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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O fator de crescimento epidermal (EGFR) é uma importante proteína da 

família ErbB cuja ativação leva à sinalização de vias intracelulares como RAS/RAF/ERK e 

PI3CA/AKT que atuam diretamente na proliferação e sobrevivência celular. A 

superexpressão do EGFR é comum em tumores sólidos, incluindo colorretal, pulmão, 

gliomas e tumores de cabeça e pescoço. Devido à importância da superexpressão nos 

desenvolvimento tumoral, vários fármacos foram desenvolvidos para o tratamento 

oncológico. O cetuximabe é um anticorpo monoclonal anti-EGFR, aprovado para o 

tratamento de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (CCECP) 

e colorretal metastático (CCRm). Em pacientes com CCRm, a resposta está associada ao 

status mutacional do gene KRAS para pacientes com CCECP não existem biomarcadores de 

resposta ao cetuximabe, impossibilitando a seleção de pacientes que melhor se beneficiarão 

deste agente. Nos últimos anos, uma nova geração de inibidores de EGFR nomeadamente 

inibidores de largo espectro (pan-ErbB) e de forma irreversível, como afatinib e allitinib, 

demonstraram efetiva ação antineoplasica em modelos pré-clínicos, no entanto, são ainda 

desconhecidos os biomarcadores de resposta destas terapias. OBJETIVOS: Neste estudo 

pretendemos: i) identificar biomarcadores de resistência ao cetuximabe em linhagens 

celulares de CCECP; ii) avaliar e comparar o efeito antineoplásico dos novos inibidores, 

afatinib e allitinib com cetuximabe, em linhagens celulares de CCECP e; iii) avaliar o efeito do 

allitinib em um  extenso painel de linhagens tumorais para identificar potenciais 

biomarcadores de resposta a esta nova terapia.  MÉTODOS: Foi constituído um modelo de 

resistência ao cetuximabe  com a linhagem Fadu. As alterações genéticas entre a linhagem 

parental e resistente foram analisadas através de sequenciamento completo do exoma 

seguida da análise da expressão gênica das linhagens. A comparação entre o efeito do 

cetuximabe, afatinib e allatinib, foi avaliada em um painel de 9 linhagens de CCECP e o 

silenciamento do gene AKT1 foi realizado na linhagem resistente aos inibidores irreversíveis. 

Adicionalmente, o potencial terapêutico do allitinib foi avaliado em um painel de 76 

diferentes linhagens celulares tumorais e a citotoxicidade foi comparada com o perfil de 

mutações dos genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS e PIK3CA e PTEN. Na linhagem de câncer de 

pulmão H292, foi realizada a clonagem estável de KRAS selvagem e  mutantes KRAS-G12D e 



 

KRAS-G12S.  RESULTADOS: O modelo de resistência foi estabelecido após 7 meses, e 

posteriormente validado, sendo a linhagem parental Fadu comparada a linhagem resistente 

FADU-C10.  Foi detectado um conjunto de mutações em genes com importantes funções 

biológicas. A análise de expressão revelou ativação de vias como EGFR, MAPK, mTOR na 

linhagem resistente. Os testes com afatinib e principalmente com allitinib revelaram 

eficientes taxas de resposta citotóxica no painel de linhagens de CCECP, e observamos que a 

ativação de AKT se associava a um fenótipo de resistência. Para validar estes achados, 

ensaios de inibição da expressão de AKT1, evidenciaram a restauração da sensibilidade aos 

inibidores irreversíveis. Por último, como o efeito do allitinib está pouco esclarecido, 

realizamos uma ampla análise de citotoxicidade em 76 linhagens celulares tumorais, 

representando 11 tipos tumorais, que evidenciou uma resposta efetiva para os tipos 

tumorais de  cabeça e pescoço, esôfago, melanoma e pulmão. Ainda, verificamos que o 

fenótipo de resistência ao allitinib foi associado à presença de  mutações no gene KRAS. Para 

validar estes resultados, a linhagem H292 (KRAS selvagem) foi transfectada com as mutações 

(G12D e G12S) que induziu a transformação de um fenótipo resistente ao allitinib.  

CONCLUSÃO: A resistência ao cetuximabe desenvolvida em linhagens de CCECP, representa 

uma ferramenta importante para a identificação de biomarcadores para medicina de 

precisão  nestes pacientes, Os resultados preliminares destes trabalho sugere que vias de 

sinalização intracelulares estão associadas a essa resistência, antevendo que a combinação 

terapêutica seja a estratégia interessante para esta doença. Em linhagens de cabeça e 

pescoço observamos que os inibidores irreversíveis se destacaram, quando comparados ao 

cetuximabe, tendo como biomarcador de resposta a ativação de AKT. Finalmente, 

concluímos que o inibidor allitinib apresenta bons resultados nas linhagens tumorais de 

cabeça e pescoço, esôfago e melanoma e que as mutações em KRAS são preditoras de 

resposta a este novo inibidor. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cetuximabe; Resistência a Medicamentos; Neoplasias de Cabeça e 

Pescoço; Receptores Proteína Tirosina Quinases; Inibidores de Proteínas Quinases.  

  



 

 

ABSTRACT  

 

INTRODUCTION: The epidermal growth factor receptor (EGFR) is member of the ErbB family 

that upon activation leads to stimulation of intracellular signaling pathways such as 

RAS/RAF/ERK and PI3CA/AKT leading to cell proliferation and survival. EGFR overexpression 

is common in solid tumors, including colorectal, lung, glioma and head and neck. Several 

EGFR inhibitors have been developed for cancer treatment. Cetuximab is an anti-EGFR 

monoclonal antibody approved for the treatment of head and neck squamous cell carcinoma 

(HNSCC) and  metastatic colorectal (mCRC) patients. Cetuximab response is associated with 

the KRAS mutational status in mCRC patients. In HNSCC patients, no biomarker of cetuximab 

response is known and used for the selection of patients. Recently, a new generation of 

EGFR inhibitors (pan-ErbB) with irreversible action, such as afatinib and allitinib, 

demonstrate effective antineoplastic activity in preclinical models, however, the biomarkers 

of response are currently unknown. AIM: The aim of our study was:  i) to identify cetuximab 

resistance biomarkers in HNSCC;  ii) to evaluate and compare the antineoplastic effects of 

new inhibitors, afatinib and allitinib with cetuximab in HNSCC cell lines and; iii) to evaluate 

the effect of allitinib in an extensive panel of tumor cell lines to identify potential biomarkers 

response to this new therapy. METHODS: We created a cetuximab resistant model with 

FADU cell line. Genetic changes between the parental and resistant cell lines  were 

determined by whole exome sequencing and gene expression microarray. Comparative 

studies of cetuximab, afatinib and allitinib were conducted in a panel of 9 HNSCC cell lines 

and AKT1 gene silencing was performed on the resistant cell line HN13. Additionally, the 

therapeutic potential of allitinib was evaluated in a panel of 76 different tumor cell lines and 

cytotoxicity was compared to the mutational profile of the genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS 

and PIK3CA and PTEN. The lung cancer-derived cell line H292 was used to generate KRAS 

(p.G12D and p.G12S) mutant and wild type cell line. RESULTS: The cetuximab resistant 

model was established after 7 months and validated. Fadu parental  and resistant cell line 

Fadu-C10 were compared. Were indentified a set of mutations in genes with important 

biological functions. Expression analysis revealed activation pathways such as EGFR, MAPK, 

mTOR in the resistant cell line. Cytotoxicity analyses of afatinib and especially allitinib proved 

high levels of cytotoxic response in HNSCC cell lines, and the AKT activation was associated 



 

with a phenotype of resistance. To validate these findings, Akt1 inhibition assays showed 

restoration of sensitivity to the irreversible inhibitors. Finally, we conducted a 

comprehensive analysis of allitinib cytotoxicity in 76 tumor cell lines, representing 11 tumor 

types, which showed an effective response to the head and neck, esophagus, lung and 

melanoma tumor types. We find that the allitinib resistant phenotype was associated with 

presence of KRAS mutations. To validate these results, H292 (KRAS wild-type) was 

transfected with the mutations (G12S, and G12D) that showed a resistant phenotype to 

allitinib. CONCLUSION: The present cetuximab resistant model developed in HNSCC cell lines 

is an important tool for the identification of biomarkers for these patients. Preliminary 

result, suggest that intracellular signaling pathways are associated with this resistance, 

envisioning that combination therapy could be an interesting strategy for this disease. In 

HNSCC cell lines we observed that the irreversible inhibitors are more effective when 

compared to cetuximab. Also, AKT activation is a biomarker to allitinib response. Finally, we 

conclude that the allitinib exhibit good results in tumor cell lines of head and neck, 

esophagus and melanoma and that KRAS mutations are predictive biomarkers of response to 

this new inhibitor. 

 

KEYWORDS: Cetuximab; Drug Resistance; Head and neck squamous cell carcinoma; 

Receptor tyrosine kinase; protein kinase inhibitor. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Câncer  
  

De acordo com a organização mundial de saúde (OMS), o câncer é um extenso grupo 

de desordens malignas com características neoplásicas. Em definição, estas anormalidades 

são caracterizadas pelo rápido crescimento celular e a capacidade de invadir outros órgãos 

diferentes de sua origem primária. Segundo as estimativas do GLOBOCAN 2012, foram 

estimados 14 milhões de novos casos de câncer no mundo e 8.2 milhões de mortes 

ocasionados pela doença no ano de 2012. 

 

 

Figura 1 - Incidência de novos casos de câncer e mortalidade no ano de 2012. 

À direita distribuição de incidência de novos casos e esquerda mortalidade por câncer no 

mundo para cada 100.000 indivíduos de todas as idades e ambos os sexos (excluindo câncer 

de pele não melanoma)1, 2.  

  

Segundo as estimativas da base nacional do INCA, no Brasil, a distribuição 

proporcional dos cinco tipos de câncer mais incidentes por 100 mil habitantes estimados 

para 2016 em homens serão de 61.200 casos de câncer de próstata, 17.330 casos de câncer 

de traqueia, brônquio e pulmão, 16.660 casos de câncer colorretal, 7.950 casos de câncer de 

esôfago e 11.140 casos de câncer da cavidade oral. Para mulheres os 5 tipos de câncer mais 

incidentes serão de 57.960 novos casos de câncer de mama, 17.620 casos de câncer 

colorretal, 6.950 casos de câncer de colo de útero, 10.890 casos de câncer de traqueia, 

brônquio e pulmão e 7.600 novos casos de câncer de estômago3. 
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Entre os mecanismos moleculares envolvidos na transformação neoplásica nas 

células deste tecido, destacamos danos ao DNA que geram células com capacidade clonal. 

Estas alterações no DNA são precursoras da malignidade do tecido e progressão de outras 

alterações genéticas4. Os avanços tecnológicos e científicos no último quarto de século 

revelaram detalhes do genoma do câncer de forma abrangente e individual5. Depois dos 

grandes avanços moleculares da última década, um raciocínio lógico sobre as capacidades 

adquiridas das células neoplásicas ficaram conhecidos como os marcadores do câncer6 Estes 

eventos consistem na autossuficiência da sinalização de proliferação; insensibilidade a 

fatores antiproliferativos; escape dos mecanismos apoptóticos; ilimitado potencial 

replicativo e, por final, prevalência dos mecanismos angiogênicos6. Mais recentemente, 

outros 2 elementos foram incluídos como chave das capacidades adaptativas das células 

tumorais. O primeiro se refere à capacidade de modulação e reprogramação do 

metabolismo celular e o segundo, ao escape da proteção imunológica (Figura 2)7.  

 

 

Figura 2 - Capacidades adquiridas das células neoplásicas (Adaptada de Hanahan, 2012). 

 

A capacidade adquirida do aumento na sinalização proliferativa pode ocorrer devido 

à produção autócrina de fatores de crescimento, responsáveis por desencadear a 

proliferação celular, ou estimular células estromáticas normais a produzirem fatores de 
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crescimento utilizados em benefício da célula neoplásica8.  Concomitante a esta estimulação, 

os receptores de superfície, responsáveis pela estimulação das vias intracelulares, também 

se encontram desregulados devido a alterações estruturais como no caso dos receptores 

tirosina quinases7.   

1.2  Câncer de cabeça e pescoço 
 

 

O termo “câncer de cabeça e pescoço” é uma forma coletiva de se referir a uma 

variedade de tumores malignos com localizações anatômicas e topográficas bem definidas, 

que acometem o trato aerodigestivo superior, sendo considerado pela OMS o 6º tipo 

tumoral mais comum no mundo, com uma incidência global de aproximadamente 600.000 

novos casos por ano, e uma taxa de mortalidade anual de aproximadamente 300.000 casos 9, 

10.  

No Brasil, este tipo tumoral ocupa o 5º lugar em homens. As estimativas apontam o 

surgimento de 11.140 novos casos em homens e 4.350 em mulheres no ano de 2016.  A 

elevada taxa de mortalidade faz desta neoplasia um significante problema de saúde publica. 

Geralmente, os pacientes portadores de CCECP tem uma taxa de sobrevida de 50% em cinco 

anos após diagnóstico11.  

O tipo histológico mais frequente é o carcinoma de células escamosas (CCECP), que 

compreende cerca de 90% dos casos12. O diagnóstico baseia-se na avaliação física dos 

sintomas em conjunto com exames laboratoriais, que são de extrema importância na 

conduta terapêutica13. A abordagem multidisciplinar terapêutica depende de alguns fatores 

como, sítio primário, estágio da doença e preservação do órgão atingido. Ambos os critérios 

são baseados em diretrizes internacionais como ECOG (Eastern Cooperative Oncology 

Group), que avaliam o impacto da doença e do tratamento nas habilidades do paciente13.  

Pacientes classificados em estágios iniciais da doença (I e II) são potencialmente tratados 

com cirurgia ou radiação, entretanto, pacientes em estágios avançados (III e IV) requerem 

uma elaborada multimodalidade terapêutica que consiste na combinação entre cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia13. Embora observamos um avanço nas condutas terapêuticas 

dos pacientes portadores de CCECP, a taxa de recorrência local da doença é de 

aproximadamente 20-30%. Medidas preventivas para controlar a recorrência local ou à 

distância, envolvem a ressecção do tumor primário e linfonodos cervicais que podem 



4 

 

 

impactar de forma direta na qualidade de vida dos pacientes, causando consequências 

estéticas2. O principal tratamento de pacientes com CCECP consiste na combinação de 

agentes quimioterápicos associados à radioterapia. A dupla quimioterapia de indução, 

baseada em platina e taxanos representa o  tratamento padrão para CCECP localmente 

avançado. Além disso, o esquema TFP (docetaxel, cisplatina e 5-fluoruracil) vem sendo 

testado em ensaios clínicos como abordagem neoadjuvante e apresentando resultados 

consideráveis2, 14.  A associação com cetuximabe possui ação direta contra o receptor de 

crescimento epidérmico (EGFR), com menor toxicidade e eficácia comprovada, e tem 

demonstrado benefícios na sobrevida global (49 meses), quando comparados ao grupo 

tratado apenas com radioterapia (29,3 meses) 15. Os mecanismos de ação e benefícios da 

utilização do cetuximabe serão abordados de forma específica ao longo deste trabalho.  

O uso de tabaco, ingestão de álcool e infecções virais, especialmente com papiloma 

vírus humano (HPV) subtipos 16 e 18,  são os fatores de risco mais comuns no 

desenvolvimento do CCECP, sendo o HPV encontrado em 23-55% das biópsias.  Indivíduos 

fumantes tem o risco aumentado (5 - 25 %) de desenvolverem CCECP16, e  a associação com 

o consumo de álcool pode atuar sinergicamente aumentando os efeitos causado pelo 

tabagismo17 . 

HPV tem sido reportado como o principal agente no desenvolvimento do câncer de 

orofaringe, detectado em 45-90% das biópsias, com a prevalência do subtipo HPV-16. 

Recentemente, uma integrada e completa análise genômica de pacientes portadores de 

CCECP  mostrou que, dos 33 pacientes com câncer de orofaringe, 64% (21/33) foram 

positivos para HPV, além de classificá-los quanto a diferentes alterações moleculares. Entre 

as alterações foram destacadas a perda de expressão do gene TRAF3 (receptor de TNF 

associado ao fator 3), mutações ativantes no gene PIK3CA e amplificação do E2F1 (fator de 

transcrição1 E2F) que importantemente podem auxiliar na tomada de decisão da conduta 

terapêutica do paciente 18.  

As alterações moleculares responsáveis pela transformação neoplásica nos CCECP 

têm sido exploradas na ultima década, sendo o EGFR a principal molécula envolvida neste 

processo, a qual se encontra superexpresso em mais de 90% dos pacientes19, além de estar 

associada a um pior prognóstico20. Diante deste cenário, o EGFR se tornou um promissor 

alvo terapêutico para os CCECP e outros tumores sólidos com expressão aumentada deste 
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gene,  que codifica uma proteína de mesmo nome, e que faz parte de uma família de 

receptores de membrana chamados de receptores tirosina quinases (RTK). 

1.2  Receptores tirosina quinases (RTK) 

 

A comunicação celular é mediada por alguns mecanismos, como a secreção de moléculas 

específicas, proteínas sinalizadoras ou até mesmo pela comunicação célula-célula21. Todos 

estes processos são realizados com o objetivo de controlar ações isoladas de um grupo de 

células, ou até mesmo de todo o órgão. Os receptores tirosina quinases (RTKs) são moléculas 

presentes na superfície das células e correspondem a uma família de proteínas altamente 

conservadas no processo evolutivo, descritas como chave regulatória de processos celulares 

como proliferação, migração e ciclo celular 22, 23. Até o momento, foram isolados 58 tipos 

diferentes de receptores tirosina quinase, que se assemelham estruturalmente nos humanos 

e são classificados em 20 grandes famílias. Estes receptores possuem uma estrutura básica, 

onde se destacada um domínio N-terminal na região extramembrana, com alta afinidade a 

ligantes específicos; uma simples hélice de ancoragem transmembranica e, por final, uma 

região intracelular que possuem resíduos tirosina quinases na porção C-terminal da proteína 

(Figura 3) 24. 

 

Figura 3 - Receptores tirosina quinase.  

Esquema representativo dos 58 tipos diferentes de receptores tirosina quinase, classificados em 20 

famílias. Ancorados na membrana, estes receptores se assemelham estruturalmente mantendo-se 
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bem conservado ao longo da evolução e desempenham um papel fundamental na manutenção e 

controle do ciclo celular24 

Ancorados na membrana citoplasmática, todos os RTK se encontram na forma de 

monômeros, ou seja, individualizados. Entretanto, existe uma exceção, no qual o receptor de 

insulina já se encontra no estado dimerizado e inativo25. A dimerização destes receptores 

acontece por meio da estimulação de ligantes específicos, capazes de alterar o estado 

conformacional da proteína receptora, além de autofosforilar os resíduos intracelulares. 

Estes resíduos ativam uma cascata de sinalização de proteínas quinases intracelulares 

responsáveis por importantes processos biológicos, entre eles, a proliferação celular 26.  

1.3 Família ErbB 

 

A família ErbB de proteínas tirosina quinases é composta por quatro membros que 

incluem o EGFR (Epidermal growth factor receptor), ErbB2/Neu/Her, ErbB3/Her3 e 

ErbB4/Her4. A região extracelular dos receptores desta família apresenta quatro domínios, 

sendo que os domínios I e III possuem aproximadamente 160 aminoácidos e os domínios II 

e IV são regiões ricas em cisteínas, constituídas por aproximadamente 150 aminoácidos.  A 

dimerização de receptores ErbB é inteiramente mediada pelo ligante e provoca 

simultaneamente a ligação do receptor em dois locais (domínio I e domínio III ) dentro da 

mesma molécula. Este fato promove mudanças conformacionais no receptor que libera a 

região do domínio II, anteriormente bloqueada, promovendo a dimerização de dois 

receptores na membrana citoplasmática (Figura 4)27.  

 

Figura 4 - Dimerização do EGFR.  
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O estímulo de um ligante específico ativa o receptor através de mudanças conformacionais em sua 

estrutura, permitindo a ligação e ativação desta proteína. 

 

A ativação dos receptores da família ErbB é modulada pela produção, secreção e ligação 

de proteínas ligantes naturais (Tabela 1), que induzem a ativação de quinases intrínsecas. 

Esta ligação mediada por ligantes tais como: anfiregulinas (AR), betacelulina (BTC), fator de 

crescimento epidermal (EGF), epiregulina (EPR), neuroregulina (NEU1-4), EGF ligado à 

heparina (HB-EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF-alfa) e epigenina28, 29.  Este 

mecanismo de fosforilação pode recrutar proteínas adaptadoras específicas levando a 

modulação de vias intracelulares30.  

Os quatro receptores membros desta família podem formar 10 possíveis combinações de 

dímeros, sendo 4 homodímeros e 6 heterodímero. Cada combinação formada de receptores 

tem afinidade específica nos sinalizadores efetivos de vias intracelulares31. De acordo com 

um estudo realizado com linhagens celulares, transfectadas com diferentes combinações 

heterodímicas dos receptores da família ErbB, existem algumas combinações que favorecem 

o aumento da proliferação celular, como no caso das combinações entre ErbB1/ErbB2, 

ErbB2/ErbB e ErbB1/ErbB332.  

 

Tabela 1 - Receptores e ligantes da família ErbB. 

Receptor Ligantes 

EGFR EGF, HB-EGF, AREG, TGFα, BCT e ERG 

ErbB2 nenhum 

ErbB3 Neu 1, Neu 2 

ErbB4 Neu 3, Neu 4 e HB-EGF 

EGF: fator de crescimento endotelial; HB-EGF - fator ligante de heparina semelhante ao EGF; AREG- 

aregulina; BCT – betacelulina; NEU – neuroregulina. 
 

Devido à diversidade de combinações e a íntima associação com regulações de vias 

intracelulares, o fenótipo celular pode ser influenciado pela diferença de expressão destes 

receptores, como acontece nas células neoplásicas de mama na qual encontramos uma 

expressão alterada de ErbB2, que possui configurações estruturalmente favoráveis que 

expõem suas regiões de dimerização. O gene ErBB2, neste caso, assume o  papel de um  

oncogene, quando ocorrem alterações de expressão causadas por amplificação 33.  
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A heterodimerização ErbB1/ErbB2, foi alvo de vários estudos na última década, que 

comprovaram o papel cooperativo destes receptores na tumorigênese. Estes estudos 

demonstraram um mecanismo de desligamento dos receptores após estimulação e 

dimerização, seguida da  endocitose do receptor EGFR por vesículas mediadas por clatrina34, 

35. A taxa de endocitose dos outros membros da família ErbB é baixa, em contrapartida, as 

taxas de reciclagem e nova ancoragem citoplasmática são maiores quando comparadas ao 

EGFR. Sendo assim, estes estudos observaram uma redução das taxas de endocitose e 

degradação e aumento da reciclagem de ErbB1 na associação ErbB1/ErbB235, 36.  

1.4 Ativação do receptor ErbB1 (EGFR) 
 

O gene EGFR está localizado no cromossomo 7 e codifica uma proteína madura que 

possui 170 kDa, formada por 1186 aminoácidos. O domínio intracelular do EGFR contém um 

resíduo de serina (Ser-1142), um resíduo de trionina (Thr-654) e um total de sete resíduos de 

tirosina (Try-845, 992, 1045, 1068, 1086, 1148, 1173). Estes resíduos de tirosina podem ser 

fosforilados de acordo com o estímulo indutor37. O domínio intracelular do EGFR pode ativar 

várias vias intracelulares incluindo PI3K, MAPK, STAT e AKT (Figura 5). Detalhadamente, o 

EGFR ativa PI3KCA com o auxílio de uma proteína adaptadora chamada GRB2, que recruta 

outro adaptador chave conhecido como GAB1, sendo que ambas as proteínas são capazes 

de ativar a cascata de sinalização mediada pela ativação de PI3KCA. Diferentemente, o 

receptor ErbB2 pode ativar a via MAPK, com auxílio da proteína adaptadora GRB2, SHC1, 

DOK-R e CRK37. Além disso, a fosforilação de EGFR pode ativar um grupo de proteínas da 

família Src que atuam como proteínas oncogênicas, podendo desencadear um aumento da 

proliferação celular através da ativação da via das MAPK38.  

A via intracelular STAT é constituída por proteínas que atuam como fatores de transcrição 

de genes alvos e codificam proteínas envolvidas em eventos de proliferação, diferenciação e 

sobrevivência como as ciclinas D1-D3 e a proteína p27. Os eventos descritos acima sofrem a 

influência da fosforilação de EGFR39.  O papel desempenhado pela ativação da via JAK 

mediada pela fosforilação de EGFR está vinculada a um maior recrutamento e uma ativação 

preferencial do braço de sinalização intracelular das proteínas da família STAT. Este fato foi 

comprovado experimentalmente in vitro, quando se inibiu a via JAK e notou-se a redução 

parcial da ativação de STAT em linhagens tumorais de mama40. 
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Figura 5 - Ativação dos receptores da família ErbB.  
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translocação nuclear do EGFR. Todas estas alterações levam à superexpressão ou ativação 

constitutiva das vias de sinalização mediadas pelo EGFR.  

1.5.1 Fatores parácrinos/autócrinos 

 

A transformação neoplásica de um tecido pode ser mediada por mecanismos autócrinos 

e/ou parácrinos dos ligantes específicos de EGFR, proporcionando o aumento da 

proliferação celular, sobrevivência, angiogênese, invasão e metástase. Em pacientes 

portadores de CCECP, a expressão de EGFR detectada por imunohistoquímica, pode variar 

de 43-100% dos casos44. Esta discrepância entre as taxas de expressão pode ser resultado da 

variedade de anticorpos, fixadores, tempo de armazenamento da amostra e, por final, 

variações da técnica. No entanto, o papel biológico da superexpressão de EGFR em CCECP é 

inquestionavelmente significativo. Curiosamente, uma recente meta-análise avaliou o papel 

prognóstico da expressão de EGFR e encontrou uma correlação com a redução da sobrevida 

global destes pacientes52.  

A superexpressão de EGFR, juntamente com a expressão endócrina dos seus respectivos 

ligantes, promove múltiplas vantagens que contribuem para a proliferação celular, 

sobrevivência, angiogênese, invasão e metástase53. Uma década atrás, foi comprovado  que 

a co-expressão de EGFR com seus ligantes no microambiente tumoral poderia exercer um 

importante papel na carcinogênese e progressão nos pacientes com CCECP54. Atualmente, 

uma abordagem do Cancer Genome Atlas (TCGA) permitiu avaliar a expressão dos ligantes 

da família ErbB18 (Tabela 2).  Os níveis de mRNA dos ligantes HRG, NRG4 e NRG1, estão 

superexpressos em 15, 7 e 6% dos casos, respectivamente, ao passo que os níveis de 

expressão dos ligantes EGF, AREG, NRG3, HBEGF e EREG foram detectados em 4% dos casos. 

A família de genes TNF, embora tenha baixos níveis de expressão neste tipo tumoral 

(2%), foi associada a um aumento da proliferação em linhagens de CCECP55, além disso, 

pacientes com aumento da expressão de TNF apresentaram uma sobrevida global de 12,98 

meses, em comparação a 21,85 meses dos pacientes com a expressão normal (Tabela 2).  

A superexpressão do ligante anfirregulina (AREG) está associada a um risco aumentado 

de desenvolver câncer de mama56, pulmão, colorretal, ovário e próstata57. Nos pacientes 

portadores de CCECP, a expressão de AREG foi detectada em 4% (12/279) dos pacientes e 

associada a uma sobrevida global média de 28,29 meses em comparação com 21,75 meses 
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para os pacientes com expressão normal (Tabela 2). O fator de crescimento epidérmico 

ligado à heparina (HBEGF) é um EGF produzido principalmente pelos macrófagos e 

monócitos58.  Alguns estudos têm associado a expressão de HBEGF com o desenvolvimento 

de tumores sólidos com fenótipos agressivos e mecanismos metastáticos em carcinomas de 

mama59, 60. O HBEGF é regulado positivamente em tumores de mama, ovário, gástricos, 

melanoma e pâncreas61-63. Em pacientes portadores de CCECP, a expressão HBEGF está 

alterada em 4% (11/279) dos casos (Tabela 2). A Heregulina (HRG) é o ligante mais expresso 

nestes pacientes, representado por 15% (46/279) dos casos (Tabela 2). Embora não 

significativo, os pacientes com superexpressão de HRG possuem uma maior sobrevida global 

(42,32 meses) em comparação com pacientes com níveis normais de expressão (21,85 

meses) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Expressão dos ligantes da família ErbB em pacientes com CCECP.  

Ligantes da 

família ErbB 

% (n/279) 

Expressão 

(mRNA) 

Total de 

casos (n) 
Mortes (n) 

Sobrevida 

media (meses) 

Teste de 

Logrank 

 p-valor 

TNF mRNA (+) 3 1 12,98  

 2% (5/279) mRNA (-) 156 68 21,85 0,461 

     

 

EGF mRNA (+) 7 2 n.a.  

4% (12/279) mRNA (-) 152 67 21.49 0,441 

     

 

HBEGF mRNA (+) 6 0 n.a.  

4% (12/279) mRNA (-) 153 69 21,75 0,276 

     

 

AREG mRNA (+) 11 4 28,29  

4% (12/279) mRNA (-) 148 65 21,75 0,778 

     

 

EREG mRNA (+) 8 5 13,04  

4% (12/279) mRNA (-) 151 64 26,41 0,020 

     

 

HRG mRNA (+) 26 13 42,32  

15% (41/279) mRNA (-) 133 56 21,85 0,349 

     

 

NRG1 mRNA (+) 10 3 19,19  

6% (17/279) mRNA (-) 149 6 21,85 0,841 

     

 

NRG2 mRNA (+) 3 2 18,00  

2% (5/279) mRNA (-) 156 67 26,41 0,652 

     

 

NRG3 mRNA (+) 8 2 52,27  

4% (12/279) mRNA (-) 151 67 20,50 0,163 



12 

 

 

     

 

NRG4 mRNA (+) 12 7 10,97  

 7% (20/279) mRNA (-) 147 62 21,85 0,118 

mRNA : RNA mensageiro ;  ( + ) superexpressão; ( - ) sem alterações na expressão; TNF: Fator de 

necrose tumoral; EGF: Fator de crescimento tumoral; HBEGF: EGFR ligado a heparina; AREG: 

anfirregulina;  EREG: epiregulina; HRG: heregulina; NRG1: neuregulina 1; NRG2: neuregulina 2; 

NRG3: neuregulina 3 and NRG4: neuregulina 4; n.a: não avaliado.                        

1.5.2 Amplificação do gene EGFR 

 

A amplificação gênica do EGFR desempenha um papel fundamental na carcinogênese, 

pois acumula receptores na membrana celular promovendo o aumento da dimerização e  

fosforilação deste receptor64  em tumores de esôfago, pâncreas, mama e colorretal 50, 65-67. 

Em um revisão, recentemente publicada pelo grupo, detectamos um aumento de 7,8 – 58% 

no número total de cópias de EGFR em paciente portadores de CCECP44. O recente estudo 

do TCGA conduzido em 279 pacientes mostrou que a frequência de amplificação do gene 

EGFR foi de 11%. Além disso, neste trabalho, os autores associam a amplificação com uma 

pior sobrevida global (17,5 meses) em comparação com pacientes sem amplificação de EGFR 

(26,41 meses)18. Estes dados comprovam o efeito patogênico da amplificação de EGFR nos 

pacientes portadores de CCECP. 

1.5.3 Mutações do gene EGFR 

 

A maior parte das mutações somáticas descritas no EGFR encontram se no domínio 

intracelular, o qual acomoda os resíduos de fosforilação e a  porção tirosina quinase deste 

receptor. Estas regiões, mais frequentemente mutadas são designadas de hot spots 

mutacionais. Irmer e colaboradores mostraram, em estudos in vivo e in vitro, a ocorrência de 

mais de 15 mutações nos domínios tirosina quinase do EGFR. O domínio tirosina quinase que 

compreende os exons 18-24, foi mapeado neste estudo e algumas destas mutações foram 

intimidante associadas à resistência direta ao tratamento com inibidores tirosina quinases 

em pacientes portadores de carcinoma de pulmão de não pequenas células (CPNPC) (Figura 

7)68. 
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Figura 6 - Mutações no domínio tirosina quinase do EGFR.  

Mutações no domínio tirosina quinase do EGFR.  As mutações listadas são encontradas em 

pacientes portadores de carcinoma de pulmão de não pequenas células. As mutações destacadas nas 

caixas de laranja conferem e modulam a resposta terapêutica ao gefitinib nestes pacientes. 

Adaptado de Irmer, 2007 . 

 

As informações correspondentes a mutações somáticas do EGFR em pacientes de CCECP 

são limitadas devido à baixa frequência mutacional neste tipo tumoral. A disparidade nos 

resultados pode ser consequência da técnica de detecção empregada além da qualidade do 

material utilizado. Nagalakshmi e colaboradores encontraram uma frequência de 81,4 % de 

mutações no gene EGFR utilizando a técnica de polimorfismo de conformação de fita simples 

(SSCP, do inglês Single Strand Conformation Polymorphism). Contrariamente, estudos mais 

recentes como o TCGA, mostraram que mutações no EGFR são eventos raros, presente em 

menos de 10% dos casos18, 43.  

A mutação EGFRvIII recebe uma atenção especial, por se tratar da deleção de 267 

aminoácidos do domínio extracelular, resultando na perda dos éxons 2 ao 7, ocasionando 

uma instabilidade extracelular69. O EGFRvIII é incapaz de receber estímulos extracelulares, 

entretanto seu sítio de fosforilação intracelular está constitutivamente ativo, promovendo 

uma sinalização quantitativamente maior de vias intracelulares, quando comparadas a 

sinalização mediada pela ativação do EGFRwt (selvagem)70. Esta mutação foi detectada pela 

primeira vez em glioblastomas71, e estudos posteriores relataram a sua presença em CCECP. 

Um estudo conduzido por Sok e colaboradores, detectou uma frequência de 40% da 

mutação EGFRvIII por imunohistoquímica em pacientes com CCECP72. Adicionalmente, em 
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nossa revisão, listamos uma variação da frequência de EGFRvIII entre 0,3 a 42% em 

pacientes com CCECP44, embora estudos mais recentes como o TCGA, que utiliza métodos 

mais sensíveis (PCRq e RNA seq.), confirmam a ausência da forma truncada em pacientes 

com CCECP18, 73, 74.  

1.5.4 Translocação nuclear do EGFR 

O mecanismo de translocação nuclear do EGFR deve ser considerado parte dos eventos 

responsável pela transformação neoplásica mediada pela sinalização de EGFR. As primeiras 

evidências do tráfego desta molécula foram relatadas em estudos de regeneração de 

hepatócitos nas últimas décadas75, 76. O mecanismo clássico adotado para explicar a 

translocação do EGFR para o núcleo está relacionado à presença de sequências de 

localização nuclear (NLS) que interagem com uma proteína chamada importantina α/β. Esta 

interação favorece o reconhecimento da  proteína nos complexos do poro nuclear (NPC)77. A 

translocação do EGFR para o núcleo está associada com o aumento da proliferação celular, 

suportada pelo fato que o EGFR atua como fator de transcrição sobre os genes que 

codificam proteínas envolvidas no ciclo celular como a ciclina D178. Além do papel na 

transformação neoplásica, o aumento de EGFR nuclear já foi associado a um pior 

prognóstico em alguns tumores sólidos como carcinoma de pulmão de não pequenas 

células79, câncer de mama80 e também associado pré-clinicamente a resistência ao 

tratamento com cetuximabe81. Nos CCECP especificamente, a translocação do EGFR tem sido 

sugerida em alguns estudos como fator determinante para desenvolvimento de resistência 

ao cetuximabe82. Estudos in vitro, demonstraram que o aumento do EGFR nuclear é 

mediado pelas proteínas Yes e Lyn que pertencem à família das proteínas quinases Src83. 

1.5.5 Transativação do EGFR mediada por GPCRs 

 

Outra hipótese de transformação neoplásica mediada por EGFR, menos comum, inclui a 

transativação deste receptor por GPCRs (receptores acoplados a proteína G). Nas últimas 

décadas, não existiam evidências de associações de outras moléculas com potencial 

estimulatório dos receptores tirosina quinases da família ErbB. Entretanto, nos últimos anos, 
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algumas pesquisas demonstraram que a estimulação das proteínas GPCRs por agonistas é 

capaz de aumentar a produção de ligantes de receptores tirosina quinase como o EGF 

(Figura 6) e promover a proliferação e sobrevivência celular 84, 85.   

 

 

 

Figura 7 - Mecanismos de transativação entre GPCRs e EGFR.  

 

A estimulação de alguns agonistas de GPCR resulta na produção de ligantes de EGFR, promovendo a 

proliferação celular. Adaptado de Liebmann, 2006. 84, 86   

1.6 EGFR como terapia alvo: Inibidores de proteínas tirosina quinases 
 

Devido ao grande relevo dos RTK no desenvolvimento tumoral, nas últimas décadas, a 

comunidade científica e farmacêutica desenvolveu várias estratégias terapêuticas para inibir 

estas moléculas. Os inibidores das proteínas tirosina quinases podem ser classificados em 

dois grandes grupos, de acordo com os mecanismos farmacológicos que eles desempenham 

em contato com o alvo para o qual foram desenvolvidos. A abordagem que utiliza anticorpos 

monoclonais contra EGFR (MoAb) classifica um grupo destas terapias e outro grupo é 

representado por pequenas moléculas inibidoras de receptores tirosina quinase (TKI). Estes 
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por sua vez, penetram na membrana celular, inibindo a fosforilação de resíduos específicos 

no domínio tirosina quinase de cada receptor.  

1.6.1 Anticorpos monoclonais anti-EGFR 

 
Quando comparados aos inibidores tirosina quinase, os anticorpos monoclonais 

possuem ação inibitória diferente, pois competem diretamente com os ligantes dos 

receptores por uma ligação ao domínio extracelular destas proteínas. Atualmente 3 

anticorpos monoclonais são utilizados na prática clinica: cetuximabe, nimotuzumabe e 

panitumumabe. Entretanto, nos últimos anos, novos anticorpos monoclonais foram criados, 

com a promessa de uma ação inibitória eficiente com menores efeitos adversos. 

Descreveremos a utilização dos anticorpos monoclonais e as perspectivas utilizações, 

baseadas nos ensaios clínicos em alguns tumores sólidos, principalmente nos pacientes 

portadores de CCECP (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Anticorpos monoclonais utilizados na terapia anti-EGFR. 

Anticorpo  Fabricante Alvos 
Ensaio 
clínico  

Identificação  

Cetuximabe Bristol-Myers Squibb EGFR Aprovado n.a 

Panitumumab Amgen Oncology EGFR Aprovado n.a 

Nimotuzumab CIMYM Bioscience 
EGFR 

 II e III 
NCT01425736, NCT00910117, 

NCT00702481 

Zalutumumab Genmab EGFR III NCT00496652 

MEHD7945A Roche EGFR, HER3 I e II  NCT01577173 

RO5083945 Roche EGFR I NCT01046266 

Sym004 Merck KGaA EGFR II NCT01417936 

n.a: não se aplica; I,II,III: fase do ensaio clínico que se encontra o anticorpo monoclonal. 

  

1.6.1.1  Cetuximabe 
 

Em  Fevereiro de 2004, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o medicamento 

com ação antineoplásica  cetuximabe (Erbitux®, fabricado pela Imclone Systems, Inc.),  como 

uma terapia alvo  dirigida contra o EGFR.  O cetuximabe foi aprovado para uso, em 

combinação com irinotecano, no tratamento de CCRm refratários à quimioterapia baseada 

em irinotecano. O Cetuximabe é o primeiro anticorpo monoclonal anti-EGFR, possui 152 
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kDa, tem revelado um salto na qualidade do tratamento do câncer, por melhorar 

significativamente a evolução clínica dos pacientes tratados. Este fármaco atua por 

competição, inibindo a interação de ligantes naturais ao EGFR. Esta inibição leva ao bloqueio 

das vias intracelulares receptor-dependente, resultando em parada do ciclo celular, inibição 

da metástase, indução de apoptose, degradação e regulação negativa do EGFR (Figura 8)87.  

 

 

Figura 8 - Mecanismo de ação do cetuximabe. 

O anticorpo cetuximabe compete pelo sítio de ligação do ligante, impedindo a dimerização e 

sinalização de vias intracelulares. Este fato promove a redução da viabilidade e da metástase, assim 

como um aumento significativo dos níveis de apoptose celular.   

 

Um estudo recente demonstrou um aumento da sobrevida global de pacientes que 

receberam o cetuximabe associado com radioterapia (49 meses de sobrevida vs. 29,3 meses 

de sobrevida para o grupo de pacientes tratados apenas com radioterapia)15. Pacientes 

portadores de CCRm sem mutações no gene KRAS, demonstraram resposta positiva ao 

tratamento com cetuximabe88. Neste contexto, os estudos confirmaram que a detecção das 

mutações em KRAS pode ser utilizada como um marcador preditivo de resistência ao 

cetuximabe. Estes achados foram importantes para a compreensão do mecanismo de 

resistência intrínseca ao cetuximabe e úteis na identificação de um biomarcador de 

resistência otimizando a terapia personalizada89. 

Após a eficiência comprovada no tratamento de pacientes portadores de CCRm, em 

março de 2006, o FDA concedeu à aprovação do cetuximabe em combinação com 

radioterapia (RT) ou monoterapia para tratamento de pacientes com CCECP recorrente ou 
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metastático, nos quais terapias prévias, baseadas em platina, tenha falhado90. Esta 

aprovação foi baseada em uma melhoria estatisticamente significativa na sobrevida global 

destes pacientes. A evidência da segurança e a eficácia do cetuximabe também é suportada 

pela demonstração de resposta tumoral duradoura, quando administrada como um agente 

único no tratamento de segunda ou terceira linha de CCECP avançado91.  A eficácia da 

utilização do cetuximabe em conjunto com RT, foi demonstrada em um estudo de fase III 

randomizado de 424 pacientes com carcinoma de células escamosas de orofaringe, 

hipofaringe ou laringe que não tinham realizado tratamento prévio, distribuídos 

randomicamente em um grupo que recebeu cetuximabe mais radioterapia (211 pacientes) 

ou outro grupo que recebeu apenas radioterapia isoladamente (213 pacientes)90. 

1.6.1.2  Panitumumabe  

 

Em setembro de 2006, foi aprovado pelo FDA o fármaco panitumumabe (Vectibix, 

Amgen), que consiste em um anticorpo monoclonal humanizado de isótopo IgG2, 

diferentemente do cetuximabe (IgG1).  O tratamento é direcionado a pacientes portadores 

de  CCRm. A aprovação foi baseada em um estudo simples, multicêntrico, randomizado, 

onde um grupo recebeu a dose de 6 mg/Kg de forma intravenosa, apresentando resultados 

significativos na sobrevida e controle da doença92.  Da mesma forma que o cetuximabe, as 

mutações ativantes do gene KRAS representam uma forma de triagem destes pacientes, nos 

quais a terapia não será eficiente, mantendo as mutações em KRAS preditoras de resposta93.  

Um recente estudo clínico foi realizado em 657 pacientes com diagnóstico de CCECP 

metastático ou recorrente, tratados ou não com panitumumabe concomitantemente a 

cisplatina/5-FU. Entre os achados deste estudo, destaca-se um aumento da sobrevida global 

dos pacientes p16(-) em comparação com pacientes p16(+) (11,7 e 8,6 meses, 

respectivamente), sugerindo que o p16 possa ser um indicador de resposta a esta terapia94.  

1.6.1.3 Nimotuzumabe 

 

 O nimotuzumabe (CIMAher, CIMYM Bioscience) também é um anticorpo monoclonal 

humanizado com aproximadamente 95% de sequência humana, o que contribui para os 

menores efeitos colaterais e toleráveis graus de citotoxidade. O mecanismo de ação é similar 
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ao cetuximabe, de forma a bloquear e/ou impedir o acoplamento de um ligante específico 

ao EGFR.  Em um ensaio clínico de fase II, foi comprovado que a associação do 

nimotuzumabe com a radioterapia manteve níveis estáveis de toxicidade, sendo bem 

toleráveis em pacientes de carcinoma esofágico, bem como o aumento da sobrevida global 

dos mesmos95.  

1.6.1.4 Zalutumumabe  
 

O Zalutumumabe (HuMax-EGFr, Genmab Inc.) é um anticorpo monoclonal 

inteiramente humanizado contra o EGFR. Os testes iniciais mostraram efeitos adversos 

toleráveis, além de uma taxa de resposta de 7,1% em pacientes com CCECP recorrente ou 

metastático96. Um estudo mais abrangente, envolvendo 286 pacientes com CCECP, 

refratários a quimioterapia baseada em platina, demonstrou benefícios ainda maiores 

quanto ao uso deste anticorpo. O tratamento com este anticorpo aumentou 

significativamente a sobrevida livre de progressão para 6,7 meses, comparado 5,2 meses do 

grupo controle97. Com resultados promissores, outro ensaio clínico fase III vem sendo 

conduzido em pacientes com CCECP, em busca da aprovação clínica (NCT00496652). 

1.6.2 Pequenas moléculas inibidoras de tirosina quinases (TKI) 

 

Este grupo de moléculas é caracterizado pela capacidade de penetrar na membrana 

celular e ligar-se a resíduos específicos onde se encontram sítios de ligação do ATP, 

impedindo a fosforilação daquela região (Figura 9)98. Além de terem tamanho reduzido e 

fácil penetrância nas células tumorais a sua ação é eficiente e rápida.  
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Figura 9 - Mecanismo de ação dos inibidores tirosina quinases (TKI).  

Inibição do domínio tirosina quinase confere um mecanismo rápido e eficiente de inibição dos sítios 

de fosforilação do EGFR.  

 

Inicialmente, dois TKIs com ação direta contra o EGFR foram aprovados pelo FDA e 

incorporados na prática clínica para tratamento de pacientes portadores de carcinoma de 

pulmão de não pequenas células (CPNPC), refratários ao tratamento com agentes 

quimioterápicos padrão (platina/docetaxel)99. Estes inibidores são conhecidos como gefitinib 

(Iressa, AstraZeneca) e erlotinib (Tarcerva, Roche). O uso de ambos foi aprovado em maio de 

2003, com base em ensaios clínicos, nos quais 1.692 pacientes portadores de CPNPC 

receberam de forma oral estes inibidores e apresentaram eficientes taxas de resposta, além 

de um considerável aumento da sobrevida global100, 101.   

Com bases nos promissores resultados encontrados na monoterapaia e/ou em 

combinação com outros agentes quimioterápicos, alguns estudos foram realizados em 

pacientes portadores de outros tipos tumorais.  Um ensaio clínico de fase III, foi conduzido 

em pacientes com CCECP, no intuito de avaliar a dose máxima tolerável de docetaxel quando 

combinado à administração semanal de cisplatina e diária de gefitinib em conjunto com a 

radioterapia. Neste estudo foi detectada uma dose aceitável, com baixo perfil de toxicidade 

hematológica e uma possível associação entre os agentes102. Por outro lado, o efeito da 

monoterapia foi testado em portadores com câncer de esôfago metastático, no qual 58 

pacientes receberam gefitinb (250 mg, diariamente, por no mínimo 8 meses). Os resultados 
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mostraram uma tolerância consistente ao tratamento e uma eficácia limitada nestes 

pacientes com uma sobrevida média de 6,5 meses103.   

O lapatinib (Tykerb, GlaxoSmithKline) é um inibidor reversível com efetiva ação sobre 

dois membros da família ErbB que são: EGFR e HER2. Em maio de 2007, esta terapia foi 

aprovada pelo FDA para a utilização concomitantemente com a capecitabina (precursora de 

5-FU) no tratamento de câncer de mama com recidiva após tratamento com o anticorpo 

monoclonal transtuzumabe104, 105. 

1.6.3 Inibidores irreversíveis de EGFR 

 

Na última década, foram desenvolvidas novas moléculas (TKIs) inibidoras de EGFR com 

ação irreversível. Estas moléculas encontram-se em fases iniciais de testes in vitro e in vivo, 

ou até mesmo em fases clínicas avançadas (Tabela 4), e serão descritos a seguir.    

 

Tabela 4 - Inibidores irreversíveis de EGFR. 

Inibidor Fabricante Alvos 
Ensaio 
Clínico 

Identificação 

Afatinib Boehringer,  Inc. 
EGFR, EGFR  L858R, E746_A750, 

L858R/T790M e HER2 
 II e III 

NCT01538381, 
NCT01721525, 
NCT01345682 

Allitinib Allist, Inc. 
EFGR, EFGRT790M/L858R  HER2 e 
HER4 

II 
ChiCTR-ONC-

10000893 

AZD9291 AstraZeneca. Inc. EGFR WT,  L858R/T790M n.a n.a 

CNX-2006 
Clovis Oncology, 
Inc. 

EGFR L858R, L858R/T790M n.a n.a 

CO-1686 
Clovis Oncology, 
Inc. 

EGFR WT,  L858R/T790M   n.a 

CUDC-101 Curis, Inc. EGFR, HER 2 e HDAC I NCT01384799 

Dacomitinib Pfizer, Inc. EGFR, HER2 e HER4 II NCT01737008  

Pelitinib Wyeth Inc. 
EGFR, HER2, Src, MEK/ERK, Raf, 
c-Met, CDK4 

I NCT00098501 

 

Esta nova geração de inibidores anti-EGFR não possui apenas a capacidade de inibir alvos 

moleculares com mutações responsáveis por algum tipo de resistência, como também 

podem ter múltiplos alvos moleculares.   

O inibidor afatinib (Gilotrif, Boehring) foi especialmente desenvolvido para inibir a 

mutação secundária do EGFR (L858R/T790M), além de ter como alvo os seguintes membros 
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da família ErbB: EGFR (selvagem), HER2 e HER4106. Recentemente, o FDA aprovou o afatinib 

como primeira linha de tratamento de pacientes com CPNPC, que possuem as mutações no 

EGFR (L858R ou deleção do exon 19)107. O ensaio clínico LUXHead&Neck 1, avaliou o efeito 

do afatinib como segunda linha de tratamento de 483 pacientes portadores de CCECP 

metastático. Neste estudo, o afatinib demonstrou um significativo aumento na sobrevida 

livre de progressão, comparado ao tratamento com metotrexato 108. Um ensaio clínico 

multicêntrico fase III (LUX-Head&Neck III), conduzido em pacientes com CCECP, avalia a 

eficiência e segurança do afatinib com terapia adjuvante em pacientes refratários a regimes 

terapêuticos baseados em cisplatina e radioterapia (NCT01538381). Além disso, resultados 

preliminares de um ensaio clínico fase II, demonstrou que o uso do afatinib neoadjuvante 

reduziu significativamente o volume tumoral, acessado por FDGPET (18F-

fluorodeoxyglucose-positron emission tomography) em pacientes com CCECP. 

O inibidor allitinib (AST1306, Allist Pharmaceuticals Inc.) é um inibidor irreversível contra 

o EGFR, HER2 e HER4, que apresenta uma potente ação inibitória in vitro e in vivo do EGFR, 

além de ter potencial inibitório contra a mutação secundária de resistência 

(L858R/T790M)109. Um recente estudo clínico (ChiCTR-ONC-10000893) conduzido com 

pacientes portadores de tumores sólidos demonstrou benefícios preliminares na  

estabilidade da doença (6 meses). Embora, exibindo um potente efeito na inibição de EGFR 

in vitro em tumores sólidos como mama, ovário e pulmão, nenhum ensaio pré-clínico ou 

clínico foi conduzido com pacientes portadores de CCECP. 

Outro inibidor irreversível do EGFR, AZD9291 (Osimertinib, AstraZeneca) tem uma 

potente ação comprovada para as mutações L858R/T790M do EGFR. Inicialmente, os ensaios 

clínicos demonstraram o benefício clínico do AZD9291 em pacientes portadores de CNCP 

refratário a primeira geração de anti-EGFR 110 e, logo em seguida, foi aprovado para 

tratamento destes pacientes111. Embora nenhum ensaio tenha sido conduzido com 

pacientes portadores de CCECP, o inibidor AZD9291 representa uma promissora estratégia 

para estes pacientes.  

1.7 Mecanismos de resistência à terapia alvo anti-EGFR 

 
A resistência aos agentes quimioterápicos pode ocorrer devido à diminuição da 

atividade farmacológica do mesmo, sendo classificada em resistência primária (indolente ao 
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tratamento inicial) ou adquirida (desenvolvida durante o tratamento). Primária ou adquirida, 

estas duas formas de resistência a quimioterápicos são fatores críticos que limitam o 

tratamento destes pacientes112. Um exemplo clássico da modulação de resposta aos TKIs 

acontece em pacientes portadores de carcinoma de pulmão de não pequenas células, na 

qual as mutações do gene EGFR são comuns. Neste caso 75% dos tumores com mutação 

respondem positivamente aos TKIs e  25% apresentam resistência primária ao gefitinib113.  

Um trabalho extensivo baseado em uma revisão sistemática da literatura teve como 

objetivo determinar os valores preditivos dos testes mutacionais de KRAS em pacientes com 

carcinoma de CCRm ou refratários à quimioterapia, que foram posteriormente tratados com 

anticorpos monoclonais anti-EFGR: cetuximabe ou panitumumabe. Os autores reforçam a 

evidência de que o estado mutacional de KRAS é uma ferramenta preditiva de resposta à 

monoterapia ou associada aos anticorpos 114.  

Além do gene KRAS, outros membros da família Ras, vêm sendo associados aos 

mecanismos intrínsecos de resistência aos agentes quimioterápicos anti-EGFR, como é o 

caso das mutações no gene NRAS, que foram associadas a um pior prognóstico de pacientes 

com CCRm115. Neste mesmo estudo, os pesquisadores também associam o estado 

mutacional de outros genes como BRAF e PIK3CA, a uma baixa taxa de resposta a este 

tratamento115.  

A resistência adquirida ao cetuximabe ocorre frequentemente de forma progressiva 

durante o tratamento. É o que exemplifica um estudo realizado em uma coorte de 100 

pacientes com CCRm, da qual uma grande faixa de pacientes apresenta características 

favoráveis ao tratamento com cetuximabe (40%), pois não possuem mutações relacionadas 

à resistência ao cetuximabe/panitumumabe. Entretanto, aproximadamente 20% destes 

pacientes, previamente selecionados, não respondem ao tratamento desenvolvendo uma 

resistência adquirida (Figura 10)116. Embora aprovado para o tratamento de pacientes com 

CCECP, a terapia anti-EGFR realizada com anticorpos monoclonais não apresenta um 

biomarcador específico de resistência primária utilizado na prática clínica.  
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Figura 10 - Resposta clínica ao cetuximabe.  

Mecanismos de resistência são adquiridos durante o tratamento em pacientes com muações nos 

genes preditivos de resposta e sem marcadores de resistência primária116. 

1.8 Mecanismos de resistência adquirida ou secundária  

 

Várias hipóteses vêm sendo sugeridas como causa da resistência adquirida em 

pacientes submetidos a tratamento com anticorpos monoclonais contra o EGFR. 

Inicialmente, este fenômeno foi associado com o aumento da expressão do receptor.  

Entretanto, nenhum estudo conseguiu demonstrar correlação entre a expressão por 

imunohistoquímica do EGFR e a resposta a esta terapia em portadores de carcinoma de 

pulmão de não pequenas células117 e CCRm118. Sabendo que o aumento do número de 

cópias do EGFR pode favorecer a maior ativação e sinalização das vias intracelulares 

responsáveis pela proliferação e sobrevivência celular, alguns estudos sugeriram que o 

aumento do número de cópias do EGFR poderia ser um potencial biomarcador preditivo da 

resposta ao cetuximabe. Um estudo in vitro realizado com um painel de 25 linhagens 

tumorais de cabeça e pescoço, mostra que o numero de cópias do EGFR interfere na 

radiosensibilidade e na resposta terapêutica ao cetuximabe e cisplatina119. 

 As mutações de KRAS são praticamente ausentes (<1%), ao passo que as mutações 

em EGFR estão presentes em 5% dos casos de CCECP 18. Nos pacientes portadores de CCECP, 

estas alterações não estão associadas à resposta ao cetuximabe. Alguns estudos chamam 

atenção para outras alterações associadas à resposta a inibidores de EGFR, como o aumento 

da expressão dos ligantes amfiregulina120, heregulina121 e TGF-α122. Finalmente, a 
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translocação nuclear do EGFR e a superexpressão dos ligantes EGF, ARG e HB-EFG  também 

foram associados a um fenótipo resistente em estudos pré-clinicos, que usaram linhagens 

celulares resistente ao cetuximabe 81.   

Outras hipótese tem sido abordadas experimentalmente, como a deleção in-frame 

deste receptor ocasionando a forma truncada EGFRvIII de 150 kDa123 e a ativação de outros 

receptores tirosina quinases que podem atuar como oncogenes: c-MET(receptor do fator de 

crescimento do hepatócito)124,  e AXL (receptor tirosina quinase AXL)125.   
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O produto do oncogene EGFR é um importante alvo oncológico devido ao seu papel 

central na carcinogênese de tumores sólidos em geral. O anticorpo monoclonal anti-EGFR, 

cetuximabe, foi aprovado para o tratamento de pacientes com CCECP e CCRm. Esta 

promissora terapia alvo demonstrou eficácia em somente um grupo de pacientes e por 

tempo limitado, em consequência da resistência natural ou adquirida pelas células tumorais. 

Neste contexto, uma nova geração dos inibidores de EGFR, como o afatinib e allitinib, foi 

desenvolvida. 

Para um tratamento eficaz, é necessário identificar quais os biomarcadores de 

resposta, de forma a selecionar os pacientes que irão se beneficiar das terapias moleculares. 

As mutações no gene KRAS são os únicos biomarcadores preditivos de resistência ao 

cetuximabe em pacientes com câncer colorretal. No entanto, não existe um biomarcador 

preditivo de resposta às terapias anti-EGFR, associado à resistência em pacientes com 

CCECP. 
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3 OBJETIVO GERAL 
 

- Avaliar os biomarcadores preditivos de resposta a diferentes terapias anti-EGFR em 

tumores sólidos, com especial destaque para tumores de cabeça e pescoço. 

 

3.1 Objetivo específicos  
 

3.1.1 Avaliar os mecanismos de resistência adquirida ao cetuximabe em linhagens de 
CCECP 

 
- Criar um modelo in vitro de resistência ao cetuximabe. 

- Avaliar as consequências fenotípicas da resistência adquirida ao cetuximabe através de 

ensaios biológicos in vitro. 

- Avaliar as alterações genéticas presentes na linhagem de CCECP resistente ao cetuximabe. 

 

3.1.2 Comparar o efeito citotóxico dos inibidores irreversíveis de EGFR em linhagens de 
CCECP 
 
- Comparar a atividade antineoplásica dos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib com o 

anticorpo monoclonal cetuximabe em um painel de linhagens de CCECP. 

- Identificar os biomarcadores de resposta a esta nova geração de inibidores irreversíveis de 

EGFR. 

- Validar os biomarcadores de resistência primária, através de análises funcionais de 

linhagens celulares  e  in silico de pacientes portadores de CCECP.  

 

3.1.3 Avaliação do efeito antineoplásico do inibidor allitinib em tumores sólidos   
 
- Avaliar a atividade antineoplásica do inibidor irreversível allitinib em um extenso painel de 

linhagens tumorais.   

- Identificar os biomarcadores primários de resposta ao allitinib.   

-Validar os biomarcadores de resposta ao allitinib, através de ensaios funcionais.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

4.1.  Fármacos 

 
O anticorpo monoclonal cetuximabe (Bristol-Myers Squibb), utilizado neste trabalho foi 

obtido a partir de suspensão industrialmente diluída na concentração de 5mg/mL e 

acondicionado a 4°C. As concentrações de cetuximabe utilizadas neste trabalho foram: 20, 

30, 50, 100, 200 e 250 µg/mL.  O erlotinib (Selleck Chemicals – cod. S1023) foi diluído em 

DMSO, para obtenção do estoque na concentração de 10 mM e acondicionado a -20°C. O 

allitinib (AST1306) (Selleck Chemicals – cod. S2185) foi diluído em DMSO, para obtenção do 

estoque na concentração de 10 mM, acondicionado a -20°C. O lapatinib (Selleck Chemicals – 

cod. S2111)  foi diluído em DMSO, para obtenção do estoque na concentração de 10 mM, 

acondicionado a -20°C. O afatinib (Selleck Chemicals – cod. S1011 ) foi diluído em DMSO, 

para obtenção do estoque na concentração de 10 mM, acondicionado a -20°C. O inibidor 

MK-2206 (Selleck Chemicals – cod. S1078) foi diluído em DMSO, para obtenção do estoque 

na concentração de 10 mM, acondicionado a -20°C. O everolimus (Sigma aldrich – cod. 

07741) foi diluído em DMSO, para obtenção do estoque na concentração de 10 nM, 

acondicionado a -20°C.  O nome comercial de cada inibidor e seus respectivos alvos estão 

reunidos na Tabela 5.  

As concentrações de erlotinib, allitinib, lapatinib e afatinib utilizadas neste trabalho 

consistem de uma curva de doses crescentes de concentração de cada inibidor.  

 

Tabela 5 - Inibidores moAb (anticorpos monoclonais) e tirosina 
quinase (TKI) utilizados neste estudo. 

Inibidor Tipo Alvo Fornecedor  

Cetuximabe  moAb EGFR Merck  

AST-1306 moAb EFGR, EFGRT790M/L858R  HER2 e HER4 Selleck chem. 

Erlotinib TKI EGFR Selleck chem. 

Lapatinib TKI EGFR , HER2 Selleck chem. 

Afatinib TKI EGFRwt,(L858R), (L858+T790M) ; HER2 Selleck chem. 

MK-2206 TKI Akt1/2/3 Selleck chem. 

Everolimus - mTOR Sigma Aldrich 
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4.2 Linhagens celulares tumorais  

Os detalhes como a origem e as condições de cultura das linhagens celulares tumorais 

utilizadas neste estudos estão reunidos na Tabela 6.  

 
Tabela 6 - Linhagens celulares utilizadas neste estudo. 

Tipo tumoral 
Linhagem 

cellular  
Origem Condições de cultura  

Câncer de 
Bexiga  

5637 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

MCR ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

HT1376 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

T24 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer de 
Mama 

MDA468 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

MDA231 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

MCF7 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

BT20 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

T47-D ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

HS578T ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer Cervical  

HeLa ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SiHa Gentilmente cedida pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Caski Gentilmente cedida pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

C33A Gentilmente cedida  pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer de 
colorretal 

SW620 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

LOVO ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S  

SK-CO10 
Gentilmente cedida pelo Dr. Wilson da Silva 

Junior DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

CACO-2 BCRJ  DMEM + 20% SFB + 1% P/S 

SW480 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Co115 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

DLD1 
Gentilmente cedida pelo Dr. Wilson da Silva 

Junior RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

HCT15 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer 
Esofágico  

Kyse 70 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Kyse 30 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Kyse 270 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Kyse 410 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Gliomas 

GAMG DSMZ  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SW1783 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SW1088 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SNB19 DSMZ  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

U251 Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Costello  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

U373 

Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Costello   
DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

 
 continua na próxima página... 
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U87MG ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SF188 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Res259 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Res186 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

UW479 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

KNS52 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

CCECP 

SCC-25 BCRJ  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SCC4 BCRJ  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

HN13 Gentilmente cedida pelo Dr. Marco da Silva DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

FADU Gentilmente cedida pelo Dr. Wilson S. Junior DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

JHU28 Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

JHU12 Gentilmente cedida pelo Dr Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

JHU13 Gentilmente cedida pelo Dr Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer de 
Pulmão  

A549 ECACC  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

SK-MES-1 ECACC  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

H292 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H1975 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H827 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

PC9 BCRJ RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

LUDLU-1 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

COR-L105 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H2228 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

COR-L23 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H332 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H358 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

H727 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Calu-3 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

SK-LU-1 ECACC  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

Melanoma 

Colo858 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

WM9 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

A375 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

WM1617 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

WM852 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

WM793 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Colo679 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

SK-MEL Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

GRM ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer 
Pancreático 

BXPC-3 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

PSN1 ECACC  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

PANC1 ECACC  DMEM + 10% SFB + 1% P/S 

MiaPaCa2 ECACC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

Câncer de 
Próstata 

PNT2 
ATCC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

 
          

continua na próxima página... 
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LNCap ATCC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

PC3 ATCC  RPMI + 10% SFB + 1% P/S 

CCECP – carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço; CEP* – carcinoma epidermóide de pele 
(controle); SFB: soro fetal bovino; P/S: penicilina/estreptomicina; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle 
Medium; RPM I: RPMI-1640 medium; ATCC: American Type Culture Collection; ECACC: European 
Collection of Cell Cultures;  DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures; BCRJ – 
Banco de células do Rio de Janeiro.  

 

Todas as linhagens celulares utilizadas neste trabalho, foram suplementadas com 

soro fetal bovino (SFB) (Gibco – cod. 12657-029) e penicilina/estreptomicina (Sigma – cod. 

P4333).  As linhagens foram mantidas a 37ºC com 5% de CO2 e umidade controlada.  A 

autenticação das linhagens celulares foram realizadas pela análise de STR (short tandem 

repeat) de acordo com a padronização de referência internacional para autenticação de 

linhagens celulares, usando um painel de 8 primers fluorescentes (D5S818, D13S317, 

D7S820, D16S539, vWA, TH01, TPOX e CSF1P0)126 no Centro de Diagnóstico Molecular do 

Hospital de Câncer de Barretos.   

4.3  Manutenção e passagens das linhagens celulares 

 
As células foram cultivadas em frascos de cultura celular T25 contendo 25 cm2 (TPP, 

Suíça) com seu meio específico, até obterem 80% de confluência. Em seguida foram 

trispsinizadas com a incubação de 500 uL de Tryple express (Gibco – cod. 12604021) por 5 

minutos a 37° C. Aproximadamente 5 mL de meio de cultura completo foram usados na 

inativação da tripsina. Após inativação as células, em suspensão, foram transferidas para 

novos frascos de cultura (T25) na proporção de 1:2. As células utilizadas em todos os testes 

se encontravam em 3ª passagem ou superior para garantir os padrões celulares estáveis 

após descongelamento.  

4.4 Estocagem das células por longos períodos 

 
Após realização dos experimentos as linhagens foram trispsinizadas, inativadas, 

centrifugadas e ressuspendidas em solução de congelamento (SFB + 5% DMSO) e 

imediatamente colocadas em tubos de criopreservação. Em seguida foram acondicionadas 

por uma hora a -20° C e logo em seguida por 24 horas -80° C e finalmente estocadas por um 

longo período de tempo em nitrogênio líquido.  
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4.5 Contagem de células 

 

Após a tripsinização e inativação, as células foram contadas com auxílio do contador de 

células automatizado Countess  (Invitrogen – cod.  C10311 ), seguindo as instruções do 

fabricante. A quantidade necessária de células viáveis para cada experimento foram 

separadas e semeadas em suas respectivas placas ou frascos de cultura.  

4.6 Viabilidade celular   

  

O ensaio de viabilidade celular foi conduzido com o kit comercial Cell Titer 96 Aqueous 

One Solution Cell Proliferation Assay (Promega – cod. G3581). Este ensaio consiste em um 

método colorimétrico para determinar indiretamente o número de células viáveis nos 

ensaios de proliferação ou citotoxicidade. O método é baseado no composto tetrazólio [3 - 

(4,5-dimetil-2-il) -5 - (3-carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfofenil)-2H-tetrazólio, sal interno; 

MTS] usado como um reagente de acoplamento de elétrons (fenazina ethosulfate; PES). O 

PES possui uma estabilidade química melhorada, o que lhe permite ser combinado com MTS 

para formar uma solução estável colorida. Ao medir a absorbância das diferentes amostras, 

pode-se inferir o número de células viáveis em cada condição estabelecida. Utilizamos neste 

ensaio, 3 a 5 x103 células, as quais foram imediatamente semeadas em placas de 96 poços, 

em triplicatas. Após 24 horas, foram acrescidos em cada triplicata pontos de concentrações 

crescentes de cada fármaco testado. Após 72 horas de incubação, foi adcionado o MTS e sua 

a absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash-Thermo scientific) a 

490 nm, após 1 hora de incubação. Os dados brutos obtidos foram normalizados em relação 

à sobrevivência média das amostras tratadas apenas com DMSO ou veículo de diluição 

específico para cada fármaco (controle). Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas experimentais e biológicas. 

4.7 Determinação do IC50 e GI (inibição do crescimento) 

 

O IC50 é o cálculo da concentração necessária de uma substância capaz de reduzir 50% da 

viabilidade celular. Em nosso estudo, os resultados dos valores de absorbância foram 

convertidos em porcentagem de viabilidade celular no qual as células em presença do 
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veículo (DMSO) foram utilizadas como controle, correspondendo a 100% de sobrevivência. A 

análise da regressão não linear foi realizada pelo programa Graphpad versão 5. Após 

determinação do IC50 das linhagens celulares, utilizamos uma classificação de sensibilidade 

baseada no GI (inibição do crescimento), que permite avaliar, em uma concentrações fixa, as 

médias de inibição categorizando a resposta à terapia em 3 grandes grupos: altamente 

sensíveis - AS (GI>60%), moderada sensibilidade - MS (GI 40 – 60%) e resistentes - R 

(GI<40%)127. 

4.8 Modelo de resistência ao Cetuximabe 

 

As linhagens A431 (carcinoma epidermóide), Fadu (CCECP), SCC25 (CCECP), foram 

escolhidas com base em pesquisas no banco de dados COSMIC, para assegurar que ambas 

possuem status selvagem para os genes EGFR, KRAS e BRAF, sendo posteriormente testadas 

quanto à presença das mutações descritas. Inicialmente, as linhagens celulares A431 e Fadu 

envolvidas neste estudo foram classificadas quanto à resposta ao cetuximabe, através do 

ensaio de citotoxicidade (MTS). Em seguida, as linhagens celulares escolhidas para o modelo 

de resistência foram colocadas por um longo período de exposição a doses crescentes de 

cetuximabe, intervaladas por períodos de recuperação para repovoamento da cultura celular 

(Figura 11). As condições da cultura celular foram avaliadas diariamente, e se necessário, as 

concentrações de cetuximabe eram repostas após 72 horas, para evitar a inativação do 

fármaco devido a altas temperaturas. As doses iniciais de cada cultura foram determinadas 

individualmente de acordo com a sensibilidade de cada linhagem.  

 

 

Figura 11 - Esquema do modelo de resistência incremental ao cetuximabe. 

As linhagens foram submetidas a doses crescentes de Cetuximabe, seguido de períodos de 

recuperação. 

Linhagem 
parental

tempo

Cetuximab
200 µg/mL

recuperação

Cetuximab
400 µg/mL

recuperação
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Ao longo do tempo os clones representativos das doses incrementais foram retirados da 

cultura e selecionados mais uma vez, com a última dose incremental de cetuximabe. Estes 

clones foram utilizados nas abordagens posteriores, para verificar as alterações que 

ocorreram provenientes da resistência adquirida ao cetuximabe.  

4.9 Determinação da Viabilidade, citotoxicidade e caspase clivada  

 

A viabilidade, citotoxidade e presença de caspases 3 e 7 clivadas foram detectadas pelo  

kit comercial ApotoxiGlo-Triple assay (Promega – cod. G6321). Esta metodologia permite 

mensurar simultaneamente 3 parâmetros em um único ensaio. Neste ensaio as células 

foram semeadas (5 x 103) em placas de 96 poços com laterais opacas. Em seguida foram 

expostas aos fármacos propostos neste estudo. Após 72 horas, foram realizadas as leituras 

das placas em leitor com capacidade de detecção de quimioluminecências (Varioskan Flash-

Thermo scientific). As leituras relativas de fluorescência (RFU), indicadoras de citotoxidade-

viabilidade,  e  a leitura relativa de luminescência (RLU), indicadora de apoptose, foram 

utilizadas na análise e interpretação dos resultados.  

4.10 Western Blotting 

 

As linhagens celulares  foram homogeneizadas em tampão de lise contendo 50 mM Tris-

HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM β-mercaptoetanol, 1 mM benzamidina, 0,2 mM PMSF, 0,1 M 

aprotinina, 20 ug/mL leupeptina e 0.1 mM pefabloc. Todo o procedimento foi realizado em 

contato com gelo, para evitar a degradação das proteínas O homogeneizado foi centrifugado 

a 13.000 x g for 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi utilizado nas análises em gel SDS-

PAGE para avaliação do perfil proteico das amostras. A concentração de proteína total foi 

estimada através de uma curva padrão de BSA utilizando o reagente de Bradford (Sigma- 

cod. B6916), e as leituras da absorbância foram determinadas a 595nm em leitura de placas 

(Varioskan Flash-Thermo scientific). Em seguida, 20 µg de proteína foram preparadas em 

tampão desnaturante Laemmli. As amostras separadas por SDS-PAGE foram transferidas 

para membrana de nitrocelulose, sondadas com anticorpos específicos. A detecção do sinal 

quimioluminescente foi realizada no sistema de fotodocumentação Image Quant LAS 4000 

mini (GE Heathcare – cod. 28-9558-13) e, posteriormente, as bandas marcadas foram 
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analisadas e quantificadas utilizando o software Image J, obtendo o índice de densidade 

óptica das bandas. 

4.11 Anticorpos  

Todos os anticorpos foram diluídos segundo as recomendações dos seus fabricantes e 

estocados a -20º C. Os anticorpos utilizados neste trabalho estão listados acima com as 

respectivas informações e diluições utilizadas.  

 

Tabela 7 - Anticorpos utilizados. 

Anticorpos Diluição Condição Fabricante/código 

Anti-EGFR (total) 1:1000 TA – 1 hora  Cell signaling/ #4267 

Anti-EGFR (fosforilado) 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #3777 

Anti-ERK 1/2 (total) 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #4695 

Anti-ERK 1/2 (fosforilado) 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #4370 

Anti-AKT (total) 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #4691 

Anti-AKT (fosforilado) 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #4060 

Anti- α actina 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #4967 

Anti- β tubulina  1:1000 TA – 1 hora Millipore/ 05-661 

Anti-AKT1 isoforma 1:1000 TA – 1 hora Cell signaling/ #2938 

Anti-mouse IgG HPR 1:3000 TA – 1 hora Cell signaling/ #7076 

Anti-rabbit IgG HPR 1:5000 TA – 1 hora Cell signaling/ #7074 

    

TA – temperatura ambiente.  

 

4.12 Transfecção das linhagens celulares com siRNA  

 

O silenciamento do gene AKT1 foi conduzido com o kit comercial TriFECTa-RNAi (IDT, 

EUA) constituído por um duplex controle negativo, 3 diferentes duplex contra AKT1 e um 

duplex para controle da eficiência da transfecção (TYE 536). As sequências e detalhes de 

todos os duplex estão listados na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Sequência dos duplex usados como siRNA. 

Duplex Sequência Peso molecular (Anidro) 

TYE 563 5’ - /5TYE563/T*CCUUCCUCUCUUUCUCUCCCUUGUG*A - 3’ 

3’- A*GGAAGGGGAAAGAGAGGGAACAC*T/5TYE563/ - 5’  

8,767.5 

9,404.2 

Duplex I (AKT1) 5’ - CCCUCAGAACAAUCCGAUUCACGTA – 3’  

3’ – UCGGGAGUCUUGUUAGGCUAAGUGCAU – 5’ 

7,866.8 

8,667.2 

Duplex II (AKT1) 5’ – AGAGGAGCAAGGUUUAAAUUUGUTA – 3’  

3’ – UGUCUCCUCGUUCCAAAUUUAAACAAU – 5’ 

8,053.9 

8,460.1 

Duplex III 

(AKT1) 

5’ – GGCUGACGGCCUCAAGAAGCAGGAG – 3’  

3’ – CACCGACUGCCGGAGUUCUUCGUCCUC – 5’  

8,106.0 

8,497.1 

Controle ( - ) 

(irrelevante) 

5’ – CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAT – 3’  

3’ – CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA – 5’  

7,925,8 

8,601.2 

 

A transfecção foi realizada em placas de cultura de 6 poços com aproximadamente 

70-80% de confluência. Como agente transfectante, foi  utilizada Lipofectamina 2000 (Life 

Technologies), de acordo com as especificações de uso sugeridas pelo fabricante. Diferentes 

concentrações dos 3 duplex foram utilizadas para otimização da técnica e a seleção do 

duplex mais eficiente. Após 72 horas da transfecção, os níveis de expressão da proteína 

AKT1 foram avaliados por Western blotting. Os ensaios de citotoxidade dos inibidores de 

EGFR foram novamente conduzidos nas células transfectadas. 

4.13 Sequenciamento direto dos genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS, PIK3CA, PTEN  

 

O DNA obtido a partir das linhagens celulares utilizadas neste estudo foi extraído com 

TRizol® Reagent (Life Technologies). Foi adicionado 1 mL do reagente em garrafa de cultura 

(T25) confluente para completa lise celular e exposição do material genético. Em seguida, foi 

realizada a separação das fases aquosas, intermediária e orgânica com a adição de 200 µL de 

clorofórmio. A precipitação do DNA remanescente das fases intermediária e orgânica foi 

realizada com adição de 300 µL de etanol absoluto (MERCK). Após a centrifugação à 3000 

rpm por 5 minutos, o DNA extraído passou por uma série de 3 lavagens com citrato de sódio 

10% em ETOH (0,1M), e 2 lavagens com etanol 70%. O DNA extraído foi deixado em 



37 

 

 

temperatura ambiente para evaporação e ressuspendido com 30 µL de água ultrapura e 

quantificado no equipamento NanoDrop (Thermo Scientific).  

O DNA extraído das linhagens celulares foi amplificado por PCR, no qual a reação final 

foi padronizada com um volume final de 15 µL. O mix de reagentes usados foi composto de 

1X tampão incompleto, 2mM MgCl2, 200 µM dNTP, 0,3 µM de cada primer de interesse e 0,5 

U de polimerase (Platinum Taq DNA Polimerase), juntamente com 50 ng/µL do DNA de cada 

amostra avaliada. Os parâmetros de ciclagem usados foram uma denaturação inicial a 96° C 

por 15 minutos, seguida de 40 ciclos de 96° C por 45 segundos e 58° C por 45 segundos para 

EGFR; 55,5° C for 45 segundos para os genes BRAF e PIK3CA; 72° por 45 segundos para NRAS 

e 52° C por 45 segundos para PTEN. Para todos os genes foi utilizada a temperatura de 72° C 

para extensão final.  

Os produtos do PCR de cada gene foram purificados com a enzima EXOSAP-IT 

(Affymetrix, USB) e submetidas a sequenciamento direto usando o kit de sequenciamento 

ABI PRISM BigDye XTerminator e  BigDye XTerminator purification kit (Applied Biosystems). 

As análises das mutações foram analisadas nos softwares Genetic Analyzer ABI PRISM 3500  

e SeqScape version 2,7 (Applied Biosystems).  

4.14 Hibridização fluorescente in situ (FISH) 

 

Para avaliar as alterações do número de cópias do EGFR, foi realizado uma 

hibridização fluorescente in situ, utilizando a sonda comercial EGFR ZytoLight SPEC 

EGFR/CEN 7 Dual Color Probe (ZytoVision). As células foras cultivadas em frascos T25 até 

atingirem 85% de confluência. Em seguida foram desaderidas com auxilio de acutase 

(Accutase® Cell Dissociation Reagent – Gibco) por 5 minutos. As amostras foram semeadas 

em lâminas histológicas e fixadas em uma solução metanol/ácido acético (3:1). 

Posteriormente as lâminas foram lavadas em solução 2X SCC a 37° C, tratadas, desidratadas 

em uma bateria de etanol (70, 85 e 100%) e colocadas para secar em temperatura ambiente. 

A hibridização das sondas foi conduzida de acordo com as instruções do fabricante. A 

remoção de ligações inespecíficas foi realizada em tampão contendo Igepal. As análises de 

30 células foram usadas para a classificação quanto ao aumento do número de cópia do 

EGFR. A razão entre o EGFR:CEN7 foi calculada entre o número de cópia encontrado para 

EGFR e centrômero como descrita previamente no trabalho de Chung e colaboradores20. 
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4.15 Criação de uma linhagem estável mutante para KRAS. 

 

 Para a criação de uma linhagem estável com mutações ativantes no gene KRAS 

(p.G12D e p.G12S), foi utilizada a linhagem H292 de CPNPC, que apresenta o genótipo 

selvagem para este gene. A linhagem H292 foi transfectada com os plasmídeos comerciais 

pEGFP.C1.KRAS_wt; pEGFP.C1.KRAS_G12D e pEGFP.C1.KRAS_G12S (Reniguard Life Science 

Inc.). Para este objetivo, 2,5 X 105 células foram semeadas em placas de 6 poços e 

transfectadas com Fugene HD (Promega – cod. E2311) de acordo com as instruções do 

fabricante. Após 24 horas de transfecção, as células foram selecionadas em um meio de 

cultura contendo neomicina (250 µg/mL), durante duas semanas. Após esta seleção, cada 

linhagem celular transfectada foi submetida a uma separação por citometria de fluxo (BD 

FACS Aria II), para o enriquecimento das populações celulares (EGFP positivas). Após o 

enriquecimento, foi realizado a confirmação das mutações inseridas na linhagem H292 por 

sequenciamento direto do gene KRAS, utilizando os primers: hCMV_F: 

AGCAGAGCTGGTTTAGTGAAC e KRAS_R: CCAAGAGACAGGTTTCTCCATCA. Em seguida foram 

avaliadas as alterações decorrentes das mutações  p.G12D e p.G12S do gene KRAS, na 

resposta a inibidores de EGFR. 

4.16 Análise do exoma  por sequenciamento de nova geração  

 

As linhagens celulares Fadu (parental) e Fadu resistente (clone 10), foram 

encaminhadas a um serviço de genética (Mendelics analise genômica S.A) onde foi realizado 

o sequenciamento do exoma por tecnologia de nova geração. Uma alíquota de DNA na 

concentração de 200 ng/µL foi encaminhada ao prestador de serviços, que utilizou a 

plataforma de sequenciamento de nova geração Illumina HiSeq2500. A porcentagem de 

bases cobertas pelo sequenciamento foi de 87% na linhagem celular Fadu (parental) e 57% 

na linhagem celular Fadu (clone 10). Após a geração e alinhamento das sequências de 

interesse, os dados foram analisados na ferramenta de bioinformática Variscan2, a fim de se 

encontrar significativas alterações genéticas e seu efeito biológico na  linhagem resistente. 

4.17 Analise da expressão génica (array de expressão)  
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Para a validação do perfil de expressão de mRNA da linhagem Fadu (parental e clone 

resistente), foram utilizadas lâminas de microarray Gene Expression Microarray, 4×44K 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) em metodologia dual-color (Cy3 e Cy5), 

seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração e quantificação do RNA das 

linhagens, 500 ng de RNA total com adição de RNA controle (spike in), foram conduzidas a 

transcrição reversa com auxílio da enzima MMLV-RT (Maloney Murine Leukemia Vírus- 

Reverse Transcriptase) para a construção do cDNA dupla fita a partir de primers adaptados a 

um promotor T7 na região 5´ da fita de cDNA. Posteriormente, foi adicionado à enzima T7 

polimerase com nucleotídeos marcados com os fluorocromos cianina 3 (Cy3) ao cDNA das 

linhagem Fadu parental, chamada nesta abordagem de controle, e cianina 5 (Cy5) ao cDNA 

da linhagem Fadu resistentes, chamada nesta abordagem de Clone C10. Esta etapa consistiu 

na amplificação de RNAs complementares anti-sense (cRNA). Os respectivos cDNAs foram 

purificados com colunas comerciais, e posteriormente hibridizados nas lâminas por 17 horas 

na temperatura constante de 65° C em forno de hibridização (Agilent Tecnologies). 

Finalmente, as lâminas hibridizadas foram lavadas nos tampões Wash Buffer 1 e Wash Buffer 

2, de acordo com as instruções do fabricante. Após as sucessivas lavagens, as lâminas foram 

escaneadas a 550 nM (espectro verde – Cy3) e 640 nM (espectro vermelho – Cy5) no 

equipamento Agilent Scanner Surescan (Agilent Tecnologies). A extração dos dados e 

controle de qualidade foi realizado pelo software Feature Extration, versão 10.7 (Agilent 

Tecnologies), que realiza o posicionamento automatizado das grids, baseado em regiões 

marginais, fornecendo os gráficos de controle de qualidade da reação de hibridização. Os 

oligonucleotídeos, foram identificados pelo protocolo customizado GE2_107_Sep09. Após a 

quantificação, foram selecionadas as médias dos dados brutos (gMeanSignal), além da 

médias do background (gBGMeanSignal) utilizadas para as futuras análises.  

Os dados de expressão foram analisados em ambiente R, versão 2.11.0. Para a 

inclusão dos dados, identificação das flags e geração das matrizes de expressão, foi utilizado 

o pacote limArray para retirada dos controles positivos e negativos, valores que 

sobrepuseram o background, e conversão de dados em escala logarítmica. Em seguida, os 

dados foram normalizados pela metodologia quantile para futura aplicação estatística.   
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4.18 Análises estatísticas 

 

A análise estatística foi realizada com auxílio do softwar Graph Prism versão 5.0 

(Graph Prism Software, San Diego, USA) e SPSS versão 9.0 (Statistical Package for Social 

Sciences; SPSS, Chicago,  USA).  A associação entre as taxas de resposta ao allitinib e as 

mutações nos genes encontradas foi realizada usando o teste do qui-quadrado, e o nível de 

significância foi considerado como p<0,05. Nos ensaios celulares a comparação entre os 

grupos  foi feita pelo teste One Way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni.  

A análise estatística dos dados de expressão foi realizada pelo rank products, 

utilizando o pacote RankProd na plataforma R (Rstudio versão 2.11.0). Neste trabalho, os 

genes foram considerados significativos com valores de p≤0.005. Os agrupamentos de genes 

corregudados foram submetidos à análise funcional usando o banco de dados DAVID 

(Database for Annotation, Vizualization and Integrated Discovery), versão 6.7. Nesta 

abordagem, foram identificados os processos biológicos e vias dos genes diferencialmente 

expressos entre as duas linhagens testadas: Fadu parental e Fadu resistente. Foi considerada 

significativa a categoria que apresentou no mínimo 3 genes e um classificação p≤0,05, após 

correção de Benjamini-Hochberg. Os bancos de dados analisados foram: Biocarta, KEEG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) e Reactome. Os heat maps foram construídos 

utilizando o pacote de dados ComplexHeatmaps versão 1.6.0 na plataforma R (Rstudio 

versão 2.11.0).   
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5 RESULTADOS  

 

 Os resultados foram divididos em três etapas, com a finalidade de responder aos 

objetivos específicos descritos no item 3.1 desta tese. 

5.1  Avaliação dos biomarcadores de resposta a cetuximabe em modelos in vitro  de 

cabeça e pescoço 

 

 O primeiro objetivo deste estudo consiste na busca por biomarcadores da resposta 

ao cetuximabe, utilizando um modelo in vitro. Nesta abordagem é proposto um modelo de 

resistência incremental a partir do qual foram selecionados clones resistentes desta terapia. 

Os resultados a seguir descrevem a avaliação do modelo de resistência, quanto à perda de 

eficiência do cetuximabe e às alterações genéticas associadas a este mecanismo. 

 5.1.1 Caracterização de sensibilidade ao cetuximabe 

 

Como parâmetro da resposta ao cetuximabe, foi utilizado como controle para todos os 

experimentos, a linhagem A431. Os ensaios de viabilidade (MTS) demonstraram uma 

redução de aproximadamente 60% da viabilidade celular na última dose testada de 

cetuximabe (250 µg/mL), com cálculo de IC50 de 120 µg/mL (Figura 12A). A caracterização do 

potencial inibitório também foi verificado por Western blotting. Logo após um período de 2 

horas em meio livre de soro, as células foram expostas 2 horas em duas concentrações de 

cetuximabe 50 e 100 µg/mL. Em seguida a estimulação de EGFR foi realizada com EGF (10 

ng/mL), a fim de constatar o efeito inibitório do fármaco nas vias efetoras intracelulares. O 

cetuximabe na dose de 50 µg/mL foi capaz de reduzir a fosforilação de EGFR quando esta via 

foi estimulada com EGF. Além disso, na mesma dose, houve a redução total da fosforilação 

de ERK1/2, juntamente com os níveis de fosforilação de AKT (Figura 12B).  
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Figura 12 - Caracterização do padrão de sensibilidade da linhagem A431.  

A – Viabilidade da linhagem A431, exposta às concentrações variáveis (0 – 250 µg/mL) de 

cetuximabe. B- western blotting do lisado de células A431 e imunomarcação de proteínas 

intracelulares.  

5.1.2 Seleção das linhagens do modelo de resistência ao cetuximabe 

  

Com base nos resultados anteriores da sensibilidade das linhagens tumorais, as 

linhagens A431 (controle) SCC25 e Fadu foram escolhidas para compor o modelo de 

resistência ao cetuximabe.  As linhagens escolhidas possuem estado selvagem para os genes 

EGFR, KRAS e BRAF, segundo pesquisa realizada no banco de dados COSMIC. O perfil 

mutacionais foi confirmado através de sequenciamento direto dos seguintes genes: EGFR, 

BRAF, KRAS, PIK3CA e PTEN (Tabela 9).  

 

Tabela 9 - Perfil mutacional dos genes EGFR, BRAF, PIK3CA e PTEN. 

Linhagem celular BRAF PIK3CA KRAS EGFR PTEN 

A431 WT WT WT WT WT 

SCC25 WT WT WT WT WT 

Fadu WT WT WT WT WT 

WT- selvagem. 

 
 

As concentrações utilizadas no modelo de resistência foram baseadas em teste de 

tolerância, juntamente com os dados de IC50 de cada linhagem. As informações quanto à 
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quantidade e clones foram reunidas na Tabela 10, para melhor compreensão e análise do 

comportamento de cada uma das linhagens. O tempo de exposição ao cetuximabe variou 

individualmente em cada linhagem, onde linhagens mais sensíveis como a A431 e SCC25 

necessitaram de um tempo maior de recuperação entre as doses incrementais. A linhagem 

Fadu parental, inicialmente, possuía uma resposta intermediária. Esta característica auxiliou 

no processo de recuperação e restabelecimento da confluência destas linhagens. No total, 

os ensaios foram realizados em aproximadamente 32-34 semanas.  

 

Tabela 10 - Concentração de cetuximabe e tempo de exposição dos  clones 

resistentes ao cetuximabe. 

Linhagem celular Clones Doses  (cetuximabe) Tempo    (≅ semana) 

A431 

C1 400 µg/mL 3 

C2 800 µg/mL 9 

C5 1600 µg/mL 12 

C6 1600 µg/mL 15 

C7 1600 µg/mL 16 

C9 3200 µg/mL 23 

C10 3200 µg/mL 22 

SCC25 

C1 200 µg/mL 5 

C2 400 µg/mL 9 

C3 800 µg/mL 12 

C4 1600 µg/mL 16 

C5 1600 µg/mL 17 

C6 1600 µg/mL 19 

C7 1600 µg/mL 19 

C8 3200 µg/mL 29 

C9 3200 µg/mL 31 

Fadu 

C1 600 µg/mL 4 

C2 800 µg/mL 6 

C5 1600 µg/mL 9 

C6 1600 µg/mL 10 

C7 1600 µg/mL 10 

C8 3200 µg/mL 16 

C9 3200 µg/mL 15 

C10  3200 µg/mL 18 
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5.1.3 Validação do modelo de resistência ao cetuximabe  

 

Após a seleção dos clones, um novo teste de sensibilidade foi realizado, para conferir 

as modificações na taxa de resposta ao cetuximabe. Para isso, todas os clones após 

atingirem a 3ª passagem foram semeados em placas de 96 poços e expostos as mesmas 

concentrações de cetuximabe iniciais. Paralelamente as respectivas linhagens parentais 

também foram analisadas.  

 

 

 

Figura 13 - Avaliação da viabilidade celular das linhagens resistentes ao cetuximabe.  

As linhagens parentais (P) e seus respectivos clones (C) foram expostos a uma curva incremental de 

cetuximabe (0 – 250 µg/mL) por 72 horas e reveladas com MTS. 

 
Seguimos com uma análise mais aprofundada das linhagens A431 e Fadu parental e 

clones resistentes, para avaliar as alterações ocasionadas pelo modelo de resistência 

proposto. A primeira análise foi avaliar por Western blotting as alterações na inibição das 

vias intracelulares. O conteúdo proteico das linhagens celulares parental e resistentes foram 

imunodetectados com os anticorpos: anti-EGFR,  anti-ERK 1/2  e anti-AKT  total e fosforilado. 

Entre as alterações encontradas verificou-se que, na linhagem A431, os níveis de fosforilação 

de EGFR não se alteram na presença do inibidor na linhagem A431-C5. A inibição da via das 

MAP quinases, representada pela detecção do anticorpo anti-ERK 1/2 foi comprometida 
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juntamente com a fosforilação de AKT.  Estes resultados indicam que o inibidor se tornou 

ineficiente neste clone. O mesmo aumento da fosforilação foi detectado na linhagem Fadu-

C10 que partiu da linhagem parental Fadu (Figura 14). Além disso, detectou-se um aumento 

dos níveis de AKT fosforilado a medida que os clones se tornavam resistentes ao cetuximabe 

(Figura 14 B). 

 

 
 

Figura 14 - Western blotting das linhagens parentais e clones resistentes.  

Imunoblottig contra anticorpos anti-EGFR, anti-EKR 1/2  e anti-AKT  total e fosforilado, expostos a 25 

µg/mL, durante 2 horas. P- parental, C- clone, CTX – cetuximabe.  

5.1.4 Alterações morfológicas após resistência 

 

À medida que as linhagens foram expostas a concentrações incrementais de 

cetuximabe, algumas alterações morfológicas foram observadas em baixa confluência. A 

linhagem utilizada como controle, A431 manteve uma semelhança morfológica bem 

conservada, como observado na Figura 16. Estas células, sob baixa confluência, crescem em 

ilhas isoladas com bordas regulares e possuem um formato arredondado. À medida que os 

clones foram retirados ao longo do tempo de exposição ao cetuximabe notou-se que a 

distância entre as ilhas foi aumentada. A morfologia da linhagem Fadu foi bastante alterada 

no modelo de resistência proposto. Inicialmente, a linhagem celular parental apresentava 

uma morfologia arredondada com projeções citoplasmáticas evidentes em todas as ilhas em 

crescimento. Entretanto, observou-se uma alteração morfológica nos clones resistentes ao 

cetuximabe, que apresentam um formato fusiforme e as projeções citoplasmáticas mais 

A BA431 Fadu
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evidentes. Quanto ao padrão de crescimento em ilhas, notou-se que este também foi 

alterado (Figura 16).   

 

Figura 15 - Alterações morfológicas dos clones resistentes ao cetuximabe. 

 

Os clones selecionados foram avaliados quanto à viabilidade e citotoxicidade, 

utilizando o kit comercial ApotoxiGlo, que se trata de um método direto não dependente do 

metabolismo celular. O ensaio é capaz de avaliar a presença de proteases de células vivas, 

para quantificar a viabilidade celular e também avaliar a citotoxicidade, pela detecção de 

proteases presente no meio extracelular proveniente de algum dano à integridade da 

membrana celular. Constatamos que as linhagens parentais A431 e Fadu apresentaram uma 

redução na viabilidade celular, frente ao incremento da dose de cetuximabe. A relação de 

citotoxicidade foi inversamente proporcional aos valores de viabilidade detectados. Diante 

disso pode-se notar o aumento da citotoxicidade nas maiores doses, em ambas as linhagens 

parentais. Os clones testados de ambas as linhagens celulares mostraram uma diminuição da 

sensibilidade ao cetuximabe quando comparado às suas respectivas linhagens parentais. O 

mesmo foi observado quando ao parâmetro de citotoxicidade, no qual as linhagens 

resistentes apresentam uma diminuição da sensibilidade ao cetuximabe (Figura 16).  
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Figura 16 - Análise da viabilidade e citotoxicidade dos clones resistentes à cetuximabe.  

O ensaio foi realizado com kit comercial ApotoxiGlo (promega). As linhagens celulares foram 

expostas a diferentes doses de cetuximabe (50, 100 e 250 µg/mL) por 24 horas.  A e B – Viabilidade e 

citotoxicidade das linhagens A431 parental, clone 5 e 10.  C e D – Viabilidade e citotoxicidade das 

linhagens Fadu parental, clone 5 e 10.   

 

 Para avaliar a influência das vias intracelulares no mecanismo de resistência ao 

cetuximabe as linhagens A431 e Fadu, parentais e seus respectivos clones, foram expostas 

novamente ao cetuximabe (250 µg/mL) em combinação com os inibidores das vias 

intracelulares, AKT (MK2206) e ERK (Selumetinib) na concentração de 2.5 µM, por 72 horas. 

Nesta abordagem, foi detectada uma significativa redução da viabilidade da linhagem A431-

C5 resistente, quando exposta a ambos os inibidores. O mesmo foi observado na linhagem 

Fadu-C10, entretanto foi detectada maior redução da viabilidade da linhagem resistente, 

após exposição ao inibidor MK2206 (Figura 17).  

 

Figura 17 - Cetuximabe e combinação de terapias anti-ERK e anti-AKT.  

As linhagens A431-C5 e Fadu-C10, e seus respectivos clones foram expostos a concentrações fixas de 

cetuximabe (250 µg/mL) combinados com inibidores anti- AKT (MK2206) e ERK (Selumetinib). 
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5.1.5 Analise de mutações da linhagem Fadu-C10 resistente ao cetuximabe 

 

 Após o sequenciamento do exoma das linhagens Fadu (parental) e Fadu-C10 (clone 

10), foi realizada uma análise comparativa para detecção de mutações adicionais, 

ocasionados em decorrência da resistência ao cetuximabe. Inicialmente, através da 

ferramenta de análise VarScan2, foi possível destacar 18 SNVs, com valores significativos 

(p<0.005) (Tabela 11), sendo 8 mutações com efeito biológico modificador e 10 com 

moderado efeito biológico.  

 

Tabela 11 - Alterações genéticas SNVs, detectadas na linhagem Fadu-C10. 

Cromossomo  
Nucleotídeo 

Gene  
Efeito 

biológico   
Mutação 

Referência Variante 

chr1_17087521 G A CROCC Modificador  n.54C>T 

chr1_22186113 T G HSPG2 Moderado p.Thr1747Pro 

chr1_144912233 C T PDE4DIP Moderado p.Arg818His 

chr1_146250915 A G WI2-3658N16.1 Modificador  n.370T>C 

chr1_204978533 A G NFASC Modificador  c.3611-152A>G 

chr2_100628013 T C AFF3 Moderado p.Gln25Arg 

chr2_189870953 C A COL3A1 Moderado p.Leu1021Ile 

chr4_70346458 G A UGT2B4 Moderado p.Thr494Ile 

chr6_32549525 C G HLA-DRB1 Moderado p.Gly154Ala 

chr10_99240048 C T AL355490.2 Modificador  c.262+651G>A 

chr12_104153004 C G STAB2 Moderado p.Leu2401Val 

chr12_113386779 C G OAS3 Moderado p.Ser381Arg 

chr12_114793297 T C TBX5 Modificador  c.*40A>G 

chr17_4789466 C T MINK1 Moderado p.Pro249Leu 

chr19_53418555 A G ZNF888 Modificador  n.445T>C 

chr20_6065729 C T FERMT1 Moderado p.Arg526Lys 

chr20_30777860 A G PLAGL2 Modificador  n.304T>C 

chrX_24329685 C T SUPT20HL2 Modificador  n.1748G>A 

A: adenina. C: citosina, G: guanina e T: timina  

   

De acordo com a classificação do efeito biológico atribuído a cada uma das variantes 

encontradas, destacam-se os valores comparativos mais significativos para prosseguir uma 

análise inicial, quanto à presença de alterações nestes genes em pacientes portadores de 

CCECP. O total de 10 genes foram selecionados (Tabela 12) e, em seguida,  analisados 

quanto à presença de mutações, expressão e número de cópias, utilizando os dados do 

TCGA de pacientes portadores de CCECP disponíveis no CbioPortal 
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(http://www.cbioportal.org/). Com base nesta análise preliminar, foi encontrada uma baixa 

frequência de mutações e amplificações dos genes selecionados. Entretanto, 8% (22/279) 

possuem uma superexpressão do gene HLA-DRB1 e 11% (30/279) do gene FERMT1 (Tabela 

12). 

 
Tabela 12 – Genes com SNVs e frequência de 
alterações genéticas em pacientes com CCECP, 
obtidas a partir do TCGA. 

Genes  Mutações 
(%)  

Superexpressão 
(%) 

CNV 
(%) 

HSPG2 0 4 4 

PDE4DIP 2 4 1 

AFF3 1 4 2 

COL3A1 3 4 3 

UGT2B4 1 3 2 

HLA-DRB1 2 0 8 

STAB2 0 3 3 

OAS3 0 0 5 

MINK1 0 0 5 

FERMT1 1 0 11 

5.1.6 Análise do perfil de expressão génica da linhagem Fadu-C10  

 

Após a análise da expressão gênica e enriquecimento funcional como descrito na 

seção de métodos, os genes foram agrupados em categorias de vias de sinalização, 

considerando no mínimo 3 genes diferencialmente expressos nas linhagens Fadu-C10 

resistentes ao cetuximabe comparadas à linhagem parental. Inicialmente, foi encontrada a 

superexpresão dos genes EGFR, MAP2K2, UBA52, SHC1, CLTA e EPN1, envolvidos na 

sinalização mediada pela ativação do EGFR na linhagem resistente ao cetuximabe. Esta 

análise demonstrou que a expressão destes genes é maior na linhagem resistente (Fadu-

C10) quando comparados à linhagem Fadu parental, sensível ao cetuximabe (Figura 18). 

 

 

http://www.cbioportal.org/
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Figura 18 - Matriz de expressão da via de sinalização de EGFR.  

O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento 

dos genes. Vermelho indução da expressão, verde repressão e preto nenhuma modulação.  

 

 A análise funcional realizada no banco de dados KEEG, revelou que 21 genes, 

pertencentes à sinalização de MAPK, estão diferencialmente expressos na linhagem 

resistentes ao cetuximabe (p=0,04). Os genes EGFR, FGF5, MAP2K2, RELA, NF1, GNA12, 

MAPKAPK3, HSPA1B, FGF21, DUSP4, TNFRSF1A, JMJD7-PLA2G4B, ARRB2, RPS6KA2, ELK4, 

JUND, IL1B, PLA2G2C, PRKACA, MAP3K14, MAP2K7 encontram-se superexpressos, na 

linhagem Fadu-C10, comparados à linhagem Fadu parental (Figura 19).  

 

 

Figura 19 - Matriz de expressão da via de sinalização de MAPK. O dendrograma superior horizontal 

mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento dos genes. Vermelho indução da 

expressão, verde repressão e preto nenhuma modulação. 
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Pode observar-se que os genes envolvidos na sinalização mediada por mTOR, estão 

diferencialmente expressos na linhagem resistente ao cetuximabe. Os genes EIF4EBP1, 

RPS6KA2, ULK1, VEGFA, TSC2, STRADA, PRKAA1 encontram-se induzidos com diferença 

significativa (p=0.043), quando comparados aos níveis de expressão da linhagem Fadu 

parental (Figura 20). 

 

 

Figura 20 - Matriz de expressão da via de sinalização de mTOR.  

O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento 

dos genes. Vermelho indução da expressão, verde repressão e preto nenhuma modulação. 

 

A sinalização de Wnt está envolvida no desenvolvimento de alguns tumores sólidos. 

Neste estudo observou-se que a diminuição da expressão de 13 genes (PSMA2, CSNK1A1, 

PPP2R1B, PSMA1, PSMD14, PSMB1, PSMB3, PPP2CA, PSMD10, PSMD1, SKP1, PSMD6 e 

PSMD7) envolvidos sinalização mediada por Wnt. A repressão destes genes foi detectada na 

linhagem celular resistente ao cetuximabe Fadu-C10, em comparação com a linhagem Fadu 

parental (Figura 21). 
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Figura 21 - Matriz de expressão da via de sinalização de Wnt.  

O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento 

dos genes. Vermelho indução da expressão, verde repressão e preto nenhuma modulação. 

 

Estes resultados são preliminares e análises bioinformáticas posteriores, envolvendo 

outras ferramentas e pipe-lines, assim como a análise de copy number variations (CNV) e 

posterior validação através de sequenciamento Sanger e estudos funcionais são 

fundamentais para esclarecer o papel destes achados. 
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5.2 Estudo comparativo do efeito citotóxico dos inibidores irreversíveis afatinib e 

allitinib em  linhagens de CCECP 

 

 Baseado nas evidências de diferentes padrões de resposta ao cetuximabe para 

paciente com CCECP, uma nova geração de inibidores emergiu no cenário terapêutico nos 

últimos anos. Os inibidores irreversíveis de EGFR, como afatinib e allitinib, representam a 

esperança de uma terapia anti-EGFR mais eficiente. Os resultados descritos a seguir relatam 

as abordagens comparativas da eficiência terapêutica de cada inibidor, bem como os 

possíveis biomarcadores associados a esta nova geração de inibidores de EGFR.   

5.2.1 Caracterização molecular e genética do painel de linhagens de CCECP  

 

O perfil de expressão das proteínas da família ErbB foi avaliado por Western blotting 

e revelou diferentes níveis dos receptores. Em condições basais (sem estimulação com EGF) 

todas as linhagens expressaram, em diferentes níveis o receptor EGFR na sua forma total, 

entretanto somente as linhagens celulares HN13, SCC25 e JHU28 exibiram níveis de 

fosforilação de EGFR. Nenhum das linhagens testadas apresentou fosforilação do receptor 

HER2, no entanto foi detectada a presença de fosforilação do receptor HER4 nas linhagens 

SCC25 e Fadu (Figura 22A).  A análise das atividade das vias intracelulares, mostrou que a 

maioria das linhagens celulares expressaram a forma fosforilada de ERK1/2, com exceção da 

linhagem JHU12. As linhagens celulares HN13, SCC4 e JHU12 apresentaram os maiores níveis 

de fosforilação de AKT. Além disso, a proteína PTEN está ausente em 3 das 8 linhagens 

celulares avaliadas (Figure 22A). Nossos resultados mostraram que somente a linhagem 

HN13 possui uma amplificação génica, devido o aumento do número de cópias de EGFR 

(Figure 22B). 
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Figura 22 - Expressão dos receptores ErbB e analise do número de copias de EGFR. 

(A). Perfil de proteínas totais e fosforilados e ativação das vias intracelulares  AKT, ERK; (B). FISH 

(Fluorescence in situ hybridization) do EGFR. EGFR (verde) e DNA centromérico (vermelho) e núcleos 

corados com DAPI (azul). Amplificação de 100X. 

 

O perfil molecular foi caracterizado quanto aos genes preditivos do painel de 7 

linhagens celulares de CCECP comerciais, representando diferentes sítios primários de 

localização e uma linhagem primária, proveniente de paciente portador de CCECP, 

estabelecida pelo nosso grupo e denominada HCB289. As linhagens celulares foram 

classificadas quanto ao estado mutacional de alguns genes relacionados à resistência 

primária a terapias anti-EGFR  (BRAF, PIK3CA, KRAS , EGFR e PTEN).  O material genético foi 

extraído com trizol –clorofórmio, ressuspendido, quantificado e sequenciado como descrito 

na seção de métodos deste estudo.  

O sequenciamento revelou apenas uma mutação em EGFR presente na linhagem 

HN13 (His773Tyr) e uma mutação no gene KRAS (p.G12S) presente na linhagem JHU28.  As 

demais linhagens de CCECP e também o controle possuem status selvagem para todos os 

genes testados (Tabela 13).  
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Tabela 13 - Caracterização molecular das linhagens celulares de CCECP. 

Linhagem  Sítio anatômico Mutações nos genes preditivos  

  
EGFR BRAF  KRAS NRAS PIK3CA PTEN 

HN13 Língua p.H773Y WT WT WT WT WT 

JHU12 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT 

JHU28 n.a WT WT p.G12S WT WT WT 

JHU13 n.a WT WT WT WT WT WT 

FADU Hipofaringe WT WT WT WT WT WT 

SCC25 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT 

SCC4 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT 

HCB289 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT 

A431 Pele WT WT WT WT WT WT 

WT – wild type (selvagem); n.a-  não apresentado 

5.2.2 Comparação da eficiência entre cetuximabe e afatinib e allitinib no painel de 

linhagens de CCECP 

 

Neste estudo, foi avaliada a citotoxicidade de três terapias (cetuximabe e afatinib e 

allitinib) e comparamos o potencial inibitório de cada fármaco, através do ensaio MTS 

(Tabela 14).   

 

Tabela 14 - Resposta citotóxica do painel de linhagens de 
CCEPC aos inibidores cetuximabe e afatinib e allitinib. 

Linhagens 
celulares  

Resposta aos anti-EGFR (IC50) 

Cetuximabe (µg/mL) Afatinib (nM) Allitinib (nM) 

HN13 > 250 >1000 >1000 

JHU12 > 250 >1000 >1000 

JHU28 > 250 >1000 >1000 

JHU13 > 250 472,6 ± 10,6 388,9 ± 15,4 

FADU > 250 774,4 ± 11,7 384,0 ± 19,0 

SCC25 216,8 ± 15,4 224,7 ± 18,4 207,2 ± 11,6 

SCC4 > 250 115,3 ± 9,5 217,6 ± 16,1 

HCB289 > 250 >1000 845,3 ± 11,5 

A431 128,0 ± 2,64 156,9 ± 17,3 121,3 ± 3,2 

nM: nanomolar, µg: micrograma; mL: mililitro. 

 

A linhagem celular utilizada como controle de sensibilidade A431, apresentou os 

menores valores de IC50 para ambas as drogas testadas (Tabela 14). Apenas a linhagem 
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celular SCC25 apresentou sensibilidade ao cetuximabe com IC50 de 216,85 ±15,4 ug/mL e as 

demais linhagens apresentaram valores de IC50 acima do proposto no estudo (>250 ug/mL). 

Não foi possível estabelecer valores de IC50 para a linhagem primária recém-estabelecida 

pelo nosso grupo, que demonstrou um fenótipo resistente ao cetuximabe (Tabela 14 e 

Figura 23A).  

O tratamento com afatinib evidenciou baixos valores de IC50 para a linhagem celular 

SCC4 (115,32 ± 9,5 nM) e SCC25 (224,70 ± 18,4 nM). Entretanto, o IC50 calculado para a 

linhagem primária HCB289 foi maior que 1000 nM. O mesmo fenótipo resistente foi 

detectado para as linhagens celulares HN13, JHU28 e JHU12 (Tabela 14 e Figura 23B). O 

tratamento com allitinib apresentou valores ainda menores de IC50 para a linhagem JHU13 

(388,94 ± 15,4 nM), Fadu (384,07 ± 19,0 nM) e SCC25 (207,29 ± 11,6 nM). O tratamento com 

allitinib foi mais eficiente na linhagem primária HCB289 exibindo um IC50 de 845,32 ± 11,5. 

Semelhantemente ao afatinib, não foi possível calcular valores de IC50 para as linhagens 

HN13, JHU28 e JHU12 tratadas com afatinib nas concentrações propostas (Tabela 14 e Figura 

23C).  

 

 

Figura 23 - Comparação de sensibilidade aos inibidores de EGFR.  

Exposição em concentrações crescentes de inibidores de EGFR. (A), allitinib (B) and afatinib (C). 

Classificação de GI para cetuximabe (D) na concentração de  250 µg/mL; allitinib (E) and afatinib (D) 
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na concentração de 1000 nM. Altamente sensíveis (barras verdes); moderada sensibilidade (barras 

laranja) e resistentes (barras vermelho). 

 

Foi utilizada a classificação de GI, a qual classifica as linhagens celulares em um 

fenótipo de altamente sensíveis (GI>60%), média sensibilidade (GI 40 – 60%) e resistentes 

(GI<40%). Com base nesta classificação, a exposição ao cetuximabe classificou apenas a 

linhagem SCC25 como altamente sensível (AS), SCC4 e Fadu com moderada sensibilidade 

(MS) e as demais foram resistentes a esta terapia (R) (Figura 23D). Entretanto, as linhagens 

JHU13 e SCC5 foram classificadas com altamente sensíveis (AS), Fadu e SCC4 moderada (MS) 

e as quatro restantes como resistentes (R) para o inibidor afatinib (Figura 23E).  

Relativamente ao inibidor allitinib, 3 linhagens celulares apresentaram um perfil altamente 

sensível (SCC4, SCC25 e JHU13), 2 com moderada sensibilidade (FaDu e HCB289) e 3  

resistentes (HN13, JHU12 e JHU28) (Figura 23F). 

5.2.3  Efeito do cetuximabe, afatinib e allitinib na ativação de EGFR e nas vias 

intracelulares.  

 

A eficiência da terapia alvo foi avaliada de acordo com a capacidade de modular 

(inibir ou ativar) proteínas efetoras da sinalização mediada por EGFR.  A imuno detecção por 

western blot foi realizada a partir do lisado das linhagens SCC25 (sensível) HN13 (resistente) 

após a incubação com as doses de 50 e 100 ug/mL de cetuximabe e 10 e 100 nM de afatinib 

ou allitinib (Figura 25).  

 

 

Figura 24 - Modulação e inibição das vias intracelulares. 
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Western blotting de lisados celulares: SCC25 (sensível); HN13 (resistente) expostas aos diferentes 

inibidores por 2 horas. CTX  – cetuximabe (50 e 100 µg/mL); AFA -  afatinib e AST – allitinib (0,01 e 0,1 

µM)  e CTR – controle (DMSO). 

 

Para determinar o efeito dos inibidores de EGFR nas vias intracelulares, foram 

utilizados a linhagem sensível SCC25 e resistente HN13 (Figura 24).  A linhagem SCC25 exibiu 

uma redução total do alvo EGFR quando exposta aos dois inibidores irreversíveis afatinib e 

allitinib. Nesta linhagem, foi observada redução dos níveis de fosforilação de ERK e AKT, para 

todos os inibidores testados. Entretanto a redução total da fosforilação foi detectada apenas 

quando exposta aos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib nas concentrações de 0.1 de 1 

µM (Figura 24).   

De forma oposta, ao analisar a linhagem resistente HN13, não se observou redução 

total do alvo EGFR em nenhum dos inibidores utilizados. Além disso, observou-se a redução 

total dos níveis de fosforilação de ERK após a exposição a cetuximabe e afatinib. 

Curiosamente os níveis de fosforilação de AKT mantiveram-se permanentes em todos os 

tratamentos (Figura 24). Os resultados encontrados geraram a hipótese de que  a modulação 

da resposta à terapias anti-EGFR pode estar relacionada com  capacidade de inibir vias 

intracelulares como a via AKT.   

5.2.4.  Inibição farmacológica da via do AKT 

 

Os resultados anteriores, sugerem a persistente ativação da fosforilação de AKT em 

linhagens resistentes às terapias anti-EGFR e, para confirmar estes achados, foi realizado um 

experimento de combinação com inibidores de vias intracelulares.  

Para este fim, foi realizada a combinação das terapias anti-EGFR (cetuximabe, afatinib 

e allitinib) com os inibidores de AKT (MK2206) e mTOR (everolimus). As linhagens SCC25 

(sensível) e HN13 (resistente) foram expostas as combinações, para avaliar as alterações no 

padrão de viabilidade celular de cada combinação (Figura 25A e B).  

 A combinação não revelou diferença na viabilidade celular da linhagem SCC25. 

Entretanto, na linhagem resistente HN13, foi detectada uma detectamos uma redução 

significativa da viabilidade celular, apenas combinando o MK2206 com os inibidores 



59 

 

 

irreversíveis afatinib e allitinib (Figura 25A). Inesperadamente foi detectado um aumento da 

viabilidade celular da linhagem SCC25, quando os inibidores de EGFR foram combinados com 

inibidor de mTOR. Nenhum efeito similar foi observado na linhagem HN13, exposta ao 

inibidor de mTOR. Desta forma, não encontramos redução da viabilidade entre as 

combinações com everolimus (Figura 25A e B). 

 

 

Figura 25 - Viabilidade celular das combinações com inibidores intracelulares. 

(A) linhagem celular SCC25 (sensível) e (B) linhagem celular HN13 (resistente) foram expostas ao 

cetuximabe (250 µg/mL) ou afatinib e allitinib (2.5 µM) por 72 horas. CTR: controle; AFA: afatinib; 

AST: allitinib, MK: MK2206 e EVO: everolimus.  

 

Adicionalmente, o potencial de inibição das vias intracelulares foi investigado, através 

de Western blotting (Figura 26). A combinação dos inibidores de EGFR com o inibidor 

MK2206 inibiu totalmente a forma fosforilada de AKT na linhagem SCC25. Entretanto a 

redução total da fosforilação de AKT, na linhagem resistente HN13, somente foi detectada 

em combinação com os inibidores irreversíveis afatinib e allitinib, embora tenha diminuído 

nas combinações com cetuximabe (Figura 26B).  Também se observou que a combinação 

com everolimus não alterou o padrão fosforilação de AKT em nenhuma das linhagens (Figura 

26A e B).  

Interessantemente, a exposição de MK2206 e everolimus não foi capaz de reduzir 

totalmente os níveis de AKT fosforilado na linhagem HN13 (Figura 26B).  
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Figura 26 - Anti-EGFR combinado às terapias intracelulares, allitinib e afatinib. 

Analise do perfil de total e fosforilado de EGFR, ERK e AKT na linhagem SCC25 (A) e HN13 (B). As 

linhagens foram expostas ao inibidor MK2206 (MK) e everolimus (EVE) na concentração de 2,5 µM. 

CRT: controle; CTX: cetuximabe; AFA: afatinib; AST: allitinib. 

5.2.5 O silenciamento do gene AKT1 aumenta a citotoxicidade aos inibidores irreversíveis 

 

Para validar o papel do AKT na respostas aos inibidores de EGFR, a linhagem 

comercial HN13 e a primária HCB289 foram utilizadas. Experimentos prévios de controle e 

padronização da transfecção foram realizados para determinar a quantidade necessária de 

agente de transfecção (Lipofectamina) capaz de transfectar 90% das células (Figura 27). Esta 

abordagem foi realizada para evitar interações inespecíficas no silenciamento e garantir a 

eficiência do método. Foram usados uma combinação de 3 diferentes doses de cada duplex ( 

0,1; 1 e 10 nM) e 3 doses de lipofectamina (Figura 27). Com esta padronização, 

consideramos a dose de 1 µL de lipofectamina e a concentração de 10 nM como eficientes 

para prosseguir os experimentos. 

 

A

B
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Figura 27 - Padronização dos siRNA AKT1 na linhagem celular HN13. 

A- Dose de 0,5 µL; B- 1 µL e C- 1,5 µL por 9,6 cm2 de superfície, correspondente a uma placa de 6 

poços.  

 As células foram transfectadas transientemente com siRNA contra a isoforma AKT1 e 

expostas aos inibidores cetuximabe (250 µg/mL), afatinib e allitinib (1000 nM) (Figura 28). 

Foi observada uma redução significativa da porcentagem de células viáveis tratadas apenas 

com os inibidores irreversíveis afatinib e allitinib (p<0.005). Nenhuma alteração na 

viabilidade foi detectada quando as células foram tratadas com o anticorpo cetuximabe. Esta 

evidência corrobora os resultados obtidos com o inibidor de AKT (MK2206) (Figura 28B e D). 

  

 

Figura 28 - Validação do silenciamento de AKT1 e teste de viabilidade (MTS). 

Western blotting contra AKT1 (A e C). As linhagens HN13 (B) e HCB289 (D) com AKT1 silenciado, 

foram expostas aos inibidores de EGFR cetuximabe (250 µg/mL) e afatinib ou allitinib (1000 nM) por 

72 horas. siRNA-IR: duplex de silenciamento irrelevante e siRNA: duplex de silenciamento de AKT1. 
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Para avaliar as alterações citotóxicas dos agentes anti-EGFR diante do silenciamento 

da isoforma AKT1 nas linhagens HN13 e HCB289, foi conduzido um ensaio triplo capaz de 

mensurar a viabilidade, citotocicidade e a presença de caspase 3 e 7 clivada. Como 

esperado, o tratamento com cetuximabe não alterou nenhum dos parâmetros testados 

(Figura 29A e B). Entretanto, os inibidores afatinib e allitinib diminuíram significativamente a 

viabilidade celular e aumentaram a citotoxicidade em ambas as linhagens celulares com 

AKT1 silenciado (Figura 29A e B). Consequentemente, também foi observado um aumento 

de caspase 3/7 clivada em ambas as linhagens expostas aos inibidores irreversíveis (Figura 

29A e B). Estes resultados validam o papel chave que o AKT desempenha na resposta às 

novas terapias irreversíveis anti-EGFR.  

 
Figura 29 - Ensaio de viabilidade, citotoxicidade e ativação de caspase 3/7. 

 As linhagens HN13 (A) e HCB289 (B) com AKT1 silenciado foram expostas aos inibidores de EGFR 

cetuximabe (250 µg/mL) e afatinib ou allitinib (1000 nM) por 24 horas. siRNA-IR: duplex de 

silenciamento irrelevante e siRNA: duplex de silenciamento de AKT1. URF: unidade relativa de 

fluorescência e URL: unidade relativa de luminescência.  

5.2.6 Análise in silico dos níveis de fosforilação dos receptores ErbB, isoformas de AKT e 

mTOR em pacientes com CCECP 

 

Para avaliar o impacto clínico dos níveis de fosforilação dos membros da família ErbB, 

das isoformas de AKT e  mTOR, foram coletados os dados de 279 pacientes portadores de 

CCECP disponíveis no TCGA (Figura 30), no qual se destaca que 17% (47/279) pacientes 
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possuem uma alta expressão do receptor EGFR. Outros membros da família ErbB foram 

avaliados, entretanto apresentaram menores níveis de expressão como 5% (15/279) para 

ErbB2 e  3%  (8/279) para ErbB4, ambos alvos dos inibidores de nova geração como o 

allitinib. A expressão das 3 isoformas de AKT foi investigada, e observou-se que uma maior 

expressão para a isoforma AKT1 que está presente em 14,7% dos pacientes (41/279). Além 

disso, destaca-se baixos níveis de expressão de mTOR totalizando 6%  (16/279) dos 

pacientes analisados (Figura 30A).  

 

 

Figura 30 - Análise in silico de dados provenientes de 279 pacientes a partir do TCGA.  

(A) expressão de mRNA. Níveis de fosforilação obtidos a partir de do TCGA e suas correlações com o 

tamanho tumoral (B) e invasão perineural (C) em pacientes portadores de CCECP.  

 

Em seguida, foi encontrada uma correlação significativa entre os níveis de 

fosforilação de EGFR  e o tamanho do tumor, em estágios avançados da doença (T3 – T4) 

(p=0,01). Além disso, elevados níveis de fosforilação de AKT foram associados ao tamanho 

do tumor em estágios avançados (p=0,034) (Figura 30B). Nenhuma associação significativa 

com o tamanho tumoral foi detectada em relação aos níveis de fosforilação de mTOR. A 
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invasão perineural foi associada significativamente aos níveis aumentados de fosforilação de 

AKT (p=0,02). Entretanto, os níveis totais e fosforilados de mTOR foram significativamente 

correlacionados com a invasão perineural nestes pacientes (Figura 30C). 

5.3 Citotoxicidade do allitinib em um extenso painel de linhagens celulares tumorais 

 

 O efeito citotóxico positivo do allitinib em linhagens de CCECP foi descrito no item 

anterior. Diante disso, foi ampliado a investigação do potencial citotóxico em outros 

tumores sólido. Os resultados apresentados descrevem os principais tipos tumorais sensíveis 

ao allitinib, além de reportar as mutações no gene KRAS, como preditoras de resposta a esta 

terapia. 

5.3.1 Caracterização da sensibilidade, citotoxicidade do inibidor irreversível allitinib 

 

A linhagem A431 foi utilizada como controle de sensibilidade da ação do inibidor 

allitinib. De forma comparativa, a dose de 50 nM de cetuximabe foi capaz de inibir 

totalmente a fosforilação de ERK e, além disso, os níveis de fosforilação de AKT também 

sofreram ação deste fármaco, sendo totalmente inibida na mesma concentração. 

Diferentemente do anticorpo monoclonal cetuximabe, o allitinib inibiu totalmente a 

fosforilação conjunta de todas as proteínas avaliadas (EGFR, ERK e AKT). Este inibidor 

desempenha uma potente ação inibitória de vias intracelulares que atuam em processos 

chave da proliferação celular. Em uma concentração de 1000 nM deste fármaco notou-se 

uma redução total da viabilidade celular, que foi utilizada como padrão de sensibilidade ao 

longo deste estudo (Figura 31).  
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Figura 31 – Efeito do fármaco na viabilidade e via de sinalização. 

A- Western blotting do lisado de células A431 expostas a concentrações de 50 e 100 ug/mL e 10 e 

100 nM de allitinib. B e C - Ensaio de MTS. As linhagens foram expostas a uma curva de concentração 

de cetuximabe (0 – 250 ug/mL) e allitinib (0 – 2500 nM), por 72 horas.  

5.3.2 Citotoxicidade do allitinib no painel de linhagens celulares 

 

Um extenso painel de linhagens celulares, representado por 11 tipos diferente de 

tumores, foi exposto a uma curva de concentrações (100; 200; 400; 600; 800 e 1000 nM) do 

inibidor allitinib, totalizando 76 linhagens testadas. Foi utilizado uma dose fixa de 1000 nM 

para avaliar a sensibilidade encontrada em cada linhagem através do cálculo da inibição do 

crescimento (100- % de células viáveis).  

 

Tabela 15 - Eficácia do inibidor allitinib e mutações  genéticas  do painel de 76 linhagens 

celulares tumorais. 

Tumor  Célula   IC50  média ± DP (nM)* 
Média ± DP  

GI1   
GI  

Mutações nos genes preditivos de resposta às terapias anti-EGFR 

KRAS EGFR  NRAS PIK3CA  PTEN BRAF 

B
ex

ig
a 

  

5637 221,23 ± 9,17  84,4 ± 1,5 AS WT WT WT N.R N.R NR 

MCR 923,21 ± 1,45 57,2 ± 2,5 MS WT WT WT N.R N.R NR 

HT1376 533,73 ± 11,07 66,7 ± 1,5 AS WT WT WT N.R N.R NR 

T24 >1000 7,4 ± 1,5 R WT WT WT N.R N.R NR 

M
am

a 
 

MDA-MB 231 710,40 ± 4,5 54,2 ± 8,6 MS p.G13D WT WT WT WT p.G464V 

MDA-MB 468 723,43 ± 4,0 57,3 ± 3,8 MS WT WT WT p.E545A p.L70fs*7 WT 

BT20 934,62 ± 6,5 40,0 ± 6,3 MS WT WT WT p.P539R, p.H1047R WT WT 

T47-D >1000 41,7 ± 3,3 MS WT WT WT p.H1047R WT WT 
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MCF7 >1000 47,4 ± 3,7 MS p.G12R WT WT p.E542K WT WT 

AS578T >1000 29,0 ± 1,0 R WT WT WT WT N.R WT 

C
er

vi
ca

l 

Caski 24,01 ± 2,41 98,4 ± 0,43 AS WT WT WT p.E545K WT WT 

C33A 101,13 ±  9,87 75,5 ± 1,9 AS WT WT WT p.R88Q p.R130*, p.R233* WT 

HeLa >1000 3,7 ± 1,7 R WT WT WT WT WT WT 

SiHa >1000 9,7 ± 4,6 R WT WT WT WT WT WT 

C
o

ló
n

 

LOVO 100,98 ± 9,9 70,5 ± 6,3 AS p.G13D WT WT WT WT p.G70G 

CACO-2 488,54 ± 13,3 52,9 ± 2,3 MS WT WT WT WT WT NR 

SK-CO10 906,00 ± 4,4 54,4 ± 3,7 MS p.G13D WT WT N.R N.R NR 

SW480 >1000 37,7 ± 2,0 R p.G12V WT WT N.R N.R WT 

CO115 >1000 44,5 ± 6,3 MS WT WT WT WT WT p.V600E 

SW620 >1000 7,4 ± 2,0 R p.G12V WT WT WT WT WT 

DLD1 >1000 4,0 ± 6,5 R p.G13D WT WT N.R N.R NR 

HCT15 >1000 9,1 ± 3,6 R p.G13D WT WT p.E545K, p.D549N WT WT 

Es
ô

fa
go

  

Kyse 30 386,97 ± 3,5 83,0 ±  8,5 AS WT WT WT WT N.R NR 

Kyse 70 418,21 ± 2,7 67,7 ±  1,8 AS WT WT WT WT WT NR 

Kyse 270 469,67 ± 14,5 65,0  ± 21 AS WT WT WT WT WT NR 

Kyse 410 472,58 ± 7,4 65,0  ± 3,0 AS p.G12C WT WT WT WT NR 

G
lio

m
a

 

Res259 335,89 ± 4,8 70,2 ± 6,3 AS WT WT WT N.R N.R NR 

SF188 419,44 ± 7,8  75,7 ± 5,6 AS WT WT WT N.R WT NR 

GAMG 763,38 ± 9,16 51,0  ±  7,5 MS WT WT WT WT WT NR 

SNB19 864,95 ± 12,3 55,7  ±  4,7 MS WT WT WT WT p.E242fs*15 WT 

UW479 931,02 ± 3,7 48,7 ± 3,7 MS WT WT WT N.R N.R NR 

SW1088 963,66 ± 11,9 59,4  ±  4,1 MS WT WT WT WT p.R55fs*1 NR 

SW1783 983,25 ± 6,18 50,4  ±  6,0 MS WT WT WT WT p.R233* NR 

Res186 >1000  20,7 ± 8,2 R WT WT WT N.R N.R NR 

U251 >1000 8,4  ±  6,0 R WT WT WT WT p.E242fs*15 NR 

U87MG >1000 1,0 ± 3,2 R WT WT WT WT p.V54fs*29 NR 

U373 >1000 4,0  ±  1,7 R WT WT WT N.R p.E242fs*15 WT 

KNS42 >1000 13,5 ± 4,0 R WT WT WT N.R N.R NR 

C
ab

eç
a

 e
 P

es
co

ço
  

SCC-25 207,29 ± 11,6 75,0 ± 5,1 AS WT WT WT WT WT NR 

SCC-4 217,68 ± 16,1 88,4 ±  1,1 AS WT WT WT WT WT NR 

FADU 384,07 ± 19,0 60,7 ± 4,9 AS WT WT WT WT WT NR 

JHU13 388,94 ± 15,4 70,0 ±  5,2 AS WT WT WT WT WT NR 

JHU28 >1000 13,7 ± 1,1 R p.G12S WT WT WT WT NR 

JHU12 >1000 17,7 ±  6,1 R WT WT WT WT WT NR 

HN13 >1000 28,0  ±  5,2 R WT p.H773Y WT WT WT NR 

P
u

lm
ão

 

NCI-H1975 215,01 ± 12,51 81,9 ± 1,54 AS WT L858R+T790M WT p.G118D NR WT 

NCI-H827 310,00 ± 0,70 89,9 ± 0,79 AS WT del 19 WT WT WT WT 

PC9 290,00 ± 0,03 86,6 ± 0,38 AS WT del 19 WT WT WT WT 

SK-MES-1 960,13 ± 10,45 40,0 ± 3,5 MS WT WT WT WT WT NR 

H292 732,02 ± 2,41 70,3 ± 1,56 AS WT WT WT WT WT NR 

LUDLU-1 737,5  ± 1,26 84,0  ± 4,35 AS WT WT 
WT 

WT WT 
NR 

 

continua na próxima página... 
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COR-L105 980,21 ± 0,16 77,3 ± 1,15 AS WT WT WT WT WT NR 

NCI-H2228 958,00 ± 0,23 70,5 ± 2,12 AS WT WT WT WT WT NR 

SK-LU-1 <1000 33,7 ± 4,1 R p.G12D WT WT N.R N.R NR 

A549 >1000 9,7 ± 6,8 R p.G12S WT WT WT WT NR 

COR-L23 >1000 20,0 ± 2,56 R p.G12V WT WT WT WT NR 

NCI-H322 >1000 38,3 ± 3,05 R WT WT WT WT WT NR 

NCI-H358 >1000 56,6 ± 4,50 MS p.G12C WT WT WT WT NR 

NCI-H727 >1000 33,3 ± 3,78 R p.G12V WT WT WT WT NR 

Calu-3 >1000 45,1 ± 2,81 MS WT WT WT WT WT NR 

M
el

an
o

m
a 

WM9 105,35 ± 10,8 69,4  ± 3,4 AS WT WT WT N.R N.R NR 

A375 488,46 ± 9,9  67,7  ± 3,5 AS WT WT WT N.R N.R p.V600E 

WM852 551,48 ± 14,3 69,5  ±  6,5 AS WT WT p.Q61R WT N.R NR 

WM793 583,37 ± 8,5 68,9  ±  8,0 AS WT WT WT WT N.R p.V600E 

WM1617 649,07 ± 6,8 69,2  ± 4,9 AS WT WT WT N.R N.R NR 

Colo858 902,48 ± 6,6 47,5  ± 2,1 MS WT WT p.Q61H N.R N.R NR 

Colo679 >1000 34,7  ±  4,1 R WT WT WT WT WT p.V600E 

SK-MEL37 >1000 14,9  ±  9,3 R WT WT  WT  WT WT p.V600E 

GRM >1000 10,4  ±  6,0 R p.G12R WT WT N.R N.R WT 

P
ân

cr
ea

s 

BXPC-3 164,08 ± 9,2 89,0 ± 3,6 AS WT WT WT WT WT p.V487_P492>A 

PSN1 >1000 24,0 ± 3,4 R p.G12R WT N.R N.R N.R NR 

PANC1 >1000 34,4 ± 1,5 R p.G12D WT N.R N.R N.R NR 

MiaPaCa2 >1000 20,0 ± 6,0 R p.G12C WT WT WT WT WT 

P
ró

st
at

a 

PNT2 754,45 ± 6,5 53,0 ± 4,8 MS WT WT WT N.R N.R NR 

LNCap >1000 36,5 ± 2,8 R p.G12V WT WT N.R p.K6fs*4 NR 

PC3 >1000 32,2 ± 7,2 R WT WT WT N.R N.R NR 

 *Média ± desvio padrão de 3 experimentos independentes feitos em triplicata. 1Classificação de 

sensibilidade determinada pelos valores da inibição do crescimento (GI) na dose de 1000 nM é 

definida como: AS - altamente sensíveis  com  GI>60%; MS -  moderada sensibilidade GI 40-60% e R - 

resistentes GI<40%; NR: mutações não reportadas; Caracteres em negrito representam as mutações 

pesquisadas neste estudo; Caracteres normais mutações descritas sob consulta ao banco de dados 

RCGDB- The Roche Cancer Genome Database Mutations.  

 
No total, 76 linhagens celulares de 11 tipos tumorais distintos foram avaliadas 

quando à sensibilidade ao inibidor allitinib. Identificamos intervalos de valores de IC50 na 

ordem de nanomolares que variaram de 24,01 ± 2,41 nM à 983,25 ± 6,18 nM. Nesta 

abordagem 44 linhagens celulares tumorais apresentaram IC50 abaixo de 1000 nM. 

Entretanto, em 32 linhagens não foi possível detectar valores estimados de IC50, pois a 

máxima concentração avaliada não foi capaz de reduzir 50% da viabilidade celular (Tabela 

15).   
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De forma descritiva no painel de linhagens tumorais de bexiga, foi observado valores 

mínimos de IC50 na ordem de  221,23 ± 9,17 nM para a linhagem 5637, valores 

intermediários de 532,41 ± 9,87 e 533,73 ± 11,07 nM para as linhagens MCR e HT1376 

respectivamente e um valor acima de 1000 nM para a linhagem T24 (Tabela 15). 

As linhagens tumorais de cabeça e pescoço avaliadas neste estudo apresentaram um 

perfil heterogêneo de resposta ao allitinib, apresentando intervalo de valores de IC50 entre 

207,29 ± 11,6 nM a 388,94 ± 15,4 nM para as linhagem SCC25 e JHU13 respectivamente. As 

linhagens HN13, JHU28 e JHU12 apresentaram um fenótipo resistente ao allitinib, com 

valores superiores a 1000 nM. Entre as linhagens tumorais de cervicais avaliadas 

encontramos valores de IC50 apenas para duas linhagens celulares Caski (24,01 ± 2,41 nM) e 

C33A (101,13 ± 9,87 nM). O painel de linhagens tumorais de Cólon foi composto por 8 

linhagens, em apenas 3 delas foi possível detectar valores de IC50 que se encontram entre o 

intervalo de 100,98 ± 9,9 a 906,00 ± 4,40 nM. As demais linhagens celulares apresentam 

valores acima de 1000 nM (Tabela 15). As linhagens tumorais de esôfago apresentam valores 

similares de IC50 que variaram entre o intervalo de 386,97 ± 3,5 a 472,58 ± 7,4 nM.  

  

 

Figura 32 - Classificação de GI de 76 linhagens celulares tumorais expostas ao allitinib. 

Barras representam a viabilidade celular na concentração de 1000 nM do inibidor. Barras verdes (AS - 

alta sensibilidade); laranja (MS – moderada sensibilidade) e vermelho (R – resistentes). 

 

As linhagens celulares de glioma foram amplamente representados por um painel 

contendo 12 diferentes tipos de linhagens tumorais. Os resultados mostraram um intervalo 

de valores de IC50 entre 335,89 ± 4,8 à 983,25 ± 6,18 nM. Entretanto para este tipo tumoral 4 

linhagens (U251, U87MG, U373 e KNS52) apresentaram valores acima de 1000 nM. A 
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avaliação do potencial citotóxico do allitinib no painel de linhagens tumorais de mama, 

revelou valores de IC50 entre o intervalo de 710,40 ± 4,5 e 934,62 ± 6,5  para as linhagens 

MDA231, MDA468 e BT20. Foi detectado valores de IC50 acima de 1000 nM para as linhagens 

tumorais de mama T47-D, MCF7 e  HS578T (Tabela 15).  Entre as linhagens de melanoma 

avaliadas, foi detectado valores de IC50  entre 105,35 ± 10,8 à 902,48 ± 6,6 nM em  6  das 9 

linhagens testadas neste estudo.  No amplo painel de linhagens tumorais de pulmão 

testadas, foi detectado valores de IC50 entre o intervalo de 215,01 ±12,51 a 980,21 ± 0,16 

nM, sendo que 7 das 15 linhagens testadas apresentaram  valores maiores que 1000 nM.  

Apenas uma das 4 linhagens tumorais de pâncreas (BXPC-3) apresentou valor de IC50 menor 

de 1000 nM (164,08 ± 9,2 nM), foi destacado o mesmo perfil nas linhagens de próstata 

avaliadas onde apenas a linhagem PNT2 apresentou um valor de IC50 de 754,45 ± 6,5 nM.  

 

 

Tabela 16 - Classificação do GI no painel de linhagens tumorais expostas 

ao allitinib. 

Tipo tumoral N 

Sensibilidade 

Alta 
sensibilidade 

(AS)                                        
N (%) 

Moderada 
sensibilidade 

(MS)   
N (%) 

Resistente 
(R)          

N(%) 

Bexiga  4 2 (50,0) 1 (25,0) 1 (25,0) 

Cabeça e Pescoço  7 4 (57,1 ) 0 (0,0) 3 (42,9) 

Cervical 4 4 (100,0) 0(0,0) 2 (50,0) 

Colon  8 1 (12,5) 3 (37,5) 4 (50,0) 

Esôfago 4 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Glioma 12 2 (16,7) 5 (41,7) 5 (41,7) 

Mama  6 0  (0,0) 5 (83,3) 1 (16,7) 

Melanoma 9 5 (55,6) 1 (11,1) 3 (33,3) 

Pâncreas 4 1 (25,0) 0 (0,0) 3 (75,0) 

Pulmão  15 7 (46,6) 3 (20,0) 5 (33,3) 

Próstata  3 0 (0,0) 1 (33,3) 2 (66,7) 

Total 76 28 (36,8) 19 (25,0) 29 (38,1) 

                    N: número de linhagens celulares avaliadas 

 

Classificadas quanto a sensibilidade pelo cálculo de GI,  as linhagens celulares 

tumorais apresentaram 38.1 % (29/76) fenótipo resistente (R), 25.0 % (19/76) possuem o 

fenótipo de moderada sensibilidade (MS) e 36.8 % (28/76) foram classificadas com alta 
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sensibilidade (AS) ao allitinib.  Quando agrupamos os grupos sensíveis (AS e MS), 

constatamos que  61.84 % (47/76) apresentaram uma resposta sensível ao allitinib (Tabela 

16) (Figura 32). 

Analisando particularmente cada tipo tumoral, foi observado alta sensibilidade (AS) 

nas linhagens tumorais de esôfago 100% (4/4), cabeça e pescoço 57,1% (4/7), melanoma 

55,6% (5/9), cervical 50,0 % (2/4), bexiga 50,0 % (2/4) e pulmão 47% (7/15). A classificação 

do GI também revelou uma moderada sensibilidade (MS) nas linhagens tumorais de mama 

83,3% (5/6) (Tabela 16).   

5.3.3 Caracterização das mutações nos genes preditivos de resposta à inibidores de EGFR 

 

Foi realizado, análise das mutações nos principais genes envolvidos na resistência 

primária de tumores sólidos aos inibidores de EGFR. Apenas 4 mutações no gene EGFR, nas 

linhagens celulares HN13 (p.H773Y), H1975 (L858R+T790M), PC9 e NCI-H827 (del 19) (Tabela 

17).  

Foram analisadas 52 linhagens celulares quanto à presença de mutações no gene 

PIK3CA, encontramos 44 linhagens selvagens e  8 mutantes,  sendo que 87,5% (7/8) das 

mutações estão presentes em linhagens com fenótipo sensível e  12.5% (1/8) pertencem a 

linhagens com fenótipo resistente ao allitinib, embora nenhuma correlação estatística 

quanto a resposta foi detectada (p=0.448). 

 As mutações nos exons de 1 a 9 do gene PTEN foram avaliadas em 39 linhagens 

celulares. Foram encontradas 9 linhagens mutadas sendo que 55,6 % (5/9) apresentaram 

fenótipo sensível e 44,4% (4/9) possuem fenótipo resistente ao allitinib. Na análise de 

correlações não encontramos nenhuma relação significativa entre as mutações neste gene e 

a resposta ao inibidor em estudo (p=0.674) (Tabela 17).  

Tabela 17 - Correlação entre as mutações nos genes preditivos e a 

resposta ao allitinib. 

Gene  
Mutação 

N 
Grupo sensível Grupo resistente 

p  
AS+MS (%) R (%) 

KRAS         

 
WT 55 39 (70.9) 16 (29.1) 0.001 

 
Mutante 20 6 (30) 14 (70) 

 NRAS         



71 

 

 

 
WT 73 43 (58.9) 30 (41.1) 0.218 

  Mutante 2 2 (100) 0 (0)   

EGFR 
    

 
WT 72 43 (59.7) 29 (40.3) 0.543 

  Mutante 4 3 (75) 1 (25)   

PIK3CA 
    

 
WT 44 27 (61.4) 17 (38.6) 0.448 

  Mutante 8 7 (87.5) 1 (12.5)   

PTEN 
    

 
WT 30 19 (63.3) 11 (36.7) 0.674 

  Mutante 9 5 (55.6) 4 (44.4)   

BRAF 
    

 
WT 25 9 (36) 16 (64) 0.095 

  Mutante 7 5 (71.4) 2 (28.6)   

N: número de linhagens celulares avaliadas; WT: selvagem; p: valor de person χ2;  

 

Ao analisar as mutações nos códons 12, 13 e 61,  dos genes KRAS e NRAS, foi 

encontrado apenas duas mutações no gene NRAS  e  20 mutações no gene KRAS. As 

mutações encontrada foram correlacionadas com a resposta ao allitinib, e observado uma 

significativa relação, na qual 70 % (14/20) das células mutadas apresentavam fenótipo 

resistente a este inibidor (p=0,001). Nenhuma correlação foi detectada quando comparada a 

presença de outras mutações nos  genes analisados neste estudo (Tabela 17). 

5.3.4 Transfecção estável da linhagem H292 mutante para KRAS (pG12D e pG12S) 

 

Para validar os achados anteriores da associação de mutações de KRAS com a 

resistência ao allitinib, foi transfectado uma linhagem sensível e KRAS selvagem (H292) com 

as principais mutações identificadas nas nossas linhagens. Os plasmídeos 

pEGFP.C1.KRAS_wt; pEGFP.C1.KRAS_G12D e pEGFP.C1.KRAS_G12S foram transformados por 

alteração térmica em Escherichia coli DH5α (New England Biolabs) e semeados em meio LB-

agar (Canamicina). O DNA plasmidial foi purificado com kit Maxiprep de acordo com as 

instruções do fabricante. Tratando-se de plasmídeos adquiridos comercialmente, a etapa de 

validação dos clones foi feita por análise de eletroforese de fragmentos digeridos com a 

enzima de restrição NcoI (New England Biolabs) (Figura 33A e B).  
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Figura 33 - Validação da transfecção da linhagem H292. 

(A) simulação de eletroforese com o programa Vector NTI (Thermo Scientific); (B) eletroforese do 

perfil de restrição com a enzima NcoI. Setas indicam os clones selecionados para as futuras 

transfecções. 

 

O material genético foi quantificado e obtido as seguintes concentrações: 1813,5 

ng/µL  do plasmídeo pEGFP.C1.KRAS_wt; 1768,3 ng/µL do plasmídeo pEGFP.C1.KRAS_G12D 

e 444,5 ng/µL do plasmídeo pEGFP.C1.KRAS_G12S.   

Para avaliar o papel das mutações no gene KRAS (pG12D e pG12S), a linhagem H292 

foi transfectada como os seus respectivos plasmídeos como descrito na seção de métodos. A 

primeira validação, quanto à eficiência das transfecções, foi realizada pela observação da 

fluorescência adquirida após transfecção, através da produção da proteína verde 

fluorescente (EGFP) (Figura 34), na qual observou-se que, após 72 horas aproximadamente 

80% das células de cada campo analisado possuía células que expressavam a proteína GFP. 

Cada linhagem celular foi enriquecida, através de seleção por citometria de fluxo (BD FACS 

Aria II)  e selecionada com neomicina (250 μg/mL).  

 

 

Figura 34 - Detecção de intensidade da fluorescência da linhagem H292 transfectada. 

 

A B

H292 – KRAS- selvagem H292 – KRAS-G12D H292 – KRAS-G12S
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Em seguida, o DNA de cada linhagem celular transfectada foi extraído, por método de 

trizol clorofórmio. Para confirmar a presença das mutações inseridas, foi realizado o 

sequenciamento direto. Como observado na Figura 35, as mutações propostas no estudo 

foram detectadas, comprovando a criação das linhagens celulares contendo as variantes 

KRAS_wt, KRAS_G12D e KRAS_G12S, originadas a partir da linhagem H292. 

 

 

Figura 35 - Eletroferograma do sequenciamento de KRAS das transfectadas.       

5.3.5 Mutações em KRAS como preditoras da resposta ao allitinib  

 

  

Após a transfecção das mutações de interesse do gene KRAS, as linhagens foram 

expostas novamente a concentrações incrementais do inibidor allitinib, para determinação 

das diferenças no IC50. Como esperado, os resultados mostraram um aumento do IC50 de 

aproximadamente seis vezes (6,56 ± 0,23 μM) para linhagem H292-KRAS-G12D e oito vezes 

para a linhagem H292-KRAS-G12S (8,47 ± 0,15 μM) em comparação com a linhagem 

transfectada com o plasmídeo selvagem (0.95 ± 0.17 μM) (Figura 36A). Utilizando um ensaio 

fluorescente não metabólico, foi observado uma diminuição significativa na viabilidade da 

linhagem portadora de KRAS selvagem para ambas as concentrações testadas (1 μM e 6 μM) 

comparada com as linhagens portadoras das mutações p.G12D e p.G12S (p= 0,03 e p= 

0,003). O potencial citotóxico das linhagens, avaliados pela integridade da membrana 

celular, revelou uma diminuição significativa da citotoxicidade do allitinib nas linhagens KRAS 

mutante (p=0,005 e p=0,006), respectivamente, quando comparadas com a linhagem KRAS 

selvagem nas doses de 1 e 6 µM do allitinib (Figura 36B e C).  

H292-WT H292-G12D H292-G12S
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Figura 36 - Alterações de viabilidade e citotoxicidade das linhagens H292 transfectadas. 

(A) Ambas as linhagens foram expostas a uma curva incremental do allitinib (0 – 2500 µM) para 

detecção do IC50. (B e C) Viabilidade e citotoxicidade acessada por fluorescência. CTR: controle; AST: 

allitinib.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Esta seção foi dividida em 3 etapas correspondentes aos resultados apresentados no 

item anterior:  

1) Identificação in vitro dos mecanismos de resistência adquirida ao cetuximab em um 

modelo de linhagem de CCECP;  

2) Potencial citotóxico dos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib em linhagens de CCECP  

3) Avaliação do efeito antineoplásico do inibidor allitinib em tumores sólidos: KRAS como 

biomarcador preditivo de resposta. 

6.1 Identificação in vitro dos mecanismos de resistência adquirida ao cetuximabe em 

um modelo de linhagem de CCECP  

 

Utilizamos um modelo in vitro para criar uma linhagem celular resistente ao 

cetuximabe. As linhagens A431 (controle) e Fadu foram expostas a concentrações 

incrementais do cetuximabe por um longo tempo, até apresentarem um fenótipo de 

resistência a este quimioterápico. A utilização deste modelo de resistência adquirida 

representa uma ferramenta de sucesso para compreensão dos mecanismos envolvidos na 

resistência secundária a alguns fármacos, entretanto, poucos trabalhos utilizaram linhagens 

tumorais de CCECP. Benavente e colaboradores foram dos primeiros pesquisadores a 

demonstrarem a eficiência de um modelo de resistência incremental ao cetuximabe em uma 

linhagem de CCECP. Neste estudo, a linhagem tumoral SCC-1, foi exposta por 12 meses em 

concentrações incrementais dos inibidores de EGFR, cetuximabe, gefitinib e erlotinib128. O 

modelo descrito foi semelhante ao adotado em nosso estudo, no qual as linhagens A431 e 

Fadu ficaram expostas por aproximadamente 7 meses.  

A validação do nosso modelo de resistência foi realizado através do monitoramento 

dos valores de IC50 de cada linhagem celular gerada ao longo do tempo. A linhagem A431 

apresentava um IC50 de aproximadamente 130 µg/mL chegando a valores indetectáveis. O 

mesmo foi observado na linhagem Fadu, que possui um IC50 inicial de aproximadamente 290 

µg/mL atingindo valores indetectáveis para os clones resistentes. Em seguida foi destacado 

uma ineficiência total da inibição da fosforilação de EGFR pelo cetuximabe nos clones 
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resistentes de ambas as linhagens. Esta mesma incapacidade foi detectada na linhagem SCC-

1 (resistente ao cetuximabe) criada por Benvente e colaboradores, entretanto níveis basais 

de fosforilação ainda permaneceram detectáveis por Western blotting 128.  Recentemente 

um modelo de resistência ao cetuximabe foi proposto por Boeckx e colaboradores, no qual 

eles utilizaram as linhagens tumorais SC263, LICR-HN2 e LICR-HN5 que foram expostas a 

concentrações incrementais de cetuximabe, por até 15 dias129. 

 Além da caracterização das alterações morfológicas provenientes da exposição ao 

cetuximabe, foram conduzidos ensaios não metabólicos fluorescentes, para  avaliar a 

viabilidade e citotoxicidade dos clones resistentes. Nesta abordagem o padrão de 

sensibilidade da linhagem A431-C5 (clone 5) e Fadu-C10 (clone 10) e seus respectivos 

controles (parentais) foram classificados. Alguns estudos utilizam abordagens experimentais 

alternativas para avaliar a citotoxicidade do cetuximabe em modelos de resistência, como 

ensaio de formação de colônia, contagem direta de células, apoptose (anexina/PI) ou até 

mesmo modelos xenográficos130, 129, 128. Todas estas abordagens representam uma 

estratégia complementar para validar a eficiência do modelo de resistência ao cetuximabe.   

Foi monitorado por Western blotting a fosforilação das vias intracelulares ERK e AKT 

medidas pela ativação de EGFR. Os clones resistentes ao cetuximabe, na linhagem A431, 

apresentam um aumento da fosforilação de EKR e diminuição da fosforilação de AKT. 

Diferentemente na linhagem tumoral Fadu-C10, na qual foi encontrado uma redução de ERK 

e aumento da fosforilação de AKT. Alguns estudos demonstraram o aumento da fosforilação 

de AKT em linhagens celulares de CCECP resistente ao cetuximabe128, 130. Além das vias 

reportadas em nosso estudo, a fosforilação de STAT3 e outros membros da família ErbB já 

foram fenótipos associados a modelos de resistência ao cetuximabe em linhagens de 

CCECP130.  

Após a confirmação das alterações nas vias intracelulares, foi conduzido uma análise 

preliminar do exoma completo da linhagem celular Fadu-C10 comparada com a linhagem 

parental Fadu. Foram identificadas 18 variantes genéticas significativas na linhagem 

resistente, entre elas 10 possuem potencial biológico importante: HSPG2, PDE4DIP, AFF3, 

COL3A1, UGT2B4, HLA-DRB1, STAB2, OAS3, MINK1 e FERMT1. Os genes identificados nesta 

análise não foram descritos em modelo de resistência em linhagens de CCECP.  
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O gene HSPG2, também conhecido como percalano, é um constituinte da matriz 

extracelular, conjuntamente com outras moléculas como fibronectina e laminina131. Estudos 

indicam um aumento da expressão de percalano em displasias epiteliais e carcinomas orais. 

Neste último caso, o percalano é extensivamente depositado no citoplasma e no espaço 

intra-epitelial, entretanto, nos tumores de CCECP, localiza-se preferencialmente no 

estroma132 o que resulta na redução da coesão celular132.  Não existem evidências da 

associação direta do percalano na resposta ao cetuximabe em tumores de CCECP, 

entretanto, ensaios in vivo evidenciam uma diminuição da expressão do percalano associada 

a uma positiva resposta ao cetuximabe133. O gene PDE4DIP, codifica a proteína chamada 

miomegalina, com localização preferencial no complexo de golgi. Esta proteína desempenha 

um papel na transdução de sinais nestas organelas, sendo que seus domínios de 

oligomerização são capazes de ativar o receptor do fator de crescimento derivado de 

plaquetas-β (PDGFRB)134. O gene AFF3 codifica um fator de transcrição com o nome de LAF4 

preferencialmente expresso em tecidos linfoides e, recentemente, foi associado a regulação 

da via de sinalização  Wnt/β-catenina em carcinomas adrenocorticais135. Conjuntamente 

com miomegalina não encontramos nenhuma evidência científica de alterações deste gene 

em pacientes com CCECP.  

Em nosso estudo, foi detectado uma mutação com efeito moderado do gene COL3A1, 

que codifica uma proteína colágena do tipo III, responsável pela remodelação extracelular, 

sendo expressa em vários tecidos como pele, vasos sanguíneos e placenta136. Em pacientes 

com CCECP as taxas de degradação do colágeno tipo III estão associadas à sobrevida destes 

pacientes137. A análise do TCGA reporta uma superexpressão em 4% dos pacientes e um 

aumento do número de cópias deste gene de 3%. Interessantemente, foi encontada uma 

variante no gene UGT2B4 (p.Thr494Ile), que é responsável pela síntese de uma enzima chave 

na detoxificação de certos compostos carcinogênicos provenientes do tabaco138. O complexo 

processo de biotransformação é  mediado pela família de enzimas UDP-

glicuroniltransferase139. Um estudo recente avaliou a combinação de polimorfismos 

genéticos associados às fases de biotransformação e detectou que alterações em genes 

desta família (UGT1A1, UGT1A6 e UGT1A7) estão associados a um risco aumentado de 

desenvolver CCECP140.   

Foi detectado uma mutação missense no gene MINK1 (p.Pro249Leu). Este gene 

codifica uma proteína como o nome Misshapen-like kinase 1. Esta proteína possui funções 
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pouco conhecidas, embora recentemente, o MINK1 foi associado a mecanismos de 

polaridade celular planar envolvido na ativação da via β-catenina, independente de Wnt141. 

Em pacientes com CCECP, não evidenciado nenhuma associação com os mecanismos 

envolvidos na carcinogênese, embora estudos in vitro tenham detectado a fosforilação de 

MINK1 após ativação da via RAS por mecanismos envolvendo espécies reativas de 

oxigênio142. A análise in silico da expressão desta proteína revelou que 5% dos pacientes 

possuem o aumento do número de cópias deste gene.  

Entre as alterações encontradas, destacamos o gene FERMT1 que possui duas 

variantes p.Arg526Lys e n.304T>C, sendo a última localizada em um exon não codificado do 

gene. O FERMT1 codifica uma proteína de mesmo nome e alguns estudos descrevem que a 

superespressão desta proteína em CNCP, carcinoma de colón143, sendo relacionada com 

mecanismos de invasão em células de carcinoma de mama144. Além disso, a expressão de 

FERMT1 foi associada à invasão e formação de colônias em carcinoma de colorretal, sendo 

indicado como possível alvo terapêutico para este tipo tumoral145. A análise in silico 

demonstrou que 11% dos pacientes de CCECP apresentam o aumento do número de cópias 

deste gene. 

Em nossa análise comparativa da expressão gênica entre as linhagens Fadu parental e 

Fadu-C10 (clone resistente), foram encontrados genes diferencialmente expressos, 

constituintes de vias de sinalização importantes como: EGFR, MAPK, mTOR, Wnt. Estes 

achados são semelhantes ao estudos conduzidos por Benavente e colaboradores, que 

encontraram uma forte associação entre a resistência ao cetuximabe e ativação da via 

intracelular PI3K/AKT128.  

Os genes EGFR, MAP2K2, UBA52, SHC1, CLTA e EPN1, mediados pela sinalização de 

EGFR, encontram-se superexpressos na linhagem Fadu-C10 resistente ao cetuximabe. Com 

base nestes achados, observou-se resultados na literatura similares que indicam a 

persistente ativação de EGFR em linhagem resistente a esta terapia146. Alguns estudos 

demonstram a ativação e superexpressão de outros membros da família ErbB, como HER3 e 

HER4147, entretanto, em nosso estudo, apenas o receptor EGFR se encontra 

diferencialmente expresso (induzido). Adicionalmente, a resistência à radioterapia está 

associada aos alterados níveis de expressão e fosforilação de EGFR em pacientes com 

CCECP119.   
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A análise do painel de genes envolvidos na via de sinalização de MAPK revelou a 

maior lista de genes superexpressos sugerindo a superativação desta via. Alguns estudos 

clínicos já demonstraram o papel da via MAPK na resistência ao cetuximabe. Este estudo foi 

realizado em 63 pacientes e indicou que a ativação das via MAPK (representada por 

RAF/MEK/ERK) foi significativamente associada com uma pior sobrevida global de pacientes 

portadores de CCECP submetidos a tratamento com cetuximabe e radiação148. A mesma 

ativação da via de MAPK foi associada à resistência em outros tipos tumores sólidos tratados 

com cetuximabe149. Com base nestes achados, um ensaio clínico fase I vem sendo conduzido 

em pacientes com tumores sólidos metastáticos e refratários a cetuximabe. Este estudo 

releva uma ação citotóxica tolerável e potencial efeito antineoplásico da combinação de 

cetuximabe com selumetinib150. Semelhante à via MAPK, observou-se genes 

diferencialmente expressos pertencentes a via de sinalização de mTOR. Um estudo in vivo, 

utilizando linhagem celular de CCECP, avaliou o efeito da combinação entre cetuximabe e o 

inibidor de mTOR em modelos ortotópicos e apresentou completa parada do crescimento 

tumoral151, 152. Um ensaio clínico fase II, envolvendo 40 pacientes com CCECP, refratários à 

cisplatina/cetuximabe detectou consideráveis níveis de citotoxicidade na combinação entre 

temosolamina e cetuximabe, além de demonstrar uma redução tumoral associado, à 

inibição do eixo PI3K-AKT-mTOR153. Estes estudos iniciais indicam que a associação entre 

estas terapias devem ser consideradas em futuras abordagens clínicas.  

Quanto à via de sinalização Wnt, esta é responsável por desencadear mecanismos de 

proliferação direta, polaridade celular inicialmente detectada nos processos embrionários e 

homeostase dos tecidos154. Três vias de sinalização de Wnt são descritas: a via canônica, não 

canônica de polaridade planar e não canônica Wnt/ cálcio. Ambas as vias são ativas pela 

ligação de Wnt em receptores Frizzled. As diferenças entre as categorias envolvem a 

integração da proteína β-catenina que integra a via canônica155. Alterações na via de 

sinalização Wnt estão associadas a um pior prognostico em pacientes CCECP156. Uma recente 

revisão reúne informações que comprovam que vários membros da família Wnt estão 

desempenhando um papel importante na tumorigênese destes pacientes, além de serem 

regulados por microRNAs como miR-329 e miR-410, que uma,  vez inibidos podem a ativar 

Wnt-7b157. Utilizando o ensaio de membrana corioalantóica de galinha, pesquisadores 

avaliaram o efeito do inibidor de Wnt (WNT974), em linhagens de CCECP. Neste estudo, foi 

demonstrado, uma significativa redução do tamanho tumoral, provando que esta terapia 
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pode ser utilizada em ensaios clínicos para este tipo tumoral158. Contradizendo todos estes 

achados, em nossas análises, 13 genes constituintes desta via estão reprimidos, resultado do 

modelo de resistência ao cetuximabe proposto. Entretanto, a superativação desta via se faz 

presente apenas na linhagem parental. 

6.2 Potencial citotóxico dos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib em linhagens de 

CCECP é influenciado ativação AKT 

 

 Os inibidores de EGFR representam uma das mais promissoras terapias para o 

tratamento de CCECP44, sendo o cetuximabe o primeiro agente anti-EGFR aprovado para o 

tratamento destes pacientes159. Entretanto, uma fração destes pacientes demonstra uma 

resposta parcial ou negativa, por meio de mecanismos ainda pouco descritos160. Nos últimos 

anos, uma nova classe de inibidores irreversíveis de EGFR foi desenvolvida, os quais atuam 

conjuntamente na inibição de outros alvos moleculares. O afatinib e allitinib representam 

esta nova geração de inibidores de EGFR que apresenta eficiente ação in vitro e in vivo em 

alguns tumores sólidos109, 161.  

Inicialmente, o afatinib foi aprovado para tratamento de pacientes portadores de 

CPNPC, refratários a primeira geração de inibidores de EGFR que possuem mutações 

secundárias neste gene162. Diante do potencial citotóxico do afatinib, ensaios pré-clínicos 

foram conduzidas com esta molécula, que comprovaram o efeito antiproliferativo na 

linhagem celular Fadu, além de exibir benéficos na combinação com radioterapia163. 

Recentemente um ensaio clínico fase III, conduzido em pacientes com CCECP, demonstrou 

resultados animadores na sobrevida livre de pacientes com CCECP metastáticos108.  Embora 

em fase pré-clinicas iniciais, o inibidor irreversível allitinib demonstrou um potente efeito 

antineoplásico em linhagem celulares tumorais de pulmão, mama e ovário109, demonstrando 

ser um promissor agente terapêutico.  

Diante da grande expectativa, os inibidores irreversíveis representam uma promessa 

terapêutica para os pacientes de CCECP, contudo, não existem biomarcadores de resposta 

para esta nova modalidade terapêutica. Em nosso trabalho, comparamos a eficiência dos 

inibidores cetuximabe, afatinib e allitinib, e identificamos biomarcadores preditivos de 

resposta em um painel de linhagens celulares de CCEPC.  
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A comparação entre as terapias revelou uma baixa taxa de resposta ao cetuximabe, 

quando comparadas às terapias com os inibidores irreversíveis afatinib e allitinib. Além 

disso, não foi possível detectar valores reais de IC50 nas linhagens celulares expostas ao 

cetuximabe. Um estudo semelhante comparou a eficiência do cetuximabe com os inibidores 

gefitinib e erlotinib revelando baixa resposta ao tratamento com cetuximabe em linhagens 

celulares de CCECP164. O efeito citotóxico do afatinib também foi avaliado em um painel de 

10 linhagens tumorais de CCECP, demonstrando superior citotoxicidade comparado ao 

cetuximabe e gefitinib, com valores de IC50 variando de 100 a 8.000 nM. Estes achados 

corroboram estudos que evidenciaram a redução do volume tumoral em modelos 

xenográficos para ambos inibidores cetuximabe e afatinib165. Embora este seja o primeiro 

ensaio pré-clínico com o inibidor irreversível allitinib que utiliza um painel de linhagens de 

CCECP, observou-se baixos valores de IC50 variando de 121,31 a 388,94 nM. As abordagens 

iniciais com este inibidor demonstraram variados valores de IC50 para diferentes tipos de 

linhagens celulares tumorais com alta expressão de HER2 (230 à 970 nM)  e baixa expressão 

de HER2 (6.200 to 7.500 nM)109. Adicionalmente, foi destacado o efeito de ambos os 

inibidores de EGFR, em uma linhagem celular primária HCB289 estabelecida pelo nosso 

grupo. As linhagens primárias são consideradas ferramentas fidedignas de investigação 

citotóxica, pois conservam características funcionais e morfológicas do tumor inicial. No 

presente trabalho foi demonstrado uma maior citotoxicidade do inibidor allitinib em 

comparação aos demais testados.  

A análise das mutações de genes preditivos de resposta a terapias anti-EGFR 

detectou uma mutação no gene EGFR (p.H773Y) na linhagem HN13, que também 

demonstrou presença de amplificação génica de EGFR. Mutações em EGFR são raras neste 

tipo tumoral e esta mutação foi previamente detectada em tumores de CPNPC166, estando 

associada à resistência a inibidores como gefitinib167.  A mais recente análise genética 

integrada conduzida pelo TCGA encontrou uma taxa mutação de 5% e de 11 % (31/279) de 

amplificação de EGFR em pacientes com tumores de cabeça pescoço. Um ensaio clínico que 

avaliou 312 pacientes portadores de CCECP, sendo que 11% dos pacientes possuem o 

aumento do número de cópias de EGFR, que não foi considerado um biomarcador preditivo 

da resposta ao tratamento de cetuximab combinado com cisplatina e 5-FU168.   

Também, observou-se que a mutação no gene KRAS (p.G12S) na linhagem JHU28, 

que em nosso estudo já foi associadas a um fenótipo resistente ao allitinib169.   
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A linhagem celular SCC25 foi utilizada como padrão de sensibilidade por apresentar 

os menores valores de IC50 para ambos inibidores e a linhagem HN13 foi utilizada como 

modelo de resistência por apresentar os valores mais elevados. Ao analisar o efeito da 

exposição aos inibidores sobre as vias intracelulares estimuladas pela fosforilação de EGFR, 

foi observado que, a eficiência dos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib está associada à 

capacidade de modular a fosforilação de ERK e AKT na linhagem SCC25. O mesmo efeito foi 

encontrado na linhagem de ovário SK-OV-3, utilizada como modelo de sensibilidade ao 

allitinib109. Entretanto, na linhagem resistente HN13, foi observado uma persistente ativação 

de AKT mesmo na presença dos inibidores afatinib e allitinib. Um estudo recente atribui a 

ativação das vias intracelulares como PI3K/AKT a uma baixa taxa de resposta ao afatinib, 

contribuindo para um fenótipo transição epitélio-mesenquimal170. Nós hipotetizamos que a 

ativação do eixo de sinalização de AKT poderia exercer um papel fundamental na resistência 

aos inibidores de EGFR em linhagens de CCECP.  

Ao inibir farmacologicamente as linhagens SCC25 e HN13 com inibidores das vias 

intracelulares, AKT (MK2206) e mTOR (everolimus), foi encontrada uma redução na 

viabilidade e aumento da citotoxicidade da linhagem HN13 que apresentava um fenótipo 

resistente às terapias anti-EGFR. Entretanto, este benefício foi observado somente entre a 

combinação dos inibidores irreversíveis e o inibidor de AKT (MK2206). Um ensaio clínico 

(NCT00848718), conduzido em pacientes com CCECP para avaliar a eficiência da combinação 

de carboplatina/paclitaxel, docetaxel ou erlotinib conjuntamente ao inibidor de MK2206, 

demonstrou toleráveis níveis toxicológicos e evidência de atividades antitumoral 

associada171. Embora um pequeno ensaio clínico fase I, realizado com 20 pacientes de 

CCECP, mostrou que a combinação de cetuximabe e everolimus teve uma taxa relativa de 

resposta de 61,5%172, a resposta negativa da combinação de anti-EGFR com everolius, 

reproduz um ensaio clínico fase II em pacientes portadores de CCECP resistentes a cisplatina 

que foram tratados com a combinação de erlotinib e everolimus e não apresentaram 

nenhum benefício na sobrevida destes pacientes173.  

Adicionalmente, foi avaliado a influência do silenciamento de AKT1 nas linhagens 

HN13 e HCB289., no qual o silenciamento de AKT1 promove a sensibilidade das linhagens 

apenas aos inibidores irreversíveis afatinib e allitinib. A via de sinalização mediada pela 

fosforilação de PIK3CA leva a fosforilação de dois resíduos (Thr308 e Ser473) que contribuem 

para a regulação do metabolismo e estimulação da proliferação celular174. A superexpressão 
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da isoforma AKT1 foi reportada em alguns tumores sólidos como de próstata174 e gástrico175. 

Além disso, mutações somáticas ativantes de AKT foram observadas em carcinomas de 

mama, ovário e colorretal176. Estes estudos comprovam o papel da ativação de AKT na 

manutenção das células tumorais e um recente estudo conduzido com 10 linhagens 

primárias de CCECP, demonstrou que o silenciamento de AKT1 diminuiu a taxa de 

crescimento, além de induzir a expressão do gene supressor tumoral CDKN2B e reduzir  a 

expressão do receptor TGFBR1177. Um estudo in vivo utilizando um modelo ortotópico com a 

linhagem SCC-1 proveniente de CCECP, avaliou o efeito da inibição de AKT e demonstrou 

eficientes resultados na redução do tumor, assim como o bloqueio do desenvolvimento de 

metástase nos animais178.  A expressão e o aumento dos níveis de fosforilação de AKT1 

(Ser473) estão associadas com a resposta à radioterapia em pacientes com CCECP, sendo 

considerado um marcador de resposta a esta modalidade terapêutica179, 180.  

A expressão dos receptores da família ErbB, das isoformas de AKT e mTOR foram 

também interrogadas em pacientes portadores de CCECP, através do banco de dados do 

TCGA. Como esperado encontramos uma predominância de expressão do EGFR e da 

isoforma AKT1. Adicionalmente os níveis de fosforilação destas proteínas foram associados 

com dados clínicos patológicos dos pacientes. Embora alguns estudos afirmem que os níveis 

de expressão do EGFR e o aumento do número de cópias do gene se encontram aumentados 

nos estágios avançados da doença181. Foi evidenciado que os níveis de fosforilação de EGFR, 

especificamente do resíduo pY1068, foram maiores em estágios iniciais da doença. Este fato 

pode ser associado à intervenção quimioterápica com os inibidores de EGFR, uma vez que 

um estudo avaliou a presença de células tumorais circulantes e comprovou uma redução de 

células tumorais circulantes marcadas com EGFR fosforilado181.   

A análise do TCGA evidenciou níveis aumentados de fosforilação de AKT em estágios 

avançados da doença. Diante deste fato, sugerimos que a utilização de combinações com 

inibidor de AKT pode representar uma promissora estratégia para os pacientes com CCECP. 

Algumas estratégias in vivo demonstram os benefícios desta combinação na redução do 

tamanho tumoral e de metástases cervicais, além de aumentar a sobrevida dos animais 

testados178. A invasão perineural é um evento associado ao aumento da recorrência local de 

metástases regionais em CCECP e aumento da taxa de mortalidade nestes pacientes182, 183. 

Eventos como a invasão perineural ocorrem com uma incidência de 14% a 63,2% em 

pacientes portadores de CCECP178. Em nosso trabalho, foi detectado pela primeira vez uma 
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correlação significativa entre a invasão perineural e os níveis de AKT fosforilado, indicando 

que a utilização de terapias anti-AKT podem ser úteis na prevenção deste evento.  

6.3 Avaliação do efeito antineoplásico do inibidor allitinib em tumores sólidos: KRAS 

como biomarcador preditivo de resposta. 

 

A nova geração dos inibidores de EGFR tem como principal característica a 

capacidade de inibir vários alvos celulares, como as proteínas pertencentes à família ErbB e 

demais alvos intracelulares184. A eficiência destas novas terapias, representadas neste 

trabalho pelos inibidores afatinib e allitinib, está associada a concentrações reduzidas e com 

a efetiva redução da viabilidade celular, comprovada a partir da determinação do IC50 e 

posterior classificação da inibição do crescimento  GI. O nosso estudo representa o primeiro 

ensaio pré-clínico que avaliou o efeito de uma nova terapia anti-EGFR irreversível, em um 

extenso painel de linhagens celulares tumorais, com o intuito de conhecer melhor a ação 

citotóxica deste composto em diferentes tumores.  

Embora os ensaios iniciais tenham comprovado a eficiência do allitinib na inibição 

dos receptores EGFR e HER2 e HER4, incluindo linhagens celulares com as mutações 

secundárias em EGFR (L858R/T790M)109, os testes iniciais foram desenvolvidos em uma 

pequena representatividade tumoral, considerando a expressão aumentada de EGFR e HER2 

em alguns tumores sólidos como pulmão185, esôfago186 e mama187.   

Esta abordagem investigativa foi estendida a um painel constituído por 76 linhagens 

celulares tumorais, representando 11 diferentes tipos de neoplasias.  Encontramos 38,1 % 

(29/79) de linhagens resistentes o que indicam que a resposta ao allitinib não é tumor 

dependente.  Entre os tumores testados, destacamos uma eficiente resposta ao allitinib nas 

linhagens celulares de carcinoma de esôfago (100 %), CCECP (57,1 %), melanoma (55,6 %), e 

CPNPC (46,6 %), representando perspectivas para novos ensaios clínicos. Até o presente 

momento, embora tenha demonstrado resultados positivos em ensaios pré-clínicos, o 

inibidor allitinib encontra-se em fase clínica de recrutamento de pacientes portadores de 

CPNPC (ChiCTR-ONC-10000893). Além disso, um preliminar estudo clínico fase I, conduzido 

em pacientes com tumores sólidos avançados, demonstrou toleráveis efeitos adversos e 

preliminar resposta terapêutica em 7 pacientes188.  
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Foram detectadas 4 mutações no gene EGFR, entre elas uma mutação pouco 

frequente (p.H773Y) na linhagem HN13 e as demais são representadas por linhagens de 

CPNPC, nas quais estas mutações são frequentes. As linhagens PC9 e NCI-H827 possuem a 

deleção in frame do exon 19. A maioria dos adenocarcinomas de pulmão apresentam 

mutações em regiões codificadoras de domínios tirosina quinase, entretanto estas 

alterações genéticas (deleção do exon 19 e a  mutação pontual L858R) estão associadas a 

resposta positiva ao gefitinib de pacientes com CPNPC189,190. Em nosso estudo a linhagem 

com presença da deleção do éxon 19, respondeu positivamente ao allitinib. Estes achados se 

assemelham aos resultados encontrados no ensaio clínico LUX-Lung 3 e 6, que utilizou o 

inibidor irreversível afatinib, no tratamento de pacientes portadores de CPNPC obtendo 

resultados satisfatórios preferencialmente para aqueles pacientes  que carregavam a 

deleção do exon 19 do gene EGFR191. Uma das linhagens celulares, NCI-H1975 é portadora 

da mutação secundária p.L858R/p.T790M, que está associada a um mecanismo de 

resistência aos inibidores TKIs de primeira geração como gefitinib e erlotinib192. Em nosso 

estudo, o inibidor allitinib apresentou uma alta citotoxicidade para esta linhagem, 

semelhantemente ao relatado por Xie e colaboradores que usaram células NIH3T3 

transfectadas com as mutações p.L858R/p.T790M109.  

As mutações mais frequentes do gene KRAS ocorrem nos códons 12 ou 13 do exon 2 

e favorecem uma constitutiva ativação e estimulação de vias intracelulares como MAPK, 

resultando em um aumento da proliferação celular, migração e metástase193. As mutações 

no gene KRAS são preditoras negativas de resposta às terapias baseadas em anticorpos 

monoclonais como cetuximabe e panitumumabe, utilizados no tratamento de pacientes com 

carcinomas colorretais115. Em nosso trabalho, encontramos pela primeira vez uma 

significativa correlação entre o estado mutacional do gene KRAS das linhagens tumorais e a 

resposta negativa ao inibidor irreversível allitinib. Embora mutações em outros genes como 

NRAS e BRAF, já foram associados a uma taxa negativa de resposta ao cetuximabe em 

pacientes com MCR194, em nosso estudo não foi observado nenhuma correlação com a 

resposta ao allitinib.  O papel das mutações no gene KRAS na resposta a outros inibidores de 

EGFR, como gefitinib e erlotinib, que representam a primeira geração desta terapia, ainda é 

questionável195, devido a reduzida sobrevida livre de progressão em estudos recentes 196 ou 

contrariamente, nenhum efeito na sensibilidade aos anti-EGFR em pacientes com CPNPC 197. 
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Para validar a importante associação entre mutação de KRAS e resistência ao allitinib 

a linhagem celular de adenocarcinoma de pulmão H292 foi utilizada para caracterizar o 

papel funcional das mutações em KRAS (G12D e G12S). Nesta abordagem foi encontrado 

uma significativa diminuição da sensibilidade ao inibidor, em comparação com a linhagem 

transfectada com o vetor KRAS selvagem. Além disso, foi detectado, por meio de ensaios 

alternativos, um significativo aumento da resistência ao allitinib associado a uma diminuição 

da citotoxicidade nas linhagens com mutações em KRAS (G12D e G12S). O estudo de Sunaga 

e colaboradores, reportou que o silenciamento de KRAS tem a capacidade de inibir a 

proliferação celular, indicando qual sinalização mediada por KRAS está intimamente 

envolvida no processo de carcinogênese 198. De forma similar, uma investigação do impacto 

das diferentes mutações em KRAS comprovou que as mutações G12C, G12S e G12D 

diminuíram a sensibilidade aos inibidores gefitinib e afatinib, entretanto as mutações G13D 

e G12A parecem não interferir na resposta a estes agentes199.  

De acordo com nosso resultado, concluímos que a resposta ao allitinib, pode variar 

entre diferentes tipos tumorais. Em nosso painel de linhagens de CCEPC, o mecanismo de 

resposta ao allitinib está intimamente associado com a ativação do eixo de sinalização 

intracelular PI3K/AKT. Entretanto, de forma ampla as mutações no gene KRAS estão 

associadas a uma negativa resposta ao allitinib. Com base nestas observações, concluímos 

que na ausência de mutações no gene KRAS, a via PI3K/AKT contribui para um fenótipo 

resistente ao allitinib.  Entretanto as mutações em KRAS podem ativar o eixo paralelo 

PI3K/AKT, como mostra o esquema abaixo (Figura 37). 
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Figura 37 - Modelo da ativação de AKT mediado pelas mutações em KRAS. 

 

Recentemente, um estudo demonstrou que as mutações em KRAS (G12D e G12C), 

influenciam diferentes vias de sinalização downstream. Este estudo destacou que a mutação 

G12D pode ativar o eixo PI3K/AKT que regula a expressão de EZH2, diferentemente da 

mutação G12C, que ativa a expressão do eixo de sinalização MEK/ERK. Ambas as mutações 

levam diferentemente a mecanismos de regulação de EZH2, que por sua vez aumenta a 

atividade de STAT3200. 

Baseados em nossos resultados acreditamos que as mutações em KRAS podem servir 

de biomarcadores de resposta a esta nova classe de agentes anti-EGFR, selecionando 

pacientes que poderão se beneficiar em futuros ensaios clínicos. Entretanto, os mecanismos 

envolvidos na resistência mediada pelas mutações em KRAS são etapas sucessivas do nosso 

trabalho que serão elucidadas.  
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7. CONCLUSÃO  
 

Diante dos resultados apresentados neste estudo, e de acordo com os objetivos 

propostos,  podemos concluir que: 

 

- O modelo de resistência adquirida ao cetuximabe que criamos foi validado e 

representa uma ferramenta in vitro para análise de alterações moleculares decorrentes da 

resistência ao cetuximabe. As análises preliminares revelaram mutações em genes que 

desempenham importantes funções celulares e alterações na expressão gênica de vias 

regulatórias dos processos de proliferação invasão e metástase. Estes achados merecem 

análises aprofundadas e validações em pacientes portadores de CCECP refratários ao 

cetuximabe.   

   

- A nova geração de inibidores de EGFR, representados neste estudo pelos inibidores 

irreversíveis afatinib e allitinib, demonstrou uma eficiente ação antineoplásica em um painel 

de linhagens celulares de CCECP, superando os resultados obtidos pelo cetuximabe. 

Adicionalmente, encontramos uma associação significativa na resposta a estes inibidores 

com o eixo de sinalização de AKT. Os níveis de fosforilação de AKT foram associados a 

eventos metastáticos como a invasão perineural. Diante disso, concluímos que a associação 

terapêutica entre os inibidores de EGFR e AKT, pode beneficiar os pacientes com CCECP. 

  

- Devido aos poucos ensaios pré-clínicos com o inibidor allitinib, a análise do potencial 

antineoplásico deste fármaco foram conduzidas em um painel contendo 76 linhagens 

celulares tumorais. O allitinib demonstrou efeito citotóxico para as linhagens tumorais de 

melanoma, esôfago, pulmão e cabeça e pescoço. Além disso, a resposta negativa ao allitinib 

foi associada as mutações ativantes do gene KRAS, concluindo que as alterações presentes 

no gene KRAS podem ativar vias intracelulares como PI3K/AKT e devem ser consideradas em 

futuros ensaios clínicos.  
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8 PERSPECTIVAS 

 De acordo com os resultados deste estudo, as análises preliminares do modelo de 

resistência ao cetuximab indicaram alterações em gene que canditados a biomarcadores de 

resistência. Adicionalmente, as mutações encontradas serão validadas, inicialmente a partir 

do banco de dados do TCGA de pacientes com CCECP que foram tratados com cetuximabe. 

Seguido de posterior validação do sequenciamento Sanger. Outras análises como o CNVs 

(copy number variation) serão realizadas utilizando outras ferramentas de bioinformática. O 

modelo de resistência possibilita novas abordagens experimentais utilizando os inibidores 

irreversíveis como allitinib.  

 Diante dos resultados positivos do allitinib em outros tumores sólidos, estão sendo 

conduzidos neste momento abordagens experimentais com linhagens tumorais de 

carcinoma de pulmão de não pequenas células, comparando a resposta dessa nova terapia 

em linhagens EGFR selvagem e mutantes (L858R, del19 e L858R/T790M) com as terapias 

aprovadas para este tipo tumoral.  
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ANEXO A 
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ANEXO C 
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ANEXO D 

Artigo em preparação para envio a revista Oncotarget  
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