seguintes
caracteristicas:
e Pacientes com recidiva local ou doenga sistémica tratados com cetuximabe
em combina¢do com quimioterapia;
e Pacientes com doenca localizada (sem metéstase a distancia) tratados com

cetuximabe em combina¢ao com radioterapia.

3.2.2 Critérios de Excluséo
e Pacientes do grupo com doenca localmente avangada avaliados em relagdo ao
tratamento definitivo que receberam tratamento com cisplatina concomitante

a radioterapia.

3.3  ANALISE PATOLOGICA

Foram confeccionadas blocos e laminas de tissue-microarray (TMA) com as
amostras dos tumores dos pacientes diagnosticadas com CECCP e tratados com
cetuximabe, que foram submetidos a reagao de imunoistoquimica para detec¢ao da
expressao de EGFR, EGFRVIIL, PTEN, CD44 e CD44v6.

Levando em consideragdo o melhor prognostico ja& bem estabelecido dos
tumores HPV positivos, realizamos também a imunoistoquimica para pl6 como um

marcador indireto da infec¢do por HPV. (EL-NAGGAR AK ¢ WESTRA WH 2012)
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3.3.1 Tissue-microarray

A analise da expressao das moléculas EGFR, EGFRVIII, PTEN, p16, CD44 e
CD44v6 foi feita em TMA. Os casos foram resgatados do arquivo do Departamento
de Anatomia Patologica e os blocos representativos do tumor foram separados. Apos
coloracdo das laminas pela técnica de hematoxilina-eosina, as areas mais
representativas do tumor foram identificadas por meio de exame microscopico. As
areas de interesse, definidas como aquelas que apresentassem maior porcentagem de
células tumorais em relagdo ao estroma e as células nao neoplasicas, foram marcadas
com caneta permanente e identificadas nos blocos de parafina correspondentes
(blocos doadores). Usando o tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver
Springe, MD, USA), cilindros das areas de interesse previamente identificadas nos
blocos doadores foram retirados e transferidos para novos blocos de parafina (blocos
receptores).

Para cada caso, foram retirados dois cilindros de 0,6mm de duas areas
distintas do tumor, que foram distribuidos no bloco de parafina receptor de forma
que cada amostra de um bloco doador ocupou uma determinada linha e uma
determinada coluna no bloco receptor. Foram obtidos cortes histologicos em
duplicata destes blocos de TMA e dispostos em laminas com adesivos Microsystems
Inc®. As laminas foram coradas com HE e para os estudo imunoistoquimico foram
empreagados anticorpos especificos.

O registro da leitura dos resultados da imunoistoquimica nos blocos
receptores foi feito no formato de uma tabela de Excel onde se identifica uma

determinada amostra pela coluna e linha correspondente aquela que ocupa no bloco

de parafina (BEGNAMI 2007).
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Nos casos em que as amostras emblocadas foram inadequadas para confecgao
de TMA devido ao tamanho, as rea¢des de imunoistoquimica foram realizadas em

cortes inteiros.

3.3.2 Imunoistoquimica

A reacdo imunoistoquimica para detectar a expressdo do EGFR, EGFRVIII,
PTEN, CD44 e CD44v6 foi realizada através das seguintes etapas: desparafinizagao
e hidratacdo dos cortes histolégicos em 3 banhos em xilol (5 minutos cada), 4
banhos de 4alcool seguidos por lavagem por 5 minutos em d4gua corrente;
recuperacdo antigénica em camara de pressdo (Pascal) em solugdo de citrato com
pH 6,0 a 125° C (30 segundos apds atingir 125°C e pressdao entre 20 e 25 psi)
seguidos por lavagem em agua corrente por 5 minutos; bloqueio da peroxidase
enddgena com 3 banhos de 5 minutos cada com peroxido de hidrogéniol0 volumes
seguido por lavagem em PBS; bloqueio de proteinas com banho de 20 minutos com
bloqueador de proteinas (DAKO); incubacéo dos anticorpos primarios por 2 horas
a temperatura ambiente em camara umida seguido por lavagem em PBS; incubacéo
com anticorpo secundério (Advance HRP Link - DAKO) por 30 minutos em
temperatura ambiente seguido por lavagem em PBS; incubacdo com polimero
(Advance HRP enzyme - DAKO) por 30 minutos em temperatura ambiente seguido
por lavagem em PBS; revelacdo da reagdo com cromdgeno 3,3'-diaminobenzidina
(DAB) por 5 minutos (Kit Liquid DAB +  Substrate Chromogen System;
DakoCytomation, Carpinteria, California) seguida por lavagem em 4agua corrente;

contracoloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos seguida por lavagem
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em agua corrente por 5 minutos; desidratacdo em alcool, passagem em xilol, ¢
montagem em meio permanente.

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-EGFR (NCL-EGFR-384 clone
EGFR25 [Novacastra]; diluicdo 1:50), anti-PTEN (AMB2052 clone amb 2052
[Cascade]; dilui¢ao 1:500), anti-CD44 (NCL-CD44 clone F10-44-2 [Novacastra];
dilui¢do 1:25), anti-CD44v6 (NCL-CD44V6 clone VFF-7 [Novacastra]; diluigdo
1:200). O anticorpo anti-EGFRVIII L8A4 foi gentilmente doado pelo Dr. Darell D.
Bigner, pesquisador da Duke University Medical Center, Durham, North Carolina, e
utilizado na diluigao 1:400.

Os controles positivos foram: EGFR, placenta; PTEN, cancer de endométrio;
CD44, tonsila; CD44v6, tonsila. Para controle do EGFRVIII, utilizamos amostra de
glioblastoma multiforme, doadas pelo Dr. Rui Manoel Reis do Hospital de Cancer de
Barretos, em que previamente havia sido demonstrada a presenca de EGFRVIII por
RT-PCR (Tabela 1).

A imunoistoquimica para pl6 foi realizada de forma automatizada no
equipamenteo BenchMark ULTRA — VENTANA, com anticoropo anti pl6 CINTec
pl6 Histology — VENTANA — clone E6H4. Foi utilizado o protocolo 36CClm cin
36 minutos de recuperacdo por calor em solucdo CC1 e incubac¢do do anticorpo

primario por 32 minutos.
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Tabela 1 - Dados técnicos do anticorpos primarios utlizados para as reagdes de
imunoistoquimica.

Anticorpo Clone Diluicdo  Padréo Avaliado  Controle Positivo
. NCL-EGFR-384 clone )
anti-EGFR EGFR25[Novacastral 1:50 Membrana Placenta
anti-EGFRvIII L8A4 1:400 Citoplasmatico Glioblastoma
anti-PTEN AMB2052 clone amb 20521509 Citoplasmatico Cancer de
[Cascade] endométrio
anti-CD44 NCL-CD44 clone F10-44- 1:25 Membrana Tonsila
2 [Novacastra]
anti-CD44v6 NCL-CD44V6 clone VFF- ., Membrana Tonsila
7 [Novacastra]
clone E6H4 {Ventana} Citoplasmatico e

anti-pl6 ) Nuclear )

As laminas de TMA foram lidas por um patologista com experiéncia na
analise de tumores de cabega e pescoco e graduadas quanto a intensidade de
coloracdo de forma semiquantativa de 0+ a 3+. A porcentagem de células nao foi
considerada na leitura das ldminas uma vez que no campo restrito avaliado no TMA
aquelas amostras que foram positivas foram positivas de forma difusa. Por conta
disto, consideramos que o acréscimo da porcentagem para forma um escore
acrescentaria pouca informacdo ao dado ja oferecido pela intensidade de coloragdo
através de uma padronizagdo mais simples.

A leitura das laminas coradas com pl6 foi feita de forma dicotdmica
considerando-se positivas aquelas em que houve marcacdo citoplasmatica e nuclear

difusas.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada estatistica descritiva para caracterizacdo das amostras com

determinagdo de frequéncias, médias, medianas e medidas de dispersdo central.
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A marcacao imunoistoquimica foi dicotomizada com os seguintes pontos de
corte: EGFR foi considerado hiperexpresso caso 3+ e normal caso 0+, 1+ ou 2+;
EGFRVIII e PTEN foram avaliados como nao expressos se 0+ e expressos se 1+, 2+
ou 3+. CD44 ¢ CD44v6 foram considerados negativos caso 0+ ou 1+, e positivos,
caso 2+ ou 3+.

Taxa de resposta objetiva foi considerada a porcentagem de pacientes com
resposta parcial ou resposta completa de acordo com o dado registrado no prontuério
pelo médico assistente.

Taxa de resposta completa foi considerada a porcentagem de pacientes com
resposta completa de acordo com o dado registrado no prontudrio pelo médico
assistente.

Teste de qui-quadrado ou exato de Fischer foi utilizado para andlise de
associagdo entre variaveis categoricas e o teste de Mann-Whitney para comparago
entre varidveis categdricas e continuas. Analise multivariada para associa¢do entre
variaveis categoricas com a taxa de resposta objetiva e taxa de resposta completa foi
realizada por regressdo logistica.

Curvas de Kaplan-Meier foram geradas para analise de sobrevida e o impacto
das diversas varidveis avaliadas através de teste de log-rank. Sobrevida livre de
progressdo, no grupo de pacientes com doenga localmente avangada tratados com
radioterapia e cetuximabe, foi definida como o tempo entre a o inicio da
administracdo de cetuximabe e a ocorréncia de recorréncia locorregional ou a
distancia ou morte. Sobrevida livre de progressao, no grupo de pacientes com doenca
metastatica tratados com quimioterapia e cetuximabe, foi definida como o tempo

entre a administracdo de cetuximabe e a ocorréncia de progressdo tumoral conforme
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registrada pelo médico assistente no prontuario ou morte. Sobrevida global foi
definida como o tempo decorrido entre o inicio da administragdo de cetuximabe e a
morte por qualquer causa.

Os dados de seguimento dos pacientes foram atualizados até o dia 26 de
junho de 2013. Foram considerados como perda de seguimento os pacientes sem
dado de seguimento nos ultimos 6 meses da ultima data de coleta dos dados. Os
pacientes com perda de seguimento e aqueles vivos na ultima data de seguimento
foram considerados como censura nas curvas de sobrevida global, e aqueles com
perda de seguimento sem progressao e aqueles com seguimento completo porém sem
progressdo ou morte na ultima avaliagdo foram considerados como censura nas
curvas de sobrevida livre de progressao.

Analise multivariada foi empregada para predi¢do do impacto combinado de
varidveis independentes na sobrevida usando-se o modelo de regressdo de Cox com
riscos proporcionais. Foram selecionadas para analise multivariada as varidveis com
p<0,25 na andlise univariada. A modelagem foi feita através do procedimento
stepwise forward, com pontos de corte do valor de p<0,5 para inclusdo da variavel
no modelo e p>0,10 para exclusdo.

Consideramos estatisticamente significativas as analises cujos valores de p

foram menor que 0,05. Empregamos o pacote estatistico SPSS v21.0 para Macintosh.
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4 RESULTADOS

4.1 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DOS
MARCADORES ESTUDADOS COM CARACTERISTICAS CLINICO-

PATOLOGICAS

Dos 105 pacientes, amostras de tumor estavam disponiveis para 65 pacientes.
A avaliagdo pela imunoistoquimica pode ser realizada e foi conclusiva em 63
pacientes para EGFRvVIII (60,0%), 60 pacientes para EGFR (57,1%), 64 pacientes
para PTEN (60,9%), 60 pacientes para CD44 (57,1%), 63 pacientes para CD44v6
(60%) e 64 pacientes para pl16 (61%).

Nos pacientes com material disponivel, a expressao de EGFRVIII foi positiva
em 17 amostras (27,0%), o EGFR foi hiperexpresso em 30 amostras (50%), a
expressdo de PTEN foi negativa em 24 pacientes (37,5%), o CD44 foi positivo em
23 amostras (38.3%), e o CD44v6 foi positivo em 48 amostras (76,2%) (Figuras 4 a
7 e Tabela 2).

pl6 foi positivo em apenas 7 casos (10,9%), 2 pacientes com tumor de
orofaringe, 2 de hipofaringe, 1 de cavidade oral, 1 laringe e 1 primario ndo

identificado.
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Busca de pacientes elegiveis:
CID 10 de CEC CP
Uso de cetuximabe
Periodo janeiro 2006 a dezembro 2010

v

417 pacientes

|—

308 outros diagnosticos

109 pacientes

|—

4 néo receberam cetuximabe

105 pacientes

Coletados dados clinicos

—_

34 sem amostra de tumor arquivado

71 pacientes

Resultados de IHQ inconclusivos

Montagem do TMA
EGF EGFRvIII PTEN CDh44 CD44v6 pl6
1 8 7 1 8 g | >
60 63 64 60 63 64 >

Pacientes com marcador avaliavel

Figura 4— Fluxo de avaliagdo e selecdo dos pacientes no estudo.
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Figura 5 - Microfotografias representativas das imunoistoquimicas em amostras de

carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo avaliados em tissue microarray. a)
Marcagdo para EGFRvIII. Aumento de 10x. Representagdo de um caso positivo forte (3+). b)
Marcagdo para EGFRVIIL. Aumento de 20x, mostrando positividade citoplasmatica. ¢) Marcagao para
PTEN. Aumento de 40x. Representacdo de um caso negativo (0+). d) Marcagdo para PTEN.
Aumento de 40x. Representagdo de um caso com positividade citoplasmatica de forte intensidade
(3+).
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Figura 6 - Microfotografias representativas das imunoistoquimicas em amostras de

carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo avaliados em tissue microarray. a)
Marcagdo para CD44. Aumento de 10x. Representagdo de um caso positivo forte (3+). b) Marcagao
para CD44. Aumento de 20x mostrando positividade de membrana. ¢) Marcagdo para CD44v6.
Aumento de 10x. Representacdo de um caso positivo forte (3+). d) Marcagdo para CD44v6. Aumento

de 20x mostrando positividade de membrana.
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Figura 7 - Microfotografias representativas das imunoistoquimicas em amostras de
carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo avaliados no estudo atual em tissue

microarray. a) Marcagio para EGFR. Aumento de 10x. Representacio de um caso positivo forte

(3+). b) Marcacgao para EGFR. Aumento de 40x mostrando positividade de membrana
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Tabela 2 - Expressao dos marcadores moleculares avaliados por imunoistoquimica
em todos os pacientes do estudo (105 pacientes) e, separadamente, nos grupos RT

(61 pacientes) e QT (44 pacientes).

Grupo Todos RT QT
Marcador N=105 N=61 N=44
Freq. (%) Freq. (%) Freq. (%)
EGFR
Nao hiperexpresso 30 (49,2) 18 (51,4) 12 (46,2)
Hiperexpresso 31 (50,8) 17 (48,6) 14 (53,8)
Indisponivel 44 26 18
EGFRVIII
Negativo 46 (73,0) 25(71,4) 21 (75,0)
Positivo 17 (27,0) 10 (28,6) 7 (25,0)
Indisponivel 42 26 16
PTEN
Negativo 24 (37,5) 17 (47,2) 7 (25,0)
Positivo 40 (62,5) 19 (52,8) 21 (75,0)
Indisponivel 41 25 16
CD44
Negativo 37 (61,7) 22 (64,7) 15 (57,7)
Positivo 23 (38,3) 12 (35,3) 11 (42,3)
Indisponivel 45 27 18
CD44 v6
Negativo 15 (23,8) 7 (19,4) 8 (29,6)
Positivo 48 (76,2) 29 (80,6) 19 (70,4)
Indisponivel 42 25 17
pl6
Negativo 57 (89,1) 29 (85,3) 25(92,6)
Positivo 7 (10,9) 5014,7) 2(7,4)
Indisponivel 41 27 44

Houve associacao entre a expressao do EGFRVIII e a hiperexpressao de

EGFR, 70,6% dos tumores que expressaram EGFRVIII também apresentavam

hiperexpressao do EGFR (p=0,043); e entre a expressao de CD44 ¢ CD44v6, com

todos os tumores positivos para CD44 também expressando CD44v6 (p<0,001). Nao

houve associagao entre a expressao dos outros marcadores entre si (Tabelas 3 a 7).
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Tabela 3 - Resultado dos testes de associacdo entre EGFR e os demais marcadores

moleculares avaliados no estudo. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher
(*) quando apropriado.

Marcador Hiperexpressdo de EGFR
Grupos comparados Sim-n (%) Ndo-n(%) P
Expressdo EGFRvIII Sim 12 (70,6) 5(29,4) 0,043
Nio 17 (41,5) 24 (58,5)
Perda de PTEN Sim 8(36,4) 14 (63,6) 0,086
Nio 22 (59,5) 15 (40,5)
Expressdo CD44 Sim 13 (59,1) 9(40,9) 0,152
Nio 13 (39,4) 20 (60,6)
Expressdo CD44v6 Sim 25 (55,6) 20 (40,4) 0,078
Nio 4 (28,6) 10 (71,4)

Tabela 4 - Resultado dos testes de associagdo entre EGFRVIII e os demais

marcadores moleculares avaliados no estudo. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste
exato de Fisher (*) quando apropriado.

w Expressdo de EGFRvIII
o -
Grupos comparados Sim—n (%)  Nao—n (%) p

Hiperexpressdo EGFR Sim 12 (41,4) 17 (58,6) 0,043
Nao 5(17,2) 24 (82,9)

Perda de PTEN Sim 6(26,1) 17 (73.,9) 0,857
Nio 11(28,2) 28 (71,8)

Expressdo CD44 Sim 9 (40,9) 13 (59,1) 0,087
Nio 7 (20,0) 28 (80,0)

Expressdo CD44v6 * Sim 14 (29,8) 33(70.,2) 0,403

Nio 3(21,4) 11 (78,6)
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Tabela 5 - Resultado dos testes de associagcdo entre PTEN ¢ os demais marcadores
moleculares avaliados no estudo. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher

(*) quando apropriado.

Marcador Perda de PTEN
Grupos comparados Sim-n (%) Nio-n(%) p
Hiperexpressdo EGFR Sim 8(26,7) 22 (73,3) | 0,086
Nio 14 (48,3) 15 (51,7)
Expressdo EGFRvlII Sim 6 (35,3) 22 (64,7) | 0,857
Nio 17 (37,8) 28 (62,2)
Expressdo CD44 Sim 8 (34,8) 15(65,2) | 0,539
Nio 15 (42,9) 20 (57,1)
Expressdo CD44v6 Sim 16 (34,0) 31(66,0) | 0,182
Nio 8(53,3) 7 (46,7)

Tabela 6 - Resultado dos testes de associagdo entre CD44 ¢ os demais marcadores
moleculares avaliados no estudo. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher

(*) quando apropriado.

Marcador Expressdo de CD44

Grupos comparados Sim-—n (%)  Ndo—n (%) P

Hiperexpressdo EGFR Sim 13 (50,0) 13 (50,0) 0,152
Nio 9 (31,0) 20 (60,9)

Expressdo EGFRvlII Sim 9(56,3) 7 (43,8) 0,087
Nio 13 (31,7) 28 (68.,3)

Perda de PTEN Sim 8(34,8) 15 (65,2) 0,539
Nio 15 (42,9) 29 (57,1)

Expressdo CD44v6 Sim 23 (52,3) 21 (47,7) < 0,001
Nio 0(0) 15 (100)
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Tabela 7 - Resultado dos testes de associagao entre CD44v6 e os demais marcadores
moleculares avaliados no estudo. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher

(*) quando apropriado.

Marcador Expressédo de CD44v6

Grupos comparados Sim-n (%)  Nao-n (%) P

Hiperexpressdo EGFR Sim 25 (86,2) 4(13,8) 0,078
Nio 20 (66,7) 10 (33,3)

Expressdo EGFRvIII * Sim 14 (82,4) 3(17,6) 0,403
Nio 33 (75,0) 11 (25,0)

Perda de PTEN Sim 16 (66,7) 8 (33,3) 0,182
Nio 31 (81,6) 7(18,4)

Expressdo CD44 Sim 23 (100,0) 0 (0) < 0,001
Nio 21 (58,3) 15 (41,7)

Ao testarmos a associacdo entre os marcadores moleculares e os sitios

primarios, avaliamos apenas os dois sitios primarios com maior nimero de casos,

cavidade oral e orofaringe, comparando a expressao dos marcadores entre eles.

Houve associagdo entre a hiperexpressdo de EGFR e primario de cavidade oral.

Setenta por cento dos tumores de cavidade oral apresentaram hiperexpressao de

EGFR, enquanto que 39,1% dos tumores de orofaringe apresentaram hiperexpressao

de EGFR (p=0,028). Também observamos associacdo entre a auséncia de expressao

de PTEN e primario de orofaringe. Apenas 18,2% dos tumores de cavidade oral ndo

expressavam PTEN, enquanto 58,3% dos tumores de orofaringe ndo expressavam

PTEN (p=0,005). Nenhum dos marcadores se associou a estagios distintos da doenga

(Tabelas 8 a 12).
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Tabela 8 - Resultado dos testes de associa¢do entre EGFR e sitios primarios, T, N ¢
estadiamento. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*) quando apropriado.

Marcador Hiperexpressdo EGFR

Grupos Comparados Sim-n (%)  Nao-n (%) P

Sitio primaério * Cavidade oral 14 (70,0) 6 (30,0) 0,043
Orofaringe 9(39,1) 14 (60.,9)

T T1-2 4 (33,3) 8 (66,7) 0,278
T3-4 18 (51,4) 17 (48,6)

N NO 6(46,2) 7 (53,8) 0,882
N+ 17 (48,6) 18 (51,4)

EC I-111 4 (36,4) 7 (63,6) 0,382
v 19 (51,4) 18 (48,6)

Tabela 9 - Resultado dos testes de associagdo entre EGFRVIII e sitios primarios, T,

N e estadiamento. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*) quando
apropriado.

Marcador Expressdo EGFRvIII

Grupos Comparados Sim-n (%)  Nao—n (%) P

Sitio primario Cavidade oral 8 (38,1) 13 (61,9) 0,235
Orofaringe 521,7) 18 (78.,3)

T* T1-2 2 (15,4) 11 (84,6) 0,393
T3-4 13 (35,1) 13 (36,1)

N * NO 5(33.3) 10 (66,7) 0,747
N+ 10 (28,6) 25(71,4)

EC* I-111 3(23,1) 10 (76,9) 0,728
v 12 (32,4) 25 (67,6)

Tabela 10 - Resultado dos testes de associacdo entre PTEN e sitios primarios, T, N e
estadiamento. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*)
quando apropriado.

Marcador Perda de PTEN

Grupos Comparados Sim-n (%)  Ndo-n (%) P

Sitio primario Cavidade oral 4(18,2) 18 (81,8) 0,005
Orofaringe 14 (58.3) 10 (41,7)

T* T1-2 2(16,7) 10 (83,3) 0,095
T3-4 17 (45,9) 20 (54,1)

N NO 7 (50,0) 7(50,0) 0,276
N+ 12 (33,3) 24 (66,7)

EC * I-111 5(41,7) 7(58,3) 0,510
v 14 (36,8) 24 (63,2)
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Tabela 11 - Resultado dos testes de associagdo entre CD44 e sitios primarios, T, N ¢
estadiamento. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*) quando apropriado.

Marcador Expressdo CD44

Grupos Comparados Sim—n (%)  Nao—n (%) P

Sitio primario Cavidade oral 8 (40,0) 12 (60,0) 0,751
Orofaringe 7 (33,3) 14 (66,7)

T* T1-2 3(25,0) 9(75,0) 0,498
T3-4 13 (38,1) 21 (61,8)

N * NO 13 (23,1) 10 (76,9) 0,493
N+ 13 (39,4 20 (60,6)

EC I-111 2 (16,7) 10 (83,3) 0,170
v 14 (41,2 20 (58,3)

Tabela 12 - Resultado dos testes de associagdo entre CD44v6 e sitios primarios, T, N

¢ estadiamento. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*) quando
apropriado.

4.2

421

(grupo RT) era composto por 61 pacientes, com mediana de idade de 67 anos, a

Marcador Expressdao CD44v6

Grupos Comparados Sim—n (%) Nio-n (%) P

Sitio primério Cavidade oral 15 (75,0) 5(25,0) 1,000
Orofaringe 18 (75,0 6 (25,0)

T* T1-2 10 (83.,3) 2 (16,7) 0,703
T3-4 26 (72,2) 10 (27,8)

N * NO 9 (64,3) 5(35,7) 0,285
N+ 28 (80,0) 7 (20,0)

EC* 1-111 7 (58,3) 5(41,7) 0,136
v 30 (8L,1) 7 (18,9)

GRUPO RADIOTERAPIA + CETUXIMABE

Caracteristicas Clinico-Demograficas e Patoldgicas

O grupo de pacientes tratados com radioterapia associado ao cetuximabe

maioria homens e com historico de tabagismo. Em 23,3% dos casos, o performance

status era 2 ou mais segundo o Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), a
mediana do Indice de Comorbidades de Charlson ajustado para idade (AA-CCI) foi

de 4, disfun¢do renal moderada a grave foi registrada em 47,4% dos casos. O sitio

primario mais comum foi orofaringe correspondendo a 49,2% dos pacientes (Tabela

13).
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Tabela 13 - Caracteristicas clinicas e patologicas dos 61 pacientes do grupo tratado
com RT associada a cetuximabe

Variavel Categoria Freq. %
Idade ao tratamento
<70 33 54,1
>70 28 45,9
Sexo
Masculino 48 78,7
Feminino 13 21,3
Tabagismo
Sim 50 83,3
Nao 10 16,7
Desconhecido 1
Etilismo
Sim 33 55
Nao 27 45
Desconhecido 1
ECOG
<2 46 76,7
>2 11 233
AA-CCI
<4 (mediana) 36 59,0
> 4 (mediana) 25 41,0
CICr/Cr"
ClICr>60ouCr<1,2 30 53,6
ClICr<60ouCr>1,2 26 47,4
Desconhecido 5
Sitio Primario
Cavidade oral 12 19,7
Orofaringe 30 49,2
Laringe 6 9,8
Hipofaringe 12 19,7
Primario desconhecido 1 1,7
T
Tl 3 49
T2 7 11,5
T3 19 31,1
T4 27 442
Tx 5 8,2
N
NO 16 26,2
N1 12 19,7
N2 23 37,7
N3 7 11,4
Nx 3 4,9
EC
I 1 1,7
111 14 24,1
IVa 33 56,9
IVb 10 17,2
Desconhecido 3

* . . . . y v
CICr- clearance de creatinina; Cr- creatinina sérica



39

Cont./ Tabela 13

Variavel Categoria Freq. %

EGFR
Nao hiperexpresso 18 51,4
Hiperexpresso 17 48,6
Indisponiveis 26

EGFRvIII
Neg 25 71,4
Pos 10 28,6
Indisponiveis 26

CD44
Neg 22 64,7
Pos 12 35,3
Indisponivel 27

CD44 vo6
Neg 7 19,4
Pos 29 80,6
Indisponivel 25

PTEN
Neg 16 47,2
Pos 20 52,8
Indisponivel 25

pl6
Neg 29 85,3
Pos 5 14,7
Indisponivel 27

4.2.2 Sobrevida Global e Livre de Progressao

Com um seguimento mediano de 27,4 meses, 42 pacientes apresentaram
progressdo de doenga, 34 pacientes morreram e 8 pacientes foram considerados
como perda de seguimento. A sobrevida global (SG) mediana foi de 23,2 meses
(IC95%; 15,3-31,0 meses) e a sobrevida livre de progressao (SLP) mediana foi de
7,9 meses (IC95%; 3,3 — 12,4 meses) (Figuras 8§ € 9).

A avaliag@o dos fatores progndsticos clinicos com influéncia sobre as curvas
de sobrevida mostrou que pacientes com ECOG > 2 tem uma pior SG (SG 28,0
meses vs 7,1 meses; p=0,003), assim como os pacientes com maior indice de
comorbidades (SG 28,7 meses vs 15,0 meses; p=0,029) (figura 10 e tabela 14).

Pacientes com ECOG > 2 também apresentaram uma menor SLP (SLP 11,3 meses vs
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3,8 meses; p=0,007), bem como pacientes do sexo feminino (SLP 13,6 meses vs 3,6

meses; p=0,001) (Figura 11 e Tabela 15).
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Sobrevivéncia acumulativa
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SG mediana = 23,2 meses
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Figura 8 - Curva de sobrevida global (SG) do grupo RT. A curva foi calculada pelo

método de Kaplan-Meier
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Figura 9 - Curva de sobrevida livre de progressao (SLP) do grupo RT. A curva foi

calculada pelo método de Kaplan-Meier.
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Figura 10 - Curvas de sobrevida global (SG) do grupo RT de acordo com o ECOG

(a) e o indice de comorbidades ajustado pela idade (b). As curvas foram calculadas pelo

método de Kaplan-Meier e as comparagdes entre os grupos foram realizadas empregando-se o teste de

log-rank. Foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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Figura 11 - Curvas de sobrevida livre de progressao (SLP) do grupo RT de acordo

com ECOG (a) e sexo (b). As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as

comparagdes entre os grupos foram realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados

resultados estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.

Dentre os marcadores moleculares, apenas o CD44v6 esteve associado a uma

pior SG, porém tendo em vista que apenas 7 pacientes foram CD44v6 negativo, com

apenas 2 eventos entre eles, ndo consideramos esse resultado clinicamente
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significativo. Nenhum dos marcadores moleculares teve impacto nas curvas de SG

(Figura 12 e Tabela 14) ou SLP (Figura 13 e Tabela 15).
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global (SG) do grupo RT de acordo com a

expressdo de cada marcador molecular. (a) EGFR, (b) EGFRVIIL, (c) PTEN, (d) CD44, (e)

CD44v6, (f) pl16. As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier ¢ as comparagdes entre 0s

grupos foram realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados resultados

estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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Figura 13 - Curvas de sobrevida livre de progressdao (SLP) do grupo RT de acordo
com a expressao de cada marcador molecular. (a) EGFR, (b) EGFRVIIL, (c) PTEN, (d)

CD44, (e) CD44v6, (f) pl6. As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as
comparagdes entre os grupos foram realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados
resultados estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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Tabela 14 - Sobrevida global em 1 ano e 3 anos no grupo RT de acordo com cada
variavel. O valor de p representado corresponde ao do teste de Kaplan-Meier.

Variaveis Categoria SG 1 ano (%) SG 3 anos (%) p

Todos 73,3 28,9

Sexo Feminino 74,1 33,7 0,058
Masculino 71,4 0

Idade <70 anos 64,2 36,3 0,961
> 70 anos 83,2 11,4

Tabagismo Nio 100 71,4 0,213
Sim 70,4 272

Etilismo Nio 78,6 349 0,917
Sim 72,0 20,7

AA-CCI <4 (mediana) 81,7 448 0,029
> 4 (mediana) 61,8 12,2

ECOG <2 86,0 31,8 0,003
>2 34,9 17,5

CICr > 60 71,7 24,1 0,399
<60 73,9 299

Primario Cavidade Oral 75,9 31,8
Orofaringe 71,9 21,4
Laringe 74,3 34,5
Hipofaringe 69,5 24,2

T T1-T2 66,7 0
T3-T4 74,1 33,2

N NO 80,0 41,1
N+ 71,7 13,7

EC I-11I 77,1 30,0
v 75,0 272

Indugéo Nio 65,1 13,5 0,293
Sim 60,0 45,0

N® aplicacdes >8 83,5 25,8 0,928

cetuximabe
<8 66,1 33,9

Rash Grau 0-1 76,5 28,3 0,898
Grau 2-4 65,9 28,5

EGFR Ndo 87,4 29,9 0,065
hiperexpresso
Hiperexpresso 58,8 14,1

EGFRvIIIL Negativo 73,6 0 0,852
Positivo 70,0 16,7

PTEN Negativo 74,5 32,5 0,179
Positivo 71,6 12,5

CD44 Negativo 75,3 13,2 0,811
Positivo 73,3 22,9

CD44v6 Negativo 83,3 55,6 0,025
Positivo 70,3 13,7

pl6 Negativo 70,0 13,4 0,124
Positivo 100,0 40,0
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Tabela 15 - Sobrevida livre de progressdao em 1 ano e 3 anos no grupo RT de acordo
com cada variavel. O valor de p representado corresponde ao teste de Kaplan-Meier.

Variaveis Categoria SLP 1ano (%) | SLP 3 anos (%) p

Todos 439 24,6

Sexo Feminino 50,4 9,2 0,001
Masculino 18,5 29,2

Idade <70 anos 38,4 24,9 0,427
>70 anos 50,6 33,7

Tabagismo Nio 75,0 56,3 0,057
Sim 39,7 25,1

Etilismo Nio 39,2 27,4 0,769
Sim 45,5 25,3

AA-CCI <4 (mediana) 53,9 34,1 0,105
> 4 (mediana) 29,6 14,1

ECOG <2 48,1 27,7 0,007
>2 25,0 8,3

CICr > 60 40,3 27,7 0,814
<60 40,5 18,2

Primario Cavidade Oral 31,3 10,4
Orofaringe 49,1 27,8
Laringe 333 0
Hipofaringe 50,5 40,4

T T1-T2 36,0 18,0
T3-T4 47,0 26,2

N NO 43,8 25,0
N+ 455 26,5

EC I-I1I 77,1 30,0
v 75,0 27,2

Indugéo Nio 31,3 13,9 0,883
Sim 25,0 25,0

N° aplicagdes cetuximabe > 8 35,2 21,2 0,711
<8 50,9 28,0

Rash Grau 0-1 433 22,2 0,633
Grau 2-4 45,6 30,4

EGFR Ndo 47,9 17,9 0,077
hiperexpresso
Hiperexpresso 23,5 11,8

EGFRvIII Negativo 28,4 14,2 0,263
Positivo 50,0 20,0

PTEN Negativo 48,1 22,9 0,230
Positivo 28,6 17,1

CD44 Negativo 42,7 13,3 0,766
Positivo 41,7 33,3

CD44v6 Negativo 53,6 26,8 0,123
Positivo 33,1 18,4

pl6 Negativo 32,2 10,1 0,194
Positivo 60,0 40,0




46

Na anélise univariada pelo modelo de Cox para SG, ECOG <2 e AA-CCI >4
foram associados a uma maior SG. Para SLP, ECOG < 2, sexo masculino e sitio
primario em orofaringe ou hipofaringe foram associados a uma maior SLP. Nenhum

dos marcadores moleculares se mostrou associado a SLP ou SG neste grupo (Tabelas

16 ¢ 17).

Tabela 16 - Analise univariada de fatores prognésticos para sobrevida global no

grupo RT. Foi utilizado modelo de riscos proporcionais de Cox. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de p<0,05

Variaveis Categoria HR - IC 95,0% - p
Inferior Superior

Sexo Feminino 1 - - -

Masculino 0,441 0,185 1,052 0,065
Idade <70 anos 1 - - -

> 70 anos 0,983 0,494 1,956 0,961
Tabagismo Nio 1 - - -

Sim 2,427 0,575 10,247 0,228
Etilismo Nao 1 - - -

Sim 1,04 0,497 2,176 0,917
AA-CCI <4 (mediana) 1 - - -

> 4 (mediana) 2,087 1,061 4,108 0,033
ECOG <2 1 - - -

>2 3,035 1,425 6,464 0,004
CICr >60 1 - - -

<60 0,736 0,359 1,506 0,401
Primario

Cavidade Oral 1 - - -

Orofaringe 0,388 0,151 1,001 0,050

Laringe 0,800 0,247 2,596 0,711

Hipofaringe 0,341 0,109 1,070 0,065
T

T1-T2 1 - - -

T3-T4 0,52 0,22 1,22 0,133
N

NO 1 - - -

N+ 1,486 0,610 3,621 0,383
EC

I-111 1 - - -

v 1,208 0,573 2,547 0,620
Indugio Nao 1 - - -

Sim 0,567 0,195 1,653 0,299
N° ap.hca(;oes >8 1 ) ) )
cetuximabe

<8 1,032 0,524 2,031 0,928
Rash Grau 0-1 1 - - -

Grau 2-4 1,048 0,51 2,154 0,898
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Cont./ Tabela 16

Variaveis Categoria HR - IC 95,0% - p
Inferior Superior
EGFR Nao hiperexpresso 1 - - -
Hiperexpresso 2,315 0,908 5,902 0,079
EGFRvIII Negativo | - - -
Positivo 0,702 0,226 2,181 0,541
PTEN Negativo 1 - - -
Positivo 1,655 0,67 4,09 0,275
CD44 Negativo | - - -
Positivo 1,121 0,439 2,863 0,811
CD44v6 Negativo | - - -
Positivo 4,315 0,98 19,012 0,053
plé Negativo 1 - - -
Positivo 0,334 0,077 1,445 0,142

Tabela 17 - Analise univariada de fatores prognésticos para sobrevida livre de

progressdo no grupo RT. Utilizado modelo de riscos proporcionais de Cox. Foram
considerados estatisticamente significativos comparagdes com valores de p<0,05

Variaveis Categoria HR - IC 95.0% - p
Inferior Superior
Sexo Feminino 1 - - -
Masculino 0,33 0,161 0,675 0,002
Idade <70 anos 1 - - -
> 70 anos 0,78 0,423 1,441 0,428
Tabagismo Nao 1 - - -
Sim 2,975 0,916 9,66 0,070
Etilismo Nao 1 - - -
Sim 0,911 0,487 1,701 0,769
AA-CCI <4 (mediana) 1 - - -
> 4 (mediana) 1,649 0,895 3,036 0,108
ECOG <2 1 - - -
>2 2,479 1,254 49 0,009
CICr >60 1 - - -
<60 1,077 0,579 2,006 0,814
Primario
Cavidade Oral 1 - - -
Orofaringe 0,365 0,167 0,796 0,011
Laringe 0,702 0,238 2,070 0,522
Hipofaringe 0,269 0,096 0,754 0,012




48

Cont./ Tabela 17

o . IC 95,0%
Variaveis Categoria HR - - p
Inferior Superior
T T1-T2 1 - - -
T3-T4 0,62 0,270 1,410 0,252
N NO 1 - - -
N+ 0,970 0,484 1,945 0,932
EC I-11T 1 - - -
v 1,038 0,464 2,318 0,928
Indugédo Nao
Sim 1,069 0,441 2,592 0,883
N° ap.hcac;oes >3 1 i i i
cetuximabe
<8 0,891 0,484 1,641 0,711
Rash Grau 0-1
Grau 2-4 0,85 0,434 1,662 0,634
EGFR Nao hiperexpresso 1 - - -
Hiperexpresso 1,455 0,636 3,33 0,374
EGFRvIII Negativo 1 - - -
Positivo 0,879 0,337 2,291 0,792
PTEN Negativo 1 - - -
Positivo 1,44 0,521 3,977 0,482
CD44 Negativo 1 - - -
Positivo 1,465 0,36 5,959 0,594
CD44v6 Negativo 1 - - -
Positivo 2,145 0,719 6,401 0,171
plé6 Negativo 1 - - -
Positivo 0,456 0,135 1,537 0,205

Foram selecionadas para andlise multivariada da SG no grupo RT as
variaveis: sexo, tabagismo, AA-CCI, ECOG, sitio primario, EGFR, CD44v6 ¢ pl6.
O modelo final manteve apenas as varidveis AA-CCI, ECOG e CD44v6. AA-CCI >
4 e ECOG > 2 se mostraram associados de maneira independente a uma menor SG
(Tabela 18). As caracteristicas clinicas dos pacientes que permaneceram na analise

multivariada estdo apresentadas na Tabela 19.
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Tabela 18 - Analise multivariada de fatores prognosticos para sobrevida global no

grupo RT. Foram incluidas variaveis com p<0,25 na analise univariada, sendo avaliados 35
pacientes no modelo com 30 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o modelo de riscos
proporcionais Cox e considerados estatisticamente significativos compara¢des com valores de p<0,05.

Varaveis Categoria HR 1C.0% p
Inferior Superior

AA-CCI <4 (mediana) 1

> 4 (mediana) 2,759 1,133 6,719 0,025
ECOG <2 1

>2 4,525 1,449 14,130 0,009
CD44v6 Negativo 1

Positivo 4,062 0,892 18,495 0,070

Tabela 19 — Caracteristicas clinicas dos 35 pacientes que formaram o modelo final
da anélise multivariada de fatores progndsticos para sobrevida global no grupo RT.

Variavel Categoria Freq. %
Idade
<70 21 60,0
>70 14 40,0
Sexo
Masculino 30 85,8
Feminino 5 14,2
Tabagismo
Sim 30 88,3
Nio 4 11,7
Desconhecido 1
ECOG
<2 30 85,8
>2 5 14,2
AA-CCI
<4 (mediana) 23 65,7
> 4 (mediana) 12 343
Sitio Primario
Cavidade oral 7 20,0
Orofaringe 19 54,2
Laringe 3 8,9
Hipofaringe 5 14,2
Primario desconhecido 1 2.7
EC
I 0 31,2
IVa 16 50,0
IVb 6 18,7
Desconhecido 3




50

Foram selecionadas para andlise multivariada de SLP no grupo RT as
variaveis sexo, tabagismo, AA-CCI, ECOG, sitio primario, CD44v6 e p16. O modelo
final manteve as varidveis sexo, tabagismo e ECOG. Sexo feminino e ECOG > 2 se

mostraram associados de maneira independente a uma menor SLP (Tabela 20).

Tabela 20 - Analise multivariada de fatores prognosticos para sobrevida livre de
progressao no grupo RT. Foram incluidas variaveis clinicas com p<0,25 na analise univariada,
sendo avaliados 59 pacientes no modelo, com 41 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o
modelo de riscos proporcionais Cox e considerados estatisticamente significativos comparagdes com
valores de p<0,05.

Variaveis  Categoria HR 1Co30% p
Inferior Superior

ECOG <2 1

>2 2,061 1,023 4,149 0,043
Sexo Feminino 1

Masculino 0,245 0,111 0,541 0,001
Tabagismo Nao 1

Sim 3,151 0,952 10,433 0,059

4.2.3 Taxa de Resposta Objetiva e Completa

A taxa de resposta objetiva ao tratamento de RT combinada ao cetuximabe

foi de 73,8% e os fatores associados a menor taxa de resposta foram sexo feminino,
ECOG > 2, estdgio N mais avancado, sitio primario em cavidade oral e

hiperexpressdao de EGFR (Tabelas 21 e 22).
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Tabela 21 - Resultado dos testes de associagdo entre as variaveis clinicas e
patolégicas e resposta ao tratamento no grupo tratado com RT associada ao
cetuximabe. Taxa de resposta objetiva foi considerada como a porcentagem de pacientes com
resposta parcial (RP) ou resposta completa (RC). Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato
de Fisher (*) quando apropriado. Foram considerados estatisticamente significativos associagdes com
valores de p<0,05.

Variaveis Clinica Categoria RS(Z/SP DE (T)/OP)D p

Sexo *
Feminino 5(45,5) 6 (54,5) 0,010
Masculino 40 (85,1) 7 (14,9)

Idade
<70 anos 21(67,7) 10 (32,3) 0,054
> 70 anos 24 (88,9) 3(1L,1)

ECOG*
<2 38 (84,5) 7 (15,6) 0,020
>2 6 (50) 6 (50,0)

Tabagismo *
nio 7(77.8) 2(22,2) 0,614
sim 38(79,2) 10 (20,8)

Etilismo
nao 19 (73,1) 7 (26,9) 0,319
sim 26 (83,9) 5(16,1)

AA-CCI
<4 (mediana) 28 (82,4) 6(17,6) 0,300
> 4 (mediana) 17 (70,8) 7(29,2)

T
T1-T2 5(62,5) 3(37,5) 0,361
T3-T4 36 (80,0) 9(20,0)

N k
NO 12 (80,0) 3(20,0) 0,578
N+ 31(77,5) 9(22,5)

EC
I-IT1 11 (91,7) 1(8,3) 0,421
v 32(76,2) 10 (23,8)

Sitio Primario 0,013
Cavidade Oral 4 (40) 6 (60,0)
Orofaringe 26 (89,7) 3(10,3)
Laringe 5(83,3) 1(16,7)
Hipofaringe 9 (81,8) 2 (18,2)

Rash
nao 30 (76,9) 9(23,1) 0,870
sim 15 (78,9) 4 (21,1)
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Tabela 22 - Resultado dos testes de associagdo entre as variaveis clinicas e
patolégicas e resposta ao tratamento no grupo tratado com RT associada ao
cetuximabe. Taxa de resposta objetiva (TRO) foi considerada como a porcentagem de pacientes
com resposta parcial (RP) ou resposta completa (RC). Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste
exato de Fisher (*) quando apropriado. Foram considerados estatisticamente significativos associagdes
com valores de p<0,05.

Variaveis Categoria RC +RP DE + PD D

Moleculares n (%) n (%)

EGFR *
Nao hiperexpresso 16 (94,1) 1(5,9) 0,017
Hiperexpresso 9 (56,3) 7 (43,8)

EGFRvIII *
Negativo 18 (78,3) 5Q2L7) 0,673
Positivo 7 (70,0) 3 (30,0)

PTEN *
Negativo 12 (80,0) 3 (20,0) 0,494
Positivo 14 (73,7) 5(26,3)

CD44 *
Negativo 16 (80) 4 (20,0) 0,535
Positivo 9 (75) 3 (25,0)

CD44vo6 *
Negativo 7 (100) 0 (0,0) 0,160
Positivo 19 (70,4) 8 (29,6)

pl6 *
Negativo 19 (70,4) 8(29,0) 0,296
Positivo 5(100,0) 0 (0,0)

A analise multivariada para taxa de resposta objetiva foi realizada através de
regressao logistica considerando a resposta objetiva (RC + RP) como evento. Foram
selecionadas para analise multivariada da taxa de resposta objetiva no grupo RT as
variaveis: sexo, idade, ECOG, sitio primario, EGFR e CD44v6. As varidaveis EGFR e
CD44v6 foram retiradas da modelagem pelo pequeno niimero de pacientes com
informagao disponivel.

O modelo final manteve as varidveis sexo, idade, ECOG e sitio primario.
Sexo masculino e tumores primdrios de orofaringe apresentaram maior probabilidade

de resposta (Tabela 23).



53

Tabela 23 - Analise multivariada de fatores progndsticos para taxa de resposta

objetiva no grupo RT. Foram incluidas variaveis clinicas com p<0,25 na anélise univariada, sendo
avaliados 55 pacientes no modelo, com 43 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o modelo de
regressdo logistica e considerados estatisticamente significativos comparagdes com valores de p<0,05.

Varaveis Categoria OR 1C 9.0% p
Inferior Superior
Sexo Feminino 1
Masculino 10,319 1,292 82,444 0,028
ECOG <2 1
>2 0,280 0,043 1,818 0,182
Idade <70 anos 1
> 70 anos 5,022 0,658 38,360 0,120
Sitio Primario  Cavidade Oral 1
Orofaringe 15,386 1,597 148,236 0,018
Laringe 3,888 0,194 77,727 0,374
Hipofaringe 3,477 0,315 38,337 0,309

A taxa de resposta completa (RC) foi de 47,5%. O tnico fator associado a
taxa de resposta completa foi a positividade para p16 (Tabela 24 e 25).

A analise multivariada para taxa de resposta completa foi realizada através de
regressdo logistica considerando a resposta completa (RC) como evento. Foram
selecionadas para entrar na modelagem da andlise univariada: sexo, ECOG, etilismo,
estagio clinico, sitio primario e pl6. No modelo final, permaneceram apenas o sitio
primdrio e o estadiamento clinico. Nesta analise multivariada, nenhum fator esteve

independentemente associado a taxa de resposta completa (Tabela 26).
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Tabela 24 - Resultado dos testes de associagdo entre as variaveis clinicas e
patoldgicas e resposta completa ao tratamento no grupo tratado com RT associada ao
cetuximabe. Taxa de resposta completa (RC) foi considerada como a porcentagem de pacientes
com auséncia clinica ou radioldgica de doenca. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de
Fisher (*) quando apropriado. Foram considerados estatisticamente significativos associagdes com
valores de p<0,05.

vVariaveis clini . RC RP + DE + PD
aridveis clinicas Categoria n (%) n (%) p

Sexo
Feminino (27,3) 8(72,7) 0,094
Masculino (55,3) 21 (44,7

Idade *
< 70 anos 13 (41,9) 18 (58,1) 0,292
> 70 anos 16 (59,3) 11 (40,7)

ECOG
<2 24 (53,3) 21 (46,7) 0,218
>2 4(33,3) 8 (66,7)

Tabagismo *
néo 6 (66,7) 3(33,3) 0,470
sim 23 (47,9) 25 (52,1)

Etilismo
ndo 10 (38,5) 16 (61,5) 0,086
sim 19 (61,3) 12 (38,7)

AA-CCI
<4 (mediana) 18 (52,9) 16 (47,1) 0,594
> 4 (mediana) 11 (45,8) 13 (54,2)

T
T1-T2 1(12,5) 7 (87,5) 0,050
T3-T4 25 (55,6) 20 (44,4)

N 0,826
NO 8 (53,3) 7 (46,7)
N+ 20 (50,0) 20 (50,0)

EC
111 8 (66,7) 4 (33,3) 0,244
v 20 (47,6) 22 (52,4)

Sitio Primério 0,115
Cavidade Oral 2 (20,0) 8(80,0)
Orofaringe 16 (55,2) 13 (44,8)
Laringe 2 (33,3) 4 (66,7)
Hipofaringe 8(72,7) 3(27,3)

Rash
ndo 21(53,9) 18 (46,2) 0,400
sim 8 (42,1) 11 (57,9)
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Tabela 25 - Resultado dos testes de associagdo entre as variaveis clinicas e
patoldgicas e resposta completa ao tratamento no grupo tratado com RT associada ao
cetuximabe. Taxa de resposta completa (RC) foi considerada como a porcentagem de
pacientes com auséncia clinica ou radioldgica de doenga. Empregou-se teste do Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher (*) quando apropriado. Foram considerados

estatisticamente significativos associagdes com valores de p<0,05.

Variaveis Moleculares  Categoria nR((;)) RP +n|:()<3i)+ PD p

EGFR
Nao hiperexpresso 9(52,9) 8 (47,1) 0,373
Hiperexpresso 6 (37,5) 10 (62,5)

EGFRUVIII *
Negativo 9(39,1) 14 (60,9) 0,707
Positivo 5 (50,0) 5(50,0)

PTEN
Negativo 8(53,3) 7 (46,7) 0,336
Positivo 7 (36,8) 12 (63,2)

CDh44
Negativo 9 (45,0) 11 (55,0) 0,784
Positivo 6 (50,0) 6 (50,

CD44v6
Negativo 4 (57,1) 3(42,9) 0,436
Positivo 11 (40,7) 16 (59,3)

pl6 *
Negativo 9(33.,3) 18 (66,7) 0,010
Positivo 5 (100,0) 0 (0,0)

Tabela 26 - Analise multivariada de fatores prognodsticos para taxa de resposta

completa no grupo RT. Foram incluidas variaveis clinicas com p<0,25 na analise univariada,
sendo avaliados 54 pacientes no modelo, com 28 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o
modelo de regressdo logistica e considerados estatisticamente significativos comparagdes com valores
de p<0,05.

1C 95,0%
Varaveis Categoria OR p
Inferior Superior
EC I-1II 1
v 0,499 0,116 2,138 0,349
Sitio Primario  Cavidade Oral 1
Orofaringe 4,543 0,789 26,166 0,900
Laringe 1,913 0,167 21,967 0,602
Hipofaringe 6,930 0,843 56,975 0,072
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4.3.1 Caracteristicas Clinico-Demograéficas e Patologicas
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O grupo de pacientes tratados com quimioterapia associado ao cetuximabe

era composto por 44 pacientes, com mediana de idade de 58 anos, a maioria homens

e com histérico de tabagismo. Em 16,3% dos casos o ECOG foi 2 ou mais, ¢ a

mediana de AA-CCI foi de 2. O sitio primario mais comum foi cavidade oral,

correspondendo a 47,7% dos pacientes. O cetuximabe foi utilizado em combinagao

com a primeira linha de quimioterapia em 81,8% dos casos e, aproximadamente,

metade dos pacientes utilizou como quimioterapia carboplatina e a outra metade

cisplatina (Tabela 27).

Tabela 27 - Caracteristicas clinicas e patologicas dos 44 pacientes do grupo tratado

com QT associada ao cetuximabe.

Variavel Categoria Freq. %

Idade
<65a 31 70,4
>65a 13 29,6

Sexo Masculino 34 77,3
Feminino 10 22,7

Tabagismo Nio 7 18
Sim 32 82
Desconhecido 5

Etilismo Nao 20 52,6
Sim 18 474
Desconhecido 6

ECOG <2 36 83,7
>2 7 16,3

AA-CCI <2 (mediana) 28 63,6
> 2 (mediana) 16 36,4

Primario
Cavidade oral 21 47,7
Orofaringe 8 18,2
Laringe 4 9,1
Hipofaringe 9 20,5
Primario desconhecido 2 4.6
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Cont./ Tabela 27

Variavel Categoria Freq. %
T T1 6 24,0
T2 3 12,0
T3 6 24,0
T4 10 40,0
N NO 7 26,9

N1 4 15,4
N2 12 46,1
N3 3 11,5

Sitio irressecavel
Locorregional 16 36,4
Distancia 28 63,6

Linha de tto com cetux
1? 36 81,8
>2? 8 18,2

QT com cetuximabe
Cisplatina+ SFU 22 51,2
Carboplatina + SFU 18 41,9
Outras 3 7

EGFR
Nao hiperexpresso 12 46,2
Hiperexpresso 14 53,8
Inconclusivo 18

EGFRVIII
Negativo 21 75,0
Positivo 7 25,0
Inconclusivo 16

PTEN
Negativo 7 25,0
Positivo 21 75,0
Inconclusivo 16

CDh44
Negativo 15 57,7
Positivo 11 423
Inconclusivo 18

CD44 v6
Negativo 8 29,6
Positivo 19 70,4
Inconclusivo 18

pl6
Negativo 25 92,6
Positivo 2 7,4
Inconclusivo 27

4.3.2 Sobrevida Global e Livre de Progressao
Com um seguimento mediano de 17,4 meses, 36 pacientes apresentaram
progressdo de doenca, 36 pacientes morreram e 8 foram considerados como perda de

seguimento. A sobrevida global mediana foi de 12,8 meses (IC95%, 10,5-15,1
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meses) € a sobrevida livre de progressao mediana de 7,4 meses (IC95%, 5.,8- 8.9

meses) (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Curva de sobrevida global (SG) do grupo QT. A curva foi calculada pelo

método de Kaplan-Meier.
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Figura 15 - Curva de sobrevida livre de progressdo (SLP) do grupo QT. A curva foi

calculada pelo método de Kaplan-Meier.
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A avaliagdo dos fatores prognosticos com influéncia sobre as curvas de

sobrevida mostrou uma pior SG para pacientes com auséncia de expressdo de PTEN

(SG 5,6 meses vs 13,5 meses; p=0,008) e uma pior SLP para pacientes com ECOG >

2 (SLP 7,6 meses vs 3,6 meses; p=0,036) (Figura 16 ¢ Tabela 28 e 29).
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p = 0,008
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Figura 16 - a) Curva de sobrevida global (SG) do grupo QT de acordo com a

expressdo de PTEN. b) Curva de sobrevida livre de progressao (SLP) do grupo QT

de acordo com o ECOG. As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as

comparagdes entre os grupos foram realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados

resultados estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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Os demais marcadores moleculares analisados ndo apresentaram impacto na

curva de SG (Figura 17 e Tabela 28) ou SLP (Figura 18 e Tabela 29). Devido a

positividade de pl6 em apenas 2 casos, ndo foi possivel avaliar o seu valor

progndstico neste grupo de pacientes.
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Figura 17 - Curvas de sobrevida global (SG) do grupo QT de acordo com a

expressao de cada marcador molecular. (a) EGFR, (b) EGFRVIIL, (c) CD44, (d) CD44v6.. As

curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as comparagdes entre os grupos foram

realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados resultados estatisticamente

significativos aqueles com p<0,05.
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Figura 18 - Curvas de sobrevida livre de progressdo (SLP) do grupo QT de acordo

com a expressdo de cada marcador molecular. (a) EGFR, (b) EGFRVIIL, (c) PTEN, (d) CD44,
(e) CD44v6. As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as comparagdes entre os
grupos foram realizadas empregando-se o teste de log-rank. Foram considerados resultados

estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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Tabela 28 - Sobrevida Global em 1 ano e 2 anos no grupo QT de acordo com cada
variavel. O valor de p representado ¢ referente ao teste de Kaplan-Meier.

Varidveis Categoria SG1lano (%) | SG 2 anos (%) p

Todos 51,9 9,6

Sexo Feminino 54,7 12,5 0,440
Masculino 39,4 13,1

Idade <65 45,1 19,1 0,679
> 65 67,3 0

Tabagismo Nao 22,2 0 0,684
Sim 59,5 9,1

Etilismo Nio 56,3 16,1 0,833
Sim 53,3 7,4

AA-CCI <2 (mediana) 46,5 15,5 0,477
> 2 (mediana) 54,9 13,7

ECOG <2 56,8 14,8 0,068
>2 35,7 0

Primario Cavidade Oral 55,8 12,4 0,835
Orofaringe 60,0 15,0
Laringe 50,0 0
Hipofaringe 44,4 16,7

T T1-T2 53,3 26,7 0,992
T3-T4 499 8,3

N NO 429 14,3 0,124
N+ 56,5 14,1

EC I-11I 60,0 30,0 0,654
v 54,2 14,8

Rash Grau 0-1 64,2 21,4 0,476
Grau 2-4 47,7 6,0

Cetuximabe com RT Nio 49,0 14,9 0,872

prévio
Sim 75,0 0

Recidiva Locorregional 49,6 16,5 0,894
Sistémica 53,0 17,7

Linha de QT com e 56.4 11,9 0,548

cetuximabe
> 2! 30,0 15,0

QT com cetuximabe Cisplatina 56,5 15,4 0,196
Carboplatina 41,6 0

EGFR Nao hiperexpresso 42,9 0 0,605
Hiperexpresso 614 17,5

EGFRvIII Negativo 50,3 0 0,104
Positivo 44 .4 0

PTEN Negativo 17,1 0 0,008
Positivo 58,8 6,5

CD44 Negativo 40,0 0 0,165
Positivo 57,3 0

CD44v6 Negativo 25,0 0 0,081

Positivo 48,6 20,7
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Tabela 29 - Sobrevida livre de progressdo em 6 meses ¢ 1 ano no grupo QT de
acordo com cada variavel. O valor de p representado ¢ referente ao teste de Kaplan-Meier

Variaveis Categoria SLP 6 meses (%) | SLP 1ano (%) p

Todos 59,7 24,2

Sexo Feminino 51,0 17,1 0,290
Masculino 70,0 36,0

Idade <65 53,0 18,9 0,920
> 65 61,5 27,7

Tabagismo Nio 68,6 0 0,509
Sim 49,1 26,0

Etilismo Nao 62,7 35,6 0,633
Sim 44 4 11,1

AA-CCI <2 (mediana) 53,6 20,1 0,991
> 2 (mediana) 56,8 17,7

ECOG <2 59,5 252 0,036
>2 429 0

Primério Cavidade Oral 59,9 30,3 0,431
Orofaringe 25,0 0
Laringe 66,7 20,2
Hipofaringe 100 0

T T1-T2 66,7 13,3 0,925
T3-T4 53,6 26,8

N NO 42,9 14,3 0,605
N+ 61,3 18,6

EC I-1I1 60,0 30,0 0,634
v 56,6 21,8

Rash Grau 0-1 64,7 22,0 0,329
Grau 2-4 55,6 10,9

Cetuximabe com RT prévio  Nio 58,8 23,7 0,070
Sim 25,0 0

Recidiva Locorregional 56,3 28,1 0,441
Sistémica 55,9 12,3

Llnhg de QT com 1 56.7 253

cetuximabe
> 2° 50,0 0

QT com cetuximabe Cisplatina 62,4 19,2 0,609
Carboplatina 44 .4 23,3

EGFR Nao hiperexpresso 50,0 30,0 0,392
Hiperexpresso 55,6 9,3

EGFRvIII Negativo 38,8 12,9 0,663
Positivo 83,3 33,3

PTEN Negativo 35,7 17,9 0,520
Positivo 52,4 11,6

CD44 Negativo 40,0 26,7 0,661
Positivo 61,4 0

CD44v6 Negativo 37,5 12,5 0,549
Positivo 50,5 21,7
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Na anélise univariada pelo modelo de Cox, o unico fator relacionado a SG foi
a auséncia de expressdo de PTEN, enquanto o tnico relacionado a SLP foi o ECOG

(Tabelas 30 e 31).

Tabela 30 - Analise univariada de fatores prognoésticos para sobrevida global no

grupo QT. Utilizado modelo de riscos proporcionais de Cox. Foram considerados estatisticamente
significativos os valores de p < 0,05

Variaveis Categoria HR .IC 95.0% - p
Inferior | Superior
Sexo Feminino 1 - - -
Masculino 1,388 0,601 3,202 0,442
Idade <65 1 - - -
>65 1,169 0,557 2,452 0,679
Tabagismo Nao 1 - - -
Sim 0,816 0,307 2,170 0,684
Etilismo Naio 1 - - -
Sim 1,082 0,519 2,257 0,833
AA-CCI <2 (mediana) 1 - - -
> 2 (mediana) 0,946 0,422 2,121 0,893
ECOG <2 1 - - -
>2 2,545 0,900 7,193 0,078
Primario Cavidade Oral 1 - - -
Orofaringe 1,211 0,494 2,967 0,676
Laringe 1,988 0,558 7,081 0,289
Hipofaringe 0,995 0,423 2,336 0,990
T T1-T2 1 - - -
T3-T4 1,005 0,394 2,564 0,992
N NO 1 - - -
N+ 0,456 0,164 1,272 0,134
EC I-111 1 - - -
v 0,753 0,217 2,615 0,656
Rash Grau 0-1 1 - - -
Grau 2-4 0,745 0,331 1,679 0,478
Cetuximabe com RT prévio  Nao 1 - - -
Sim 0,916 0,316 2,655 0,872
Recidiva Locorregional | - - -
Sistémica 0,952 0,462 1,964 0,894
Linha de QT com 1 | ) ) )
cetuximabe
> 2% 1,297 0,554 3,034 0,549
QT com cetuximabe Cisplatina 1 - - -
Carboplatina 1,777 0,848 3,725 0,128
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Cont./ Tabela 30
Variaveis Categoria HR .IC 95,0% - p
Inferior | Superior

EGFR Nao hiperexpresso 1 - - -
Hiperexpresso 0,818 0,309 2,166 0,686

EGFRvIII Negativo 1 - - -
Positivo 0,422 0,120 1,489 0,180

PTEN Negativo 1 - - -
Positivo 0,279 0,095 0,813 0,019

CDh44 Negativo 1 - - -
Positivo 0,456 0,147 1,416 0,174

CD44v6 Negativo 1 - - -
Positivo 0,447 0,171 1,165 0,100

Tabela 31 - Analise univariada de fatores prognésticos para sobrevida livre de

progressao no grupo QT. Utilizado modelo de riscos proporcionais de Cox. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.

Variaveis Categoria HR !C 95,0% - p
Inferior | Superior

Sexo Feminino

Masculino 1,521 0,694 3,336 0,295
Idade <65

>65 1,036 0,521 2,060 0,920
Tabagismo Nao

Sim 0,717 0,265 1,940 0,513
Etilismo Nao

Sim 1,185 0,589 2,385 0,634
AA-CCI <2 (mediana)

> 2 (mediana) 1,307 0,589 2,899 0,510
ECOG <2

>2 2,610 1,022 6,668 0,045
Primario Cavidade Oral 1 - - -

Orofaringe 1,776 0,750 4,203 0,191

Laringe 2,381 0,768 7,377 0,133

Hipofaringe 1,059 0,469 2,388 0,891
T T1-T2 1 - - -

T3-T4 1,043 0,433 2,510 0,925
N NO 1 - - -

N+ 0,790 0,321 1,940 0,606
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Variaveis Categoria HR .IC 95,0% - p
Inferior | Superior
EC I-111 1 - - -
v 1,301 0,439 3,848 0,635
Rash Grau 0-1 1 - - -
Grau 2-4 1,459 0,678 3,137 0,334
Cetuximabe com RT prévio Nao 1 - - -
Sim 2,631 0,882 7,847 0,083
Recidiva Locorregional 1 - - -
Sistémica 1,308 0,658 2,603 0,444
Linha de QT com cetuximabe  Primeira 1 - - -
> segunda 1,839 0,772 4,379 0,169
QT com cetuximabe Cisplatina 1 - - -
Carboplatina 1,302 0,665 2,548 0,442
EGFR Nao hiperexpresso 1 - - -
Hiperexpresso 1,444 0,586 3,556 0,425
EGFRvIII Negativo 1 - - -
Positivo 0,783 0,306 2,008 0,611
PTEN Negativo 1 - - -
Positivo 1,397 0,499 3,915 0,525
CD44 Negativo 1 - - -
Positivo 1,237 0,475 3,217 0,663
CD44v6 Negativo 1 - - -
Positivo 0,753 0,312 1,817 0,527

Para anélise multivariada para SG pela regressao de Cox, foram selecionadas

as variaveis: ECOG, tipo de quimioterapia associada ao cetuximabe, EGFRVIII,

PTEN, CD44 ¢ CD44v6 e categoria N do estadiamento clinico. O modelo final

manteve apenas as variaveis ECOG, PTEN e EGFRVIIIL. Apenas expressao de PTEN

se mostrou associada de maneira independente a uma maior SG (Tabelas 32 e 33).
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Tabela 32 - Analise multivariada de fatores prognosticos para sobrevida global no

grupo QT. Foram incluidas variaveis clinicas com p < 0,25 na analise univariada, sendo avaliados
. v . " Foi .

26 pacientes no modelo com 21 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o modelo de riscos

proporcionais Cox e considerados estatisticamente significativos comparac¢des com valores de p<0,05.

_ . IC 95,0%
Varaveis Categoria HR . . p
Inferior Superior

ECOG <2 1 . . .
>2 2,229 0,702 7,078 0,174

EGFRvIII Negativo 1 . . .
Positivo 0,382 0,120 1,213 0,382

PTEN Negativo | . . .
Positivo 0,212 0,069 0,655 0,007

Tabela 33 — Caracteristicas clinicas dos 26 pacientes que formaram o modelo final
da analise multivariada de fatores prognosticos para sobrevida global no grupo QT.

Variavel Categoria Freq. %
Idade
<65 17 65,4
>65 9 34,6
Sexo
Masculino 19 73,1
Feminino 7 26,9
Tabagismo
Sim 18 75,0
Néo 6 25,0
Desconhecido 1
ECOG
<2 19 73,1
>2 7 26,9
AA-CCI
<2 (mediana) 18 69,2
> 2 (mediana) 8 30,8

Sitio Primario

Cavidade oral 12 46,2

Orofaringe 5 19,2

Laringe 3 11,5

Hipofaringe 4 15,4

Primario desconhecido 2 7,7
Sitio irressecavel

Locorregional 8 30,8

Distancia 18 69,2
Linha de tto com cetux

1? 21 80,8

>2? 5 19,2
QT com cetuximabe

Cisplatina+ SFU 13 50,0

Carboplatina + SFU 12 46,2

Outras 1 3,8




68

Foram selecionadas para andlise multivariada de SLP no grupo QT as
varidveis ECOG, sitio primario, tratamento prévio com RT associada ao cetuximabe
e linha de tratamento em que o cetuximabe foi utilizado. O modelo final manteve as
variaveis ECOG e tratamento prévio com RT associada ao cetuximabe. ECOG >2 ¢ o
tratamento prévio com RT e cetuximabe se mostraram associados de maneira

independente a uma menor SLP (Tabela 34).

Tabela 34 - Analise multivariada de fatores prognosticos para sobrevida livre de
progressao no grupo QT. Foram incluidas variaveis clinicas com p<0,25 na analise univariada,
sendo avaliados 43 pacientes no modelo com 39 eventos entre estes pacientes. Foi empregado o
modelo de riscos proporcionais Cox e considerados estatisticamente significativos compara¢des com
valores de p<0,05.

o . IC 95,0%
Varaveis Categoria HR ) ) p
Inferior Superior
ECOG <2 1 . . .
>2 3,191 1,201 8,482 0,020
Cetuximabe com RT prévio  Nao 1 . . .
Sim 3,667 1,163 11,560 0,027

4.3.3 Taxa de Resposta Objetiva

A taxa de resposta objetiva ao tratamento de QT combinada ao cetuximabe
foi de 53,7% e o unico fator associado a menor taxa de resposta foi o uso de
carboplatina ao invés de cisplatina com uma TR de 30,0 x 76,2% (p=0,01) (Tabela

35 ¢ 36).
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Tabela 35 - Resultado dos testes de associagdo entre as variaveis clinicas e
patoldgicas e resposta ao tratamento no grupo tratado com QT associada ao
cetuximabe. Taxa de resposta objetiva (TRO) foi considerada como a porcentagem de pacientes
com resposta parcial ou resposta completa. Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de
Fisher (*) quando apropriado. Foram considerados estatisticamente significativos associagdes com
valores de p<0,05.

Variaveis Clinica Categoria ch]: (+0 A]F;P DE (J:, A]F;D p

Sexo*
Feminino 6 (60,0) 4 (40,0) 0,727
Masculino 16 (51,6) 15 (48,4)

Idade
< 65 anos 15 (53,6) 13 (46,4) 0,987
> 65 anos 7 (53.,8) 6 (46,2)

ECOG *
<2 19 (57,6) 14 (42,4) 0,226
> ou igual 2 2 (28,6) 5(71,4)

Tabagismo *
nao 4 (66,7) 2(33,3) 0,658
sim 14 (46,7) 16 (53.,3)

Etilismo
ndo 10 (55,6) 8 (44,4) 0,615
sim 8 (47,1) 9 (52,9)

Sitio Primario 0,672
Cavidade
Oral 12 (60,0) 8 (40,0)
Orofaringe 2 (28,6) 5(71,4)
Laringe 2 (50,0) 2 (50,0)
Hipofaringe 5(62,5) 3 (37,5)

Rash *
Graus 0-1 12 (54,5) 10 (45,5) 0,456
Grau 2-4 8 (72,7) 3(27,3)

Sitio Recidiva
Locorregional 7 (50,0) 7 (50,0) 0,735
Distancia 15 (55,6) 12 (44,4)

Linha de QT com cetuximabe *
# 19 (57,6) 14 (42,4) 0,436
Outras 3 (37,5 5(62,5)

Cetuximabe com RT prévio *
Nio 21 (56,8) 16 (43,2) 0,321
Sim 1(25,0) 3 (75,0)

QTs com cetux
CDDP 16 (76,2) 5(23.,8) 0,003
Carbo 6 (30,0) 14 (70,0)
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Tabela 36 - Resultado dos testes de associagdo entre s marcadores moleculares e
resposta ao tratamento no grupo tratado com QT associada ao cetuximabe. Taxa de
resposta objetiva (TRO) foi considerada como a porcentagem de pacientes com resposta parcial (RP)
ou resposta completa (RC). Empregou-se teste do Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (¥) quando
apropriado. Foram considerados estatisticamente significativos associa¢des com valores de p<0,05.

Variaveis . RC +RP DE + PD

moleculares Categoria n (%) n (%) p

EGFR
Nao hiperexpresso 5(45,5) 6 (54,5) 0,682
Hiperexpresso 7 (53,3) 6 (46,2)

EGFRvIII *
Negativo 7 (35,0) 13 (65,0) 0,348
Positivo 4 (66,7) 2 (33,3)

PTEN
Negativo 3(42,9) 4 (57,1) 0,636
Positivo 9 (45,0) 11 (55,0)

CD44
Negativo 6 (42,8) 8 (51,7) 0,408
Positivo 6 (60,0) 4 (40,0)

CD44vo6 *
Negativo 4 (50,0) 4 (50,0) 0,613
Positivo 8 (47,1) 9 (52,9)
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5 DISCUSSAO

5.1 GRUPO RT + CETUXIMABE

No grupo da RT, a SG e a SLP foram de 23,2 meses e 7,9 meses,
respectivamente, ambas inferiores em relagdo aos 49,0 meses e 17,1 meses relatados
no estudo clinico de fase III (BONNER et al. 2006). A diferenga entre resultados
observados no estudo atual e no estudo de fase III pode ser explicada pela diferenca
entre as populagdes (Tabela 37). A nossa coorte tem 23% dos pacientes com
ECOG>2, 47,5% com CICr<60 mg/mL/min ¢ uma mediana de AA-CCI elevada,
fatores que teriam excluido estes pacientes do estudo de fase III. A mediana de idade
também €é maior com 67 anos vs 58 anos, e incluimos na nossa coorte 20% de
pacientes com tumores de cavidade oral, que ndo foram incluidos no estudo de fase
III. Reforcam a hipotese de que essas diferencas podem explicar as diferengas nos
desfechos avaliados trés achados do nosso estudo: ECOG > 2 ¢ AA-CCI > 4 foram
os Unicos fatores associados a uma pior SG, ECOG > 2 foi associado também a uma
pior SLP, e sitio primario em cavidade oral associado a menor SLP e menor TRO.
No estudo atual, ndo obtivemos dados sobre o status de ressecabilidade dos tumores,
um outro fator que poderia caracterizar este grupo como de pior prognostico caso a
maioria dos casos fosse irressecavel. No entanto a irressecabilidade ndo foi um

critério de exclusdo do estudo de BONNER et al. (2006).
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Tabela 37 - Comparagdo entre caracteristicas da populagdo deste estudo ¢ do estudo
de BONNER et al. (2006).

Caracteristicas HACC Bonner et al.
Idade Mediana 67 anos 58 anos
ECOG=>2 23,0% 0

CICr < 60 mg/mL/min 47,5% 0
AA-CCI mediana 4 ?
Cavidade Oral 20% 0

Apesar dessas diferencas em relagdo ao estudo de fase III, o nosso estudo
representa o cendrio clinico tipico no qual se indica o uso de cetuximabe em
pacientes com CECCP localmente avangcado na pratica clinica diaria, que ¢
exatamente para os pacientes que possuem contraindicagdo ao tratamento padrdo
com cisplatina concomitante a RT.

A SG e SLP curtas observadas no nosso estudo levantam a davida sobre o
real beneficio da adicdo do cetuximabe a RT ao invés de tratamento apenas com RT
neste grupo de pacientes com tais fatores de mau prognostico.

A favor do uso de cetuximabe poderia se alegar que a excelente janela
terapéutica (probabilidade de beneficio em relagdo a probabilidade de efeitos
adversos) justificaria o seu uso, ja que no estudo fase III ndo houve mais toxicidade
no grupo de tratamento com cetuximabe exceto por mais rash e reagdes infusionais
(BONNER et al. 2006). Porém, depois da publicagdo do estudo fase III, alguns
trabalhos sugeriram uma maior toxicidade do que a esperada em pacientes tratados
com cetuximabe associado a RT (LORD et al. 2008; WALSH et al. 2011). WALSH
et al. (2011) mostraram, num trabalho retrospectivo com 70 pacientes de um unico

centro na Irlanda, uma taxa maior de radiodermite e mucosite no grupo tratado com
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cetuximabe associado a RT em relagdo ao grupo tratado com cisplatina associado a
RT. A populagdo deste estudo também era mais idosa e com mais comorbidades que
a do estudo de BONNER et al. (2006) e WALSH et al. (2011).

No presente estudo, temos poucos dados referentes a toxicidade do
tratamento, porém o cetuximabe precisou ser suspenso de forma definitiva em 16 dos
61 pacientes (26,2%), 3 deles por reacdo infusional grave, e os demais por outros
efeitos adversos. No estudo fase III, apenas 6,1% dos pacientes necessitaram
suspender o cetuximabe de forma definitiva. Esses dados sugerem uma maior
toxicidade da associacdo do cetuximabe a RT numa populacdo ndo selecionada,

diferente da populacao dos estudos de fase III.

52 GRUPO QT + CETUXIMABE

No grupo tratado com cetuximabe e quimioterapia, com doenga metastatica
ou com recidiva inoperavel e impossibilidade de reirradiagdo, a SG e a SLP foram
12,8 meses e 7,4 meses, respectivamente, semelhantes aos 10,1 meses e 5,6 meses
mostrados pelo estudo fase III EXTREME. Houve pequenas diferengas entre as duas
populagdes, com algumas caracteristicas de mau prognostico mais comuns entre 0s
pacientes do estudo atual, como idade > 65 anos em 29% vs 18% no fase III, um
predominio de sitio primario de cavidade oral no estudo atual que corresponderam a
47% dos casos contra apenas 21%, o sitio de doenga irressecavel foi metastase a
distancia em 63% vs 47% e cisplatina foi utilizada em 50% vs 61%. Apesar dessas
diferencas os resultados encontrados foram semelhantes aos encontrados no fase III.

Isto pode ter ocorrido por diferencas em outros fatores prognodstico como grau
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histologico (grau 3 em 21% no fase III) e uso de radioterapia prévia (85% no fase I1I)
para os quais nao temos os dados da populagdo do presente estudo.

Nenhuma variavel clinica foi associada a SG, e pacientes tratados
previamente com radioterapia e cetuximabe e aqueles com ECOG maior ou igual a 2
apresentaram uma menor SLP. Pacientes tratados com cisplatina em combinagao ao
cetuximabe apresentaram uma maior taxa de resposta em relagdo aos tratados com
carboplatina. Estes achados estdo de acordo com os dados da literatura que apontam
uma pior prognéstico para os pacientes tratados com radioterapia previamente e
maior taxa de resposta com cisplatina que com carboplatina (FORASTIERE et al.

1992).

5.3 MARCADORES MOLECULARES

Na coorte toda, o EGFRVIII foi expresso em 27% dos pacientes. A expressao
do EGFRUVIII foi associada a hiperexpressao de EGFR que estava presente em 70,6%
dos tumores com expressdo de EGFRvVIII. Nao houve diferenga de expressdo de
acordo com sitio primario, tamanho do tumor primario, acometimento linfonodal ou
estdgio da doenga. A expressdo de EGFRVIII ndo esteve associada a nenhum dos
desfechos clinicos avaliados (TRO, SLP ou SG), seja no grupo do cetuximabe
associado a RT ou no grupo associado a QT.

Nao hé consenso na literatura sobre a real prevaléncia da expressdo do
EGFRVIII, bem como se ela esta associada a algum sitio primario especifico ou
mesmo em relacdo ao seu valor prognostico e preditivo (Tabela 38). A maioria dos

estudos, utilizando diferentes métodos, mostrou uma expressao de EGFRVIII entre
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15 a 48% dos tumores de CP (SOK et al. 2006; YANG et al. 2009; PECTASIDES et

al. 2010; CHAU et al. 2011; TINHOFER et al. 2011; SMILEK et al. 2012;

WHEELER et al. 2012).

O primeiro relato avaliando a expressao de EGFRvVIII em CECCP foi feito

por SOK et al. em 2006. Neste estudo, 13 pacientes com CEC de cavidade oral, 6 de

orofaringe, 7 de laringe e 6 de hipofaringe foram avaliados por IHQ utilizando o

mesmo anticorpo L8A4 que noés utilizamos. O EGFRVIII foi expresso em 42% dos

casos, e sua expressao foi confirmada por RT-PCR e sequenciamento direto (SOK et

al. 2006).

Tabela 38 - Comparagdo entre os estudos que avaliaram a expressao da variante 3 do

EGFR em CECCP.
Estudo Metodologia Expressao Primario Prognéstico
Sok 2006 IHQ /RT-PCR 42% CP -
Yang 2009 qRT-PCR 15,3% Laringe -
Pectasides 2010 AQUA 48% CP Nio

Maior controle /
Chau 2011 gqRT-PCR 42% CP

igual SLP e SG

Pior controle /
Tinhofer 2011 [HQ /RT-PCR 17% CP

pior SLP

Smilek 2012 gRT-PCR 20,7% CP Nio
Wheeler 2012 qRT-PCR 18% CpP -
Hama 2009 RT-PCR / Seq 0% CP Japio -
Mclintyre 2012 qRT-PCR 0% Cav. Oral -
HACC 2013 HQ 27% CP Nio
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YANG et al. (2009) analisaram, por qRT-PCR, 39 tumores, todos de laringe,
e mostraram que 15,3% deles expressavam a forma variante do EGFR (YANG et al.
2009). PECTASIDES et al. (2010) relataram, no ASCO de 2010, terem observado
expressao de EGFRVIII em 48% de 102 pacientes com CECCP de varios sitios
primarios, utilizando o método AQUA, método baseado em imunofluorescéncia que
permite quantificar a expressdo proteica em cada compartimento celular
(PECTASIDES et al. 2010). CHAU et al. (2011) avaliaram a expressao de EGFRVIII
em 53 pacientes com CEC CP tratados em 4 estudos de fase II. O EGFRVIII foi
detectado em 42% dos pacientes por qRT-PCR. TINHOFER et al. (2011) avaliaram
tumores de pacientes tratados em um estudo de fase II com docetaxel e cetuximabe
para doenga recidivada ou metastatica. O EGFRVIII foi expresso em 17% dos
pacientes segundo a avaliagdo por IHQ e validado por qRT-PCR em casos
selecionados (TINHOFER et al. 2011). SMILEK et al. (2012) avaliaram 29 pacientes
com doenga localmente avangada tratados com RT associada ao cetuximabe. Houve
expressao de EGFRVIII em 20,7% dos pacientes quando avaliado por qRT-PCR
(SMILEK et al. 2012). Por fim, WHEELER et al. (2012) avaliaram a expressio de
EGFRVIII por qRT-PCR em pacientes com CECCP de todos os sitios primarios e
encontraram-na em 18% dos casos (WHEELER et al. 2012).

Apenas dois estudos ndo encontraram a variante do EGFR em CECCP.
HAMA et al. (2009), utilizando RT-PCR seguido por sequenciamento do produto
amplificado, ndo encontraram nenhuma mutagdo no dominio extra-celular do EGFR
em 88 pacientes japoneses com CECCP de todos os sitios incluindo nasofaringe.
Outro estudo, avaliando apenas tumores de cavidade oral por qRT-PCR encontrou

apenas 1 muta¢dao em 50 tumores (MCINTYRE et al. 2012).
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Nenhum dos estudos acima descritos avaliaram a relacao entre expressao de
EGFRVIII e hiperexpressao de EGFR ou amplificagdo de EGFR, porém em
glioblastoma multiforme essa relagdo ja foi estabelecida e fortalece a hipotese de que
a formagao da variante III ocorra por perda dos éxons de 2 a 7 durante o processo de
amplificacdo génica (GAN et al. 2009).

Desta forma a expressao de EGFRVIII em 27% dos pacientes na nossa coorte
e sua associagdo com a hiperexpressao de EGFR reforcam os dados da maior parte
da literatura mostrando a existéncia desta forma variante em CECCP.

Os dois estudos que nao encontraram o EGFRVIII em CECCP utlizaram
metodologia semelhante a maioria dos outros estudos, porém diferem dos demais em
dois aspectos: HAMA et al. (2009) avaliaram uma populagdo exclusivamente de
japoneses o0 que poderia ser a causa da auséncia de mutacdes, e MCINTYRE et al.
(2012) avaliaram exclusivamente pacientes com CEC de cavidade oral o que levanta
a hipotese de que o EGFRVIII possa ser diferentemente encontrado de acordo com o
sitio primario (HAMA et al. 2009; MCINTYRE et al. 2012). Outra possibilidade ¢é
que estas mutagdes sejam menos comuns em tumores mais frequentemente
associados com infec¢do por HPV ou EBV.

PECTASIDES et al. (2010) também mostraram uma expressao diferenciada
de acordo com o sitio primario, com uma correlagdo entre maiores niveis de
expressao do EGFRVIII e tumores de laringe em relagdo aos tumores de orofaringe.
Esses dados sugeririam que a expressao de EGFRVIII possa ser menor ou mesmo
ausente em pacientes com CEC de cavidade oral e orofaringe. No entanto, no
presente estudo 35% dos tumores de cavidade oral e 25% dos tumores de orofaringe

expressaram EGFRVIII, enquanto 16,7% dos tumores de laringe e 20% dos tumores
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de hipofaringe expressaram EGFRVIII. A diferenca entre os sitios primarios nao foi
estatisticamente significativa (p=0,874).

Quanto ao valor prognoéstico e preditivo do EGFRVIII, o primeiro estudo a
testar a associagdo entre EGFRVIII e desfechos clinicos foi também o de
PECTASIDES et al. em 2010, ¢ ndo encontrou nenhuma associagdao com SLP ou SG
nesta populagdo.

CHAU et al. (2011) avaliaram pacientes de 4 estudos de fase II, dois deles
utilizando erlotinibe e os outros duas drogas nao anti-EGFR. EGFRVIII foi associado
a um maior controle de doenga, porém sem relacdo com SLP ou SG. Nio houve
associagdo com o beneficio do tratamento com erlotinibe (CHAU et al. 2011).

Dois estudos avaliaram o impacto da expressao de EGFRVIII em pacientes
tratados com cetuximabe. TINHOFER et al. (2011) avaliaram tumores de pacientes
tratados em um estudo de fase II com docetaxel e cetuximabe para doenca recidivada
ou metastatica. A expressdo do EGFRVIII foi associada a um pior controle de doenca
e uma pior SLP, sem impacto na SG (TINHOFER et al. 2011). SMILEK et al. (2012)
avaliaram 29 pacientes com doenga localmente avangada tratados com RT associada
ao cetuximabe e ndo encontraram associa¢do entre a expressdo de EGFRVIII e
nenhum desfecho clinico.

Na coorte atual, também encontramos uma associac¢do entre a hiperexpressao
de EGFR ¢ uma menor taxa de resposta objetiva ao tratamento de RT e cetuximabe.
A hiperexpressdo de EGFR ja foi previamente demonstrada em outros trabalhos
como um marcador de mau prognoéstico (RUBIN GRANDIS 1998; CHUNG et al.

2011). Mais recentemente também foi demonstrada como fator preditivo para
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radiorresisténcia e associada a uma maior recorréncia locorregional apos o
tratamento com radioterapia (ANG et al. 2002; BENTZEN et al. 2005).

Tanto no estudo fase III de RT com cetuximabe (BONNER et al. 2006),
como no estudo fase III de QT com cetuximabe (LICITRA et al. 2013), ndo houve
diferenca do beneficio do cetuximabe naqueles que hiperexpressavam EGFR
conforme avaliacdo por IHQ. O estudo atual ndo permite avaliar o papel do EGFR
como preditor de resposta especificamente ao cetuximabe ou & RT tendo em vista
nao dispormos de informagdes sobre pacientes que ndo receberam cetuximabe, mas
confirma ao menos o seu valor preditor de ma resposta, pelo menos a radioterapia.

O PTEN foi associado a uma pior SG no grupo de pacientes com doenca
metastatica tratados com QT e cetuximabe no nosso estudo. Estudos sobre a
expressio do PTEN por THQ em pacientes com CECCP em outros cenarios
chegaram a conclusdes discrepantes.

Um dos motivos da diferenca dos resultados entre os estudos poderia ser a
metodologia de IHQ diferente entre eles, com a utilizagdo de anticorpos diferentes.
Apesar dessas diferencas todos os 3 estudos utilizaram, assim como nds, uma
padronizagdo da leitura das reagdes IHQ para PTEN baseada na intensidade da
marcagao citoplasmatica.

PATTIJE et al. (2010) mostraram que a hiperexpressao de PTEN ¢ um fator de
mau prognostico em pacientes tratados com cirurgia ¢ RT adjuvante. LEE et al.
(2001) por outro lado mostraram que a auséncia da expressao de PTEN em pacientes
com CEC de cavidade oral operados e SNIETURA et al. (2012) confirmaram o
significado de mau prognostico para uma expressdo baixa de PTEN em pacientes

tratados com cirurgia e RT adjuvante (SNIETURA et al. 2012).
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Nao ha na literatura informagdes sobre o valor prognostico do PTEN em
pacientes com CECCP com doenca metastitica ou do seu valor preditivo de
beneficio do uso de cetuximabe neste cenario. Ha apenas um estudo pré-clinico em
cultura de células que mostrou que o silenciamento do PTEN ndo implica em perda
da atividade do cetuximabe (MRIOUAH et al. 2010). Porém em outros tipos de
cancer, como cancer de mama, colon e pulmao, a perda de expressdo do PTEN ja foi
relacionado a resisténcia ao tratamento com drogas anti-HER2 e anti-EGFR
(NAGATA et al. 2004; KOKUBO et al. 2005; FRATTINI et al. 2007; LOUPAKIS et
al. 2009; ESTEVA et al. 2010).

EGFR e PTEN tiveram expressao diferente de acordo com o sitio primario.
EGFR foi mais hiperexpresso em tumores de cavidade oral que orofaringe, enquanto
a auséncia de expressdo de PTEN foi menos comum em tumores de cavidade oral
que em tumores de orofaringe. Isto sugere uma importancia maior da hiperexpressao
de EGFR em tumores de cavidade oral, ¢ um papel mais importante do PTEN na
orofaringe que nos outros sitios. Isto estaria de acordo com a hipotese de diferentes
etiopatogenias de acordo com o sitio primario, notadamente com a distingdo dos
tumores relacionados ao tabagismo, que ocorrem em todos os sitios primarios, e dos
tumores relacionados ao HPV, que ocorrem quase na sua totalidade na orofaringe.
Quase todos os tumores relacionados ao tabagismo apresentam mutagao do TP53 e
muitos apresentam hiperexpressdo de EGFR e alteragdes na via do PI3K-Akt-mTOR,
incluindo mutagdes do PTEN e perda de expressao da proteina PTEN, enquanto os
tumores relacionados ao HPV tendem a apresentar um nivel de expressdo de EGFR
mais baixo e, ao menos em modelo experimental, as proteinas E6 e E7 parecem ter

um papel na supressao da expressdo de PTEN (LEEMANS et al. 2011; RAMPIAS et
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al. 2013). Desta forma, nossos dados vao de encontro aos dados da literatura no que
se refere a hiperexpressao de EGFR ser menos comum nos tumores HPV positivos, e
a perda de PTEN ser mais comum nos tumores HPV negativos. Entretanto, ndo
realizamos avaliacdo para infec¢do por HPV, e desta forma, ndo podemos estabelecer
esta interacdo. Realizamos apenas a avaliacdo da expressdo de pl16 que ocorreu em 7
casos dos 64 avaliados (10,9%). Apenas 2 destes casos eram tumores de orofaringe,
nao havendo associa¢ao da expressdo de p16 com nenhum sitio primario. Da mesma
forma ndo houve associag¢ao de positividade de p16 com expressao de nenhum outro
marcador molecular.

A expressdo de pl6 esteve associada a uma maior taxa de resposta completa
apods o tratamento com RT e cetuximabe (p=0,010), e a SG e SLP foram maiores nos
pacientes pl6 positivos apesar da diferenga ndo ser estatisticamente significativa. A
baixa expressdo de p16 no presente estudo no grupo com doenga localizada pode ter
ocorrido por ser uma populagdo selecionada, como discutimos anteriormente, mais
idosa e com mais comorbidades. Os tumores HPV positivos sdo caracteristicamente
associados a uma idade mais jovem, e as comorbidades presentes nos pacientes deste
estudo sdo muitas vezes relacionadas ao tabagismo, aumentando a probabilidade de
que, nessa populagdo, o agente carcinogénico seja o tabaco e ndo o HPV. Entre os
pacientes tratados com QT, a baixa positividade do p16 ndo seria explicada por estes
fatores, porém, considerando-se que os tumores HPV positivos t€m um melhor
progoéstico, esperariamos encontrar uma menor prevaléncia de tumores HPV
positivos entre os pacientes com doenga metastatica. No estudo fase Il EXTREME,

que testou a associagdo de cetuximabe com QT em pacientes com doenga recidivada
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ou metastatica, apenas 12% dos tumores avaliados eram pl16 positivos (PSYRRI et
al. 2012).

Apesar de estudos pré-clinicos sugerirem um papel do CD44 na resisténcia ao
cetuximabe, mostrando aumento da expressdo deste marcador em xenoenxetos apos
o0 tratamento com cetuximabe, no presente estudo CD44 ndo foi associado a nenhum
desfecho clinico. O teste de log-rank para SG no grupo RT mostrou para a expressao
de CD44v6 uma diferenga entre as curvas com p<0,05, porém o grupo de pacientes
com CD44v6 negativo era de apenas 7 pacientes e ocorreram apenas 3 eventos, o que
limita qualquer conclusdo desta analise.

Este estudo apresenta algumas limitagdes, principalmente relacionadas a sua
natureza retrospectiva. Aproximadamente um ter¢o dos pacientes ndo tinham
amostra suficiente para analise conclusiva dos marcadores moleculares, limitando o
poder do estudo. Esta limita¢do poderia interferir também nos resultados das analises
multivariadas, uma vez que quando algum marcador permanece no modelo final,
esse modelo corresponde apenas aos pacientes que possuem avaliagdo daquele
marcador, reduzindo consideravelmente o nimero de pacientes avaliados, podendo
representar uma populagdo diferente da populagdo do estudo, por exemplo, por ndo
incluir pacientes com um determinado sitio primario no modelo. Apesar disso, na
analise multivariada para fatores progndsticos relacionados a SG no grupo RT e
também no grupo QT, que foram aquelas em que um marcador entrou no modelo, o
grupo de pacientes incluido no modelo possuia caracteristicas clinicas semelhantes
aquelas da populagao do estudo como mostram as tabelas 19 e 27.

Outras limitagoes foram: a realizagdo da analise de IHQ em laminas de

TMA, o que pode acarretar amostragem de areas do tumor com expressdo dos
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marcadores diferente do restante do tumor em vista da potencial heterogeneidade
tumoral; os desfechos de TR e SLP sdao menos confidveis que a SG por esta ser um
desfecho mais objetivo na avaliagdo retrospectiva; a populacdo ¢ heterogénea com
um grupo de pacientes com predominantemente doenca localmente avancada
tratados com cetuximabe em combinagdo com RT e outro de pacientes com doenga
metastatica ou recidiva inoperavel e sem indicagdo de novo tratamento de RT
tratados com cetuximabe em combinag¢dao com QT, limitando a analise da relacao dos
marcadores com desfecho clinico; a inclusdo de pacientes com diversos sitios
primarios de CECCP, o que limita o estudo por um lado, por formar uma populacao
heterogénea, mas por outro permite avaliar a diferenga da expressao dos marcadores
entre os sitios primarios. Este ¢ um dado importante na avaliacdo inicial destes
marcadores que ainda ndo tém suas caracteristicas tdo bem estabelecidas nestes
tumores.

O critério de inclusdo no grupo RT do estudo foi o tratamento com
cetuximabe em combinagdo com a radioterapia, o estagio da doenca nao foi um
critério de exclusdo. Apesar disso, por ser um tratamento quase sempre indicado em
pacientes com doenga localmente avancada apenas 1 paciente com estagio I foi
incluido no estudo no grupo RT. Ao refazermos as analises excluindo este paciente,
os resultados mantiveram-se semelhantes: ECOG > 2 (HR 4,25, 1C95% 1,45-14,13,
p=0,009) e AA-CCI > mediana (HR 2,76, 1C95% 1,13-6,72, p=0,025) permaneceram
associados a uma pior SG e sexo feminino associado a uma pior SLP (HR 0,23,
1C95% 0,10-0,50, p<0,001). ECOG > 2, apesar de apresentar HR 1,91, deixou de ser
estatisticamente significativo com 1C95% 0,93-3,92 e p=0,079. Sexo masculino (HR

14,42, 1C95% 1,58-131,43, p=0,018) e sitio primario em orofaringe (HR 15,25,
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1C95% 1,60-145,87, p=0,018) se mantiveram como os fatores associados a uma
maior chance de resposta, e a positividade de pl6 se manteve como o Unico fator
associado a maior taxa de resposta completa (100,0% x 33,3%, p=0,010).

A auséncia de um grupo de pacientes nao tratados com cetuximabe impede
qualquer conclusdo a respeito do valor preditivo de resposta dos marcadores,
permitindo apenas conclusdes quanto ao seu valor prognostico.

Apesar disso se trata de uma coorte com nimero grande de pacientes com
CECCP tratados com cetuximabe, com um perfil de acordo com o perfil dos
pacientes que recebem esta medicagdo na pratica clinica diaria, fornecendo dados

iniciais que tem o valor de gerar hipoteses a serem testadas de forma prospectiva.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo concluimos em relagao aos objetivos propostos:

Nos carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo avaliados neste estudo, a
expressao de EGFRVIII foi de 27%, o EGFR foi hiperexpresso 50%, a expressao de
PTEN foi negativa em 37,5%, o CD44 foi expresso em 38.3%, ¢ o CD44v6 foi
expresso em 76,2% dos casos.

Houve associagdo entre a expresdao de EGFRVIII e hiperexpressao de EGFR e
expresao de CD44 ¢ CD44v6. Houve uma maior frequéncia de hiperexpressao de
EGFR em tumores de sitio primario em cavidade oral comparados aos de orofaringe
e maior frequéncia de auséncia de expressao de PTEN em tumores de orofaringe
comparados aos de cavidade oral.

EGFRVIII, CD44 e CD44v6 nao mostraram associagdo a nenhum dos
desfechos clinicos avaliados. Hiperexpressao de EGFR se associou a menor taxa de
resposta ao tratamento de radioterapia com cetuximabe, ¢ perda de expressao de
PTEN a uma menor sobrevida global em pacientes tratados com quimioterapia e

cetuximabe.
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Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados

1-Indentificagéo:

1.1 Nome:

()RT (2) QT

1.2 Data de nascimento

1.3 RGH-HC:

1.4 Sexo: (1) Masc (2) Fem.
1.5 Data da primeira consulta: / /

1.6 1? consulta na Oncologia:

2- Fatores associados:

Outras: Qual?

/

(0) ndo (1) sim

Tabagismo

Etilismo

Outras CEC

Hipoacusia

CICr

(1) HAS (5) DPOC

(2) DM (6) AVE

(3) ICo

(4) Hipotireoidismo

3- Apresentagéo Clinica:

Inicial:

3.1 Sitio primario: (1) cavidade oral (2) orofaringe (3) hipofaringe (4) laringe (5) nasofaringe

(6) Outros. Qual?

11

3.2 Avaliagdo Inicial: (1) ressecavel (2) irressecavel (99) ND
3.3 Estéagio clinico TNM inicial: EC: (1) I (2) II (3) III (4) IVa (5) IVb

T: (1) T1 (2) T2 (3) T3 (4) T4a (5) T4b (6) Tx

N: (0) NO (1) N1 (2) N2a (3)N2b (4)N2¢ (5) N3 (6) Nx - I

M: (0) MO (1) M1 (2) Mx

No momento do tratamento do estudo:

3.4 Performance status (ECOG): 0 a 4

3.5 Idade:




4. Tratamento locorregional:

Linha de tratamento local com RTCetux | |

4.1- RT + cetuximabe:
RT: dose: Local:
Inicio: _/ / Fim__ / /
Tipo: (1) 3D conformacional (2) IMRT (3) 2D I I
Cetuximabe:
Inicio:  / / Fim__ / [/
Numero de aplicagdes I 1
Rash acneiforme (1) sim (0) ndo Grau: (1) G1 (2) G2 (3) G3 (4) G4 ------—----- I T-1 1
Mucosite (1) sim (0) ndo Grau: (1) G1 (2) G2 (3) G3 (4) G4 - I T-1 1
Radiodermite (1) sim (0) ndo Grau: (1) G1 (2) G2 (3) G3 (4) G4 -------—---—--- I T-1 1
Suspensdo temporaria cetux (1) sim (0) ndo |
Motivo:
Suspensdo definitiva cetux (1) sim (0) ndo |
Motivo:

5. Avaliacdo apo6s tratamento locorregional com RTCetux:
5.1 Tipos de resposta: (1) RC (2) RP (3) DE (4) PD local (5) PD distancia

Data da avaliagéo: / / tipo de resposta | |
5.2 Método de avaliagdo: (1) Ex Fis (2) TC (3) PET (4) AP | |
5.3 Data progressdo de doenga: / /

6. Tratamento doenca sistémica

6.1- Sitio de doenca irressecavel/mtx:

6.2- Quimioterapia sistémica:

Esquema:

(1* linha) .Numero de ciclos totais
Inicio:  / /  .Fim: / /

Melhor resposta: (1) DE (2) RP (3) RC (4) PD. Apés ___ ciclos. |

Data da PD: / /

(2% linha) Numero de ciclos totais
Incio: / / .Fim: / /
Melhor resposta: (1) DE (2) RP (3) RC (4) PD . Apos ciclos. I 1

Data da PD: / /

(3? linha) Numero de ciclos totais

Incio: / / .Fim: _/ /

Melhor resposta: (1) RC (2) RP (3) DE (4)PD (99) ND I I




Data da PD: / /

(4* linha)

Incio: / / .Fim: _/ /

Melhor resposta: (1) RC (2) RP (3) DE (4)PD (99) ND

Data da PD: / /

7. Informagdes sobre esquema com cetuximabe:

.Numero de ciclos totais

7.1- Quimioterapicos associados e dose(/m?): (1) CDDP [ (4) Taxano
(2) Carbo (5)Outros
Incio: /[ (3) 5FU
FimQT:__ / /
Fim Cetuximabe:  / /
7.2- Toxicidade: Rash acneiforme
Mucosite
Neutropenia febril
8. Ultima avaliagéo:
Data (0) Vivo (1) Obito (0) SED (1) Recidivada (0) aguarda retorno

(1) perda de seguimento




Anexo 2 — Aprovagcio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa

Hospital )
A C.Camargu Comiré de Ftica em

Pesquisa - CEP

Centra de Tratamento, Ensino ¢ Pesquisa om Cancer |
Sio Paulo, 31 de Maio de 2012,

Ao
Dr. Viadmir Cliudio Cordeiro de Lima

Ref.: Projeto de Pesquisa n®, 1439/10

“Impacto da  expressio de EGFRvILl, EGFR, EGFR fosforilado, CD44, IGFR1 ¢
marcadores de eélulas tronco em carcinomas cspinocclulares de cabega ¢ pescogo, nilo
cutiineos, metastiticos ou localmente avangados, tratados com cetuximabe®”,

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antonio
Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua Gltima reuniio de 29/05/2012, apods
analisurem as respostas aos questionumentos realizados cm reuniio de 08/11/2011, tomaram
conhecimento e consideraram aprovada o seguinle documentagiio:

- Solicitugio de mudanga do projeto que [oi desenvolvido come monogralia do curso de
residéneia médica do aluno Alexundre André Baliciro Anasticio da Cosla, para projeto de
mestrado com o novo ttulo: “lmpacto da expressio de EGFRvI, EGFR, EGFR
fosforilado, CD44, 1GIFRT ¢ marcadores de eélulas troneo cm carcinomas espinocelulares
de cabega ¢ pescogo, niio culineos, metastiticos ou localmente avancados, tratades com
cetuximabe™.

Projeto alterado, datado de Maio de 2012;

Orlt;mnmm: Financeiro detalhado atualizado;

Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departaménto de Oncologia Clinica;
Declaragio de Ciénein ¢ Comprometimento do Departamento de Anatomia Patologica;
Declaragio de Ciéneia ¢ Comprometimento do Laboratorio de Biologia Molccular ¢
Gendmica;

Declaragdo de Ciéncia ¢ Comprometimento do Departamento de Cirurgia de Cabega e
Pescogo do Hospital do Chncer de Barretos — Fundagiio Pio X1,

VY YYY

Alenciosamenle,

C—

Prof/Dr. Luiz Paulo Kowalski
CIHJI'(I‘.‘IHIU}H' do Comité de Etica em Pesquiss

A

e

Fundagio Antouio Fradente — CNINE N, 6096 1908 6010106
e rols Antdaio Prodente, 211 Liberdade S0 Panko, S [EI S D ST
Telelone: (11 12 IEO-5000
WA STy b



Anexo 3 - Resumos e apresentagdes em congressos

Resumo 1:
” 1 Iternational Conference
on
Head and Neck Cancer
Hosted by

American Head & Meck Society
July 21-25, 2012

Metro Toronto Convention Centre
Toronto, ON, Canada

CETUXIMAB IN THE TREATMENT OF LOCALLY ADVANCED HEAD
AND NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMA IN A NON SELECTED
POPULATION. ARE PHASE 11l RESULTS IN ACCORDANCE WITH
DAILY CLINICAL PRACTICE?

Presentation: S165

Topic: Clinical - Targeted Therapy and Immunomodulation

Type: Oral Presentation

Date: Monday, July 23, 2012

Session: 13:45 - 15:15 Risk Factors/Cancer

Authors: Alexandre A da Costa, MD, Adriana R Ribeiro, MD, Andréia P
Guimaraes, MD, Clovis A Pinto, MD PhD, Vladmir C Lima, MD
PhD

Institution(s): AC Camargo Hospital

Introduction: Cetuximab is a monoclonal antibody used in the treatment of locally
advanced disease (LAD) head and neck squamous cell carcinoma (HNSSC) in
combination with radiotherapy or in the metastatic (MD) setting in combination with
chemotherapy (CT). There is no comparison among cetuximab plus RT with the
standard of care in this context that is radiotherapy plus cisplatin. The population
treated with cetuximab in daily practice is frequently different from the selected
population present in clinical trials, especially for patients with LAD. We evaluated
the efficacy of cetuximab in a cohort of patients in our institution as well as the
overexpression of EGFR, expression of PTEN and CD44v6 and their impact in the
overall response rate (ORR), progression free survival (PFS) and overall survival
(OS). Methods: Retrospective review of data extracted from charts of patients with
HNSCC treated with cetuximab at a single institution from 2007 to 2009. The
expression of EGFR, PTEN and CD44v6 was analyzed by immunohistochemistry in
tissue microarray. Results: Thirty five patients with LAD treated with radiotherapy
and cetuximab had a median OS of 18 months (C195%: 12,1m-27,1m), and a median
PFS of 7 months (CI95%: 3,6m-12,5m).Twenty seven patients with MD had a
median OS of 14,0 months (CI195%: 10,5m-16,4m) and a median PFS of 7,5 months
(IC95%: 4,1m-8,6m), for an ORR of 48,1%. Among those with available tissue for
immunohistochemistry the overexpression of EGFR, the expression of PTEN and
CD44v6 were 61,3%, 75,0% e 85,3% respectively and there was no significantly



impact in the ORR, PFS or OS. Conclusions: In a non selected population with LAD
the results of treatment with cetuximab in combination with radiotherapy is worse
than expected by the phase III study, 18 months x 49 months, while for patients with
MD the results were similar. In spite of the limitations of such a comparison, given
the magnitude of the difference, the real benefit of adding cetuximab to radiotherapy
in such a population, constituted mostly by patients with contraindications to
combination of radiotherapy and cisplatin is questioned. Considering the good
therapeutic window for the use of cetuximab, the authors believe it is still worthy to
use it in LAD even in this subgroup.

Resumo 2:

EGFRv3 and PTEN as prognostic markers in head and neck squamous cell
carcinoma patients treated with cetuximab.

Subcategory:

Head and Neck Cancer

Session Type and Session Title:

This abstract will not be presented at the 2013 ASCO Annual Meeting but has been
published in conjunction with the meeting.

Abstract Number:
el7032

Citation:
J Clin Oncol 31, 2013 (suppl; abstr e17032)

Author(s):

Alexandre Andre Balieiro Anastacio da Costa, Adriana Regina G. Ribeiro, Andrea
Paiva Guimaraes, Ludmilla Thome Chinen, Clovis Pinto, Vladmir C. Lima; Hospital
A.C. Camargo, Sao Paulo, Brazil; Clinical Oncology Department, Hospital A. C.
Camargo, Sao Paulo, Brazil

Background: Cetuximab (CTx) is used in treatment of locally advanced (LAD) head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) in combination with radiotherapy (RT)
or in metastatic disease (MD). There is no comparison between CTx plus RT and
cisplatin plus RT. Patients treated with CTx in daily clinical practice are frequently
different from the selected population treated in clinical trials. There are no
biomarkers for efficacy of CTx in HNSCC. EGFR variant 3 mutation (EGFRv3), an
extracellular domain mutation of EGFR, has been reported in different frequencies in
HNSCC in the last years and its association with prognosis and CTx efficacy is still
unknown. Methods: Retrospective review of data from patients with HNSCC treated
with CTx at a single institution from 2007 to 2010. We evaluated CTx efficacy and
expression of EGFRv3, EGFR, PTEN, CD44 and CD44v6 and their impact in
objective response rate (ORR), progression free survival (PFS) and overall survival



(OS). Biomarkers were analyzed by immunohistochemistry in tissue microarray.
Results: For a median follow-up time of 13 months, 61 patients with LAD treated
with RT plus CTx had a median OS of 22.7 months, and a median PFS of 8.0
months. Age adjusted Charlson Comorbidity Index (AA-CCI) and ECOG
performance status were the most important predictors of poor prognosis in this
population. For a median follow-up time of 10.9 months, 44 patients with MD had a
median OS of 13.0 months and a median PFS of 7.0 months, for an ORR of 53.7%.
EGFRv3 was expressed in 27.1% of tumor samples and was not associated with any
clinical outcome. EGFR positivity was associated to higher ORR in LAD and PTEN
negativity was associated with shorter OS in the MD setting. Conclusions: In a non
selected population with LAD treatment results with CTx in combination with
radiotherapy were worse than expected by the phase III study, median OS 22.7
months vs 49.0 months. This difference may be attributed to different population
characteristics with higher ECOG and AA-CCI in our study and warrants an
adequate proof of efficacy of CTx in this population. EGFRvV3 is present in HNSCC
but does not impact prognosis. PTEN and EGFR expression emerged as potential
biomarkers in HNSCC patients treated with CTx.
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Medical Oncology

PTEN, but not EGFRUVIII, is associated with improved overall survival in head and neck
squamous cell carcinoma patients treated with cetuximab.
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PTEN, but not EGFRVIII, is associated with improved overall survival in head and neck
squamous cell carcinoma patients treated with cetuximab.

Original Research

Head and Neck Cancer; cetuximab; prognostic biomarker; PTEN; EGFRUvIll; EGFR;
cetuximab resistance

Alexandre André Balieiro Anastacio da Costa, MD
AC Camargo Cancer Center
Sao Paulo, Sao Paulo BRAZIL
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Alexandre André Balieiro Anastécio da Costa, MD
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Background: Cetuximab is approved to treat head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) in locally advanced disease (LAD) and metastatic disease (MD). There are
still controversies on its use in both settings. There is n o established biomarker for
cetuximab efficacy in HNSCC. Methods: Retrospective analysis of data from 105
patients with HNSCC treated with cetuximab in LAD and MD. EGFRVIII, EGFR and
PTEN were analyzed by immunohistochemistry and tested for association with clinical
outomes. Results: In LAD setting median overall survival (OS) was 22.7 months and
median progression free survival (PFS) was 8.0 months. EGFRVIII was expressed in
27.1% of tumor samples and was not associated with any clinical outcome. EGFR
positivity was associated to higher response rate in LAD and PTEN loss of expression
was associated with shorter OS in the MD setting. Conclusions: In a non-selected
population with LAD efficacy of cetuximab treatment is worse than expected by the
phase 3 study. EGFR and PTEN emerged as prognostic biomarkers in cetuximab
treated patients.



