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1 - Resumo

Introducdo: Em média 5% dos tumores que ocorrem na cabeca e no
pescoco localizam-se na cavidade oral. Apesar de existir uma favoravel
tendéncia na reducdo do consumo de tabaco, este juntamente com o
consumo de alcool desempenham um papel determinante no
desenvolvimento do cancro oral. Os recentes avangos na gendmica,
protedmica e na biologia molecular permitiram identificar a anormal
sinalizacdo que ocorre no cancro. Uma maior enfase tem sido dada a
imunoterapia, e a identificacdo de alvos terapéuticos assim como novos
farmacos que actuem nas diversas vias de sinalizacdo alteradas. O EGFR
tem a sua expressdo aumentada no CECCP e esta relacionado com mau
prognéstico. Assim, as pesquisas tém sido direccionadas na tentativa de
sinalizar a actividade anormal do EGFR (sinalizagdo celular). A terapia
molecular alvo, nomeadamente anti-EGFR tem sido integrada com sucesso
no tratamento do CECCP localmente avancado. O objectivo deste trabalho é
compreender a influéncia que o EGFR desempenha na carcinogénese oral e

no desenvolvimento de terapias moleculares alvo que visam a sua inibig&o.

Materiais e Métodos: Foi realizada uma pesquisa nas bases de dados
primarias MEDLINE (Pubmed), EBSCO library (EBSCOhost) e a B-on,
utilizando a combinacéo de 2 das seguintes palavras-chave com o conector
boleano “AND”: Cell-Cycle; Epidermal Growth Factor Receptor targeting;
Head and Neck Cancer; Monoclonal antibody; Oral Carcinogenesis;
Targeted therapy; Tyrosine Kinase inhibitor; Signaling Pathways. Desta
pesquisa foram analisados 52 artigos com os idiomas limitados ao Inglés e
Portugués e com um limite temporal de 1989 até 2012. Foram ainda
consultados trés livros de texto, um dos quais pertencente a Biblioteca da
Area de Medicina Dentéaria da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. As obras referidas na bibliografia foram essencialmente utilizadas

na realizacdo do desenvolvimento deste trabalho.

Conclusédo: O Médico Dentista desempenha um papel fundamental no
diagnostico precoce do CECCP com a realizacdo do exame oportunista no
inicio de cada consulta. E fundamental reduzir os factores de risco e

incentivar a cessacao tabagica.
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O progresso no tratamento do CECCP ¢é evidente estando relacionado com
o desenvolvimento da terapia alvo, nomeadamente farmacos que inibem o
EGFR. A terapia alvo ainda néo é eficaz nos estadios precoces da doenca e
a sua utilidade com terapia adjuvante tem que ser ainda estudada. Contudo,
a utilizacao do cetuximab trouxe um aumento na sobrevivéncia e no controlo
locoregional quando adicionado a radioterapia em pacientes com CECCP
localmente avancado, recorréncia e metastase. A actividade dos farmacos
inibidores da tirosina cinase € promissora mas necessita ainda de mais
ensaios clinicos. Tendo em consideracéo os resultados dos ensaios clinicos,
estes sugerem que a inibicdo de apenas uma via de sinalizacdo do EGFR
ndo é suficiente, devido as inimeras mutagbes e diferentes niveis de
estimulacéo destas vias alteradas. E fundamental melhorar o conhecimento
da biologia tumoral, projectar ensaios clinicos mais adequados e optimizar a
aplicacdo destes novos farmacos, assim como a aplicagdo conjunta da

terapéutica convencional com a terapia alvo.
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2 - Lista de Abreviaturas

EGFR — Receptor do factor de crescimento epitelial

CECCP - Carcinoma espinho celular da cabeca e do pescoco
CDC - Activacdo dependente da citotoxicidade do complemento
ADCC - Citotoxicidade dependente de céulas mediadas por anticorpos
Nk - Natural Killer

MPKA — Proteina cinase activada pelo mitbgeno

AKT — Proteina Cinase

HPV — Virus papiloma humano

EBV — Epstein Barr

IMRT - Intensity modulated radiation therapy

DNA - Acido desoxirribonucleico

CDKS - Ciclinas dependentes de cinases

EGF — Factor crescimento epitelial

TGF-a — Factor crescimento transformante alfa

Pi-3K — Fosfatidilinositol 3-cinase

PLCY - Fosfolipase C-y

STAT - Proteinas transdutoras e activadoras da transcri¢cao
GRB2 — Receptor do factor de crescimento ligado a proteina 2
ERK1/2 — Cinases reguladas por sinal extracelular

FDA — Food and Drug Administration

ATP — Adenosina trifosfato
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3 - Introducéao

O cancro é uma doenca preocupante e um grande problema de saude
publica, se ndo o maior problema do mundo no século XXI. Vérios factores
de risco para o desenvolvimento do cancro oral sdo bem conhecidos e
amplamente estudados, homeadamente o consumo de tabaco, 0 consumo

de bebidas alcodlicas e predisposicdo genética.™”

O conceito da utilizagdo da imunoterapia no tratamento do cancro ja existe
ha mais de cem anos. Este conceito pressupde conhecimentos obtidos de
diversas disciplinas complementares e tém como objectivo a procura da
magic bullet, como o farmaco que traga a cura no tratamento do cancro.
Uma vez que o processo da carcinogénese se apresenta tdo complexo, este
objectivo parece inalcancavel e longinquo. @

A carcinogénese ocorre de forma lenta, e caracteriza-se por ser um
processo complexo e multifactorial pelo qual as células normais adquirem
malignidade levando a formacéo de cancro. Distingue-se pela sequéncia de
etapas a nivel celular, molecular e de desregulacdo génica, levando a
proliferacdo de células iniciadas, a sua promocao, aquisicdo de potencial
invasivo e consequente metastizacdo. Para além disto, varios genes tém
sido implicados na progressao maligna, nomeadamente genes supressores
tumorais, como o gene TP53 e Rbl, e também oncogenes como a familia

das ciclinas e o EGFR. ™

Com o0 desenvolvimento dos anticorpos quiméricos, humanizados e
humanos houve um aumento na validade e utilizacdo da imunoterapia no
tratamento do cancro. Através da sinalizacdo tumoral feita por anticorpos
especificos ou associados, € possivel eliminar selectivamente as células
tumorais e manter um nivel aceitavel de toxicidade. ® Os anticorpos
exercem a sua actividade tumoral através de quatro mecanismos distintos,

perturbacdo da sinalizagcdo celular tumoral, activacdo dependente da
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citotoxicidade do complemento, citotoxicidade dependente de células

mediadas por anticorpos e indugéo da imunidade.

Relativamente ao primeiro mecanismo, 0s anticorpos podem ser concebidos
para sinalizar mediadores como as citoquinas para inibirem a capacidade de
se ligarem a receptores e consequentemente activar a sua sinalizagédo, ou
podem ainda ter como alvo o0s receptores membranares, onde podem
funcionar como agonistas ou antagonistas. O receptor do factor de
crescimento epitelial (EGFR) e os anticorpos antagonistas inibem a sua
capacidade de mediar a sinalizacdo mitogénica. Na activacao dependente
da citotoxidade do complemento (CDC), como parte do sistema imunitario
inato, o sistema complemento é um dos primeiros mediadores da resposta
imunitaria aos patogénios e células comprometidas. A activagdo da cascata
do sistema complemento pode ser parcialmente responsavel pelos efeitos
adversos associados a terapia com anticorpos. No que diz respeito a
citotoxicidade dependente de células mediadas por anticorpos (ADCC), as
células NK (Natural killer), sdo predominantes embora os macréfagos e
granulécitos também parecam mediar esta via numa menor extensdo. Os
macrofagos funcionam como efectores desta via, € normalmente estdo
associados a um progndstico pobre embora isto ndo se verifique em todos
os tipos de cancro. O Ultimo mecanismo pelo qual os anticorpos exercem
funcdo anti-tumoral é a inducédo de imunidade adaptativa. Mecanicamente,
0s anticorpos podem gerar imunidade adaptativa através da via CDC, ADCC
e ainda fagocitose dependente dos anticorpos. @

Varios grupos sugeriram que o maximo beneficio da terapia com anticorpos
ocorre quando esta via é activada, o que suporta esta hipotese é o facto de

se verificarem beneficios clinicos tardiamente. ®

O EGFR é um membro da familia dos factores de crescimento HER,
importantes mediadores do crescimento, diferenciagdo e sobrevivéncia
celular. ® Este é expresso em diferentes tipos de cancro, nomeadamente o
cancro do colon, cabecga e pescogo, ovarios, pulmdes e gliomas malignos. A
sinalizacdo via EGFR leva a proliferacdo celular, migragdo e invaséo,
preferencialmente através da activacado das vias MPAK e AKT, sendo este
um mediador chave na transformacdo oncogénica e progressao tumoral. O
cetuximab é o anticorpo monoclonal anti-EGFR mais amplamente estudado

e induz a paragem do ciclo celular e apoptose das células tumorais através
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do bloqueio da ligacédo do ligando. @ A sua desregulacdo ou expresséo
aumentada esta verificada em diferentes tipos de cancro, e em 90% dos
casos de carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco (CECCP),
relacionando-se com a agressividade clinica e o prognostico dos mesmos.
Este receptor foi o primeiro a ser identificado levando & aprovacédo da terapia
alvo. Depois de estabelecida a importancia deste receptor nos processos da

carcinogénese, ocorre uma mudanca significativa na terapéutica oncoldgica.
()

O uso da imunoterapia faz-se em combinacdo com as terapéuticas
convencionais. No que respeita a quimioterapia, trata-se de uma modalidade
que induz a morte das células tumorais com um impacto insignificante na
resposta imunitaria anti-tumoral. Contudo, a morte celular induzida pelos
agentes citotoxicos resulta na libertacdo de antigénios tumorais que podem
levar a activacdo de efectores imunitarios e ao desenvolvimento de
imunidade adaptativa a sinalizagdo tumoral. Apesar de existirem estudos
que associam ambas as modalidades, ainda se encontram respostas
controversas quando aplicadas a diferentes tipos de cancro. No que
concerne a radioterapia, a combinacdo com a imunoterapia tem alcangado
respostas satisfatérias e melhorou a taxa de sobrevivéncia de 5 anos no
CECCP. @

A terapia com anticorpos monoclonais tem vindo a revolucionar o tratamento
do cancro e continuard a fazé-lo durante as proximas décadas. O sucesso
clinico da imunoterapia esta dependente do conhecimento dos seus efeitos
na biologia tumoral e da resposta imune anti-tumoral. A combinacéo racional
de terapias alvo com outros farmacos anti-tumorais que sinalizam o
microambiente tumoral oferece a melhor hipotese de maximizacdo do

beneficio da terapia alvo molecular. @

O objectivo deste trabalho & compreender a influéncia que o EGFR
desempenha na carcinogénese oral e no desenvolvimento de terapias

moleculares alvo que visam a sua inibicéo.
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4 - Incidéncia e Prevaléncia

De acordo com as “Cancer Statistics 2012” esta estimado que nos Estados
Unidos da América, no final de 2012, havera um total de 1,638,910 novos
casos, ocorrerdo 577,190 mortes, e uma em cada quatro pessoas morrera
devida ao cancro. ® Anualmente, no mesmo pais, o cancro da cabeca e do

pescoco é responsavel por aproximadamente 12,000 mortes. 67

Os tumores da cabeca e pesco¢co englobam aqueles localizados na
cavidade oral, labios, nasofaringe e representam cerca de 15% de todos os
tumores se considerarmos os linfomas, sarcomas de Kaposi, melanomas,
carcinomas das células basais, contudo, mais de 90% dos carcinomas que
acometem esta area anatémica sdo carcinomas espinho-celulares. 23® Em
2009, o cancro da cabega e do pescogo espinho-celular foi considerado o
sexto tipo de cancro mais frequente, segundo a WHO (World Health
Organization). *®% Mundialmente o carcinoma espinho-celular apresenta
uma incidéncia anual de 780.000 novos casos. ™2 O cancro oral representa
2 a 5% de todos os tipos de cancro, mas apesar da sua incidéncia ser mais
baixa que a de outros tipos, apresenta uma alta taxa de morbilidade e

mortalidade. °

Cerca de 40% dos carcinomas da cabeca e do pescoco situam-se na
cavidade oral, nos labios, tecidos moles e duros, lingua, gengivas,
pavimento bucal, palato, glandulas salivares e orofaringe. ©? Dois tercos
dos novos casos de cancro oral ocorrem em paises em desenvolvimento,
nomeadamente Africa, América Central e do Sul, China, Asia. Contudo a
incidéncia do cancro oral estd sujeita a variacdes locais, reflectindo a
influéncia ambiental, particularmente o consumo de tabaco e alcool, dois dos
factores de risco que mais contribuem para o aparecimento de cancro oral,

como ja referido. ¢

Na india e na Asia, o cancro oral e da orofaringe correspondem a metade

dos tumores malignos, esta alta prevaléncia corresponde a influéncia dos
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carcinogéneos e factores epidemiolégicos locais, como o tabaco de mascar.
1D A alta taxa de carcinoma espinho celular na Austrdlia deve-se &
radiacdo solar e a sua intima relacdo com o cancro do labio, apresentando

este pais uma das mais altas taxas de incidéncia do mundo. ©

5 - Factores de Risco

Os factores de risco do cancro podem ser encontrados no meio ambiente ou
podem ser hereditarios. Os factores de risco relacionados com o meio
ambiente sdo os habitos e estilo de vida, exposi¢cao ocupacional, 0 ambiente
de consumo de alimentos, medicamentos e dieta alimentar. ®® O consumo
de tabaco e alcool tem um papel determinante no desenvolvimento do
cancro oral nos paises do Ocidente. @ Ainda que estes factores de risco
sejam considerados de forma independente, quando associados o risco €

multiplicativo, indicando um efeito sinérgico. ***?

No passado, o cancro oral, mais especificamente o carcinoma espinho-
celular estava associado ao género masculino, nomeadamente homens com
idade superior a sessenta anos, consumidores frequentes de tabaco e
alcool. Demograficamente observa-se um aumento na incidéncia de
carcinoma espinho-celular em pacientes com idade inferior a quarenta anos,
mulheres com ou sem factores de risco associados. ‘Y Curiosamente, cerca
de 15% dos pacientes com cancro oral ndo apresentam factores de risco
associados, e nestes casos a doenca apresenta um curso bastante
agressivo. Isto pode ser devido a relagdo exercida por infec¢des envolvendo
virus, como o HPV e o Epstein Barr (EBV), fungos como a Candida albicans
e algumas bactérias. 4 Em zonas com alta prevaléncia de cancro oral,
verificam-se casos em pacientes com idade inferior a trinta cinco anos

devido ao abuso no consumo das varias formas de tabaco. ¢

10
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5.1 - Tabaco

Grande maioria das pessoas que desenvolve carcinoma espinho-celular é
fumadora, apresentando um risco cinco a sete vezes superior de
desenvolverem cancro oral relativamente aos ndo fumadores. “* ' Na
cavidade oral e laringe o risco é 15 vezes superior quando o consumo de

alcool e cigarro estdo combinados. “©

Os pacientes que nao deixaram de fumar apdés o diagndstico daquele
carcinoma apresentam um risco seis vezes superior de desenvolverem um
segundo tumor primario no tracto aerodigestivo, do que aqueles que

pararam de fumar. ¢V

Mais de 300 agentes carcinogéneos estao identificados no tabaco e nos
seus componentes sol(veis que passam para a saliva. *® Os agentes mais
estudados sdo o benzopireno, um hidrocarboneto aromatico e as
nitrosaminas especificas do tabaco, que produzem adutores de DNA,
nomeadamente 06 metilguanina, interferindo com a replicagdo do DNA.

Existe entdo um dano nas células replicativas, e na resposta imunitaria.

Os agentes carcinogéneos do tabaco actuam ao nivel do gene supressor
tumoral p53, este gene é responsavel por transcrever uma proteina nuclear
que é fundamental para a reparacédo do DNA, transcricdo e replicacdo. ™
Taxas elevadas de mutacbes no gene p53 tém sido identificadas em

pacientes fumadores. ***"

O tabaco e as formas relacionadas, como o charuto, cachimbo, tabaco de
mascar, contém mais de 300 agentes carcinogéneos e pré-carcinogéneos
que induzem mutacdes especificas. © Existe uma relagédo entre a forma
como o tabaco é consumido e a localizagdo do carcinoma, sendo esta
relacdo mais evidente para o tabaco ndo fumado. Assim, o cancro do labio
esta relacionado com os cachimbos e os charutos, devido também as altas

temperaturas atingidas.
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As localizacbes orais mais relacionadas com a acc¢do do tabaco, sdo o

pavimento bucal, a zona ventral e lateral da lingua e a zona retro-molar.

O habito de fumar invertido predispde a lesdes no palato, “stomatitis nicotina
palatis”, principalmente no palato duro, produzindo hiperqueratose sem
displasia epitelial significativa, verificando-se inflamacdo a nivel dos canais
excretores das glandulas salivares menores ai localizadas. Contudo o palato
mole e duro sdo localizagdes menos frequentes. *® O tabaco é um dos
factores de risco passivel de ser modificado, de modo a prevenir o

aparecimento de cancro oral.

5.2 - Alcool

Determinar a influéncia do consumo de alcool no desenvolvimento de cancro
oral € muito dificil. Varios estudos demonstram uma relacdo directa,
sabendo que todos os comportamentos alcodlicos estao relacionados com
um aumento do risco para o desenvolvimento de cancro oral. ¢

Pacientes que consomem mais de cem gramas de alcool por dia,
apresentam um risco trinta vezes superior de desenvolver carcinoma
espinho-celular do que aqueles que consomem menos de quinze gramas

por dia. ¥

O élcool desempenha um papel independente do tabaco na carcinogénese
oral, como demonstram as altas taxas de mortalidade associadas ao cancro
oral, em certas populacdes que tém um consumo elevado de &lcool, mas

ndo de tabaco. ©

Em pacientes que nunca foram fumadores, o consumo de alcool (mais de 3

bebidas por dia) tem sido associado a um aumento no risco de

desenvolvimento de CECCP. 819

12
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Figura 1 — Relacdo entre o risco de desenvolvimento de cancro orofaringeo e o
consumo de tabaco e alcool. Figura adaptada do artigo (Hermans R, editor.
Squamous Cell Cancer of the Neck; Contemporary Issues in Cancer Imaging —

Cambridge University Press 2008)

A literatura retrata mecanismos pelos quais uma lesao celular pode levar ao

aparecimento de carcinoma devido ao consumo de alcool.

O metabolismo do etanol e a sua degradacao até acetaldeido, substancia
altamente téxica, aumenta a permeabilidade das membranas celulares aos
efeitos directos das nitrosaminas carcinogéneas e a disrupcdo dos

mecanismos de reparacdo do DNA. 419

O alcool pode ter efeitos locais, ac¢des directas nas membranas celulares,
alteracdes na permeabilidade das mucosas pela dissolucao dos lipidos
extracelulares da mucosa oral e também efeitos sistémicos como

deficiéncias nutricionais, imunoldgicas e funcéo alterada do figado. ©

A alteracdo da funcdo hepética em alcoodlicos cronicos pode levar a um
decréscimo na desintoxicacdo de substancias capazes de induzir leséo
celular e supresséo do funcionamento das células T. ®® Uma vez que o
alcool é rico em calorias, existe uma supressdo no apetite levando a uma
dieta inadequada, que juntamente com o alcoolismo, origina deficiéncias

nutricionais graves e doenca hepatica. ™

O uso regular de colutérios que possuem na sua constituicdo mais de 25%

de alcool estéa relacionado com o desenvolvimento de cancro oral e constitui
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um risco de 40% nos homens e 60% nas mulheres, dependendo também da

sua frequéncia e duracdo. ™

Contudo, 10% a 20% dos pacientes com cancro oral, ndo consomem tabaco

nem alcool, sugerindo a influéncia de outros factores na carcinogénese oral.
@1)

Uma pobre higiene oral pode ainda actuar sinergicamente com o alcool que
nessas condicbes, aumenta a producdo de acetaldeido na saliva, um
metabolito do etanol que contribui também para o desenvolvimento do

cancro. ??

5.3 - Virus do Papiloma Humano (HPV)

Cerca de 15% de todos os cancros humanos tém uma relacdo etioldgica
com virus. ® Existem perto de 100 genétipos de HPV que podem ser
classificados como alto ou baixo risco, de acordo com o seu potencial
oncogénico. ¥ Destes, apenas os gen6tipos HPV-16 e HPV-18 parecem ter
relagdo com a carcinogénese oral, e o papel do genétipo HPV-16 no
desenvolvimento do carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco

poderéa ser independente de outros agentes carcinogénicos. 21923

Cerca de 25% dos carcinomas espinho-celulares da cabeca e do pescogo
contém HPV no DNA genémico. “? A sua relagdo com o cancro do colo do
Utero estd bem estabelecida, contudo para o cancro oral apenas é sugerida
uma fraca associagéo devido as alteracdes citoplasméticas nas lesdes intra-
orais serem semelhantes as lesdes induzidas pelo HPV no cancro do colo

do Gtero. @Y

Varios estudos documentam um aumento na incidéncia de cancros
relacionados com o HPV e estima-se que 60% a 70% de novos casos de

cancro da orofaringe estdo relacionados com o HPV nos Estados Unidos da

14
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América e na Unido Europeia. ®” O carcinoma espinho-celular relacionado
com o HPV ocorre mais frequentemente em pacientes que ndo sao

fumadores, consumidores de alcool e imunossuprimidos. ¢

Varios estudos demonstram que em cancros indiferenciados o DNA do HPV
esta intimamente relacionado com a invasdo para os ganglios linfaticos e
com um estadio tardio da doenca, indicando um prognéstico reservado. @
Contraditoriamente, analises prospectivas e retrospectivas de ensaios
clinicos indicam que pacientes com tumores positivos para o HPV tém a
resposta favoravel ao tratamento, um aumento da sobrevida e melhor
resposta a quimioterapia e radioterapia quando comparados com tumores
negativos para o HPV. 2% O mecanismo pelo qual o HPV contribui para a
carcinogénese é através da producdo de proteinas virusais E6 e E7 que
formam complexos especificos com reguladores vitais do ciclo celular. ¢*®
O complexo E6 interage com o gene p53, induzindo a sua degradagéo, e o
E7 interage com um gene supressor tumoral, pRb, blogueando a sua

actividade. ¥

Esta desregulagdo funcional destes genes supressores
tumorais resulta na replicagdo incontrolada de DNA e a diminuigdo da
apoptose o que explica o potencial tumoral. ) Segundo Julia E. Heck, entre
outros, num estudo de 2010 que relaciona 0s comportamentos sexuais com
o risco de desenvolvimento de cancro da cabeca e do pescogo, resultam
associacodes, ainda que inconsistentes. O risco mais elevado foi encontrado

em pacientes com maior nimero de parceiros sexuais. @

A associacdo entre o HPV e o carcinoma espinho-celular da cabeca e do
pescoco tem importantes implicagdes a nivel preventivo, do tratamento e
prognéstico, uma vez que a sua relagao positiva € um factor de progndstico

favoravel. ¥

O virus Epstein-Barr também desempenha um papel na etiologia do
carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco. ®® Em relacdo a
nutricdo, estudos epidemioldgicos relatam que o consumo de frutas e
vegetais ricos em vitamina A e C, e em betacaroteno esta inversamente
relacionado ao risco de cancro oral, enquanto a carne e a pimenta vermelha

sdo considerados factores de risco. “®

Além disso, o0 risco de
desenvolvimento de carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco

aumenta em individuos com sindromes como Li-Fraumeni, anemia de
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Fanconi, ataxia telangiectasia, sindromes que os tornam mais susceptiveis

ao desenvolvimento de carcinomas. ¥

Deve considerar-se ainda a susceptibilidade genética, uma historia familiar
positiva aumenta 3 a 5 % a probabilidade empirica do desenvolvimento do

cancro da cabeca e do pescoco. ??

6 - Tratamento

O tratamento do cancro oral passa primariamente, pelo diagndstico precoce
e pela prevencdo. Contudo, apesar da cavidade oral ser relativamente facil

de examinar, o diagnéstico é feito num estadio muito avancado da doenca.
)

O diagnéstico precoce do cancro oral, ou seja, quando ainda se encontra
numa situacdo favoravel ao tratamento € uma meta fundamental para o
médico dentista, reduzindo as altas taxas de mortalidade e morbilidade

associadas.

Frequentemente, os carcinomas espinho-celulares sdo confundidos com
Ulceras benignas, lesbes traumaticas, ou anomalias do tecido mole, e o

diagnéstico de lesdes assintomaticas é muitas vezes feito por exclusdo.

O gold standard do tratamento do cancro oral é a ressecc¢édo cirurgica. Os
cancros da orofaringe, laringe e hipofaringe sdo tratados inicialmente com
guimioterapia, para a preservacao dos 0rgdos. Nestes, a técnica cirdrgica
esta reservada para 0s tumores primarios pequenos e nos casos de

recorréncia.

O estadiamento do cancro oral € determinante para escolher o tratamento
adequado, sendo para isso utilizada a classificacio TNM em que o T
significa (extensdo tumoral) o N (estado dos ganglios linfaticos) e o0 M

(presenca ou auséncia de metastases a distancia). ?” Os estadios iniciais
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do cancro oral (I e Il) podem ser tratados com cirurgia e radioterapia de
forma isolada, nos estadios mais avancados (lll e IV) s&o geralmente
tratados de forma combinada, cirurgia seguida de radioterapia. @ Usando
diferentes protocolos que combinam radioterapia pré e pds operatéria, e/ou
guimioterapia de forma adjuvante a taxa de sobrevivéncia aos 2 e 5 anos

para os casos avancados &, respectivamente, 20% e 12%. @

De facto, os pacientes com estadios muito avancados raramente excedem

os 30 meses de sobrevivéncia, mesmo quando atingiram remiss&o clinica. @

A radioterapia pode ser classificada como priméria ou adjuvante, sendo a
primaria reservada para pacientes com tumores nao operaveis. As
complicacdes incluem mucosite e eventualmente osteonecrose devido as
doses de radiagdo requeridas para alcangar um tratamento curativo, que se
situam entre os 60 e 70 Gy. ® A utilizac&o de radioterapia no pés-operatério
esta indicada na presenca de alto grau de diferenciagdo histolégica,
margens invadidas, metastases nos ganglios linfaticos, estadios Ill e IV da
doenca. ™ O principal avanco na radioterapia consistiu no desenvolvimento
de tecnologia computorizada que possibilita que a energia seja distribuida
mais especificamente para o tumor, com minima exposi¢cao para os tecidos
envolventes. A combinacdo de varios campos de intensidade modulada,
proveniente de diferentes direc¢des, produz um tratamento com radiacao
feito para se ajustar a anatomia especifica de cada tumor. Este processo
tem o nome de IMRT (“Intensity-Modulated Radiation Therapy”) e aumenta a
proteccéo da radiossensibilidade aos tecidos sdos que circundam as les6es
malignas. Assim, doses de radiacdo mais efectivas sdo distribuidas com

menos efeitos adversos que as técnicas de radioterapia convencional. ®

Relativamente a quimioterapia, esta actua destruindo as células que se
dividem rapidamente, uma das propriedades mais importantes das células
cancerigenas. Contudo, também significa que lesa células normais,
resultando em substanciais efeitos adversos. ® A quimioterapia é usada
como um sensibilizador para a radioterapia em pacientes com recorréncia
loco-regional e metastases. Também ¢é usada como tratamento neo-
adjuvante pré-operatério juntamente com a radioterapia para melhorar a
ressectabilidade de estadios muito avancados. *® O papel da quimioterapia
evoluiu desde o tratamento paliativo até estar estabelecida no protocolo

terapéutico do carcinoma espinho-celular localmente avangado. Sao
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utilizados varias classes de fa&rmacos como 0s compostos de platinum,
antimetabolitos e taxanos, sendo o cisplatin o agente de referéncia em

combinac&o com a radiac&o ou outros agentes. 9

A cavidade oral é extremamente importante para as funcdes fisioldgicas
como falar, deglutir e mastigar. A técnica terapéutica cirargica pode
comprometer a realizacdo destas funcbes e consequentemente
comprometer a qualidade de vida do paciente. Ainda assim, o objectivo da
terapéutica ablativa cirargica deve ser a remoc¢do total do tumor, com

margem de seguranca livre de tumor.

Apesar da remocdao local parecer adequada, as taxas de recorréncia variam
entre 25% a 48%, assim como ocorréncia de segundos tumores primarios
em cerca de 4 a 7% por ano, como resultado do campo de cancerizagdo. O
campo de cancerizagdo baseia-se na teoria da exposicdo repetida de um
campo aos mesmos factores de risco, como 0s carcinogéneos presentes no
alcool e no tabaco, levando ao desenvolvimento de lesGes

independentes.*5%

Ainda que se verifiguem avangos nas técnicas
cirirgicas e na quimioterapia como terapia neo-adjuvante, o progndstico
para pacientes com carcinoma espinho-celular da cavidade oral continua
mau. A grande melhoria passa pelo reconhecimento precoce dos sinais e
sintomas, tanto pelos pacientes como os profissionais médicos, bem como

os factores de risco associados ao cancro oral.

7 - Ciclo Celular

Recentemente assistiu-se a um aumento significativo no conhecimento e na
compreensdo de como a sinalizacdo intercelular é feita na decisdo das
fungBes celulares, como diferenciagédo celular, sobrevivéncia, metabolismo,
motilidade, crescimento normal e aberrante. A desregulagdo dos eventos
moleculares que controlam o ciclo celular tem emergido como um tema

principal na carcinogénese oral; assim na maioria dos mecanismos que

18
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estdo envolvidos na transformacdo de uma célula normal para uma célula

potencialmente maligna interfere no ciclo celular. “**”

s

A actividade proliferativa de um tecido ou de uma neoplasia é medida
determinando-se a fracgdo média do crescimento e o tempo médio do ciclo
celular. Quanto mais alta for a actividade proliferativa de um tumor, é licito
esperar-se que maior seja o potencial de malignidade e pior o progndstico. A
simples contagem do numero de mitoses fornece algumas evidéncias

genéricas desta actividade. ?”

O ciclo celular divide-se tradicionalmente em interfase e mitose, a mitose ou
fase M, é a fase da divisédo, sendo a interfase, o periodo entre divisdes. A
replicacdo dos cromossomas ocorre durante a interfase, originando a sua
divisdo em trés partes. Na fase G1 a célula executa as suas funcdes
normais, da-se o0 crescimento e preparagdo para a replicagdo dos
cromossomas. De seguida surge a fase S, fase de sintese, sintese de DNA,
replicacdo cromossOmica e sintese de histonas. Por udltimo a fase G2,
caracterizada pela preparagdo para a divisdo mitética e pela sintese de
proteinas. A célula cresce e executa as suas funcdes, verificando-se que, as
células que pararam de se dividir quer temporéria, quer definitivamente,

fazem-no num ponto imediatamente anterior a iniciagcdo da sintese de DNA.

De modo a executar as etapas do ciclo celular numa ordem correcta as
células possuem controlos que monitorizam o estado dos acontecimentos ao
longo do ciclo celular. Assim se o sistema detecta um erro, o ciclo celular
para até que a normalidade seja reposta. Se, no entanto, o sistema de
vigilancia falha na deteccao de anomalias, o ciclo prosseguira para a etapa
seguinte, perpetuando o erro. ® Muitas das alteracées moleculares que
causam comportamento biolégico anormal de células cancerigenas séo
baseadas em anomalias de regulacao do ciclo celular como: resisténcia a
apoptose, tolerancia a DNA danificado, progressdo de células com
oncogenes activados e/ou, genes supressores tumorais inactivados,
passando inimeros checkpoints resultando num aumento da instabilidade

gendmica. ®

A regulagdo do ciclo celular é feita de forma extrinseca e intrinseca por
inimeros mecanismos. Na forma extrinseca, o enfase recai no complexo

ciclinas/ CDKs (ciclinas dependentes de cinases). Em todas as células
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7

eucariotas a progressao do ciclo celular é controlada pela activacdo e
inactivacdo sucessivas destes complexos. ® Os membros da familia das
ciclinas interagem com as CDKs, e estas, por sua vez, sdo requeridas para
que o ciclo celular avance. "

As ciclinas por vezes tomam a designacdo de mitéticas, ou de fase S,
consoante 0 seu pico de expressdao se manifesta na fase M ou S.
Demonstrou-se, posteriormente, que o0s complexos ciclina-CDKs,
responsaveis pelo controlo do inicio da fase S e da mitose sdo distintos, e
que aumentando a actividade destas CDKs se conseguiam acelerar essas
fases. @@ Ao contrario das ciclinas, os niveis estacionarios das CDKs n&o

sdo modulados durante o ciclo celular. "

O EGFR é um alvo com interesse crescente e desempenha um papel
fundamental na regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo e
sobrevivéncia das células epiteliais e dos tumores com origem celular

epitelial. ¥

8 - Carcinogénese Oral

A carcinogénese € um termo usado para descrever o processo de formacao
neoplasica sendo um fendmeno multifactorial complexo, com varios passos
e onde trés etapas, ainda que discretas, se destacam: a iniciacdo, a
promocao e a progressdo. Resulta da accdo de agentes carcinogénicos
quimicos, fisicos e biolégicos que causam danos genéticos as células. Y.
Na carcinogénese ocorrem mudancas ao nivel da estrutura gendmica
durante as trés fases, mas mudancas na expressao génica também ocorrem
durante a promocdo, com proliferacdo selectiva das células iniciadas e o
desenvolvimento de células pré-neoplasicas. Durante a iniciagdo e
promocao, a proliferagdo celular e a apoptose ocorrem a diferentes niveis,
mas sempre equilibradas. Na progressao, este balanco ja néo se verifica e é

modificado, surgindo a malignidade. ¢?

20
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A fase da iniciacdo é constituida por uma série de eventos onde um agente
cancerigeno exdgeno ou enddgeno induz alteragdes no genoma celular
resultando numa leséo irreversivel e que confere a célula o potencial de
crescimento maligno. De uma perspectiva fenotipica as células iniciadas séo
células similares as normais. O dano ao DNA celular esta estabelecido como
o evento principal e desencadeante da carcinogénese. ®? Nesta fase, as
células iniciadas mantém-se latentes durante semanas, meses e até anos,
ou podem crescer de forma clonal, tornando estas células mais susceptiveis
a novas agressoes carcinogénicas. A expansao clonal das células iniciadas
resulta de um processo mitogénico causado pelo aumento do ndmero de
novas células e inibicdo da apoptose, o que evita a morte das células
iniciadas. ®? A proliferacdo celular é essencial na iniciacdo e se a divisdo
celular ocorrer antes que a reparacdo do DNA, o dano torna-se permanente
e irreversivel. A evolugcdo de uma célula iniciada ndo é independente das
células vizinhas e a desorganizagdo de um tecido é um factor de
carcinogénese. A iniciacdo € um processo aditivo, o desenvolvimento
neoplasico depende da dose do carcinogéneo e aumentando a dose
aumenta também a incidéncia e a multiplicidade das neoplasias, reduzindo o
tempo de laténcia da sua manifestacdo. ©*? A iniciacdo também pode ser
desencadeada por mutacdes espontaneas e erros na replicacdo do DNA,
sugerindo uma inducdo espontanea da iniciacao, ainda que mais raramente
que a iniciacdo induzida. ®® E importante referir que ocorrem 10 mutacées
por gene, por divisdo celular, principalmente devido a erros ocorridos na
replicacdo de DNA. Devido & existéncia de aproximadamente 10" divisdes
celulares durante uma vida, uma pessoa podera sofrer até 10'° mutacdes

por gene. &9

Relativamente a promocédo, a principal caracteristica que distingue a
promocao da fase de iniciacdo e progressao é o facto de ser reversivel.
Ap6s o desaparecimento da accdo do agente promotor a regressao na
proliferacdo pode ocorrer, provavelmente por apoptose ®?. Em contraste
com a fase da iniciacdo, a promogéo é continuamente modulada por uma
variedade de factores ambientais, incluindo a frequéncia com que o agente

promotor é administrado. ¢

Os agentes promotores nao interagem directamente com o DNA nem

desencadeiam efeitos biolégicos sem estarem metabolicamente activados.
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Estes agentes aumentam a proliferacdo celular nos tecidos susceptiveis,
contribuem para a fixacdo das mutagcbes, potenciam alteracbes na
expressdo genética e no controlo do crescimento celular. Por outro lado
estes agentes promotores podem lesar indirectamente o DNA por oxidacao.
©) Os mesmos agentes promotores atrasam a inibicdo natural das células
em quiescéncia ou em GO, pelo que a sua actividade mais importante é a
mitogénese. O agente promotor deve estar presente durante semanas,
meses e anos de maneira a ser eficaz e a sua eficacia depende da sua

concentracao no tecido alvo. ©¢?

A progressao é caracterizada pela conversdo de doencas potencialmente
malignas, que se situam entre a iniciagdo e a promogdo, em lesdes
malignas, sendo esta a Ultima e mais extensa fase da carcinogénese. Nesta
fase o fendtipo maligno é adquirido por mecanismos genéticos e
epigenéticos. ©®? E caracterizada por ser uma fase irreversivel, com
instabilidade genética, crescimento rapido, invasdo, mestastizacdo, e

mudancas bioquimicas, metabdlicas e morfolégicas nas células.

7

Na progressao, a proliferacdo celular € independente da presenca de
estimulo. ¥ A angiogénese, como fenémeno epigenético, é essencial na
progressao neoplasica. A aquisicdo de um fendtipo angiogénico precede o
desenvolvimento das caracteristicas que contribuem para a malignidade e a
sua inibicdo atrasa o desenvolvimento maligno. ®® Em modo de conclus&o,
a fase da progresséo é a fase em que o clinico deve tratar a doenga e a fase
da promocdo € aquela em que existe maior potencial para prevenir

desenvolvimento adicional do processo neoplasico. ¢V

9 - Marcadores Moleculares e a sua Influéncia no Ciclo Celular

As células malignas crescem descontroladamente e com o passar do tempo
escapam a senescéncia celular e a morte celular programada. As neoplasias

podem ser classificadas em benignas ou malignas de acordo com as
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caracteristicas celulares que apresentam. ®? As células que constituem uma
neoplasia maligna apresentam ainda mais alteragbes, que foram descritas
por Weinberg em 2000. Assim as células malignas apresentam resisténcia a
morte celular, capacidade de inducdo de angiogénese, capacidade de
replicagdo ilimitada, invasdo e metastase, escapam aos supressores de
crescimento e conseguem a manutencédo da sinalizacéo proliferativa. ¢® De
seguida, aumentam a demanda de oxigénio e nutrientes para promover a
formacéo de novos vasos sanguineos e adquirem a habilidade de migrar da
sua localizacdo original, invadindo tecidos vizinhos e metastizando para

outras localizacdes anatémicas. ©

Estas progressivas alteragbes no comportamento celular, desde a
desregulacdo proliferativa até a total malignidade sdo resultado da
acumulacdo de mudangas genéticas e epigenéticas num conjunto limitado

de genes. ®

Entre eles, duas classes de genes, oncogenes e genes supressores
tumorais desempenham um papel importante desencadeando e
promovendo o0 crescimento cancerigeno. Os oncogenes activados
promovem a proliferacdo celular, e os genes supressores tumorais inibem o
crescimento celular e contribuem para o processo carcinogénico quando

sofrem mutagées genéticas ou epigenéticas. ©

Os genes supressores tumorais codificam proteinas que transmitem sinais
negativos reguladores do crescimento celular. Quando estes genes estao
inactivados, as células escapam ao controlo do ciclo celular, levando a

divisdo celular descontrolada.

Varios estudos citogenéticos e moleculares também investigaram a
ocorréncia de alteracfes genéticas em tumores de cabeca e pescoco,
demonstrando que a activagdo de oncogenes, tais como: ciclina D1, H-ras,
EGFR; e inactivacdo de genes supressores de tumor, como: P16, TP53,
P21; expressdo de factores angiogénicos e metastéticos; além dos
polimorfismos genéticos de enzimas metabdlicas estdo envolvidos no

desenvolvimento da doenca. %
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10 - Gene TP53

O gene TP53 localiza-se no cromossoma 17p13 (tumor protein p53) e esta
envolvido em muitas fungdes celulares, actua na transcricdo génica, na
regulacdo do ciclo celular, na duplicacdo centrossémica, na reparacdo do
DNA, na senescéncia, ha apoptose, na diferenciacdo e no desenvolvimento

celular.

Este gene encontra-se mutado em 50-60% dos casos de CECCP. © A
oncoproteina p53 funciona como guardido do genoma, actuando quando o
DNA é danificado. Quando isto acontece, uma grande quantidade de
proteina é produzida induzindo a paragem do ciclo celular na transicdo
G1/S, dando tempo para que a reparacdo do DNA aconteca ou caso o dano

seja irreparavel inicia a morte celular por apoptose. 162627

Por outro lado, mutacfes no p53, permitem a sobrevivéncia e reproducao de
células contendo lesdes no DNA. Desta forma, as células alteradas
transmitem as mutacdes que contém a sua descendéncia, que tera depois a
oportunidade de acumular mutacdes adicionais necessarias para 0

desenvolvimento de neoplasias. ®*

A deteccao de mutacdes nas margens cirdrgicas ou nos nodulos linfaticos
cervicais considerados histologicamente livres da doenca, pode auxiliar na
localizagdo das células cancerigenas persistentes, no sangue ou na medula
0ssea, na auséncia de doenca clinica, radiolégica e histopatoldgica. Isto
colocaria o tumor noutro estadio evolutivo e determinaria outros protocolos

terapéuticos. *°

A expressdo elevada da proteina p53 nos tumores primarios € considerada
um sinal preditivo de sobrevida reduzida em funcéo de sua associacdo com
a recorréncia de tumores primarios e secundarios, e ainda com uma

resposta desfavoravel & quimioterapia e radioterapia. %"
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Relativamente a terapia de tumores contendo mutacdes nestes genes,
pensa-se, actualmente, que o restabelecimento funcional de um gene
supressor tumoral, como o p53 ou 0 Rb, podera ser suficiente para induzir a
apoptose celular e parar o crescimento tumoral, tal como é sugerido pelo
facto de a introducdo de genes p53 e Rb normais em células tumorais ser
capaz de inibir o seu crescimento. ®® O restabelecimento da funcdo de um
gene esta na origem da terapia génica.

11 - Ciclina D1

As ciclinas sdo extremamente importantes durante o ciclo celular e séo

divididas em quatro tipos: A, B, D e E. ®®

A ciclina D1 é um proto-oncogene gue responde a estimulos extracelulares
e apresenta um papel fundamental como controlador da progressao da fase
G1 no ciclo celular. O complexo CDK4-6/Ciclina D1 estimula a progresséo
do ciclo celular pela fosforilagdo da proteina pRB, sendo libertados factores
de transcrigdo que induzem mudancas metabdlicas levando a replicagcdo do
DNA. ©® Apesar de existir ainda alguma controvérsia relativamente a
relacdo entre a ciclina D1 e o CECCP alguns estudos demonstram que a
amplificacdo ou expressao elevada esta associada a uma pobre resposta a

quimioterapia e a uma reducéo da sobrevida. ®

Por outro lado, a amplificacdo da ciclina D1 tem sido encontrada em 17-70%
das amostras de CECCP. Embora o significado prognoéstico da ciclina D1
permaneca discutivel, dados demonstram uma correlagdo entre a

sobreexpresséo de ciclina D1 e prognéstico reservado.
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12 - EGFR (Epidermal growth factor receptor)

Apbs ter sido estabelecida a ligacdo entre um oncogene virusal com o
receptor do factor de crescimento epitelial, foi reconhecida a importancia que
a sinalizacdo anormal dos factores de crescimento desempenha no
desenvolvimento das neoplasias humanas. ® Os factores de crescimento e
0s seus receptores de membrana desempenham papéis importantes na

proliferacdo celular, sobrevida, ades&o, migracao e diferenciagéo. (16)

O gene EGFR (Receptor do factor de crescimento epitelial) localiza-se no
cromossoma 7pl3, é um receptor de tirosina cinase e um oncogene
amplamente estudado no cancro da mama, pulméo e também no CECCP. ©
A familia de receptores ErbB, familia a qual pertence o EGFR (ErbB-1 ou
Her-1) tem recebido especial atencdo devido a capacidade que apresenta
para estimular a proliferacdo epitelial. @

Este gene codifica um receptor transmembranar que se liga ao factor de
crescimento epitelial (EGF), ao factor de crescimento transformante alfa

(TGF — ) e ainda a outras proteinas reguladoras.

As interaccoes iniciais entre o ligando/receptor e receptor/receptor ocorrem
primeiramente a nivel da superficie celular. Os receptores ErbB séo
compostos por um dominio extracelular de ligacdo ao ligando, um segmento
transmembranar e um dominio intracelular de proteina cinase com um

segmento terminal regulador carboxil.

Sobre condicbes fisiologicas, uma variedade de ligandos da familia do
EGFR conduz a formagdo de homodimeros ou heterodimeros com os quatro
receptores ErbB, o que proporciona amplificacdo e diversificagcdo. Os
receptores do factor de crescimento epitelial e os membros da familia de
receptores (HER2/3/4) ficam activados por dimerizacdo. Os mecanismos
gue promovem a formacao de dimeros de receptores incluem a ligagdo do
ligando, a sobreexpressdo do receptor e a transactivacao

(heterodimerizacdo). Apés a dimerizagdo do receptor ocorre a activagdo da
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actividade da proteina tirosina cinase intrinseca resultando na
autofosforilacdo da tirosina, Ras intracelular e cascatas de proteinas
cinases. Estes eventos resultam no recrutamento e fosforilagdo de varios
substratos intracelulares, levando & sinalizagdo mitogénica e outras

actividades celulares. ©”

A actividade anormal desta familia de receptores tem sido relacionada com
o0 desenvolvimento e crescimento de diversos tumores, incluindo 80-90%
dos casos de CECCP. ® Logo, a expressdo elevada do EGFR podera
representar um marcador independente de progndstico relacionado com o
aumento do tamanho do tumor, aumento da probabilidade de recorréncia e
ainda decréscimo da sensibilidade a radiacdo. A actividade do EGFR podera
encontrar-se elevada como resultado do aumento da regulacéo,
amplificacdo, mutacdo e/ou actividade aumentada dos seus ligandos ou co-
factores. ¥

Curiosamente o consumo de tabaco aumenta os niveis dos ligandos do
EGFR (anfiregulina, TGF- a) resultando numa activagdo do EGFR e também
niveis elevados de Ciclo-oxigenase-2 e prostaglandina E-2, que podem
transactivar o EGFR.®” De uma forma geral o mecanismo predominante
pelo qual se verifica a expressdo aumentada do EGFR é a amplificacdo
génica, levando a activacdo da actividade da cinase pela sua dimerizagédo
espontanea. Esta activacdo do EGFR no CECCP é também causada por
estimulac@o autocrina através da co-expressdo do EGFR com um dos seus
ligandos, TGF-a, frequentemente observado no CECCP estando
relacionado com um pobre prognéstico. ® Em adicéo, estudos recentes tem
revelado a presenca de EGFR fosforilado a nivel do nudcleo de vérios

tumores actuando como factor transcripcional de proteinas como a Ciclina
D. (38)

Os efeitos da activacdo do EGFR ap6s a dimerizagdo, internalizacao e
autofosforilacao do receptor sdo mediados através da transducédo de vias de
sinalizagéo envolvendo o RAS/MAP cinase, o fosfatidilinositol 3-cinase (PI-
3K) /Akt, o PLCy e por ultimo JAK-STAT como demonstrado na figura

seguinte. %
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Figura 2 — Principais vias de sinalizacdo reguladas pelo EGFR

Figura adaptada do artigo (Leemans CR, Boudewijn JM, Brakenhoff RH. The
molecular biology of head and neck cancer. Nature Reviews Cancer January 2011
January; (11) 9-22.)

Esta figura demonstra as vias de transducdo que podem ser reguladas pelo
ligando EGFR quando ligadas ao receptor de tirosina cinase. Estas vias
podem ser reguladas por varios mensageiros secundarios: JAK, PI3K
(fosfatidilinositol  3-cinase),RAS-MAPK (proteina cinase activada pelo
mitogeno) e PLCy (fosfolipase Cy). A activacdo destes segundos
mensageiros é regulada por um processo de fosforilagdo em cadeia que
pode directa ou indirectamente induzir a transducéo do sinal. Assim activam-
se a transcricdo de proteinas citoplasméaticas STAT (proteinas transdutoras
e activadoras da transcricdo) que se deslocam para o nucleo, regulando
directamente a expressdo génica para a sobrevivéncia, proliferacdo da
célula e também oncogénese. Na segunda via de activagdo o EGFR activa o
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) que, através de processos de fosforilacéo,
atinge o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato e este activa proteinas cinases (Akt).
A fosforilagdo destas proteinas provoca varios efeitos a nivel citoplasmatico
e nuclear, incluindo a inibicao do factor pré-apoptético BAD (antagonista da
Bcl-2, responsavel pela morte celular),da enzima procaspase-9 e do

rapamycin, que desempenham papéis fundamentais na angiogénese e na
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estimulacdo da proliferacdo celular. O factor de crescimento vascular
(39)

endotelial e a hipdxia séo factores essenciais na angiogénese.
A terceira via de sinalizacdo ocorre através do RAS-MAPK (proteina cinase
activada pelo mitogénio) e é activada apos activacdo do EGFR por dois
mecanismos diferentes. No primeiro € necessario o recrutamento directo de
GRB2 (receptor do factor crescimento ligado a proteina 2), ou ainda o
recrutamento de forma indirecta do mesmo. ApOs activacdo do RAS, este
liga-se ao RAF despoletando a fosforilagdo da MEK1/2 e ERK1/2 (cinases
reguladas por sinal extracelular). Estas sao responsaveis por eventos como
a motilidade celular, expressdo génica e progressdo do ciclo celular. Na
dltima via de sinalizacéo a PLCy (Fosfolipase c-v) fica activa pela ligacdo ao
EGFR fosforilado, uma vez activada hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
até diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). O IP3 controla os niveis
intracelulares da libertacdo de célcio onde o DAG actua como um co-factor
para a activagdo da serina/treonina cinase da proteina cinase C (PKC). A
activacdo do PKC resulta numa progresséo do ciclo celular, transformacéo,

diferenciacao celular e apoptose. ¢

Embora os principais locais de fosforilagdo nos receptores ErbB recrutem de
forma extensiva moléculas que se sobrepdem aos receptores activos,
ocorrendo modulagéo da sinalizacdo dos diferentes caminhos 0 EGFR com
mutacdo no dominio de tirosina cinase activa preferencialmente o caminho
PI-3K/AKT e STAT. @ |ndependentemente do mecanismo é bastante
evidente que existem diferencas significativas no fenétipo da activacao do

receptor dependendo da combinac&o dos dimeros envolvidos. “°
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13 - Terapia Alvo

O tratamento convencional do carcinoma espinho-celular da cabeca e do
pescoco envolve frequentemente a combinacdo de cirurgia e radioterapia,
e/ou quimioterapia. Contudo o limite de eficacia destes tratamentos esta
frequentemente relacionado e limitado pela sua toxicidade. As terapias alvo
devido a sua especificidade para os alvos moleculares tumorais oferecem a
possibilidade de melhorar os resultados das terapias convencionais sem

(livro)

aumentar significativamente os limites tdxicos. O objectivo das
pesquisas esta a ser direccionado para o desenvolvimento de terapias com
alvos moleculares ou marcadores moleculares que sao Uteis na predi¢do
dos tratamentos ou na seleccdo dos pacientes para terapias moleculares
especificas baseadas nas caracteristicas do tumor. ¢

Uma vez que a terapia alvo molecular anti-EGFR est4 sobre constante
investigacdo e desenvolvimento no CECCP é necessario um conhecimento
exaustivo sobre as alteracbes deste para conceber o0s protocolos

@9 Dada a evidéncia substancial do

terapéuticos mais apropriados.
envolvimento da familia de membros da ErbB na oncogénese ndo é
surpreendente que esta familia de receptores tenha sido area de crescente
actividade no desenvolvimento de novos farmacos. ®? O EGFR e HER-2 s&o
conhecidos dentro desta familia de receptores por desempenharem
importantes papéis na carcinogénese de diversos tipos de tumores. Uma
vez activado, o EGFR activa importantes vias de sinalizacdo comuns como a
Ras/Raf/Mek/Erk e PI3K/AKT. A activacdo da MAPK estimula a diviséo e a
proliferacdo celular, a via PIK3/AKT esté relacionada com a sobrevivéncia
celular. “? O objectivo das terapias alvo é promover a inibicdo do EGFR e

consequentes vias de sinalizagéo.

O espaco de tempo desde a identificagéo do factor de crescimento epitelial
em 1965, desde a confirmacéo da inibicdo da sinalizacdo do EGFR como
uma estratégia terapéutica anti-tumoral em 1983, até a aprovacao de um

agente anti-EGFR em 2003 demonstra o desafio que representa o
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desenvolvimento de novos agentes promissores na terapéutica anti-tumoral.
“® Um grande avango na terapéutica do carcinoma espinho-celular da
cabeca e do pescoco ocorreu com a introducdo de terapias alvo nos
protocolos terapéuticos, na tentativa de superar a resisténcia que ocorre
com o fracasso da terapia inicial. ¥

Presentemente o alvo mais importante para o desenvolvimento de novas
estratégias € o receptor do factor de crescimento epitelial (EGFR). O EGFR
foi identificado por Stanley Cohen aproximadamente hd 50 anos atras e
aprovado para terapia ha relativamente pouco tempo - 6 anos. ©” A
activacdo do EGFR é um dos mecanismos pelo qual se desenvolve
resisténcia a terapia convencional com radioterapia e ou quimioterapia,
tornando-se este um plausivel reforco terapéutico. “® A identificacdo das
alteracbes moleculares que ocorrem durante a carcinogénese permitiu o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Varios agentes anti-
EGFR, incluindo anticorpos monoclonais, inibidores especificos da tirosina-
cinase, imunotoxinas direccionadas ao ligando, oligonucleotideos antisense
tém sido estudados clinicamente. Alguns destes foram aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) como farmacos secundarios em diferentes
tipos de carcinomas. “°

Na primeira categoria de farmacos incluem-se os anticorpos monoclonais,
destacando-se o cetuximab, embora o panitumumab e o trastuzumab sejam
menos téxicos em igual dosagem mas sdo menos imunogénicos e efectivos.
“%) O cetuximab, anticorpo monoclonal dirigido contra o EGFR foi a primeira
molécula alvo aprovada em 2006 pela FDA para o tratamento local de
carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco avancado em
combinacdo com a radioterapia e na primeira linha de tratamento em casos
de recorréncia ou metastases juntamente com quimioterapia baseada em
cis-platinum e 5—fluoruracil. “**” O cetuximab liga-se ao receptor do EGFR e
induz a sua regulacdo, evitando assim qualquer ligagéo posterior ao receptor
e activagcdo dos ligandos. Em ultima andlise, o bloqueio mediado por este
anticorpo monoclonal resulta na inibicdo da proliferacdo celular. “® O
anticorpo monoclonal cetuximab actua também competindo pela ligacdo ao
EGFR e bloqueia a fosforilacdo e activacdo dos receptores associados as
cinases, resultando assim na inibicdo do crescimento celular, inducdo da

apoptose, e uma diminuicdo na producdo de metaloproteinases e factor de



Influéncia do EGFR na carcinogénese oral e no desenvolvimento de terapias alvo

crescimento vascular endotelial. “® Apesar de néo ser directa, a inibicdo da
ligacdo do ligante ao EGFR deixa o dominio extracelular com uma
configuracdo fechada, inibindo assim a formagdo de homodimeros e
heterodimeros. “9

O cetuximab representa uma opcao viavel de tratamento, uma vez que
actua sinergicamente com as restantes modalidades de tratamento,
aumentando o efeito dos farmacos citotbxicos, como o cisplatin
(quimioterapia convencional baseada na platina-fluoruracil) e aumenta a
apoptose induzida pela radioterapia. A radiacdo aumenta a expressdo de
EGFR nas células tumorais e o bloqueio da sua sinalizacao torna as células
mais sensiveis aos efeitos da radiacdo. ®® E importante referir que o
cetuximab ndo aumenta os efeitos toxicos comuns associados a radioterapia
da cabeca e do pescoc¢o, como a mucosite, xerostomia, disfagia, dor, perda
de peso. ®Y

Bonner et al. reportam que a adicdo de cetuximab a radioterapia nos
pacientes com CECCP oral avancado contribui para um aumento do
controlo local da doenca e sobrevida global. “®*% Ainda assim nestes
pacientes a quimioterapia continua a ser o tratamento de eleicdo apesar dos
seus efeitos adversos, como nauseas, vomitos, neutropenia e mucosite
severa que se registam em mais de 50% dos pacientes. “® As guidelines do
tratamento do CECCP em pacientes com recorréncia e metastases
(estadios Il e IV) incluem a quimioterapia baseada na platina como
referéncia terapéutica. Nos pacientes onde a quimioterapia nado esta
indicada, pacientes com mais de 70 anos, uma vez que nesta populagéo a
quimioterapia ndo demonstra um aumento na taxa de sobrevida global, a
adicdo do cetuximab a radioterapia deve ser considerada para aumentar o
tempo de sobrevida e o tempo até ao aparecimento de recorréncia. O
cetuximab em combinacdo com a quimioterapia baseada na platina é
superior & quimioterapia em monoterapia nos pacientes com recorréncia e
metastases. Por sua vez a qualidade de vida n&do foi melhorada, nem

diminuida com a adic&o do cetuximab a radioterapia. “®

Um estudo fase Il realizado em 2006 no Departamento de Medicina da
Universidade do Alabama demonstra que o tratamento loco-regional do
carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescoco realizado com altas

doses de radioterapia juntamente com cetuximab aumenta o controlo loco-
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regional e reduz a mortalidade sem potenciar os efeitos téxicos associados a

radioterapia. ©®”

Resultados de diversos ensaios clinicos estabeleceram a actividade do
cetuximab no tratamento do CECCP. De forma geral os efeitos adversos
associados ao cetuximab sao considerados leves a moderados e
clinicamente ultrapassaveis. O efeito adverso mais comum relacionado com
0 cetuximab é o rash cutadneo envolvendo acne e pustulas, observado em
mais de 70% dos pacientes. O rash cutaneo aparece em zonas ricas em
glandulas sebaceas, como a face, o pesco¢o, 0os ombros, o tronco e
desaparece sem ser necessaria intervencdo farmacoldgica. ®* Embora o
rotulo do cetuximab indique que reaccfes graves de hipersensibilidade
ocorrem em cerca de 3% dos pacientes, taxas mais elevadas tém sido
relatadas em regides geogréficas distintas, como o sul dos Estados Unidos

da Améria, Austrdlia e Sidney. ©%

Muitas destas reacgBes ocorrem
imediatamente de seguida a toma do medicamento, compativel com as
reaccBes mediadas por IgE. ®¥ A hipomagnesémia pode também ocorrer,
estando presente em 5-14% dos pacientes, devido a inibicdo da reabsorgao

do magnésio secundéria ao bloqueio do EGFR. “#”

A segunda categoria de farmacos inclui a inibicdo do dominio de tirosina
cinase do EGFR, usando pequenas moléculas como o gefitinib e o erlotinib.
Estes inibidores tém demonstrado a sua eficacia, o erlotinib no carcinoma do

cancro do pulmao e o lapatinib no carcinoma da mama HER-2 positivo.

Apesar destes agentes ndo inibirem o processo de dimerizacdo eles
conseguem inibir a sinalizacdo ap6s dimerizacdo, uma vez ligados ao
dominio intracelular de tirosina cinase do EGFR inibem a fosforilagdo o que

leva a inibicdo da transducdo do sinal, como demonstrado na figura 3.
(28,34,47)
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Figura 3 — Inibicdo do EGFR pelos anticorpos-monoclonais e pelos inibidores
de tirosina cinase bem como os efeitos celulares e teciduais subsequentes.
Figura adaptada do livro (Bernier J. Head and Neck Cancer. Springer 2011; 294).

Entre os inibidores da tirosina cinase dirigidos ao EGFR e aprovados pela
FDA destacam-se o gefitinib, erlotinib e o lapatinib, moléculas que actuam
como competidores reversiveis, competindo com adenosina trifosfato (ATP)
para o dominio de ligacdo de tirosina cinase do EGFR. A inibicdo da
activacdo do receptor resulta na inibicdo da sinalizacdo e na reducdo da
proliferacdo celular e sobrevivéncia. 2

Algumas destas pequenas moléculas conseguem induzir a formacao de
homodimeros inactivos de EGFR e heterodimeros EGFR/HER2
(ErbB1/ErbB2). Assim, devido a homologia superior a 80% no dominio de
tirosina cinase entre o EGFR (ErbB1) e o HER2 (ErbB2), algumas pequenas
moléculas que competem por ATP conseguem bloquear a actividade
catalitica de ambos os receptores. Estas pequenas moléculas conseguem
ainda bloguear a actividade catalitica dos EGFR mutados e que néo

apresentam dominio extracelular. ”

O gefinitib e o erlotinib s&o inibidores da tirosina cinase através de pequenas
moléculas e podem ser administrados diariamente e por via oral, 0 que ndo

€ possivel com os anticorpos monoclonais, cetuximab e o panitumumab.
(34,46)
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As terapéuticas moleculares de tumores que expressam o EGFR sdo um
método especifico comparativamente com a perda celular generalizada que

@7 Contudo, o

ocorre com as terapéuticas citotdxicas convencionais.
reconhecimento de resisténcia as terapias moleculares nos ensaios clinicos
tem esbatido o entusiasmo inicial relativamente a este tratamento alvo. A
resisténcia adquirida as terapéuticas alvo, nomeadamente anti-EGFR s&o
resultado de varios mecanismos, como as mutacdes presentes e adquiridas
ao longo do tratamento, a activacdo independente de vias de sinalizacéo,
ligagbes com outros receptores de tirosina cinase e a centralizagao de vias
de sinalizagdo, bem como factores ambientais incluindo agentes

inflamatérios e infecgdes virusais. ¥

A resisténcia ao cetuximab tem sido associada a co-expresséo do EGFRuvIII,
uma mutagdo que ocorre como resultado de uma delecdo de exdes 2-7
abrangendo o dominio de ligagdo extracelular. Esta dele¢c&o resulta num
receptor mutado que se liga de forma independente. “* A tirosina cinase
desta forma mutante estd constitutivamente activa mesmo na auséncia do
ligando. Apesar da actividade especifica do EGFRvIIl ser menor do que
gquando o receptor esta activado pelo ligando, essa actividade aparenta ser
suficiente para a malignidade celular. Anticorpos tém sido desenvolvidos
uma vez que a deleccdo do exdo 2-7 se traduz numa sequéncia Unica que
pode ser utilizada para reconhecer células que expressam essa forma
mutada. “? A expressdo do EGFRvIIlI tem sido detectada em 42% dos
pacientes com carcinoma espinho celular da cabeca e do pescoco, e esta
relacionada com o aumento da proliferacdo celular in vitro e o aumento do

crescimento tumoral.

Relativamente aos inibidores de tirosina cinase e ao desenvolvimento de
resisténcias, estes demonstram resultados limitados em pacientes com
CECCP. Tém sido apontados quatro mecanismos que visam explicar a
resisténcia a este grupo farmacologico: mutagdes a nivel do Ras e K-ras,
transicdo epitélio-mesenquima, aumento na regulacdo da Ciclina D1 e

sinalizac&o dominante da via PI3/cinase. ©?

Um estudo realizado no Departamento de Oncologia Humana na
Universidade de Wisconsin pretendeu estudar a inibicdo do EGFR quando
combinado um anticorpo monoclonal e um inibidor da tirosina cinase,

visando assim afectar ambos os dominios extracelular e intracelular deste
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receptor. A inibicdo do EGFR de forma combinada utilizando o cetuximab
mais o erlotinib ou o gefinitib foi potenciada e maior do que quando feita por
cada grupo individualmente. Esta informagdo sugere que apés o
estabelecimento de resisténcia das células ao cetuximab, os inibidores da
tirosina cinase continuam com capacidade de inibir o crescimento de células
tumorais, modulando a sinalizacdo intracelular, que nao foi completamente
conseguida com o bloqueio extracelular. Assim, pode concluir-se que o
tratamento com inibidores do EGFR distintos pode aumentar a poténcia de

inibicdo da sinalizacdo do EGFR. ¥

Apesar do papel critico desempenhado pelo EGFR no desenvolvimento dos
carcinomas espinho-celulares da cabeca e do pescogo, apenas beneficios
clinicos modestos tém sido verificados no controlo loco-regional e

sobrevivéncia dos pacientes tratados com esta terapia alvo EGFR. ©?

14 - Conclusdes e Perspectivas Futuras

Em virtude de todos os factos mencionados anteriormente, pode concluir-se
gue o estudo do cancro oral é bastante abrangente e desafiante. Apesar dos
avancos nas técnicas cirargicas o prognéstico dos pacientes com carcinoma
espinho-celular da cabeca e do pescoc¢o continua mau. De uma forma geral,
tendo em conta os factores de risco e as suas implicagbes no
desenvolvimento do carcinoma espinho-celular da cabeca e do pescogo
pode afirmar-se que um dos principais objectivos é a consciencializagdo por
parte dos pacientes e dos profissionais de saude do papel desempenhado
pelos factores de risco, sinais e sintomas. Na impossibilidade de reduzir os
factores de risco, como o tabaco e o &lcool e de agir de forma preventiva, o
diagnostico deve ser feito o mais precocemente possivel. Relativamente aos
factores de risco, a cessacéo tabagica e de consumo de &lcool ndo pode ser
desvalorizada, uma vez que estes sdo factores essenciais no

desenvolvimento primario e também secundario desta patologia.
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Os profissionais de saude, e particularmente os Médicos Dentistas
desempenham um papel determinante no diagnostico do cancro oral. Um
exame completo da cavidade oral e da orofaringe deve ser pratica comum
em todos os pacientes, tendo o Médico Dentista a obrigagdo de adoptar o
chamado exame oportunista. Assim que esta pratica se adquire, €
facilmente exequivel, ndo tomando muito tempo de consulta, mas é de
extrema importancia. Neste exame, sdo fundamentais, a observacdo
detalhada de todas as estruturas e tecidos e a palpagédo. Se detectarmos
uma lesdo suspeita que apoOs observacdo e remoc¢do dos factores que
podem estar na sua etiologia ndo cicatriza, deve ser feita de imediato uma
bi6psia e enviada para a anatomia patolégica. Obtido o resultado daquele
exame o paciente deve ser, imediatamente, encaminhado para um Médico

especialista.

A radioterapia, cirurgia e a quimioterapia tém sido referéncias terapéuticas
no que concerne ao tratamento dos carcinomas espinho-celulares da
cabeca e do pescoco. Presentemente num esforco para alcangar maior
eficdcia, reduzir a toxicidade e prevenir a resisténcia a essas terapias,
combinagfes de terapias convencionais e terapias alvo tem sido o principal

foco da investigacao terapéutica.

E fundamental referir que varios marcadores moleculares da doenca foram
encontrados e estdo activamente validados, como a infecgéo por HPV e o
EGFR. Estes sdo alguns dos principais candidatos para o desenvolvimento
de novos diagndésticos e novas estratégias terapéuticas. Relativamente a
positividade do HPV no carcinoma espinho celular da cabeca e do pescoco
este confere um prognostico favoravel em termos de sensibilizacdo a
radioterapia, recorréncia e mortalidade global. Pode-se concluir que o HPV é
um marcador viavel que pode ser usado no diagndstico, mas assumindo
ainda maior importancia para estratificar os pacientes de risco e ajudar
directamente a escolha da melhor terapéutica baseada no comportamento
da doenca e prognostico. Correntemente, este é o marcador molecular de
diagnostico e prognostico mais valido e robusto no carcinoma espinho-
celular da cabeca e do pescoco. Tomando em consideragéo que o principal
objectivo deste trabalho era compreender a influéncia do EGFR na
carcinogénese oral e no desenvolvimento de terapias alvo, este biomarcador

apresenta-se bastante promissor e € um indicador de progndéstico negativo.
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A compreensdo da sua biologia molecular levou ao aparecimento de
terapias alvo significantes como os anticorpos monoclonais (cetuximab) e os
inibidores de tirosina cinase. Ainda assim, até agora s6 o cetuximab foi
aprovado pela FDA para duas situagc@es clinicas especificas, como agente

sensibilizante a radioterapia em pacientes que estdo a fazer radioterapia

pela primeira vez e, para pacientes com recorréncia e metastases.

Contudo, é clara a necessidade de optimizacdo da sua utilizacdo uma vez
que como agente Unico a sua eficacia para além de promissora, é limitada.
Existem algumas dificuldades a ultrapassar, como a realizacdo de estudos
mais precisos, nomeadamente na selec¢cdo dos pacientes, uma vez que
ainda nao foi possivel quantificar o nivel de EGFR expresso necessario para
que se verifique resposta clinica positiva a estas terapias. Os ensaios fase |l
sdo conduzidos em pacientes com doenca loco-regional avancada e
recorréncia/metastases o que levanta uma série de limitagcdes, uma vez que
estes pacientes ja fizeram tratamento prévio com quimioterapia, radioterapia
e cirurgia, e muitas vezes € desenvolvida resisténcia e o tumor n&o
responde com a mesma eficacia a estes novos agentes testados. E
imperativo que a terapia alvo seja estudada como primeira abordagem
terapéutica para que se verifigue uma melhor resposta clinica. Assim,
independentemente do nivel de expressao do EGFR, as principais vias de
sinalizacdo podem também estar activadas por outros receptores,
influenciando a resposta terapéutica. Constata-se a necessidade urgente de
fazer uma reavaliacdo do valor preditivo dos modelos pré-clinicos
actualmente utilizados e projectos de novos estudos, em que a disparidade
dos modelos pré-clinicos ndo seja tdo acentuada relativamente a clinica.
Outro dos desafios inerentes € determinar as populacdes de pacientes em
que esta terapéutica trara maior beneficio, para justificar o custo elevado
destes novos farmacos. Quando todas as questdes relativamente as
investigacdes clinicas e a populacdo alvo estiverem ultrapassadas € que se
ficara a conhecer o verdadeiro potencial destes marcadores biol6gicos como
ferramentas no diagnoéstico molecular e potencial clinico no carcinoma

espinho-celular da cabeca e do pescoco.

O desenvolvimento futuro destes novos agentes biol6gicos terapéuticos
dever-se-a focar na busca da inibicdo de varios alvos simultaneamente,

como os inibidores da tirosina cinase, ou na combinacdo de diferentes
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agentes que actuem em vias de sinalizacdo distintas com vista a evitar a
fuga das células tumorais por mecanismos alternativos, levando a um maior
controlo da doenca. O aparecimento de novas tecnologias de imagem
juntamente com tecnologias proteémicas seriam bastante Uteis na deteccao
tumoral precoce, para se conseguirem diagnosticar e eliminar os tumores
antes de estes obterem capacidade de sobrevivéncia e conseguirem resistir
a terapia.

Para finalizar, o desafio maior ja foi positivamente atingido, uma série de
carcinomas avancados demonstraram respostas objectivas a monoterapia
com uma variedade de agentes anti-EGFR, contudo ainda surgem
constantemente respostas variaveis em diversos ensaios clinicos. E
necessario optimizar os ensaios clinicos, a sua transposi¢ao clinica e fazer o
paralelo com o0 que ja se verifica para outros tipos de cancro,
nomeadamente o cancro da mama. O Ultimo e principal objectivo sera
atingido quando a utilizacdo destes agentes terapéuticos com base nas
terapias moleculares trouxerem resultados positivos ao panorama clinico
diario, especialmente quando conseguirem melhorar a deteccdo e o

diagndstico destas lesGes 0 mais precocemente possivel.
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