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Resumo

Artigo 1:

Introducdo: o anticorpo Ki-67/MIB-1 reage com uma proteina nuclear exclusivamente
presente em células proliferantes e tem sido um dos marcadores mais utilizados para
avaliar a proliferagao celular, apresentando valor prognéstico e preditivo no cancer
de mama em estagio precoce.

Objetivos: investigar o valor progndstico do Ki-67 no cancer de mama em estagio
precoce através de uma meta-analise de dados de literatura avaliando mais de
12,000 pacientes.

Métodos: os dados foram identificados através de busca em bases de dados
eletrbnicas (medline) e uma meta-analise avaliando a sobrevida livre de doencga e a
sobrevida global foi realizada.

Resultados: sessenta e oito estudos foram identificados e 46 estudos avaliando
12,155 pacientes foram utilizados na presente meta-analise. A sobrevida livre de
doenca foi avaliada em 38 estudos e a sobrevida global, em 35 estudos. A
positividade do Ki-67/MIB-1 foi associada a uma maior probabilidade de recidiva na
populacdo global [HR=1,93 (IC 95%: 1,74-2,14); P<0.001], nas pacientes com
linfonodos negativos [HR= 2,31 (IC 95%: 1,83-2,92); P<0.001] e nas pacientes com
linfonodos positivos [HR=1,59 (IC 95%: 1,35-1,87); P<0.001]. A positividade do Ki-
67/MIB-1 também foi associada a uma pior sobrevida global na populagdo geral
[HR=1,95 (IC 95%: 1,70-2,24; P<0.001)], nas pacientes com linfonodos negativos
[HR= 2,54 (IC 95%: 1,65-3,91); P<0.001] e nas pacientes com linfonodos positivos

[HR= 2,33 (IC 95%: 1,83-2,95); P<0.001].
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Conclusbes: a presente meta-analise sugere que a positividade do Ki-67/MIB-1
confere um alto risco de recidiva e morte nas pacientes com cancer de mama em
estagio precoce.

Artigo 2:

Introducdo: o receptor epidérmico humano 2 (HER-2) é um marcador bioldgico
importante, apresentando valor prognostico e preditivo potencial em pacientes com
cancer de mama.

Objetivos: sintetizar o conhecimento atual sobre a interagdo do HER-2 na
quimioterapia a base de taxanos (paclitaxel ou docetaxel).

Métodos: os dados foram identificados através de busca em bases de dados
eletrbnicas (pubmed), livros de resumos de congressos e referéncias de artigos de
revisao e originais.

Resultados e conclusdes: Apesar de mais de uma década de pesquisa, o valor

preditivo do HER-2 na quimioterapia a base de taxano ainda ndo é validado e,
portanto, ndo esta pronto para uso na pratica clinica diaria. Infelizmente, essa é a
mesma situagado para outros marcadores de resposta a QT. Para obter o desejado
nivel 1 de evidéncia, meta-analises de dados individuais e/ou estudos prospectivos
com hipéteses biolégicas sdo necessarios.

Artigo 3:

Introducdo: a quimioterapia adjuvante, principalmente com a utilizagdo de uma
antraciclina, tem se tornado um tratamento quase que padrao para as pacientes com
cancer de mama e linfonodos positivos. No entanto, apesar de varias pacientes

receberem tratamento, apenas uma parte delas beneficia-se do mesmo.
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Objetivos: investigar o papel a longo prazo da quimioterapia adjuvante (CMF e duas
doses diferentes de epirrubicina) nas pacientes com cancer de mama e linfonodos
positivos incluidas num estudo randomizado de fase Ill.

Métodos: os dados de 777 pacientes randomizadas em um estudo de fase Ill foram
atualizados e as curvas de sobrevidas foram analisadas.

Resultados: a sobrevida livre de evento em 15 anos foi de 45% para as pacientes
tratadas com CMF, 39% para as pacientes tratadas com EC e 50% para as
pacientes tratadas com HEC. As Hazard Ratios (HR) e os intervalos de confianca a
95% [IC 95%] foram 0,77 (0,60-0,98, P = ,03) para HEC versus EC, 0,90 (0,70-1,15,
P =,39) para HEC versus CMF e 0,90 (0,70-1,15, P = ,21) para EC versus CMF. Nao
foram detectadas diferencas na sobrevida global entre os trés bracos de tratamento.
A toxicidade cardiaca foi mais frequente no braco HEC do que no braco CMF
(P=0,006), mas semelhante a do brago EC (P=0,21).

Conclusdes: o tratamento com altas doses de epirrubicina demonstrou SLE superior
quando comparado com epirrubicina em baixa dose, embora esse beneficio nao
tenha sido visto quando comparado com CMF. Além disso, altas doses de
epirrubicina resultaram em mais cardiotoxicidade, o que pode inviabilizar seu uso na

pratica diaria.

Palavras-chave: cancer de mama, Ki-67, MIB-1, HER-2, amplificacdo,

superexpressao, paclitaxel, docetaxel, quimioterapia.
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Abstract

Article 1:

Background: Ki-67 monoclonal antibody reacts with a nuclear protein only present in
proliferative cels and has been one of the most used markers to evaluate the celular
proliferation, having a prognostic and predictive role in early breast cancer patients.
Objectives: to investigate the prognostic value of Ki-67 in early breast cancer through
a meta-analysis of published data including more than 12,000 patients.

Methods: data was identified through an eletronic search (medline) and a meta-
analysis looking at disease free and overall survivals was performed.

Results: sixty-eight studies were identified and 46 studies including 12,155 patients
were evaluable for our meta-analysis; 38 studies were evaluable for the aggregation
of results for DFS, and 35 studies for OS. Patients were considered to present
positive tumors for the expression of Ki-67/MIB-1 according to the cut-off points
defined by the authors. Ki-67/MIB-1 positivity is associated with higher probability of
relapse in all patients [HR=1.93 (95%CI: 1.74-2.14); P<0.001], in node-negative
patients [HR= 2.31 (95%CI: 1.83-2.92); P<0.001], and in node-positive patients
[HR=1.59 (95%Cl: 1.35-1.87); P<0.001]. Furthermore, Ki-67/MIB-1 positivity is
associated with worse survival in all patients [HR=1.95 (95%CI: 1.70-2.24; P<0.001)],
node-negative patients [HR= 2.54 (95%CI: 1.65-3.91); P<0.001], and node-positive
patients [HR= 2.33 (95%Cl: 1.83-2.95); P<0.001].

Conclusions: our meta-analysis suggests that Ki-67/MIB-1 positivity confers a higher

risk of relapse and a worse survival in patients with early BC.
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Article 2:

Background: The epidermal human receptor 2 (HER-2) is an important biologic
marker with potential prognostic and predictive role in patients with breast cancer.
Objectives: to summarize the knowledge of the interaction between HER-2 and the
chemotherapy including a taxane (paclitaxel ou docetaxel).

Methods: data was identified through an eletronic search (medline), abstract books,
and proceeding of important meetings as well as review and original articles.

Results and conclusions: In conclusion, despite more than a decade of research, the

predictive value of HER-2 regarding taxane-based CT is not yet validated and hence
not ready to use in current clinical practice. This is unfortunately, the same situation
for all other predictive markers of response to CT. To obtain the desired level 1
evidence, a well-conducted patient-based meta-analysis and/or prospective
biologically based trials are needed.

Article 3:

Background: adjuvant chemotherapy, particularly anthracycline-based, has become
the standard treatment in women with lymph node positive breast cancer. However,
many patients will be treated and only some will have benefits from this given
treatment.

Objectives: to investigate the long-term outcome of adjuvant chemotherapy (CMF
versus two different doses of epirubicin) in patients with lymph node positive breast
cancer enrolled in a randomized phase Il trial.

Methods: data of 777 randomized patients enrolled in a phase Ill study was updated

and survival curves were constructed and analysed.
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Results: the 15-year event free survival (EFS) was 45% for patients who received
CMF, 39% for EC patients, and 50% for HEC patients. The hazard ratios (HR) and
95% confidence interval (Cl) were 0.77 (95% CI, 0.60-0.98, p= 0.03) for HEC versus
EC, 0.90 (95% Cl, 0.70-1.15, p= 0.39) for HEC versus CMF, and 0.90 (95% ClI, 0.70-
1.15, p= 0.21) for EC versus CMF. No difference in overall survival (OS) was seen.
Cardiac toxicity was more frequent with HEC than with CMF (p=0.006) but no more
than with EC (p=0.21). No significant difference in the incidence of acute myeloid
leukaemia was seen.

Conclusions: treatment with high-dose epirubicin demonstrated superior EFS when
compared with lower-dose epirubicin, although this benefit was not seen when
compared with CMF. In addition, high-dose epirubicin resulted in more cardiotoxicity

which may preclude its use in daily practice.

Key words: breast cancer, Ki-67, MIB-1, HER-2, amplification, overexpression,

paclitaxel, docetaxel, chemotherapy.
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1. Introducéo:

O céncer de mama (CM) invasivo € o tipo mais comum de cancer e é a
segunda causa de morte por doengas malignas entre as mulheres no mundo
ocidental. Uma melhora em sobrevida livre de doenca e em sobrevida global tem
sido documentada com o amplo uso de terapias sistémicas adjuvantes, as quais sao
muitas vezes empiricamente empregadas [1]. O conhecimento de fatores
prognoésticos e/ou preditivos é de extrema importancia para identificar quais
pacientes possuem um risco aumentado de recidiva e para selecionar qual a terapia
sistémica mais apropriada para uma paciente especifica.

Fatores prognosticos sado aqueles que predizem o risco de recidiva ou de
morte devido ao CM, independentemente do tratamento empregado. Fatores
preditivos sao aqueles que distinguem entre os pacientes que responderao a
determinado tipo de tratamento. No entanto, a distingdo entre o valor progndstico ou
preditivo de cada marcador nem sempre € evidente e os resultados dos estudos
podem ser prejudicados devido ao grande numero de estudos retrospectivos. Varios
artigos avaliando diferentes fatores progndsticos e preditivos no CM foram
publicados nos ultimos 30 anos; entretanto, os unicos fatores progndsticos validados
sao o tamanho do tumor, a presengca de linfonodos acometidos pelo tumor, a
presenca de receptores hormonais, o grau histolégico e a idade no momento do
diagndstico [2]. Como fatores preditivos estabelecidos temos a presenca de
receptores hormonais e do receptor epidérmico humano 2 (HER-2) para a terapia

enddcrina e trastuzumab, respectivamente [3].

19



Devido a baixa especificidade da maioria dos tratamentos anti-neoplasicos,
especialmente da quimioterapia, uma por¢ao dos pacientes tratados n&o apresentam
qualquer beneficio, muito pelo contrario, sofrem com os efeitos toxicos
frequentemente associados a utilizagdo destas drogas. A identificacdo de alvos
moleculares relevantes para as drogas anti-neoplasicas ajudaria a identificar as
pacientes com maior probabilidade de beneficiarem-se de um certo tratamento. Este
beneficio tem sido observado no caso dos novos agentes bioldgicos antineoplasicos
para o tratamento de diferentes tipos de neoplasias [4-11].

Mais recentemente, a avaliagdo do padrao de expressédo de genes tem sido
utilizada na tentativa de identificar os fatores preditivos de resposta a um tratamento
especifico [12-15]. Entretanto, essa técnica é relativamente complexa, onerosa e
necessita ser validada para sua utilizagao na pratica clinica diaria.

Um exemplo de um marcardor utilizado como rotina, mas que nao ¢
totalmente validado, é o Ki-67, o qual esta presente em células proliferativas. Esse
antigeno reage com uma proteina nuclear nao-histona de 395 KD, presente nas
fases ativas do ciclo celular, mas nao na fase GO [16-17].

Outro marcador biolégico, de realizagdo mais simples e que tem sido
largamente utilizado como fator preditivo de resposta a quimioterapia e como fator
progndstico, é o gene HER-2 e a sua respectiva proteina [4]. Embora, atualmente, a
superexpressdao e/ou amplificacdo do HER-2 sejam amplamente aceitas como
fatores prognodsticos no CM, o seu papel como fator preditivo de resposta a

quimioterapia citotéxica ndo esta bem estabelecido.
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Em resumo, o estudo dos fatores progndsticos e preditivos e a relagao entre
estes e outros parametros clinico-biolégicos, bem como a escolha da melhor
quimioterapia adjuvante, no CM n&o-metastatico, tem sido uma das linhas de
pesquisa no Instituto Jules Bordet. Isto justifica, portanto, a escolha deste tema para

desenvolvimento da presente tese.
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2. Revisao da literatura sobre o cancer de mama

2.1 Epidemiologia

Os tumores malignos de mama constituem a doenca maligna mais frequente
em mulheres na maior parte dos paises desenvolvidos, assim como em algumas
regides da América do Sul. Dados recentes apresentados pelo programa de
seguimento, epidemiologia e resultados finais dos Estados Unidos (SEER),
mostraram que a incidéncia anual do CM apresentou um aumento importante entre
os anos de 1980 e 1987 (3,7% por ano), seguido de um menor aumento (0,5% ao
ano) entre os anos de 1987 e 2001, apds o qual houve uma estabilizacdo entre os
anos de 2001 e 2003 [18]. No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), a estimativa para 2006 é de aproximadamente 48,000 novos casos; a maior
incidéncia é observada nas regides Sul e Sudeste. As maiores taxas médias de
incidéncia anuais ajustadas por idade por 100 mil mulheres foram vistas em S&o
Paulo (1997-1998: 94,0), no Distrito Federal (1996-1998: 86,1) e em Porto Alegre
(1993-1997: 66,5) [19]. As taxas de incidéncia do CM aumentam com a idade,

alcancando seu pico na faixa etaria de 65 a 70 anos.

2.2 Dados histolégicos

A grande maioria dos tumores malignos da mama é do tipo epitelial (70-80%
carcinomas ductais, 10-20% carcinomas lobulares, além de outros tipos histolégicos
mais raros) [20]. Tipos raros de tumores que acometem a mama s&o: tumor fildides,

angiossarcoma e linfoma primario da mama.
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2.3 Estadiamento e progndstico

O CM é associado a um prognostico favoravel, quando diagnosticado em
estagios iniciais. A taxa de sobrevida em 5 anos para o CM é de 89%,
independentemente do estagio. Essa taxa corresponde a 100% para os estagios |,
89% para os estagios Il, 60% para os estagios Ill e apenas 21% para os para os
estagios IV, como demonstrado na tabela 1 [18].

Segundo o ultimo consenso de St. Gallen em 2005, algumas pacientes
constitutem um grupo de alto risco de recidiva e oObito e, em geral, devem ser
tratadas de maneira mais agressiva. Os principais fatores associados ao alto risco
sdo: idade inferior a 35 anos, tumores com mais de 2 cm, invasao de linfonodos
axilares, invasao linfo-vascular, alto grau histolégico, auséncia de receptores
hormonais e superexpressdo do HER-2 [21]. Ja o CM metastatico deve ser visto
como uma doenga incuravel, apesar de ter apresentado um aumento de sobrevida
nas ultimas décadas, variando de 438 dias nos anos 1991-1992 a 667 dias nos anos
1999-2001 [22]. Detalhes sobre o estadiamento do CM podem ser encontrados nas

tabelas 2A, 2B, 2C e 2D.
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Tabela 1. Sobrevida de 5 anos aproximada para pacientes com cancer de mama, de
acordo com o estagio clinico AJCC (Fonte: Surveillance, Epidemiology, and End

Results (SEER) Program 2007)

Estagio Sobrevida relativa a 5 anos
0 100%
| 100%
I 89%
i 60%
IV 21%
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Table 2A. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definigdes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (tumor primario)

Tumor primario (T)

Categoria TNM

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis CDIS, CLIS, ou doenca de Paget do mamilo sem invasdo do tecido
mamario normal
Tis (CDIS): carcinoma ductal in situ
Tis (CLIS): carcinoma lobular in situ
Tis (Paget's): doenca de Paget do mamilo sem tumor [doenca de Paget
do mamilo com tumor é classificada de acordo com o tamanho do
tumor]
CDIS= carcinoma ductal in situ; CLIS= carcinoma lobular in situ

T1 Tumor 2.0 cm em sua maior dimenséo

T1mic Microinvas&o <0.1 cm em sua maior dimenséo

T1a Tumor >0.1 cm mas <0.5 cm em sua maior dimensao

T1b Tumor >0.5 cm mas <1.0 cm em sua maior dimenséo

T1c Tumor >1.0 cm mas <2.0 cm em sua maior dimenséo

T2 Tumor >2.0 cm mas <5.0 cm em sua maior dimensao

T3 Tumor >5.0 cm em sua maior dimensao

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta para (a) parede
toracica ou (b) pele, somente como descrito abaixo

T4a Extensao para a parede toracica, nao incluindo o musculo peitoral

T4b Edema (incluindo “peau d’orange”) ou ulceragao da pele da mama, ou
ndédulos cutaneos satélites na mesma mama

T4c Ambos T4a and T4b

T4d Carcinoma inflamatério
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Tabela 2B. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicbes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais)

Linfonodos regionais (N)

Categoria TNM
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por exemplo,
previamente removidos)
NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N1 Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) movel(is)
N2 Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) fixo(s) uns

aos outros, ou para linfonodos mamarios internos (clinicamente
suspeitos®) na auséncia de metastases linfonodais clinicamente
evidentes

N2a Metastase(s) para linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(is) fixo(s) uns
aos outros ou em outras estruturas

N2b Metastases somente em linfonodos mamarios internos
clinicamente suspeitos* e na auséncia de metastases linfonodais
clinicamente evidentes

N3 Metastases para linfonodo(s) infraclavicular(es) ipsilateral(is) com
ou sem envolvimento axilar, ou para linfonodo(s) mamario(s)
interno(s) ipsilateral(is) clinicamente suspeito(s)* e na presenca
de metastases linfonodais clinicamente evidentes; ou
metastase(s) para linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(is)
com ou sem envolvimento axilar ou mamario interno

N3a Metastase(s) para linfonodo(s) infraclavicular(es) ipsilateral(is)

N3b Metastase(s) para linfonodo(s) mamario(s) interno(s)
ipsilateral(is) e envolvimento linfonodal axilar

N3c Metastase(s) para linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(is)

* Clinicamente suspeito € definido como detectado por exames de imagem
(excluindo linfocintilografia) ou por exame clinico ou grosseiramente visivel no
exame anatomopatoldgico
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Tabela 2C. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicbes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (linfonodos regionais - classificagao patolégica)

Linfonodos regionais (N) — classificagdo patolégica (pN)*

Categoria TNM

Linfonodo(s) regional(is) ndo pode(m) ser avaliado(s) (por exemplo, n&o
ressecados ou previamente removidos)
pNO: Auséncia de metastase(s) histoldgica(s) para linfonodo(s) regional(is),
sem exame adicional para células tumorais isoladas (CTI**)
Metastases para 1-3 linfonodo(s) axilar(es), e/ou mamario(s) interno(s) com
pN1 doenca microscopica detectada por dissecg¢ao de linfonodo sentinela mas nao
clinicamente suspeito****
pN1mi Micrometastases (>0.2 mm mas <2.0 mm)
pN1a Metastases para 1-3 linfonodos axilares
Metastases para linfonodos mamarios internos com doenga microscépica
pN1b detectada por disseccdo de linfonodo sentinela mas n&o clinicamente
suspeito****
Metastases para 1-3 linfonodos axilares e mamarios internos com doenca
microscépica detectada por dissecgdo de linfonodo sentinela mas néo
pN1c clinicamente suspeitos**** (se associado com >3 linfonodos axilares positivos,
os linfonodos mamarios internos sao classificados como pN3b, para melhor
refletir a extensao tumoral)
Metastases para 4-9 linfonodos axilares, ou para linfonodos mamarios
pN2 internos clinicamente suspeitos*™** na auséncia de metastases linfonodais
axilares iplaterais fixas umas as outras ou a outras estruturas vizinhas
Metastases para 4-9 linfonodos axilares (a0 menos 1 depésito tumoral >2.0
mm)
Metéastases para linfonodos mamarios internos clinicamente suspeitos
auséncia de metastases para linfonodos axilares
Metastases para 10 ou mais linfonodos axilares, ou para linfonodos
infraclaviculares, ou para linfonodos mamarios internos ipsilaterais
clinicamente suspeitos**** na presenca de 1 ou mais linfonodo(s) axilar(es)
positivo(s); ou para mais de 3 linfonodos axilares com metastases
microscoépicas (clinicamente negativas) nos linfonodos mamarios internos; ou
linfonodos supraclaviculares ipsilaterais
Metastases para 10 ou mais linfonodos axilares (ao menos 1 depdsito tumoral
>2.0 mm), ou metastases para linfonodos infraclaviculares
Metastases para linfonodos mamarios internos clinicamente suspeitos na
presenga de 1 ou mais linfonodo(s) axilar(es); ou em mais de 3 linfonodos
pN3b axilares e em linfonodos mamarios internos com doenga microscoépica
detectada por disseccdo do linfonodo sentinela mas nao clinicamente
suspeito****
pN3c Metastases para linfonodos supraclaviculares ipsilaterais

Notas: * Essa classificagao é baseada na disseccao de linfonodos axilares com ou sem dissecgao de

pNX

pNO

pN2a

pN2b na

pN3

pN3a

*kkk

linfonodo sentinela. A classificacdo baseada somente na dissec¢do de linfonodo sentinela sem
dissecgdo axilar subsequente é designada "sn” (de linfonodo sentinela, por exemplo, pNO(I+) (sn).
** Células tumorais isoladas (CTI) sdo definidas como células unicas ou pequeno grupo de células

(cluster) (0.2 mm), geralmente detectadas por imunohistoquimica (IHC) ou métodos moleculares
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mas que podem ser verificadas por coloragdo de H&E. Em geral, CTls ndo apresentam evidéncia de
atividade maligna, como proliferagéo ou reagéo estromal.

- pNO(I-): Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), IHC negativa

- pNO(I+): Auséncia de metastase(s) histologica(s) para linfonodo(s) regional(is), IHC positiva,
auséncia de cluster >0.2 mm

- pNO(mol-): Auséncia de metastase(s) histolégica(s) para linfonodo(s) regional(is), marcadores
moleculares negativos (RT-PCR)***

- pNO(mol+): Auséncia de metastase(s) histologica(s) para linfonodo(s) regional(is), marcadores
moleculares positivos (RT-PCR)***

***RT-PCR: transcriptase reversa -reagdo em cadeia de polimerase.

**** Clinicamente suspeito é definido como detectado por exames de imagem  (excluindo

linfocintilografia) ou por exame clinico

Tabela 2D. Estadiamento do cancer de mama de acordo com as definicbes do

sistema TNM, utilizado pela AJCC (Metastases a distancia)

Metéstases a distancia (M)

Categoria TNM

MX Metastases a distancia ndao podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metastases a distancia
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2.4 Tratamento adjuvante do cancer de mama

O tratamento do CM nao-metastatico deve ser sempre considerado como
potencialmente curativo. A resseccéo cirurgica deve ser sempre considerada parte
fundamental do tratamento do CM e ela pode ser realizada como primeiro tratamento
ou apo6s um periodo de tratamento sistémico (quimioterapia ou hormonoterapia).

A hipotese de que um tratamento sistémico adjuvante (apdés a cirurgia)
poderia aumentar as chances de sobrevida em mulheres com CM nao-metastatico
foi formulada no final dos anos 1960 e inicio dos anos 1970. A partir desse momento,
avangos importantes tém sido descritos gracas a realizagdo de grandes estudos
prospectivos e randomizados [23].

A meta-analise realizada pelo grupo cooperativo do cancer de mama inicial
(EBCTCG) demonstrou que a quimioterapia adjuvante reduz o risco de recidiva e
morte em pacientes com CM operavel, independente da idade, do acometimento de
linfonodos, dos receptores hormonais e do estado menopausal. Em pacientes com
CM e linfonodos positivos, o uso de quimioterapia adjuvante a base de antraciclina
(epirrubicina ou doxorrubicina) é associado com uma redugéo de risco absoluto de
recidiva e morte em torno de 4% quando comparada ao esquema utilizando CMF;
esse beneficio persiste apds 15 anos de seguimento, com uma redugao do risco de
morte pelo CM em pacientes jovens em torno de 26% [24-25]. Mais recentemente,
varios estudos tém demonstrado um beneficio com a adicdo de um taxano
(concomitante ou em sequéncia a uma antraciclina), particularmente, no grupo de

pacientes com linfonodos positivos [26-32].
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Outros tratamentos adjuvantes consistem, em alguns casos, de radioterapia
(RT) e de tratamento hormonal (HT) no caso de pacientes com tumores responsivos
a manipulagdes hormonais (isto €, com expressao de receptores hormonais) [25].
Mais recentemente, o anticorpo monoclonal trastuzumab tem sido também
empregado em pacientes com tumores que apresentam superexpressdo e/ou
amplificacdo do HER-2 [33-36]. Este tratamento demonstrou uma reducao
importante no risco de recidiva nas pacientes com CM e superexpressao ou
amplificacdo do HER-2, quando utilizado concomitante com quimioterapia (taxano)
ou apos o término da quimioterapia (QT).

Apesar do grande avancgo no uso de tratamento sistémicos, o CM metastatico
ainda continua sendo uma doencga letal. Em geral, as pacientes sido tratadas de
maneira paliativa, com a utilizagcdo sequencial de tratamentos do tipo HT, QT e RT,

além de um numero crescente de tratamentos biolégicos [5-6,37].

3. Justificativa dos estudos

3.1 Importancia da identificagdo de marcadores preditivos e prognésticos no CM

Em uma recente revisao realizada pelo nosso grupo sobre os marcadores
prognésticos e preditivos no CM nao-metastatico, mais de 150,000 pacientes foram
incluidas entre todos os estudos, demonstrando o importante esforco na tentativa de
melhor classificar tais pacientes em funcdo do risco e melhor selecionar um

tratamento individual. A grande maioria dos marcadores examinados foi obtida a
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partir de estudos com nivel de evidéncia Ill ou IV, portanto, sem valor progndstico ou
preditivo ainda definido [1].

Exemplos de marcadores estudados como fatores progndsticos ou preditivos
no CM sao: 3H-indice de timidina marcada (TLI), citometria de fluxo, tirosina quinase,
Ki-67, ciclinas (A, D, E), p27, p21, superexpressdao do HER-2 e topoisomerase |l alfa
(T2A) [1].

As razdes para criticas a esses estudos sdo: a) a sua grande maioria é de
origem retrospectiva; b) os blocos de tumores analisados costuma ser arquivados e
manejados em diferentes condi¢cdes; c) a maioria dos pacientes incluidas nos
estudos clinicos néo ¢é incluida nos estudos translacionais; d) a heterogeneidade das
pacientes estudadas; 5) os diferentes métodos para avaliar a expressao desses
marcadores bem como os diferentes valores de referéncia; 6) falta de padronizacao
e controle de qualidade entre os diferentes métodos; e, as vezes, 7) o relativo curto
tempo de seguimento dessas pacientes.

No entanto, conclusbes importantes podem ser retiradas desses estudos,
mesmo que eles apresentem alguns viéses. Primeiramente, a atividade proliferativa
parece ter um papel importante no comportamento do CM, com possiveis
implicagdes na selegao de tratamento (por exemplo, a terapia de dose intensificada).
Segundo, a padronizagdo dos métodos de avaliagcdo, com controle de qualidade
intralaboratorial e interlaboratorial sdo os primeiros requisitos para a avaliagcdo de um
marcador. Terceiro, o planejamento de estudos prospectivos e randomizados

avaliando um ou mais marcador proliferativo € de importancia crucial.
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3.2 Obstaculos a uma mais ampla utilizagao dos tratamentos oncoldgicos
Apesar destes dados encorajantes, a quimioterapia adjuvante tem sido
administrada em varias pacientes, embora uma por¢ao destas ndo obtera beneficio

algum, muito pelo contrario, estara sujeita aos efeitos adversos desses tratamentos.

3.2.1 Quimioterapia

A quimioterapia, amplamente utlizada no tratamento adjuvante do CM, muitas
vezes oferece um ganho de sobrevida relativamente modesto. Por exemplo, o ganho
absoluto de sobrevida é de apenas 2-3% em pacientes pds-menopausicas e de 8-
12% em pacientes pré-menopausicas [25]. Separando esse beneficio por classe de
drogas, podemos ver que a administragdo de antraciclinas resulta num ganho
absoluto de sobrevida de apenas 4% em relagdo aos regimes sem antraciclinas (em
geral, ciclofosfamida, metotrexate e 5-fluorouracil [CMF] ou variagcbes deste
esquema) [25]. Da mesma forma, a adicao de taxanos parece resultar num ganho
absoluto de menos de 5% (em termos de reducédo do risco de recidiva), com um
impacto ainda incerto sobre a sobrevida a longo prazo e para um subgrupo de
pacientes ainda nao bem definido [26-32].

Devemos levar em consideracdo que varios efeitos adversos imediatos da
quimioterapia sdo bem conhecidos, tais como alopécia, mielotoxicidade
(neutropenial/infecgédo, anemia e trombocitopenia), fadiga, mucosite, vémitos, flebite
periférica, eventos tromboembdlicos [38], e menopausa precoce [39], além de
problemas psicologicos e cognitivos diversos [40]. Para pacientes tratadas com

taxanos, existe ainda um risco de neuropatia periférica sensitiva e dores Osteo-
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articulares [26-32]. Para as pacientes tratadas com antraciclinas, apesar de baixo,
ainda existe um risco de efeitos adversos tardios potencialmente graves, tais como a
cardiomiopatia (insuficiéncia cardiaca) que occorre em 0,3-1,5% das pacientes [41-

42] e a leucemia mieldide aguda, que ocorre em 0,2-1,7% dos casos [43-45]

3.2.2 Hormonoterapia

Durante varias décadas, o uso de tamoxifen por um periodo de 5 anos foi o
agente hormonal mais importante no tratamento adjuvante do CM em pacientes com
tumores que possuem receptores hormonais [23]. A partir de 2002, uma
revolucionaria mudanga no tratamento adjuvante das pacientes pds-menopausicas
com CM aconteceu com o uso dos inibidores de aromatase, quando utilizados em
sequéncia ou em substituicdo ao tamoxifeno [46-52].

Apesar do uso dos inibidores de aromatase estar sendo incorporado na
pratica clinica, os efeitos adversos tardios ainda ndo sdo bem conhecidos. Sabe-se
que tém sido associados a um risco maior de osteoporose [53-55], sintomas ésteo-
articulares [46-52] e dislipidemia [56]. Na maior parte dos estudos, o efeito destas
drogas (em termos de redugao do risco de recidiva) foi relativamente modesto (13-

40%), e o impacto sobre a sobrevida ainda é discutivel.

3.2.3 Custo associado aos diferentes tratamentos
Um aspecto muito importante a ser considerado na decisao terapéutica é o
custo dos tratamentos oncoldgicos, uma questao particularmente importante para

paises em desenvolvimento, mas também para paises desenvolvidos com sistemas
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de saude essencialmente financiados por fundos publicos [57]. Como exemplos de
que o custo tem-se tornado um dos fatores limitante a utilizacdo de certos
tratamentos a nivel populacional podemos citar o caso dos novos agentes hormonais
utilizados no tratamento do CM [46-52] ou do trastuzumab, o qual é indicado para

tratamento do CM apresentando a superexpressao do HER-2 [58-59].

3.3 Padrdes de expressao de genes

Existe atualmente um grande interesse na investigagcdo de padrdes de
expressao de genes como fatores progndsticos e preditivos em tumores sodlidos,
sobretudo no CM [12-15]. No entanto, estas técnicas tém-se mostrado complexas e
caras, sendo dificilmente aplicaveis a todos os centros envolvidos no tratamento do
cancer. Por essa razao, a identificacdo de testes mais simples e facilmente

reproduziveis é necessaria.

3.4 A expressao do Ki-67 no CM

A proliferacdo celular pode ser analisada usando a técnica de imuno-
histoquimica para avaliar os antigenos associados a proliferagdo em tecidos
tumorais. Esse é€ um método barato e facilmente realizado em todos os
departamentos de anatomia patoldgica. No entanto, existem alguns problemas
ligados a técnica, tais como a subjetividade da avaliagdo e os diferentes reagentes
entre os diferentes anticorpos disponiveis para detectar um antigeno especifico.
Varios anticorpos que reagem com diferentes antigenos nucleares de proliferagcao

tém sido descritos, tais como PCNA, Ki-67, MIB-1 e KS1, entre outros.
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O anticorpo monoclonal Ki-67 foi identificado em 1983 e reage com uma
proteina nuclear exclusivamente presente em células proliferantes e cuja funcao
permanece desconhecida [17]. Um detalhada analise do ciclo celular revela que este
antigeno esta presente no nucleo das células em quase todas as fases do ciclo
celular, exceto na fase GO. Visto que essa proteina esta presente em todas as
células proliferantes (normais e tumorais), o Ki-67 tornou-se um importante marcador
para avaliar a fragdo de crescimento de uma determinada populagao celular.
Inicialmente, o anticorpo monoclonal Ki-67 s6 podia ser avaliado em tecido fresco ou
congelado, uma vez que a fixagao reduzia ou abolia a coloragdo. Entretanto, esse
problema foi resolvido com a preparacdo de um outro anticorpo monoclonal
equivalente, o MIB-1 (anticorpo que reconhece o antigeno Ki-67), o qual pode ser
avaliado em tumores preservados em seccbes parafina apds a exposicao do
antigeno [16]. Uma boa correlagao entre esses dois anticorpos foi demonstrada [60-
61], tornando possivel a investigagdo do potencial progndstico do Ki-67 em estudos

retrospectivos utilizando blocos de tumor conservados em parafina e formalina.

3.4.1. O papel prognéstico do Ki-67 no CM

Na ultima década, um grande numero de estudos foi publicado e, mesmo
apos ter em consideracao todos os viéses inevitaveis em favor dos estudos positivos,
esta claro que a proteina Ki-67/MIB-1 possui um papel prognéstico em diferentes
tipos de tumores malignos. Em relagdo ao CM, a maioria dos estudos selecionados
demonstraram uma associagao estatisticamente significativa entre a presenga de

expressdo de Ki-67/MIB-1 e desfecho clinico (sobrevida livre de doenca e/ou
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sobrevida global), entretanto, quase todos os estudos sao de origem retrospectiva
[61-66]. Apesar da expressao da proteina Ki-67/MIB-1, expressa como um indice:
percentagem de células marcadas positivamente, ser amplamente utilizada como
ferramenta de rotina para acessar um o prognéstico do CM, ela nao é considerada
como exame um padrao [25, 67], devido a falta de uma padronizagdo no método de
exposi¢cdo do antigeno, dos procedimentos de coloracdo e dos métodos de

quantificacdo (semiquantitativo e quantitativo)

3.4.2. O papel preditivo do Ki-67 no CM

O Ki-67 foi avaliado retrospectivemente e prospectivamente em poucos
estudos de tratamento sistémico primario (TSP) com o intuito de identificar
marcadores biologicos de resposta que poderiam ser utilizados como meios de
predicdo do desfecho a longo termo. O unico estudo prospectivo realizado falhou em
demonstratar uma correlagao entre a alta atividade proliferativa e a resposta ao TSP,
mas o Ki-67 foi determinado em tumores invasivos através de aspiragao por agulha
fina antes do inicio da quimioterapia e repetido antes do segundo ciclo de tratamento
[68]. Nesse caso, o tratamento utilizado também n&o pode ser considerado como
padrao (mitroxantrona, metotrexate + mitomicina C), e o seguimento dos pacientes

era relativamente curto.
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3.5 A superexpressao ou amplificagao do HER-2

O HER-2 é um gene localizado no brago longo do cromossomo 17,
responsavel pela sintese da proteina de mesmo nome que, por sua vez, pode ser
detectada na superficie das células tumorais. O interesse maior deste gene é o seu
valor prognéstico no CM, o qual classifica a paciente como alto risco de recidiva e
morte, bem como o seu valor preditivo de resposta ao tratamento com compostos
‘anti HER-2’ (como o anticorpo monoclocal trastuzumab e o inibidor da tirosina
quinase lapatinib). O valor preditivo desse gene no CM também tem sido observado
no caso do tamoxifen ou das antraciclinas. O seu valor preditivo na resposta a
quimioterapia a base de taxanos (paclitaxel ou docetaxel) ainda esta em debate e é
alvo de um dos estudos apresentados nesta tese. No caso das antraciclinas, existe
uma explicagao razoavel, visto que o alvo desse grupo de drogas € a topoisomerase
Il alfa (T2A), que € um gene localizado a vizinhanca do HER-2 [69], no mesmo brago

longo do cromossomo 17.
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4. Objetivos

4.1 Artigo 1
Investigar o impacto da expressao do Ki-67 na sobrevida livre de doenca e na
sobrevida global em mais de 12,000 pacientes com cancer de mama em estagio

precoce através de uma meta-analise de estudos publicados na literatura médica.

5.2 Artigo 2

Sintetizar o conhecimento atual sobre a interacado entre a superexpressao do HER-2
e a quimioterapia a base de taxanos (paclitaxel ou docetaxel) no com cancer de
mama através de uma revisao de estudos pré-clinicos e clinicos publicados na

literatura médica.

4.3 Artigo 3

Investigar o impacto da quimioterapia adjuvante (CMF, EC ou HEC) na sobrevida
livre de eventos e na sobrevida global de 777 pacientes com cancer de mama e
linfonodos positivos incluidas num estudo randomizado de fase Il e identificar
subgrupos de pacientes que possam beneficiar-se mais de um dos trés tratamentos
administrados. Avaliar os efeitos tardios das antraciclinas, principalmente
insuficéncia cardiaca congestiva e leucemias agudas, nas pacientes tratadas com

altas doses de epirrubicina.
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Sumério:

Introducdo: O antigeno Ki-67 é utilizado para avaliar a atividade proliferativa no
cancer de mama (CM); no entanto, o seu papel como marcador prognéstico no CM
néo esta bem definido.

Métodos: Investigar o valor progndstico do antigeno Ki-67/MIB-1 no céncer de
mama em estagio precoce através de uma meta-analise dos dados da literatura.
Utilizou-se os dados existentes na literatura sobre este marcador relacionados com
os seguintes desfechos: sobrevida livre de doenca (SLD) e a sobrevida global (SG).
Resultados: Sessenta e oito estudos foram identificados, destes 46 estudos,
incluindo 12,155 pacientes foram avaliados na presente meta-analise. A sobrevida
livre de doencga foi avaliada em 38 estudos e a sobrevida global em 35 estudos. A
positividade do Ki-67/MIB-1 foi associada a uma maior probabilidade de recidiva na
populagéo global [HR=1,93 (IC95%: 1,74-2,14); P<0,001], nas pacientes com
linfonodos negativos [HR= 2,31 (1C95%: 1,83-2,92); P<0,001] e nas pacientes com
linfonodos positivos [HR=1,59 (IC95%: 1,35-1,87); P<0,001]. A positividade do Ki-
67/MIB-1 também foi associada a uma menor sobrevida global na populagao geral
[HR=1,95 (IC95%: 1,70-2,24; P<0,001)], nas pacientes com linfonodos negativos
[HR= 2,54 (IC95%: 1,65-3,91); P<0,001] e nas pacientes com linfonodos positivos
[HR= 2.33 (IC95%CI: 1,83-2,95); P<0,001].

Conclusao: A presente meta-analise sugere que a positividade do Ki-67/MIB-1
confere um maior risco de recidiva e morte nas pacientes com cancer de mama em
estagio precoce.

Palavras-chave: cancer de mama, Ki-67, progndéstico, meta-analise
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Introducéo:

A incidéncia de cancer de mama (CM) na Europa é de 109,8/100,000
mulheres por ano e é responsavel por 38,4/100,000 mortes em mulheres/ano [1].
Uma melhora importante na sobrevida livre de doenga (SLD) e sobrevida global (SG)
foi obtida com o amplo uso das terapias sistémicas adjuvantes [2].

Nas ultimas décadas, os chamados marcadores de proliferacdo foram
amplamente avaliados como fatores progndsticos no CM. No entanto, os unicos
fatores progndsticos utilizados no processo de decisao terapéutica sdo: o tamanho
do tumor, o envolvimento dos linfonodos, a presenga ou auséncia dos receptores
hormonais, a superexpressao ou amplificacdo do HER-2, o grau histoldgico e a idade
da paciente no momento do diagndstico [3, 4].

O Ki-67 esta presente em todas as células proliferativas e é de grande
interesse como marcador de proliferagéo [5], o anticorpo anti-Ki-67 reage com uma
proteina nao-histona de 395 KD presente em todas as fases ativas do ciclo celular,
exceto na fase GO [6]. O anti-MIB-1 é um anticorpo monoclonal contra a parte
recombinante do antigeno Ki-67 e existe uma boa correlagdo entre os anticorpos Ki-
67 e MIB-1 [6].

Mais recentemente, as técnicas de expressao de genes tém demonstrado que
0 gene do Ki-67 possui um papel em varias “assinaturas de proliferagao”,
demonstrando que uma parte dos genes reflete uma expressdo aumentada da taxa
de proliferagdo celular maligna [7, 8]. Corroborando com estes achados, o Ki-67 é

um dos 21 genes selecionados de forma prospectiva no teste Oncotype DX™ o qual

174



€ usado para predizer o risco de recidiva em pacientes com CM e linfonodos
negativos tratadas com tamoxifeno no ‘Projeto Nacional Cirurgico Adjuvante da
Mama e Coélon B-14’" (NSABP B-14), bem como para predizer a magnitude do
beneficio da quimioterapia em mulheres com CM linfonodos negativos e receptor de
estrogénio positivo incluidas no estudo NSABP B20 [9, 10].

Apesar do grande numero de estudos publicados analisando o papel
prognéstico do Ki-67 no CM em estagio precoce, 0 mesmo ainda nao € considerado
como um fator progndstico nesta doenca. Assim, devido aos resultados conflitantes
dos estudos avaliando o valor progndéstico da expressado do Ki-67 no CM precoce,
nos realizamos uma meta-analise dos estudos publicados, na tentativa de esclarecer

o seu papel e melhor avaliar o valor da expressao do Ki-67.

Materiais e métodos

Selecédo das publicacdes

Para essa meta-analise, selecionamos os artigos avaliando a relagao entre a
expressao do Ki-67/MIB-1 e o progndstico no CM de mama precoce publicados até
maio de 2006. Os principais critérios de selecdo dos estudos foram: terem sido
publicados na forma integral e serem escritos em lingua inglesa.

Os artigos foram identificados através de uma busca eletronica utilizando o
Pubmed com as seguintes palavras-chave: cancer de mama, Ki-67, MIB-1, indice

proliferativo, marcador de proliferagdo, sobrevida e prognéstico. Os artigos também
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foram selecionados através de referéncias importantes tais como artigos de revisao.
Na tentativa de evitar a duplicidade de dados, no caso de artigos que incluiam a
mesma populagao de pacientes, identificados através de similaridades presentes nos
estudos tais como pais de origem, investigadores principais, origem dos pacientes,
periodo de recrutamento e critérios de inclusdo, somente foi incluido o mais recente

ou 0 mais completo.

Coleta dos dados

Trés autores extrairam cuidadosamente toda a informacdo de todas as
publicagdes (EA, GC, MP), utilizando-se de um protocolo comum. Os seguintes
dados foram extraidos de cada estudo: data de publicacdo, sobrenome do primeiro
autor, o anticorpo e o limite de corte para acessar a positividade do Ki-67, a
distribuicdo da expressao do Ki-67, periodo de seguimento, tipo de tratamento,
envolvimento de linfonodos e dados que permitissem avaliar o impacto da expressao
do Ki-67 na SLD e/ou SG.

Nos nao definimos um numero minimo de pacientes incluidos em cada estudo
ou uma duragao do seguimento. Os critérios de exclusdo sao descritos em outra
secdo, mas o resultado final do estudo final de cada estudo nao foi levado em

consideragao para a exclusao.
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Métodos estatisticos

A expressao do Ki-67 foi considerada como positiva ou negativa segundo os
critérios utilizados pelos autores de cada estudo. Para a agregagao quantitativa dos
resultados de sobrevida, o impacto da expressao do Ki-67 no progndstico foi medido
através de Harzard Ratio (HR). Para cada estudo, essa HR foi estimada através de
um método dependente dos resultados fornecidos na publicagcéo original. O método
mais acurado era extrair a HR estimada e a sua variancia usando 2 dos seguintes
parametros: HR estimada, teste estatistico de log-rank ou o seu valor de p, e a ainda
chamada diferenga O-E estatistica (diferenga entre o nimero de eventos observados
e esperados) ou a sua variancia. Quando esses dados ndo estavam disponiveis, nos
procuramos identificar o numero total de eventos, o numero de pacientes em risco
em cada grupo e o teste estatistico do log-rank ou o seu valor de p para estimar a
HR. Finalmente, se o unico dado disponivel eram as representagcbes graficas das
curvas de sobrevida, nés extraimos a taxa de sobrevida em tempo-ponto especifico,
na tentativa de reconstruir a HR estimada e sua variancia, assumindo que a taxa de
pacientes censurados ao longo do tempo era constante durante todo o periodo de
seguimento do estudo [11].

Trés autores avaliaram as curvas de sobrevida, de forma independente, para
reduzir a variabilidade durante a obtencao destes dados. Se os autores reportaram a
sobrevida agrupada em trés ou mais grupos, os resultados foram agrupados na
tentativa de realizar uma comparagao mais confidvel entre os dois grupos (Ki-67

positivo e negativo).
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Quando possivel, a HR estimada de subgrupos foi calculada, como por
exemplo, no subgrupo de linfonodos positivos, linfonodos negativos e nas pacientes
sem tratamento sistémico adjuvante (nao tratadas). Os resultados foram conferidos
com os dados da publicagdo original para termos a certeza que eles nao eram
discordantes, particularmente, naqueles casos nos quais a obtencao destes foi a
partir da leitura de curvas de sobrevida.

As HR estimadas foram combinadas em uma HR global utilizando-se o
método publicado por Peto e colegas [12]. N&s realizamos testes do qui-quadrado de
heterogeneidade e, se a homogeneidade tivesse de ser rejeitada, o modelo efeito
randémico era utilizado no lugar do modelo de efeito fixo.

Por conveng¢ao, uma HR observada >1 significa um pior progndstico para o
grupo com a expressao do Ki-67 positiva. O impacto do Ki-67 na sobrevida era
considerado estatisticamente significativo se o intervalo de confianga de 95% (IC
95%) para a HR global n&o ultrapassava o valor 1. N6s utilizamos as definigdes dos
autores para SLD e SG.

Todos os calculos estatisticos para esta meta-analise foram realizados

utilizando um computador pessoal.

Resultados

Caracteristicas dos estudos
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De 68 estudos publicados entre os anos de 1989 e 2006, 46 possuiam
informacdo suficiente para a extracdo da HR, incluindo 38 estudos com dados
referentes a SLD e 35 com dados de SG. Alguns destes continham dados sobre os
dois desfechos escolhidos, enquanto que outros foram utilizados para somente um
dos desfechos. As tabelas 1 e 2 sumarizam os estudos avaliaveis e suas principais
caracteristicas e a tabela 3 apresenta os principais resultados desta meta-analise.

As razdes para considerar um estudo como ‘nao-avaliavel foram: a) auséncia
de analise univariada descrita; b) a impossibilidade de calcular HR através de um
dos trés métodos previamente descritos; ¢) a duplicacdo de dados em diferentes
revistas; e d) a inclusdo de pacientes com cancer de mama metastatico. A tabela 4
descreve os artigos que foram considerados nao-avaliaveis para esta meta-analise,
mas que foram incluidos na analise de sensibilidade.

O numero de pacientes incluidos nos estudos avaliados variou de 42 a 863, o
periodo de seguimento variou de 23,6 meses (média) a 16,3 anos (mediana).
Diferentes anticorpos foram utilizados nos estudos: anti-Ki-67 foi utilizado em 24
estudos (52,1%), anti-MIB-1 em 24 estudos (52,1%) e ambos em anticorpos foram
utlizados em 5 estudos [13-17], anti-Ki-S5 em 2 estudos [18, 19], e anti-Ki-S11 em 1
estudo [20]. Diferentes pontos de corte foram utlizados pelos autores (variagao:
3,5%-34%) e as definicbes dos valores utilizados para corte foram, média ou
mediana, ‘o melhor nivel de corte’ ou um ‘valor arbitrario’ escolhido pelos autores.

No total foram 38 os estudos com dados de SLD, com um total de 10,954
pacientes. Analises de subgrupos foram também realizadas, quando possivel: a

partir de 15 estudos (total de 3,370 pacientes) em pacientes com linfonodos
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negativos [13, 16, 19, 21-32]; em pacientes com linfonodos positivos utilizando 8
estudos (total de 1,430 pacientes) [16, 18, 23, 25, 26, 29-31] e por fim,em pacientes
com linfonodos negativos e sem tratamento sistémico a partir de 6 estudos, num total
de 736 pacientes [13, 24, 25, 27, 28, 30]. Em relagcdo a SG foram ava liados 9,472
pacientes, de 35 estudos; analise de subgrupo foi possivel em 9 estudos incluindo
pacientes com linfonodos negativos (total de 1,996 pacientes) [13, 19, 21, 29, 31-35];
em 4 com pacientes com linfonodos positivos (total de 857 pacientes) [29, 31, 33, 36]
e, em 2 estudos que incluiram somente pacientes nao-tratadas (linfonodos negativos

e positivos) com um total de 284 pacientes [13, 37].

Meta-analise

Os resultados principais desta meta-analise (populacao global e SLD/SG) sao
apresentados nas figuras 1 e 2. Para a populagéo global, uma menor SLD [HR 1,93 (
1C95% 1,74-2,14; P<0,001)] e uma pior SG [HR 1,95 (IC95% 1,70-2,24; P<0,001)]
foram observadas entre as pacientes consideradas como Ki-67 positivas. Um pior
prognéstico naquelas com Ki-67 positivo, foi observado, independentemente do
acometimento dos linfonodos; no subgrupo com linfonodos negativos os resultados
obtidos foram: SLD [HR 2,31 (IC95% 1,83-2,92; P<0,001)] e SG [(HR 2,4, IC 95%
1,65-3,91; P<0,001)]; naquelas com linfonodos positivos obteve-se os seguintes
valores: SLD [HR 1,59 (IC95% 1.35-1.87; P<0,001)] e SG [HR 2,33 (IC95% 1,83-
2,95; P<0,001)]. Nas pacientes incluidas na analise do subgrupo ‘ndo-tratado’, uma

pior SLD foi observada naquelas com linfonodos negativos [HR 2,72 (IC95% 1,97-
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3,75; P<0,001)], bem como uma pior SG nas pacientes com linfonodos negativos e
positivos, analisadas conjuntamente [HR 1,79 (IC95% 1,22-2,63; P=0,001)].

Para acessar o impacto do viés relacionado aos estudos nao incluidos,
realizamos uma analise para a populacdo global incluindo todos os estudos
encontrados, incluindo aqueles com dados considerados incompletos. Para os
estudos descrevendo somente HR estimada obtida através de uma analise
multivariada, utilizamos a HR estimada e a sua variancia. Para aqueles com
imprecisdbes em relagcdo ao numero de eventos e a variancia da HR estimada,
utilizamos uma aproximacédo da variancia. Finalmente, para os estudos em que
essas informacgbes importantes ndo estavam disponiveis, consideramos a HR
estimada de 1 (isto é, auséncia de impacto para o Ki-67) e usamos a variancia
minima comparada com as dos estudos incluidos do mesmo tamanho de amostra.
Mesmo apoOs essa analise de sensibilidade, podemos ainda observar o importante
impacto negativo da expressao do Ki-67 na SLD [HR 1,74 (IC95% 1,56-1,95;
P<0.001; teste de heterogeneidade P<0,001)] e SG [HR 1,76 (1C95% 1,54-2,00;

P<0.001; teste de heterogeneidade P<0,001)].

Discussao

A presente meta-analise demonstra que a expressao do Ki-67 em pacientes

com cancer de mama (estagios precoces) determina um pior desfecho quer em

relacdo a SLD e a SG, tanto quando consideramos na populagdao global e nos

subgrupos de pacientes linfonodos negativos, linfonodos positivos e ndo-tratadas.
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Esta € a unica meta-analise de estudos publicados avaliando a associacao
entre a expressao do Ki-67/MIB-1 e o progndéstico no cancer de mama em estagios
precoces. Os marcadores progndsticos podem ser definidos como aqueles que estao
associados ao desfecho clinico como SLD ou SG, independentemente de qualquer
tratamento ou intervencdo. O melhor cenario para aplicar essa definicdo é a
populacdo de pacientes nao tratadas, o que ajuda a definir o chamado marcador
prognoéstico puro. Os marcadores prognésticos podem, também, ser utilizados no
processo de decisao terapéutica, por exemplo, alterando a indicagdo de um
tratamento sistémico agressivo [38, 39].

A expressao do Ki-67 tem sido avaliada em varios estudos como um marcador
prognoéstico e/ou preditivo no cancer de mama em estagios precoces. Como um
marcador preditivo, poucos estudos utilizando uma terapia sistémica primaria, muitas
vezes, retrospectivos e com resultados conflitantes, foram publicados [3] , portanto, o
valor preditivo do Ki-67 nao foi avaliado nesta meta-analise.

Nossa meta-analise foi realizada utilizando resultados publicados na literatura
médica e, portanto, existem algumas limitagbes em nossa técnica, a qual € menos
onerosa que uma meta-analise de dados individuais de pacientes. A selecdo da
lingua pode favorecer a ocorréncia de um viés, visto que estudos com resultados
positivos sdo mais frequentemente publicados em revistas de lingua inglesa,
enquanto que estudos com resultados negativos tém a tendéncia de serem mais
frequentemente publicados em revistas locais na lingua nativa dos autores [40].
Porém noés nao identificamos muitos artigos publicados em linguas nativas nao

inglesas (ltaliano, Russo, Sérvio, Alemao) [41-44]. Este fenbmeno pode ser chamado
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de viés de torre de babel e pode ser responsavel por resultados divergentes, em pelo
menos uma dentre 36 meta-analises consecutivas, se esses artigos em outras
linguas que néao a Inglesa fossem hipoteticamente incluidos [45].

Outra possivel fonte de confusao € o uso da mesma populagao de pacientes
em diferentes publicacdes. No nosso trabalho esta possibilidade existe, mas de
forma reduzida, pois os estudos com possibilidade de duplicidade foram excluidos.

Alguns autores consideram a meta-analise de dados individuais o padrao ouro
de evidéncia [46, 47]. Esta ultima técnica é, normalmente, considerada um novo
estudo que leva em consideracao todos os estudos realizados num especifico tdpico,
incluindo aqueles publicados ou ndo, o que requer uma atualizagdo dos dados
individuais pelo investigador; essa técnica é, também, muito mais complexa, lenta e
onerosa. Comparando o tempo dispendido na meta-analise de dados individuais com
a de dados publicados, a realizagdo da primeira exige de 1 a 5 anos enquanto que a
segunda, de 1 a 5 meses. Ha ainda diferencas em termos de custo, para realizar
uma meta-andlise de dados individuais o custo em doélares € de $50,000 a $500,000,
enquanto que para a meta-andlise de dados publicados este varia de $5,000 a
$30,000 [48]. Portanto, a meta-analise de dados publicados é de fundamental
importancia, especialmente numa situacdo, em que a obtengdao de fundos para a
realizagcao de uma meta-analise de dados individuais € pouco provavel.

O método utilizado para a extrapolacdo da HR pode, também, ser uma fonte
de variabilidade para a estimativa da HR. Na auséncia de dados diretos disponiveis,
usamos a extrapolacdo da HR das curvas de sobrevida utilizando diferentes pontos

no tempo durante o seguimento e assumindo que a ocorréncia de casos censurados
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foi uniformemente distribuida. No entanto, a estimativa das taxas de sobrevida
baseada na representacao grafica das curvas de sobrevida foi realizada,
independentemente, por trés dos autores e a HR estimada e sua variancia foi
comparada com a dos resultados publicados em cada estudo individual. Nao tendo
sido identificadas disparidades de nota ao compararmos o0s nossos resultados e
aqueles disponiveis nos artigos publicados.

O impacto adverso da positividade do Ki-67 na SLD e SG foi observado na
populagao global bem como nos subgrupos de pacientes com linfonodos negativos e
positivos. Um teste de heterogeneidade significante foi detectada na populacao
global e no subgrupo de pacientes com linfonodos negativos. No entanto, ndo é
considerado apropriado definir uma simples medida, por exemplo, a HR associada
com a positividade do Ki-67 neste caso, nos estudos com uma diferenca intrinseca
existente. A disparidade observada entre as conclusdes dos diferentes estudos para
esta heterogeneidade observada pode ser quantificada através da aplicagao
qualitativa de escores aos estudos selecionados para uma meta-analise. No entanto,
esses escores nem sempre explicam os resultados obtidos [49]. Neste caso, as
caracteristicas metodolégicas de cada estudo devem ser levadas em consideracéo.

Em 1992, Cattoretti e colegas descreveram bons resultados na coloragéo do
Ki-67 utilizando tumores preservados em blocos de parafina com o0s novos
anticorpos desenvolvidos anti-MIB-1 e anti-MIB-3 [6]. Apesar de varios anticorpos
serem atualmente comercializados, o anticorpo anti-MIB-1 é o mais utilizado em
estudos recentes [50]. Em nossa meta-analise, outros anticorpos que ndo os anti-

MIB-1 e anti-Ki-67 foram incluidos, tais como o anti-Ki-S5 [18, 19] e anti-Ki-S11 [20],
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mas eles constituem a minoria dos casos. Além disso, a expressdo do Ki-67 é
usualmente estimada como a percentagem de células do tumor apresentando uma
coloragao positiva pelo anticorpo, sendo a coloragdo nuclear o mais importante
critério de positividade. O uso de diferentes anticorpos e protocolos de escores sem
um numero minimo padronizado de células contadas, pode ser responsavel por
algumas diferencas entres os estudos.

Em nosso trabalho alguns estudos utilizaram 10% como ponto de corte para
definir o valor da positividade do Ki-67 (valor arbitrario), enquanto que outros
utilizaram a média, mediana, o melhor valor de corte; essas diferencas podem ser
responsaveis pela dificuldade de determinar o valor mais adequado para o ponto de
corte na pratica diaria. Entretanto, alguns autores descreveram que a escolha do
ponto de corte para a IHQ pode depender do objetivo clinico: se o Ki-67 é usado
para evitar a quimioterapia em pacientes com tumores com baixa taxa de
proliferagdo, o valor de corte deveria ser 10%, no intuito de se evitar tratamentos
excessivos. Do contrario, se o Ki-67 é utilizado para identificar os pacientes com
maior sensibilidade a quimioterapia, um valor de corte de 25% seria preferido [51].
No contexto dessa meta-analise, podemos assumir que a expressao do Ki-67 é
responsavel pelo risco aumentado de recidiva e morte, apesar do risco de base (0
risco no grupo considerado Ki-67 negativo) ndo ser o mesmo em todos os estudos.

Uma outra limitacdo desta meta-analise € que ela acessa somente o valor
prognéstico univariado do Ki-67. Portanto, ndo podemos dizer que o Ki-67 é um fator
independente; a resposta para esta questdo devera ser obtida com estudos

prospectivos - certamente a meta-analise de dados individuais nao resolveria essa
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questao visto que a intersec¢ao das co-variaveis disponiveis nos estudos individuais
€, provavelmente, muito pequena.

Para melhor esclarecer o valor prognodstico da presenga ou auséncia do
receptor de estrogénio (RE), Sotiriou e colegas utilizaram a expressao de genes para
explorar as implicagcdes da distribuicdo RE e do indice do grau genémico (GGIl) para
predizer o desfecho. Eles observaram que quase todos os tumores RE negativos
eram associados com altos GGl escores (alto grau), enquanto que os tumores RE
positivos eram associados a uma mistura homogénea de valores de GGI. Isso
significa que GGI adiciona uma informacgao progndstica quando o estado do RE é
conhecido, porém o contrario ndo é verdadeiro [52]. Infelizmente, devido a auséncia
de informacao nos estudos publicados e utilizados no nosso trabalho, uma analise do
impacto da expressado do Ki-67 nas subpopulagbes RE positivo e negativo, e, de
acordo com o grau histolégico nao foi possivel. A tabela 5 sumariza os principais
resultados das recentes assinaturas genéticas para o progndstico e predigcdo no
cancer de mama.

Apesar de anos de pesquisa e centenas de relatos existentes sobre
marcadores tumorais em oncologia, o numero de marcadores que possuem uma
utilidade clinica ainda é muito pequeno. O manual do relato de estudos de
marcadores tumorais (REMARK) foi a maior tarefa do primeiro encontro em
diagndstico em cancer do NCI-EORTC, representando um esfor¢go colaborativo
importante de estatisticos, oncologistas e cientistas. Esse manual possui 20
recomendagdes em relagdo ao desenho dos estudos, métodos de analise estatistica,

hipétese pré-planificadas, caracteristicas das amostras e dos pacientes e métodos
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para analise. O amplo uso desse manual para métodos analiticos e descricdo dos
resultados facilitaria muito o desenvolvimento de andlises alternativas e meta-
analises [38, 39, 53].

Apesar de algumas limitagdes, esta meta-analise suporta o papel progndstico
do Ki-67 no cancer de mama em estagios precoces, demonstrando uma significativa
associacdo entre a sua expressdao e risco de recidiva e morte em todas as
populagdes consideradas para estes desfechos: sobrevida livre de doenca e
sobrevida global. Se o proposto manual REMARK tivesse sido utilizado em todos os
estudos selecionados para esta meta-andlise e todas as informagdes necessarias
estivessem disponiveis, a nossa meta-analise de dados publicados poderia melhor

caracterizar o papel do Ki-67 como um marcador prognéstico.
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Tabela 1. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida global

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico
Bevilacqua 94/13 (107) 74 N&o tratadas Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 2,75 (1,02-7,39)
1996 [13] Anti-MIB-1
Bos 2003 [54] 63/87 (150) 106 (média) N >4: CMF ou TAM Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 2,47 (1,08-5,65)
Brown 1996 170/504 (674) 72 156 QT e/ou HT Anti-Ki-67 5% (melhor ponto) 1,19 (0,79-1,80)
[21]
Caly 2004 [55] 122/122 (244) 72 (minimo) N&o relatado Anti-MIB-1 32% (proporgéao de células 1,95 (0,92-4,14)
marcadas)
Domagala (NO)  66/45 (111) 88 47 QT ou HT Anti-MIB-1 10% (valor mediano) 3,04 (1,03-8,99)
1996 [33]
Domagala (N+) 40/35 (75) 88 47 QT ou HT Anti-MIB-1 10% (valor mediano) 1,38 (0,66-2,86)
1996 [33]
Erdem 2005 13/34 (47) 72,5 Todas com QT Anti-Ki-67 10% (valor mediano) 17,23 (2,42-122,36)
[32] adjuvante (?)
Fresno 1997 84/62 (146) 75 13 CMF Anti-MIB-1 10% (valor arbitrario) 1,81 (0,71-4,59)
[34] 80 TAM
Gasparini 1994 83/82 (165) 60 82 CMF e/ou HT Anti-Ki-67 7,5% (valor médio) 2,58 (1,21-5,49)
[56]
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Tabela 1. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida global (cont)

Autores Pacientes Ki- Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Gonzalez 2003 NR (221) 102,5 Nao relatado Anti- MIB-1 30% (valor arbitrario) 3,18 (1,52-6,65)
[36]
Goodson 111 2000  56/56 (112) 5,1 anos 104 QT ou HT Anti- MIB-1 24% (valor médio) 2,90 (1,18-7,15)
[57]
Heatley 2002 26/33 (59) 5 anos N&o relatado Anti-Ki-67 10% (valor médio) 0,81 (0,36-1,81)
[58]
Hlupic 2004 [59] 117/75 (192) 180 ( Varios regimes de Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,30 (0,80-2,11)

pacientes QT (?)

N+)

Jacquemier 1998  74/78 (152) 60 (?) FAC, FEC, ou Anti- MIB-1 3,5% (valor mediano) 3,29 (1,49-7,22)
[60] FMC
Jansen 1998 153/168 (321) 128 (?) FAC Anti-MIB-1 7% (valor mediano) 1,35 (1,01-1,80)
[25]
Jensen 1995 54/64 (118) 104 3 QT ou HT Anti-MIB-1 17% (valor mediano) 3,41 (1,44-8,06)
[35]
Liu 2001 [61] 389/384 (773) 16,3anos 268 QT (17% DOX)  Anti-MIB-1 17,8% (valor mediano) 1,76 (1,41-2,20)
Locker 1992 [62] 23/44 (67) 27 N&o relatado Anti-Ki-67 9% (distribuicao por tergos) 4,19 (1,19-14,7)
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Tabela 1. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida global (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)

67+/- (total) (meses) sistémico

Mottolese 2000 87/70 (157) 60 Todas EC Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,82 (0,90-3,67)

[63]

Pellikainen 184/230 (414) 57,2 (?)CMFe TAMou  Anti-MIB-1 20% (valor arbitrario) 2,56 (1,46-4,50)

2003 [64] toremifene

Pierga 1996 66/70 (136) 70 16 FAC /39 TAM Anti-Ki-67 8% (valor médio) 1,37 (0,64-2,91)

[26]

Pietilainen 100/88 (188) 8,6 anos 64 QT (?) Anti-MIB-1 20% (valor arbitrario) 1,88 (1,16-3,05)

1996 [65] (média)

Pinder 1995 74/103 (177) NR N&o tratadas Anti-MIB-1 34% (distribuicao por tergos) 1,66 (1,09-2,52)

[37]

Pinto 2001 136/159 (295) 39,6 201 QT /131 HT Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,46 (0,74-2,87)

[66]

Querzoli 1996 43/127 (170) 66,5 Nao relatado Anti-Ki-67 13% (distribuicao por tergos) 2,05 (1,11-3,77)

[14] Anti-MIB-1

Railo 1993 37/289 (326) 2,7 anos Nao relatado Anti-Ki-67 10% (coloragao nuclear) 2,39 (0,77-7,38)

[67] (média)
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Tabela 1. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida global (cont)

Autores Pacientes Ki- Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Rudolph 1999 363/500 (863) 149,3 531 QT ou HT Anti-Ki-S11 25% (valor mediano) 1,91 (1,50-2,44)
[20]
Rudolph 1999 137/234 (371) 95 86 TAM Anti-Ki-S5 25% (valor mediano) 4,88 (2,98-7,99)
[19]
Seshadri 1996  235/472 (707) 66 (?) CMF ou Anti-MIB-1 10% (valor arbitrario) 2,60 (1,80-3,75)
[68] TAM
Thor 1999 [69] 243/243 (486) 62 N&o relatado Anti-MIB-1 28,6% (valor mediano) 1,94 (1,04-3,61)
Trihia 2003 61/127 (188) 13,5 anos 125 CMF Anti-MIB-1 16% (proporgao de células 1,90 (1,18-3,08)
(NO) [29] marcadas)
Trihia 2003 82/164 (246) 13,5 anos 246 CMF Anti-MIB-1 16% (proporgao de células 2,42 (1,71-3,41)
(N+) [29] marcadas)
Tynninen 1999 42/42 (84) 10,3 anos 13 QT (?) Anti-MIB-1 9,8% (valor mediano) 1,05 (0,55-2,00)
[70] (média)
Veronese 1995 64/63 (127) 61 Nao relatado Anti-Ki-67 14% (valor mediano) 0,42 (0,20-0,87)
[15] Anti-MIB-1
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Tabela 1. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida global (cont)

Autores Pacientes Ki- Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Weikel 1991 78/115 (193) 23,6 (média) CMF e/ou TAM Anti-Ki-67 20% (proporgao de células 3,42 (1,39-8,40)
[30] marcadas)
Weikel 1995 93/141 (234) 3,4 anos (média) Maioria TAM Anti-Ki-67 20% (grupos) 1,66 (0,79-3,51)
(NO) [31]
Weikel 1995 138/177 (315) 3,4 anos (média) 315 CMF e/ou Anti-Ki-67 20% (grupos) 2,36 (1,55-3,60)
(N+) [31] TAM
Wintzer 1991 32/31 (63) 37 N&o relatado Anti-Ki-67 12% (valor médio) 2,51 (1,00-6,34)
[71]

Legenda tabela 1: IC: intervalo de confianca; CMF: ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil; DOX: doxorrubicina; EC: epirrubicina,
ciclofosfamida; FAC: 5-Fluorouracil, doxorrubicina, ciclofosfamida; FEC: 5-fluorouracil, epirrubicina, ciclofosfamida; FMC: 5-fluorouracil,
mitoxantrona, ciclofosfamida; HR: Hazard ratio; HT: hormonoterapia; NO: linfonodo negativo; linfonodo positivo; NR: ndo relatado; QT:

quimioterapia; TAM: tamoxifeno; +: positivo; -: negativo
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)

67+/- (total) (meses) sistémico

Bevilacqua 13/94 (107) 74 N&o tratadas Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 3,95 (1,45-10,7)

1996 [13] Anti-MIB-1

Billgren (NO) 189/241(430) 5,7 anos 149 CMF / 484 Anti-Ki-67 15% (valor arbitrario) 2,18 (1,04-4,57)

2002 [16] TAM* Anti-MIB-1

Billgren (N+) 168/134 (302) 5,7 anos 149 CMF / 484 Anti-Ki-67 15% (valor arbitrario) 2,20 (1,28-3,78)

2002 [16] TAM* Anti-MIB-1

Bos 2003 63/87 (150) 106 (média) N >4: CMF ou TAM Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,59 (0,83-3,04)

[54]

Bouzubar 65/59 (124) 3 (minimo) N&o relatado Anti-Ki-67 20% (valor arbitrario) 2,07 (0,99-4,30)

1989 [72]

Brown 1996 170/504 (674) 72 156 QT e/fou HT Anti-Ki-67 5% (melhor ponto de corte) 1,71 (1,18-2,47)

[21]

Caly 2004 122/122 (244) 72 (minimo) Nao relatado Anti-MIB-1 32% (proporcao de células 1,61 (1,01-2,55)

[55] marcadas)

Clahsen 215/217 (430) 41 FAC (todas)/ CMF Anti MIB-1 20% (valor arbitrario) 2,84 (1,80-4,47)

1999 [22] para os N+
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Erdem 2005 13/34 (47) 72,5 Todas QT Anti-Ki-67 10% (valor mediano) 6,96 (2,62-18,44)
[32]
Esteva 2004  29/61 (100) 11 anos FAC Anti-Ki-S5 12% (proporgao de células 1,42 (0,75-2,66)
[18] marcadas)
Gaglia (NO) 90/90 (180) 31 (média) 158 TAM Anti-Ki-67 9% (valor mediano) 4,60 (1,58-13,38)
1993 [23]
Gaglia (N+) 87/86 (173) 31 (média) 70 CMF /138 TAM Anti-Ki-67 9% (valor mediano) 1,87 (0,94-3,70)
1993 [23]
Gasparini 83/82 (165) 60 82 CMF e/ou HT Anti-Ki-67 7,5% (valor mediano) 3,21 (1,53-6,75)
1994 [56]
Goodson Il 56/56 (112) 5,1 anos 104 QT ou HT Anti-MIB-1 24% (valor médio) 2,06 (0,95-4,45)
2000 [57]
Harbeck 20/96 (116) 76 N&o tratadas Anti-Ki-67 25% (valores 6timos) 2,69 (1,09-6,62)
1999 [24]
Jacquemier 74178 (152) 60 (?) FAC, FEC, ou Anti-MIB-1 3,5% (valor mediano) 2,81 (1,53-5,17)
1998 [60] FMC
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Jansen (NO) 72/111 (183) 128 N&o tratadas Anti-MIB-1 7% (valor mediano) 2,52 (1,50-4,22)
1998 [25]
Jansen (N+)  81/57 (138) 128 (?) FAC Anti-MIB-1 7% (valor mediano) 1,34 (0,89-2,04)
1998 [25]
Keshgegian 66/65 (131) Até 46 meses N&o relatado Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,44 (0,50-4,10)
1995 [17] Anti-MIB-1
Lau 2001 22/75 (97) 64 (média) Varias QT Anti-MIB-1 25% (valor arbitrario) 4,10 (1,33-12,55)
[73] adjuvantes (?)
Liu 2001 389/384 (773) 16,3 anos 268 QT (17% DOX) Anti-MIB-1 17,8% (valor mediano) 1,69 (1,39-2,06)
[61]
Locker 1992 23/44 (67) 27 Nao relatado Anti-Ki-67 9% (distribuicao por tergos) 2,04 (0,83-5,03)
[62]
Michalides 226/126 (352) > 8 anos Maioria TAM Anti-MIB-1 5% (valor arbitrario) 2,06 (1,28-3,33)
2002 [74]
Mottolese 87/70 (157) 60 Todas EC Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,52 (0,82-2,81)

2000 [63]
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)

67+/- (total) (meses) sistémico

Pellikainen  184/230 (414) 57,2 (?) CMF e TAM ou Anti-MIB-1 20% (valor arbitrario) 2,14 (1,36-3,38)

2003 [64] toremifene

Pierga (NO) 30/48 (78) 70 N&o relatado Anti-Ki-67 8% (valor mediano) 1,89 (0,78-4,54)

1996 [26]

Pierga (N+) 36/22 (58) 70 16 FAC /39 TAM Anti-Ki-67 8% (valor mediano) 0,95 (0,37-2,43)

1996 [26]

Pietildinen 97/82 (179) 8,6 (média) 64 QT (?) Anti-MIB-1 20% (valor arbitrario) 1,60 (1,01-2,53)

1996 [65]

Pinto 2001 136/159 (295) 39,6 201 QT /131 HT Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 1,61 (0,93-2,80)

[66]

Querzoli 43/127 (170) 66,5 Nao relatado Anti-Ki-67 13% (distribuicao por tergos) 2,20 (1,25-3,87)

1996 [14] Anti-MIB-1

Railo 1993 37/289 (326) 2,7 anos Nao relatado Anti-Ki-67 10% (proporcao de células 3,38 (1,61-7,12)

[67] (média) marcadas)

Railo 1997 89/123 (212) 8,3 anos Nao tratadas Anti-Ki-67 10% (valor arbitrario) 2,46 (1,33-4,56)

[27] (média)
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Rudolph 363/500 (863) 149,3 531 QT ou HT Anti-Ki-S11 25% (valor mediano) 1,98 (1,56-2,52)
1999 [20]
Rudolph 137/234 (371) 95 86 TAM Anti-Ki-S5 25% (valor mediano) 2,96 (1,92-4,57)
1999 [19]
Sahin 1991 14/28 (42) 88 N&o tratadas Anti-Ki-67 12% (3 grupos) 4,54 (1,37-15,03)
[28]
Seshadri 235/472 (707) 66 (?) CMF ou TAM Anti-MIB-1 10% (valor arbitrario) 2,10 (1,50-2,93)
1996 [68]
Thor 1999 243/243 (486) 62 N&o relatado Anti-MIB-1 28,6% (valor mediano) 2,19 (1,45-3,30)
[69]
Trihia (NO) 61/127 (187) 13,5 anos 125 CMF Anti-MIB-1 16% (proporcao de células 1,20 (0,78-1,84)
2003 [29] marcadas)
Trihia (N+) 82/164 (246) 13,5 anos 246 CMF Anti-MIB-1 16% (proporcao de células 1,80 (1,31-2,47)
2003 [29] marcadas)
Veronese 64/63 (127) 61 Nao relatado Anti-Ki-67 14% (valor mediano) 0,60 (0,33-1,10)
1995 [15] Anti-MIB-1
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Tabela 2. Principais caracteristicas de todos os estudos incluidos nesta meta-analise para a sobrevida livre de doenca (cont)

Autores Pacientes Ki-  Seguimento Tratamento Anticorpo Valor de corte (escolha por) HR (IC 95%)
67+/- (total) (meses) sistémico

Weikel (NO) 34/42 (76) 23,6 (média) N&o tratadas Anti-Ki-67 20% (proporgéao de células 1,75 (0,34-9,01)
1991 [30] marcadas)
Weikel (N+) 43/65 (108) 23,6 (média) CMF e/ou TAM Anti-Ki-67 20% (proporgao de células 0,71 (0,09-5,36)
1991 [30] marcadas)
Weikel 1995 93/141 (234) 3,4 anos Maioria TAM Anti-Ki-67 20% (grupos) 1,10 (0,53-2,28)
(NO) [31] (média)
Weikel 1995 138/177 (315) 3,4 anos 315 CMF e/ou TAM Anti-Ki-67 20% (grupos) 1,51 (1,13-2,00)
(N+) [31] (média)
Wintzer 32/31 (63) 37 N&o relatado Anti-Ki-67 12% (valor médio) 2,99 (1,30-6,92)
1991 [71]

Legenda tabela 2: IC: intervalo de confianga; CMF: ciclofosfamida, metotrexate, 5-fluorouracil; DOX: doxorrubicina; EC: epirrubicina, ciclofosfamida; FAC:

5-fluorouracil, doxorrubicina, ciclofosfamida; FEC: 5-fluorouracil, epirrubicina, ciclofosfamida; FMC: 5-fluorouracil, mitoxantrona, ciclofosfamida; HR: Hazard
Ratio; NO: linofodo negativo; N+: linfonodo positivo; NR: nao relatado; QT: quimioterapia; TAM: tamoxifen; +: positivo; -: negativo; * para a populacao global
(n=732)
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Tabela 3. Valores de HR e testes de heterogeneidade para todos os subgrupos analisados

em pacientes com cancer de mama precoce

Grupo Numero Numero Efeito fixo Teste de Efeito
de de HR (95% CI) heterogeneida randémico
estudos pacientes de (valor de P) HR (IC 95%)
Sobrevida livre de doenca
Todos pts 38 10,954 1,88 (1,75-2,02) 0,01 1,93 (1,74-2,14)
N- pts 15 3,370 2,20 (1,88-2,58) 0,03 2,31 (1,83-2,92)
N+ pts 8 1,430 1,59 (1,35-1,87) 0,68
N- n&o tratados 6 736 2,72 (1,97-3,75) 0,89
pts
Sobrevida global
Todos pts 35 9,472 1,89 (1,74-2,06) <0,001 1,95 (1,70-2,24)
N- pts 9 1,996 2,19 (1,76-2,72) 0,001 2,54 (1,65-3,91)
N+ pts 4 857 2,33 (1,83-2,95) 0,44
N-/ N+ néo 2 284 1,79 (1,22-2,63) 0,36

tratados pts

Legendas: IC: intervalo de confianga; HR: Hazard Ratio; N-: linfonodo negativo;

N+: linfonodo positivo; Pts: pacientes;
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Tabela 4. Estudos que nao foram incluidos na meta-analise principal, mas que foram

incluidos no teste de sensibilidade

Autor Numero de pacientes Valor prognostico do Ki-67
(Sim / Nao)
Beck 1995 [75] 462 Sim
Biesterfeld 1998 [76] 103 Sim
Bukholm 2003 [77] 147 Nao
Ceccarelli 2000 [78] 217 Sim
Galiegue 2004 [79] 117 Nao
Gasparini 1992 [80] 164 Sim
Haerslev 1996 [81] 487 Sim
Jalava 2000 [82] 414 Nao
Kroger 2006 [83] 157 Nao
Kronblad 2006 [84] 377 Sim
Lampe 1998 [85] 142 Sim
Liu 2000 [86] 225 Sim
Michels 2003 [87] 104 Nao
Molino 1997 [88] 322 Sim
Rudas 1994 [89] 184 Nao
Tsutsui 2005 [90] 249 Sim
Yang 2003 [91] 147 Nao
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Tabela 5. Principais resultados das assinaturas de expressao genéticas recentes no cancer

de mama
Assinatura de expressdao  Numero de Descricao dos genes na Referéncia
genética genes na assinatura
assinatura
Assinatura 70-genes 70 Ciclo celular, angiogénesis, [92]
invasdo e metastases
Assinatura 76-genes 76 Ciclo celular, proliferagao, reparo [93]
do DNA, resposta imune e
apoptose
Escore de recidiva 21 Proliferagao, receptor de [9]
estrogénio e estado do HER-2,
invasado e 5 genes de referéncia
indice de grau gendmico 97 Ciclo celular e genes de [94]
proliferacéo
Assinatura P53 32 Genes de proliferagao e fatores [95]
de transcrigdo (n&o alvo do p53 )
Assinatura morte por 11 Ciclo celular e genes de [96]
cancer proliferacao
Assinatura expressao de 822 Genes de proliferacao e anti- [97]

gene regulada pelo
estrogénio

apoptose
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Figura 1. Resultado da meta-analise com todos os estudos avaliaveis para sobrevida
livre de doencga (SLD) na populacéo global. A Hazard Ratio (HR) > 1 significa uma
menor SLD para o grupo com Ki-67 aumentado. O tamanho dos quadrados é
proporcional ao numero de pacientes incluidos em cada estudo. O centro do losango
indica a HR combinada para a meta-analise e suas extremidades os intervalos de

confianga a 95%.
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Figura 2. Resultado da meta-analise com todos os estudos avaliaveis para sobrevida
global (SG) na populagao global. A Hazard Ratio (HR) > 1 significa uma menor SG
para o grupo com Ki-67 aumentado. O tamanho dos quadrados € proporcional ao
numero de pacientes incluidos em cada estudo. O centro do losango indica a HR
combinada para a meta-analise e suas extremidades os intervalos de confiangca a

95%
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7.2 Artigo 2 em portugués

Ann Oncol; submetido

IF 2005 4.319

Superexpressao/amplificacdo do HER-2 e sua interacdo com a quimioterapia a

base de taxanos no cancer de mama
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Resumo:

O céancer de mama (CM) é o tipo mais comum de cancer em mulheres e é
considerado incuravel quando na presenca de metastases. Os taxanos, tais como o
docetaxel e paclitaxel, sdo agentes quimioterapicos efetivos quando utilizados como
tratamento metastatico, neoadjuvante ou adjuvante do CM. A superexpressdo ou
amplificagdo do HER-2 é detectada em 25-30% dos CM e é responsavel por um
comportamento tumoral mais agressivo, bem como pela resisténcia a determinados
tratamentos sistémicos; entretanto, sua associacdo com resposta a quimioterapia
(QT) a base de taxanos permanece indefinida, com resultados conflitantes entre os
estudos pré-clinicos in vitro e in vivo.

Essa revisao tem por objetivo avaliar 0 impacto da
superexpressao/amplificacdo do HER-2 nas pacientes com CM tratadas com
taxanos. Estudos prospectivos e randomizados incorporando hipoteses bioldgicas
importantes estdo em andamento ou foram recentemente fechados e os seus

resultados deverao ajudar na elucidagao dessa questao.

Palavras-chave: cancer de mama, dominio extracelular, superexpressao do HER-2,

resisténcia aos taxanos, trastuzumab
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Introducéo

Os taxanos sao agentes que interferem na dindmica dos microtubulos,
estabilizando-os e prevenindo sua despolimerizacdo. O paclitaxel foi o primeiro
taxano utilizado nos estudos clinicos e foi identificado como um extrato ativo da
planta Taxus brevifolia [1]. O docetaxel foi subsequentemente gerado a partir das
folhas da planta européia Taxus baccata, através de um processo semi-sintético [2,
3]. Estas duas drogas sao consideradas uma das classes mais ativas no tratamento
do CM metastatico (CMM), com taxas de respostas variando entre 30% a 60%
quando utilizadas como agentes uUnicos em pacientes sem ou com minimo
tratamento prévio, e entre 20% a 45% nas pacientes multi-tratadas [4]. O seu papel
no tratamento adjuvante, principalmente para as pacientes com linfonodos negativos,
ainda é controverso, visto que o beneficio € muito pequeno e, provavelmente,
confinado a um subgrupo de pacientes que ainda deve ser identificado. O custo
desse tratamento também n&o pode ser negligenciado, especialmente o do
docetaxel, o qual ainda ndo possui um substituto genérico.

A amplificacdo/superexpressdao do HER-2, também conhecido como c-erbB2
ou neu, tem sido descrita em 25-30% dos CM e associa-se a um pior prognostico,
tanto nas pacientes com linfonodos negativos como nas com linfonodos positivos [5-
8]. Nos estudos in vitro, a superexpressao do HER-2 confere uma resisténcia
aumentada ao paclitaxel nas células de CM, enquanto que a degradacédo do HER-2
aumenta a apoptose induzida pelo docetaxel [9-11]. Esses resultados sao

corroborados pelos estudos clinicos de fase |ll, que demonstram que a resposta ao
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paclitaxel foi significativamente aumentada nos pacientes com CM quando o HER-2
estava suprimido pelo anticorpo monoclonal anti-HER-2 (trastuzumab) [12].

O objetivo desta revisao ¢é identificar os possiveis mecanismos de resisténcia
aos taxanos nas pacientes com CM e superexpressao do HER-2. Estudos pré-
clinicos e clinicos bem como o papel do trastuzumab para a reversdo dessa

resisténcia sdo discutidos.

Matériais e métodos

Uma pesquisa na literatura utilizando o PubMed foi realizada. Os artigos foram
selecionados utilizando-se as palavras-chave “HER-2/neu” e “resisténcia ao
paclitaxel” ou “resisténcia ao docetaxel” e “trastuzumab mais taxanos”. Somente
artigos publicados na lingua inglesa até 1 de agosto de 2006 foram revisados.
Resumos publicados ou apresentados em congressos internacionais importantes

foram também incluidos.

Superexpressao do HER-2 e resisténcia aos taxanos: estudos in vitro

As células humanas do CM que possuem altos niveis de receptores do HER-2

demonstram resisténcia aumentada ao paclitaxel na ordem de 100 vezes, bem como

altos niveis de glicoproteina P MDR1 (p170™*"). Essa proteina funciona como uma

bomba de efluxo de droga, no intuito de reduzir o acumulo de drogas especificas e
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sua expressao tem sido altamente correlacionada com a resisténcia aos taxanos
[13].

A adigdo de emodina, um inibidor da porgao tirosina quinase do HER-2, ao
paclitaxel induz uma inibicdo sinergistica da proliferacao celular das células CM
MDA-MB-361 em torno de 70%, a qual foi maior do que a inibicdo vista com a
emodina ou o paclitaxel sozinhos (28% e 16%, respectivamente). Resultados
similares foram também observados nas células BT-474, sugerindo que a atividade
do receptor da tirosina quinase HER-2 contribui para a resisténcia ao paclitaxel nas
células de CM que superexpressam o0 mesmo [14].

As linhagens celulares expressando ambos receptores HER-2 e HER-3
apresentam altos niveis de Akt fosforilada ativada, a qual pode suprimir a apoptose
devido a interacdo ou a fosforilagdo de varios efetores importantes, e podem,
portanto, contribuir para a resisténcia a varias drogas anti-cancer, incluindo os
taxanos. Nas células MCF-7/HER-2 transfectadas, a ativacdo do Akt pode ser
mediada pela via do PI-3K, levando a resisténcia a diferentes drogas, incluindo o
paclitaxel [15].

Pegram e colegas descreveram que a presenca do HER-2 nao foi suficiente
para induzir resisténcia a drogas e que a resposta ao paclitaxel nao foi
estatisticamente diferente entre as células superexpressando HER-2 e as células
controles [16]. Por outro lado, Yu e colegas descreveram que as células MDA-MB-
435 trasnfectadas com HER-2 eram mais resistentes ao paclitaxel do que as células
parentais (p<0,00012), independentemente das caracteristicas do ciclo celular, da

transformagao oncogénica ou do mdr-1 [9]. Outro possivel mecanismo de resisténcia
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¢ a inibicdo da apoptose e da ativagdo da quinase p34°9°

através da super
regulacdo do p21°P' [17] ou da fosforilagdo Cdc2 da tirosina Y15, a qual pode induzir
resisténcia a apoptose induzida pelo paclitaxel [18].

As células MCF-10A Ha-ras apresentam uma sensibiliadade aumentada aos
taxanos, enquanto que as MCF-10A-HER-2 e MCF-10A-HE exibem uma resisténcia
relativa ao paclitaxel e docetaxel, com uma ICso aumentada em 3,5 a 6,5 vezes, se
comparada as ceélulas parentais. Além disso, a inibicdo da proteina quinase
dependente de tipo | cAMP (PKAI) com oligonucleotideos antisenso reverte o efeito
da superexpressao do HER-2 nas células MCF-10A [19].

Em células transfectadas com EGFR e HER-2 ativos, uma resisténcia na
ordem de 2-3 vezes ao paclitaxel e uma supressado da polimerizagdo da tubulina
foram observadas quando comparadas com as células parentais. A inibicdo do
EGFR ativo com uma mutacéo inativante da porgao quinase parcialmente reverteu a
resisténcia ao paclitaxel e demonstrou uma diminuicdo de 50% na resisténcia ao
paclitaxel da pB-tubulina de classe IVa. Esses resultados sugerem que a modulagéo
da expressdo da tubulina pelos receptores oncogénicos do fator de crescimento
pode modular a resisténcia dos agentes ligantes da tubulina [20].

A ativagdo das proteinas quinases ativadas dos mitégenos (ERK and p38
MAPK) e da quinase Raf-1 pelo paclitaxel pode explicar um aumento no efeito
citotoxico desta droga nas células com superexpressdo do HER-2 [21]. Varios
estudos claramente demonstraram o envolvimento da cascata do ERK na apoptose
induzida pelo paclitaxel [22-29], bem como a cascata do JNK [30], p38 MAPK ou

mesmo a via de indugao do PKA [29]. Daly e colegas demonstraram que a apoptose
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e a transicdo G2M induzidas pela NDF/Heregulina é dependente da ativacdo do p38
em células do CM com superexpressao do HER-2 e que a adicdo do paclitaxel tem
um efeito aditivo na ativagdo do p38 [31, 32]. Entao, a via do MAPK possui um papel
essencial na morte celular induzida pelo paclitaxel e poderia ser um alvo de
tratamento interessante a ser testado em estudos clinicos [21]. A tabela 1 sumariza

os principais resultados dos artigos selecionados.

HER-2 como preditor de resposta aos taxanos: dados clinicos

Em 2001, Yamauchi e colegas conduziram uma revisao extensa sobre o HER-
2 como preditor de resposta as terapias para o CM e concluiram que o0 mesmo nao
poderia ser utilizado para determinar se uma paciente deveria receber quimioterapia
ou tratamento hormonal adjuvante [33]. Desde entdo, varios outros artigos
estudando a relacdo entre o HER-2 e o beneficio aos taxanos no CM tém sido
publicados. Esses estudos estdo sumarizados nas tabelas 2, 3 e 4 e s&o discutidos a

sequir.

I- Taxano como agente Unico:

Um estudo realizado pelo grupo do Memorial Sloan-Kattering Cancer Center

incluiu 122 pacientes (102 tratadas com paclitaxel e 20 com docetaxel), de 212

pacientes com CMM envolvidas em 8 diferentes estudos de fase Il. A taxa de
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resposta global (TRG) aos taxanos foi de 46,7%, e a maior TRG foi observada em
pacientes HER-2 positivos (65,2%; p= 0,002) [1].

O HER-2 nao foi um preditor de reposta ao docetaxel (D) nem ao metotrexato
combinado com 5-fluorouracil (MF), administrados apos falha das antraciclinas, em
uma analise retrospectiva com 131 pacientes com CMM incluidas em um estudo
randomizado [34]. A TRG foi de 53% no brago D e 24% no bragco MF (p<0,01),
enquanto que a TRG foi similar entre as pacientes com tumores HER-2 positivos ou
negativos (53% em ambos grupos) no brago com taxano. Infelizmente, as pacientes
com HER-2 2+ pela imunohistoquimica (IHQ) e ndo confirmados por FISH também
foram incluidas nessa analise, possivelmente, confundindo os resultados.

Em outro estudo, Di Leo e colegas retrospectivamente analizaram pacientes
com CMM incluidas em um estudo de fase Ill e randomizadas para receber
doxorrubicina (A) ou docetaxel (D) (estudo TAX 303) [35]. A amplificagdo do FISH foi
determinada como a razdo do numero de sinais do HER-2 no centrébmero 17 > 2. A
TRG foi significativamente maior com D do que com A (161 pacientes: 47,8% versus
165 pacientes: 33,3%, respectivamente; p=0,008) em todas as pacientes e no
subgrupo com HER-2 positivo (67% verso 27%, respectivamente; p=0,04), apesar
dessa diferenga nao ter aumentado o tempo para progressao (TPP) ou a sobrevida
global (SG). No brago do docetaxel, a ORR foi significativamente maior nas
pacientes com amplificacdo do HER-2 do que nas pacientes sem amplificacao.
Interessante, a interacdo entre o estado do HER-2 e o tratamento foi o unico fator
significativo associado com um aumento na probabilidade de resposta ao D na

analise multivariada (raz&o de chances, OR= 3,64, 95% CI 1,39-9,54; p=0,01).
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O estudo 10923 da Organizagao Européia para Pesquisa e Tratamento do
Cancer (EORTC) foi um estudo de fase Il desenhado para comparar a doxorrubicna
com o paclitaxel (mudancga de brago era possivel no momento da progressédo) em
pacientes com CMM. No braco do paclitaxel (56 pacientes tratadas em primeira linha
e 31 em segunda linha), uma TRG foi vista em 21 pacientes (24%), mas nenhuma
correlagao entre o estado do HER-2 e a resposta ao paclitaxel foi encontrada [36].
Similarmente, a expressao do HER-2 né&o foi preditora de resposta ao paclitaxel na
analise univariada ou multivariada (p= 0,511) em uma populacao de 144 pacientes
com CMM incluidas em 9 diferentes estudos clinicos, utilizando diferente doses de
paclitaxel (TRG 42%) [4].

Nos estudos neoadjuvantes, o HER-2 foi associado a uma melhor resposta ao
paclitaxel administrado em dose intensa em 15 de 21 pacientes com CM estagio T2-
3; a resposta clinica (RC) foi mais do que o dobro nas pacientes com tumores HER-2
positivos e tratadas com paclitaxel (p<0,05). Apesar desse estudo ser prospectivo,
ele ndo era randomizado, possuia um pequeno numero de pacientes e foi publicado
somente como resumo [37]. Outro pequeno estudo randomizado falhou em
demonstrar correlagdo entre a positividade do HER-2 e a resposta patoldgica
completa (RCp) em 29 pacientes com CM localmente avangado (CMLA), T3 ou T4,
tratadas com doxorrubicina seguida de paclitaxel ou paclitaxel seguido de
doxorrubicina em esquema de dose intensa [38]. Esses resultados negativos foram
confirmados utilizando FISH (HER-2/CEP17 >2) em 71 pacientes tratadas com
paclitaxel ou docetaxel neoadjuvantes administrados a cada trés semanas [39].

Estévez e colegas também falharam em demonstrar uma correlagao entre a resposta
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clinica ou patoldgica e a expressao do HER-2 (p=0,355 e p=0,942, respectivamente)
em 56 pacientes com CM estagios IlI-lll tratadas com docetaxel semanal
neoadjuvante (TRG 68% e RCp 16%) [40]. Entretanto, todos esses estudos nao
foram randomizados, tinham poucas pacientes e, em dois estudos, o estado do HER-
2 nao foi confirmado por FISH.

Achados interessantes de Modi e colegas demonstraram que a ativagao ou a
fosforilagdo do HER-2 associa-se a uma resisténcia clinica aos taxanos em 126
pacientes incluidas em diferentes estudos com taxanos como agente unico para o
CMM e, talvez, a avaliacdo funcional do estado do HER-2 possa fornecer uma

informacéao preditiva unica nao vista com a avaliagdo convencional [41].

Il — Taxanos em combinacao:

O papel do HER-2 também foi avaliado na QT combinada e os resultados dos
principais estudos estdo sumarizados na tabela 3. A epirrubicina e o docetaxel pré-
operatorios resultaram em uma TRG de 74,3% em 97 CM primarios; entretanto,
nenhuma correlagdo entre a resposta a QT e o estado do HER-2 foi encontrada
(p=0,876) [42]. Em um pequeno estudo com 19 pacientes com CMLA e tratadas com
doxorrubicina e docetaxel (DD), o estado do HER-2 foi um preditor de resposta. As
pacientes com tumores com alta expressdo do HER-2 tiveram mais RCp ou doenca
minima residual do que as pacientes com tumores HER-2 negativos [43]. Resultados

similares foram vistos em 200 pacientes randomizadas para receber cisplatina,
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epirrubicina e paclitaxel semanais ou epirrubicina e paclitaxel a cada trés semanas
[44].

Entretanto, o estado do HER-2, centralmente analisado por FISH (amplificado
se > 5 copias de genes), nao foi um preditor de resposta nas primeiras 648 pacientes
incluidas no estudo GeparTrio e tratadas com docetaxel, doxorrubicina e
ciclofosfamida (TAC) ou vinorrelbina e capecitabina. Resposta patolégica completa
foi obtida em 51 pacientes (17,9%), mas nenhuma diferenga foi observada entre as
pacientes HER-2 positivo ou HER-2 negativo [45]. Em um estudo retrospectivo com
121 pacientes incluidas em um estudo randomizado comparando tratamento pre-
operatorio com doxorrubicina e ciclofosfamida (AC) com ou sem docetaxel, nenhuma
diferenca em resposta clinica foi vista entre os dois bragos de tratamento (55%
versus 82%, respectivamente), apesar de uma maior TRG, mas nao significativa, ser
relatada, independentemente do estado do HER-2, no brago do docetaxel [46].

Resposta patoldgica foi observada em 12 de 36 pacientes com CMLA (33%)
tratadas com paclitaxel semanal combinado com radioterapia, € um maior numero de
respostas patoldgicas (completas e parciais) foram descritas nas pacientes cujos
tumores tinham uma baixa expressdo do gene do HER-2 analisado por RT-PCR
(p=0,009); entretanto, essa diferenca desapareceu quando a IHQ foi realizada
(p=0,11). Se a expressao do HER-2 no CM confere uma resisténcia ao paclitaxel, a
radioterapia ou a ambos, ainda nao esta definido [47].

No tratamento adjuvante, o estudo BCIRG 001 comparou TAC contra 5-
fluorouracil, doxorrubicina e ciclofosfamida (FAC). Durante um seguimento médio de

55 meses, foi demonstrada reducgao relativa de 39% no risco de recidiva de cancer
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no subgrupo de pacientes com 1-3 linfonodos positivos tratadas com TAC,
comparadas aquelas tratadas com FAC (p<0,001). Nas pacientes com tumores HER-
2 positivos, uma reducgao relativa de 40% no risco de recidiva do cancer foi relatada
com uso de TAC, comparado a 24% para as pacientes tratadas com FAC (p=0,046)
[48, 49]. Dados do estudo CALGB 9344 (paclitaxel adjuvante seguido de AC nas
pacientes com CM e linfonodos positivos), apresentados no encontro da ASCO em
2006, demonstraram que o tratamento com paclitaxel resultou num maior beneficio
em OS (p=0,0056) e sobrevida livre de doenca (SLD; p=0,0093) nas pacientes com
tumores HER-2 positivos. Os subgrupos de pacientes com tumores receptores de
estrogénio (RE) negativos e/ou HER-2 positivos foram os que mais se beneficiaram
do paclitaxel [50].

Konecny e colegas descreveram uma analise retrospectiva do estudo AGO
em 516 pacientes com CMM, o qual comparou epirrubicina e ciclofosfamida (EC)
com epirrubicina e paclitaxel (ET). Uma TRG similar foi vista em ambos bragos de
tratamento no estudo clinico (46% e 41%, respectivamente) [51]. O estado do HER-2
foi avaliado por FISH (razdo > 2) em 275 pacientes que possuiam blocos de tumores
disponiveis (137 pacientes tratadas com EC e 138 tratadas com ET). As pacientes
com tumores HER-2 positivos tiveram uma resposta objetiva significativamente maior
do que aquelas com tumores HER-2 negativos apds o tratamento com ET, mas nao
com EC; uma tendéncia para uma melhor sobrevida livre de progressao (SLP) e SG
foi descrita nas pacientes com tumores HER-2 positivo tratadas com taxano [52]. A
combinagdao de doxorrubicina com paclitaxel (DT) como primeira linha em 49

pacientes com CMM resultou em uma resposta completa de 31% (15 pacientes), a
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qual foi aumentada para 50% nas pacientes com tumores HER-2 positivo, uma
melhora estatisticamente significativa em comparagdo com os 17% observados nas
pacientes com tumores HER-2 negativo [53].

Em uma recente meta-analise sobre o uso de taxanos como agentes unicos
ou em combinagdo com antraciclinas no tratamento de primeira linha para pacientes
com CMM, o uso de antraciclina apenas foi significativamente melhor do que o
taxano como droga unica em termos de SLP, mas ndao em termos de SG. Além
disso, as combinagbes com taxanos resultaram em uma TRG significativamente
melhor do que as combinag¢des com antraciclinas, mas foram marginalmente melhor

em termos de SLP e ndo em termos de SG [54].

[l — Taxanos em combinagdo com trastuzumab:

1) Dados in vitro:

Trastuzumab, um anticorpo monoclonal humanizado anti-p185"ER2ne,

com
grande afinidade para o receptor do HER-2, foi projetado a partir de um clone
humano IgG e dos residuos do ligante de antigenos do anticorpo monoclonal de rato
4D5 [55]. O trastuzumab tem sido utilizado como rotina no tratamento de pacientes
com CMM e HER-2 positivo, e, recentemente, demonstrou importante beneficio em
termos de SLD e SG no CM precoce administrado em combinagao ou apés a QT

adjuvante [56-58]. Existe uma hipdtese de que o trastuzumab possa sensibilizar

células do CM com superexpressao do HER-2 através da repressao da regulacéo do
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p21°P" mediada pelo HER-2, permitindo a ativagdo da quinase p34°®? pelo
paclitaxel, resultando em apoptose [59].

Em uma concentragao ICsy, a combinagao de trastuzumab com paclitaxel ou
docetaxel foi sinergistica nas células MCF7 (HER-2 -), MDA-MB453 (HER-2 ++), e
SKBR3 (HER-2 +++). Entretanto, em uma concentracao IC3p - IC7p, 0 trastuzumab
interagiu de forma aditiva com o docetaxel nas células SKBR3 e MDA-MB453,
enquanto que uma interagao aditiva e sinergistica foram observadas com paclitaxel
nas células SKBR3 e MDA-MB453, respectivamente [60]. Interagcdes sinergisticas
também foram descritas com a combinacdo de trastuzumab com
paclitaxel/carboplatina  (indice de combinacdo, IC: 0,64, p<0,0001) e
docetaxel/carboplatina (IC: 0,34, p<0,00004) [61]; um IC <1 significa sinergismo e =1
significa efeito aditivo [62]. Efeitos citotdxicos aditivos foram observados com a
combinagao de trastuzumab e paclitaxel (IC= 0,91, p=0,21) in vitro bem como in vivo,
resultando em uma reducgao significativa no volume das células Her-2-transfectadas
MCF7 comparada com a QT sozinha (p<0,05) [62]. Esses resultados s&o coerentes
com os dados reportados por Baselga e colegas, que descreveram um efeito
citotoxico aumentado do paclitaxel nas células BT-474 e SKBR3 com
superexpressao do HER-2; esse efeito foi confirmado in vivo com inibi¢ao de 93% do
crescimento de tumor em ratos transplantados com células BT-474 e tratados com
trastuzumab e paclitaxel [63]. Inibicdo do crescimento do tumor em 5 semanas foi
superior no grupo de tratamento combinado quando comparado ao paclitaxel sozinho
(p=0,016), mas nao ao trastuzumab sozinho (p=0,4). Além disso, uma erradicacao

maior do tumor em 5 semanas foi observada em animais tratados com trastuzumab e
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paclitaxel, quando comparado com paclitaxel ou trastuzumab sozinhos (p=0,004 e
p=0,04, respectivamente). Neste estudo, dois mecanismos sao propostos para
explicar como o trastuzumab produz um aumento no efeito tumoricida do paclitaxel:
a) a soma de efeitos anti-cancer das duas drogas agindo em diferentes alvos; e b) a
exposi¢ao ao paclitaxel pode produzir uma super regulagdo do receptor do HER-2,
tornando as células mais sensiveis ao efeito antiproliferativo do trastuzumab [63].
Uma subregulagcdo da expressao do HER-2 através de inibigdo da super
regulacdo do p21°P! e da expressdo da fosforilagdo do Cdc2-Tyr-15 foi observada
em células de CM com superexpressao do HER-2 (MDA-MB-435, MDA-MB-453 e
SKBR3) tratadas com trastuzumab, mas n&o nas células controles ou tratadas com
paclitaxel. O tratamento com trastuzumab e paclitaxel produziu um efeito aditivo na
ativacdo do p34°%?, o qual é necessario para a inducdo da apoptose pelo paclitaxel.
A desfosforilagdo do Cdc2-Tyr-15 e a subregulagdo do p21“*! ocorrem, pelo menos,
24 horas apos o tratamento com trastuzumab, e o pré-tratamento com trastuzumab
aumenta a apoptose induzida pelo paclitaxel, sendo mais citotoxico in vitro e mais
efetivo na inibicdo do crescimento dos tumores transplantados, apresentando maior

apoptose in vivo [64].

2) Dados clinicos:

Transportando as hipoteses prévias para a clinica, alguns estudos

randomizados com taxanos em combinagado com trastuzumab foram realizados em

pacientes com CMM e tumores HER-2 positivos e os resultados estdo sumarizados
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na tabela 4. O estudo M77001 incluiu pacientes com tumores HER-2 positivos (IHQ 3
+ ou FISH +), e é o unico estudo que comparou docetaxel sozinho a docetaxel e
trastuzumab como tratamento de primeira linha para CMM. A adig¢ao do trastuzumab
ao docetaxel resultou numa melhora significativa em TRG, TPP e SG, com maior
efeito quando a combinagao era administrada desde o inicio do tratamento do que
quando o trastuzumab era adicionado ao docetaxel no momento da progresséao [65].

Dois outros estudos avaliaram o paclitaxel administrado a cada 3 semanas
[12] ou semanal [66], sozinho ou em combinacdo com trastuzumab. Ambos estudos
resultaram numa melhora significativa da TRG e TPP no subgrupo de pacientes
HER-2 positivo no brago com trastuzumab. A tripla combinagdo de
paclitaxel/carboplatina/trastuzumab foi administrada em 188 pacientes com CMM e
tumores HER-2 positivos (IHQ 2 +/3 +). Um aumento na TRG e TPP foram relatadas
quando a tripla combinacao foi administrada nas pacientes cujos tumores eram HER-
2 IHQ 3+ [67]. O paclitaxel semanal em combinagao com carboplatina e trastuzumab
em pacientes com CMM e superexpressao do HER-2 (IHQ 3 + ou FISH +) resultou
em uma melhor TRG do que quando administrado a cada 3 semanas (o valor de p
nao foi descrito). O bragco do paclitaxel a cada 3 semanas foi fechado
prematuramente devido a pobre tolerancia ao tratamento [68].

Recentemente, Buzdar e colegas relataram um aumento significativo da RCp
com 4 ciclos de paclitaxel seguidos de 4 ciclos de FEC com trastuzumab semanal,
em 18 pacientes, comparadas a 16 pacientes tratadas com QT apenas (67% versus
25%, respectivamente; p=0,02). Apesar desse pequeno estudo ser de fase Il

randomizado, os resultados eram provocantes e o estudo foi prematuramente
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fechado [69]. O seguimento do estudo demonstrou que a eficacia permanece a
mesma apos a inclusado de 22 pacientes adicionais [70]. Outro estudo neoadjuvante
testou a eficacia da combinagao docetaxel/carboplatina com ou sem trastuzumab em
pacientes com CM estagio Ill. Das 37 pacientes com avaliagédo patologica, 11 (29%)
demonstrarm RCp do tumor primario e 5 desses casos eram HER-2 positivos. Entre
22 pacientes com tumores HER-2 positivos que completaram o tratamento
neoadjuvante, RPc foi descrita em 36,4% no grupo trastuzumab e em 9% no grupo
docetaxel/carboplatina [71].

Destes sete estudos, cinco eram estudos randomizados de fase Il [66-69] e
somente dois nao incluiram pacientes com CMM [69, 71]. Portanto, a interpretagao
dos resultados ¢é dificil e ndo nos permite concluir se o HER-2 esta envolvido na

resisténcia aos taxanos nas pacientes estudadas.

IV — Dominio extracelular do HER-2 como fator preditivo de resposta aos

taxanos:

O dominio extracelular do receptor do HER-2 (HER-2 ECD), uma proteina de
aproximadamente 105 Kda, é dividida e separada do receptor [72]. A mesma pode
ser detectada no soro de mulheres com CMM através do uso do teste de enzima
ligada imunoabsorvente (ELISA). A porcentagem média das pacientes apresentando
HER-2 ECD circulante elevado €& de 45,6% (variacdo, 23% a 80%) [73]. Sua
presenca tem sido correlacionada com uma maior agressividade do tumor, e uma

boa correlacao existe entre HER-2 ECD e superexpressao do HER-2, utilizando IHQ
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quando o valor de corte é otimizado em 15 ng/mL [72]. Alguns estudos foram
realizados para avaliar o papel do HER-2 ECD em pacientes tratadas com taxanos e
os resultados sao conflitantes, como demonstrado na tabela 5.

Em um estudo prospectivo, os niveis do HER-2 ECD foram preditivos de
resposta, com uma significantiva relagao inversa nas pacientes com CMM tratadas
com doxorrubicina e paclitaxel. Adicionalmente, uma menor duragao de resposta foi
encontrada nas pacientes com altos niveis de HER-2 ECD na analise multivariada
(p=0,04) [74]. Esses resultados foram confirmados em outros dois outros estudos: i)
menores taxa de resposta e duragao de resposta (7,9 meses versus 14,4 meses;
p=0,04) foram observadas em pacientes com altos niveis de HER-2 ECD tratadas
com combinagado de gemcitabina e paclitaxel, administrados a cada duas semanas
[75]; ii) niveis elevados de ECD também foram associados a uma menor duragao de
resposta (p<0,005) e TPP (p<0,005) em 38 pacientes com CMM tratadas com
docetaxel e epirrubicina como QT de primeira linha [76]. Do contrario, uma auséncia
de correlacdo entre HER-2 ECD e resposta ao tratamento com ET foi descrita nas
pacientes tratadas com QT de primeira linha, apesar do intervalo livre de progressao
ser maior nas pacientes com niveis aumentados de HER-2 ECD quando tratadas
com ET, mas ndo com EC (p=0,0341) [72].

Com o objetivo de analisar a correlagao entre HER-2 ECD e a resposta aos
taxanos, os dados de 280 entre 739 pacientes envolvidas no estudo ECOG 1193
foram revisados. Cento e nove pacientes receberam paclitaxel como droga inicial,
107 receberam doxorrubicina e 64 inicialmente tratadas com doxorrubicina tiveram

seu tratamento modificado para paclitaxel no momento da progressao. Os autores
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nao encontraram associagcao entre a positividade do HER-2 ECD e a resposta
objetiva (p=0,51) [77]. Este estudo clinico foi recentemente publicado, mas nenhuma
informacéao adicional foi descrita [78]. Em pacientes tratadas com dose intensificada
de paclitaxel semanal (90 mg/m? durante 6 semanas, a cada 9 semanas), nenhuma
diferenca nas taxas de resposta (TR) foi encontrada entre as pacientes HER-2 ECD
negativo e positivo (valor de corte 15 ng/mL) [79]. A concentragcao do HER-2 ECD foi
testada antes e apds 3 ciclos de docetaxel mas nenhuma diferencga significativa foi
observada em relagao ao estado do HER-2 ECD no brago com docetaxel [80].

O paclitaxel, administrado semanalmente ou a cada 3 semanas com ou sem
trastuzumab. demostrou TR semelhante entre as pacientes com alto ou baixo niveis
de HER-2 ECD. No entanto, a proporgao do declinio do HER-2 ECD em 34 pacientes
que responderam ao tratamento foi 61%, comparada a 38% em 15 pacientes que
nao responderam ao tratamento (p=0,067) [81]. A TRG foi maior nas pacientes com
HER-2 ECD elevado durante a inclusdao e tratadas com paclitaxel e trastuzumab
semanais como primeira ou segunda linha de tratamento [82]. Adicionalmente, nas
pacientes com HER-2 ECD elevada na inclusdo e que apresentavam niveis inferiores
a 15 ng/mL durante a semana 12 do tratamento, uma maior probabilidade de
resposta ao tratamento semanal com trastuzumab e paclitaxel foi descrita (p=0,005)
[83].

Em uma analise combinada de quatro estudos randomizados em pacientes
com CMM e cancer de pulméo, envolvendo 375 pacientes, Leyand-Jones e colegas
nao encontraram qualquer utilidade clinica para o HER-2 ECD, utilizando dois

valores de corte diferentes (15 e 100 ng/mL) [84].
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Em todos esses estudos descritos, tipos diferentes de testes de ELISA foram
usados: Oncogene em quatro estudos [72, 75, 76, 79], Calbiochem em um [74],
Bayer diagnostics em dois [82, 83] e Bender Medsystems em um [80]. Somente trés
estudos nao utlizaram o valor de corte de 15 ng/mL: um utilizou 30 ng/mL [75] e
outros dois, 450 fmol/mL [74] ou o nivel da concentragao sérica [80]. Todos os
estudos analizaram pacientes com CMM e dois deles eram estudos randomizados

de fase lll [72, 77].

Discussao:

A QT com docetaxel ou paclitaxel, sozinhos ou em combinagéo, possui um
papel importante no tratamento do CM (metastatico, adjuvante ou neoadjuvante) e,
atualmente, nao existem marcadores preditivos Uteis para identificar quais sao as
pacientes que responderdao aos taxanos. Em uma grande propor¢cao das pacientes
com CM, o tratamento com taxanos nao resulta em resposta, podendo causar efeitos
adversos significantes, incluindo neuropatia. A habilidade em identificar preditores de
resposta ou resisténcia a esses agentes permitiia uma melhor selecdo de
tratamento a uma paciente em particular.

Os tumores da mama HER-2 positivo tém sido associados a um prognéstico
pobre e a uma menor resposta a terapias sistémicas (QT e/ou tratamento hormonal).
Entres os agentes que podem apresentar resisténcia devido a superexpressao do
HER-2 encontram-se os taxanos, a cisplatina [17], o 5-fluorouracil [85] e o

tamoxifeno [86-89]. Diferentes mecanismos estdo, possivelmente, envolvidos na
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resisténcia aos taxanos, tais como a inibicdo da apoptose ou a ativagao de vias da
tirosina quinase como demonstrado nos estudos in vitro. A compreensao desses
mecanismos pode ajudar a reduzir a resisténcia e a melhor definir as terapias alvos.

O manual sobre os marcadores tumorais, publicados no ano de 2000 pela
Sociedade Americana de Oncologia Clinica, ndo recomenda o uso do estado do
HER-2 para determinar a prescricao de QT a base de taxanos como tratamento
adjuvante ou metastatico, devido a pobreza e a contradicdo dos resultados dos
estudos [90]. A Avaliagao de Tecnologia da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica também ndo recomenda, fora de um estudo clinico, o uso de testes de
sensibilidade ou de resisténcia a QT para selecionar os agentes quimioterapicos
para uma paciente individual. Portanto, os oncologistas devem tomar decisdes
relacionadas a quimioterapia baseando-se em estudos publicados, no estado de
saude e nas preferéncias das pacientes. Por essas razdes, a participacdo em
estudos clinicos para avaliar essas tecnologias permance uma prioridade [91].

Os estudos pré-clinicos e clinicos tém apresentado resultados contraditorios
em relacdo ao potencial valor preditivo do HER-2 para a resposta aos taxanos,
sugerindo que o mesmo pode estar associado a sensibilidade ou resisténcia a esses
agentes. Isto pode ocorrer, em parte, devido a grande heterogeneidade da selegao
de pacientes, dos tratamentos administrados e dos métodos e coloracao utilizados
para definir a positividade do HER-2. Em termos de desenho de estudo e seleg¢ao
das pacientes, muitos dos estudos sao analises retrospectivas de tecido arquivado e
poucos sao provenientes de estudos clinicos randomizados; existe uma falta de

distingdo entre o valor prognéstico e o valor preditivo do HER-2; ha diferentes
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pacientes incluidas e diferentes tipos de terapias administradas. Além disso, poucas
pacientes incluidas nos estudos clinicos s&o incluidas nos estudos translacionais,
podendo resultar em um viés. Em termos de métodos de deteccdo, ha diferentes
técnicas e reagentes entre as técnicas, diferengas entre valores de corte para definir
um resultado como positivo ou negativo, tumor versus HER-2 circulante e diferentes
preparacdes de espécies.

O valor preditivo do HER-2 para a resposta aos taxanos como agentes unicos
permanence controverso, apesar de trés estudos demonstrarem uma maior taxa de
ORR aos taxanos para as pacientes com CMM e tumores HER-2 positivo [1, 35, 37].
Quando os taxanos sdo administrados em combinagdo a outras drogas
quimioterapicas, a taxa de TRG €&, na maioria das vezes, maior nas pacientes com
tumores HER-2 positivo do que nas pacientes com tumores HER-2 negativo.
Infelizmente, os mecanismos para essas maiores taxas de resposta ndao sao
adequadamente elucidados e muitas questdes permanecem sem respostas.

O trastuzumab pode sensibilizar as células do CM com superexpressao do
HER-2 aos taxanos, resultando em uma interagao aditiva ou sinergistica. No entanto,
se essa resposta é causada pelo trastuzumab ou por sua ligacdo ao receptor do
HER-2 ¢é ainda incerto e pesquisas futuras sdo necessarias. O HER-2 ECD tem sido
avaliado em pacientes com CMM e a redugao nos seus niveis durante o tratamento
parece ser relacionada com uma maior TRG, apesar de somente trés estudos terem
produzido resultados estatisticamente significativos [74, 75, 82]. Portanto, o estado
do HER-2 e o ECD sérico nao estao prontos para serem usados como marcadores

preditivos de resposta a QT com taxanos como rotina clinica.
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Mais recentemente, a técnica de expressao de genes tem sido ultilizada para
o desenvolvimento de um modelo de predicdo de resposta ao docetaxel e paclitaxel.
Chang e colegas relataram 92 genes relacionados com a resposta ao docetaxel
(p=0,001) usando a tecnologia de microarray. Os tumores sensiveis apresentavam
uma maior expressao de genes involvidos no ciclo celular, citoesqueleto, adesao,
proteinas de transporte, proteinas de modificacdo, transcricdo e estresse ou
apoptose, enquanto os tumores resistantes apresentavam uma maior expressao dos
genes de transcricdo e de sinais de transducdo. Entretanto, esse estudo nao foi
desenhado para descobrir genes especificos de resposta ou resisténcia ao
docetaxel, mas para identificar padrbes de genes que poderiam ser utilizados como
testes preditivos em pacientes com CM [92]. Devido a dificuldades em realizar os
estudos de microarray, esse mesmo grupo estudou a expressao de genes através da
técnica de adaptador competitivo da reacdo em cadeia da polimerase (ATAC-PCR)
em 44 pacientes tratadas com docetaxel. O perfil genético das pacientes que nao
responderam ao tratamento era caracterizado por uma elevada expressao de genes
controlando o micro-ambiente celular redox, isto é os genes redox, tais como
tireodoxina, glutationa S-transferase e peroxiredoxina. A superexpressao desses
genes protegeu a cultura de células tumorais mamarias da morte celular induzida
pelo docetaxel, sugerindo que a estimualagdo do sistema do redox possui um papel
fundamental na resisténcia ao docetaxel [93].

Ayers e colegas examinaram a possibilidade de desenvolver um preditor
multigene de RCp ao tratamento sequencial de paclitaxel semanal e FAC (T/FAC)

como tratamento neoadjuvante do CM. Uma RCp foi obtida em 13 pacientes (31%)
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entre 42 pacientes; 24 pacientes foram utilizados como teste e 18 pacientes como
validacdo. Os autores ndao puderam identificar qualquer marcador Unico associado
com RCp para ser usado como um preditor individual. Um modelo multigene com 74
marcadores (p <0,09) foi construido utilizando-se dados das amostras de teste e
confirmado com as amostras de validacdo. No geral, uma acuracia de 78% foi
observada, com valor preditivo positivo de 100% para RCp, um valor preditivo
negativo de 73%, sensibilidade de 43% e especificidade de 100% [94].
Recentemente, este estudo aumentou o seu numero de pacientes para 133, com
taxa de RCp de 26% (34 pacientes). Uma analise nominal do grupo de 30 genes
(andlise discriminante linear diagonal) foi selecionada para a validagcéo
independente. Foi observada significativa maior sensibilidade (92% versus 61%)
quando comparada aos preditores clinicos, tais como idade, grau histolégico e
estado do receptor de estrogénio. Esse grupo de 30 genes preditores
farmacogendmicos também, corretamente, identificaram todas, exceto uma paciente,
que obtiveram RCp (12 de 13 pacientes) e todas, exceto uma paciente, para as quais
esperava-se encontrar doenga residual (27 de 28 pacientes) [95].

Devido aos problemas descritos acima, pode ser que a resisténcia ou
sensibilidade aos taxanos seja melhor avaliada pela assinatura de multiplos genes
do que por uma unica discriminagdo molecular.

Em conclusao, apesar de mais de uma década de pesquisa, o valor preditivo
do HER-2 na QT a base de taxanos ainda nao € validado e, portanto, ndo pode ser
utilizado como rotina na pratica clinica. Esta €&, infelizmente, a mesma situacéo para

todos os outros marcadores de resposta a QT. Para obter o desejado nivel 1 de
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evidéncia, meta-analises bem conduzidas utilizando dados individuais e/ou estudos
prospectivos com hipoteses bioldgicas sao necessarios. Alguns desses estudos
estdo em curso, tais como os estudo BIG-EORTC-p53, e seus resultados sao

ansiosamente esperados.
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ErbB1 (EGFR) ligands: EGF, TGF-a, HB-EGF, AR, Epi, g-cellulin
ErbB2 (HER2) no ligands (preferred partner for heterodimerization)
ErbB3 ligands but no kinase activity, potent AKT activator
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Figura 1. A cascata de sinais de transduc¢édo do signal ErbB. Reproduzido com
permissao de AlphaMed Press, a partir do artigo Dual kinase inhibition in the treatment of
breast cancer: initial experience with the EGFR/ErbB2 inhibitor lapatinib. Burris HA 3“’,
Oncologist 2004: 9 Suppl 3: 10-15; permissao concedida através do Copyright Clearance

Center, Inc.
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Tabela 1. Hipdteses in vitro para a resisténcia aos taxanes nas células de cancer

de mama superexprimindo HER-2

Células de Cancer de Mama Droga Mecanismo provavel Ref.
MDA-MB-435.eB P Mecanismo nao mdr-1 [9]
(HER-2-transfectadas) Novos mecanismos?
SKBR-3, BT 483, MDA-MB-361, MDA-MB-453, PeD Superexpressdo p170™’ [13]
BT-474 versus MDA-MB-231, MDA-MB-435,
HBL-100
MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3, BT-483, P Atividade da tirosina quinase [14]
BT-474 versus MDA-MB-231, MCF-7, HBL-100, HER-2/neu T
MDA-MB-435
MDA-MB-361, MDA-MB-453, MDA-MB-468, P Via PI-3K [15]
SKBR-3, BT-474, MCF-7 Her-2 versus MDA- Atividade Akt quinase
MB-435, MDA-MB-231, MCF-7
MDA-MB-435.eB P 1 p21°r! [17]
(HER-2-transfectadas) Atividade reduzida p34°%°?
MDA-MB-435.eB versus MDA-MB-435 P Ativacao da inibicdop34°?, [18]
0 p21Cip1,
Fosforilacao inibitéria do Cdc2
(Y15-p)
MCF-10A HER-2, MCF-10A Ha-ras, MCF-10 PeD Ativagdo do PKA | [19]
HE (HER-2+ras) versus MCF-10A Superfosforilagao do Bcl2
WLEGFR-NIH3T3 (CO12), EGFRUvIII- NIH3T3 P Polimeralizagdo diminuida da - [20]
(HC2), HER-2-Ras- NIH3T3 (Val-12) tubulina,
HER-2 mutant-HC2H (T691) * tubulina classe IVa
MCF-7-HER-2 versus MCF-7 P vias ERK e p38 MAPK [21]

Abbreviacdes: PKA [: proteina quinase dependente do type | c-AMP; D: docetaxel; P:

paclitaxel; T: super regulagdo
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Tabela 2. Estudos publicados avaliando o valor preditivo do HER-2 na terapia com taxanos (agentes unicos)

Drogas Numero de Fase Estagio Método e anticorpo TRG em TRG em Valor de Referéncias
pacientes no do de HER-2 + HER-2 - p
braco dos TAX estudo doenca
(CIT)

PouD 202/122 I \Y IHQ (mAB 4D5) 65,2% 35,5% 0,002 [1]
D 131/66 Il \Y IHQ (HercepTest) 53% 53% 0,50 [34]
D 161/85 1l \Y FISH (PathVysion) 67% 40% 0,03 [35]
P 166/87 1l \Y IHQ (Biogenex) 24% 24% NR [36]
P 21/15 I T2-3 IHQ (Nao relatado) 71%° 28,5%° <0,05 [37]
P 29/29 I T3-4 IHQ (Biogenex) 38% 28% 0,667 [38]

PouD 71 Il /11 FISH (Vysis) 16%" 10%" 0,68 [39]
D 56/46 I I IHQ (HercepTest) 7° 18° 0,355 [40]




Tabela 2, abreviaces: C/T: estudo clinico/Translacional; D: docetaxel; FISH: hibridizacao in situ fluorescente; IHQ: imuno-histoquimica; NR:
ndo relatado; TRG: taxa de resposta global; P: paclitaxel; TAX: taxane; @ resposta clinica ou patolégica completa; ° resposta patoldgica

completa
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Tabela 3. Estudos publicados avaliando o valor preditivo do HER-2 na terapia com taxanos (terapia combinada)

Drogas Numero de Fase Estagio de Método e anticorpo TRG em TRG em Valor Referéncias
pacientes no do doenca HER-2 + HER-2 - dep
bragco dos TAX estudo
(CIT)
ED 97/97 Il 111 FISH (PathVysion) NR NR 0,876 [42]
IHQ (HercepTest)
AD 19/19 Il 1B, A, 1lIB IHQ (Nao relatado) 56% 10% 0,05 [43]
PET 200/100 1] 1B IHQ (N&o relatado) 31% 5% 0,037 [44]
TAC 745%1648 I >2cm FISH (Nao relatado) 24,5%"° 19,2%° 0,17 [45]
ACD 45/45 1] I - 1A IHQ (Zymed) 78% 81% 0,99 [46]
P+RT 36 Il 1B, A, 11IB IHQ (BioGenex) NR NR 0,11 [47]
RT-PCR (Tagman) NR NR 0,009
EP 516%/138 Il \Y, FISH (Vysis) 76% 50% 0,005 [52]
AP 49/49 Il \Y, FISH (nao relatado) 50%* 17% <0,02 [53]




Tabela 3, abreviagdes: AC: doxorrubicina + ciclofosfamida; ACD: doxorrubicina + ciclofosfamida + docetaxel; AP: doxorrubicina + paclitaxel;
C/T: estudo clinico/Translacional; EC: epirrubicina + ciclofosfamida; ED: epirrubicina + docetaxel; EP: epirrubicina + paclitaxel; FISH:
hibridizagao in situ fluorescente; IHQ: imuno-histoquimica; NR: ndo relatado; TRG: taxa de resposta global; PET: cisplatina, Epirrubina,
Paclitaxel ; RT : radioterapia; RT-PCR: reagdo de polymerase em cadeia em tempo real; TAX: taxano. ? Resposta Completa; ® resposta

patolégica completa * numero total de pacientes em ambos bragos
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Tabela 4. Estudos randomizados de fase Il e lll com trastuzumab e taxanes em

pacientes com cancer de mama metastatico e superexpressao do HER-2

Fase do Pacientes Braco de TRG (valor TPP Referéncias
estudo Tratamento de p)
1l 96 P 17% 3,0m [12]
92 P+H 42% 6,9 m

(<0,001) (< 0,001)

I 186 D 34% 6,1 m [65]
D+H 61% 11,7 m
(0,0002) (0,03)
Il 124 P semanal 47,5% 272 dias [66]
P semanal + H 84,5% 369 dias
(0,0005) (0,03)
1] 98 Pcarbo q3s + s H 57% 13,8 m [67]
98 Pqg3s+sH 36% 7,6 m
(0,03) (0,005)
Il 43 P + carbo + H q3s 65% 99m [68]
48 S P +carbo+H 81% 13,8 m

Abreviagfes: Carbo: carboplatina; D: docetaxel; H: herceptin; HD: herceptin + docetaxel; HP:
herceptin + paclitaxel; m: meses: NR: nao relatado; TRG: taxa de resposta global; P:
paclitaxel; Pcarbo: paclitaxel + carboplatina; TPP: tempo para a progressao; q3s: cada 3

semanas; s: semanal;



Tabela 5. Estudos clinicos usando ECD para avaliar a resposta aos taxanos em cancer de

mama metastatico

Drogas NUumero Fase Estagio TRGem TRGem Valor Referéncias

de do da HER-2 HER-2 dep
pacientes estudo doenga ECD + ECD -
EC 54 M v 29,4% 41,9% NR [72]
EP 47 50% 46,2%
DP 58 I \Y 62% 78% 0,021 [74]
GP 42 I v 42% 83% 0,02 [75]
A base de 280 0 v NR NR 0,51 [77]
paclitaxel
Paclitaxel 35 I v 40,9% 38,5% 0,4 [79]
D—>AC 17 I v NR NR 0,432 [80]
AC—D 16
P+T 275 I \Y, 59% 50% 0,35 [81]
P+T 30 I v 76% 33% 0,04 [82]

Abreviagdes: AC: doxorrubicina + ciclofosfamida; D: docetaxel; EC: epirrubicina +
ciclofosfamida; DP: doxorrubicina + paclitaxel; EP: epirrubicina + paclitaxel; GP: gemcitabina +
paclitaxel; NR: ndo relatada; TRG: taxa de resposta global; P: paclitaxel; RT: radioterapia; T:

trastuzumab
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7.3 Artigo 3 em portugués

J Clin Oncol; a ser submetido

IF 2005 11.810

Beneficio alongo prazo de quimioterapia adjuvante com epirrubicina em altas
doses para pacientes com cancer de mama e linfonodo positivos: analise de

eficacia do estudo Belga multicéntrico apds seguimento mediano de 12 anos
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Palavras-chave: Cancer de mama, quimioterapia adjuvante, epirubicina, linfonodo

positivo

Sumério

Introducéo: Os resultados de 4 anos desse estudo, publicados previamente (Piccart
MJ et al. J Clin Oncol 2001; 19:3103-3110), mostraram que a combinagao de altas
dose de epirrubicina 100 mg/m? e ciclofosfamida 830 mg/m? (HEC) foi superior a
epirrubicina em doses convencionais de 60 mg/m? e ciclofosfamida 500 mg/m? (EC)
em termos de sobrevida livre de eventos (SLE; redugcdo de 27%) no tratamento
adjuvante de pacientes com cancer de mama (CM) e linfonodos positivos. No
presente estudo, relatamos os dados de 15 anos de eficacia e toxicidade a longo
prazo desse estudo belga multicéntrico com trés bragos.

Pacientes e métodos: entre margo de 1988 e dezembro de 1996, 777 pacientes
elegiveis foram randomizadas para receber 6 ciclos de ciclofosfamida via oral,
metotrexate e 5-fluorouracil (CMF), 8 ciclos de EC ou 8 ciclos de HEC. Pacientes pos
menopausicas apresentando tumores com expressao de receptores hormonais (RH)
ou cuja expressao de receptores era desconhecida receberam tamoxifeno, com
inicio apos o ultimo ciclo de quimioterapia.

Resultados: a SLE em 15 anos foi de 45% para pacientes que receberam
CMF, 39% para pacientes que receberam EC e 50% para pacientes que receberam
HEC. Os hazard ratios foram 1) para HEC versus EC 0,77 (IC 95% 0,60-0,98; p=
0,03); 2) para HEC versus CMF 0,90 (IC 95% 0,70-1,15; p= 0,39); e 3) para EC

versus CMF 0,90 (IC 95% 0,70-1,15; p= 0,21). Nao foram observadas diferencas na
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sobrevida global (SG). Toxicidade cardiaca foi mais frequente com HEC do que com
CMF (11 pacientes versus 1 paciente; p=0,006) mas ndao mais do que com EC
(p=0,21). Nao houve diferenca na incidéncia de leucemia mieldide aguda.

Conclusao: O tratamento com altas doses de epirrubicina demonstrou SLE superior
quando comparado com epirrubicina em baixa dose, embora esse beneficio nao
tenha sido visto quando comparado com CMF. Além disso, altas doses de
epirrubicina resultaram em mais cardiotoxicidade, o que pode inviabilizar seu uso na

pratica diaria.

Introducéo

O Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) recentemente relatou
um aumento na incidéncia do CM de 1974 até 2003 nos Estados Unidos da América
(EUA). Uma analise mais detalhada indica um aumento importante de 1980 até 1987
(3,7% por ano) seguido por um aumento menor (0,5% por ano) de 1987 até 2001,
com uma estabilizacdo de 2001 até 2003. A sobrevida do CM em 5 anos, dos anos
de 1996 até 2002, é 89% para estagio Il e 60% para estagio lll, respectivamente [1].

Os resultados de 15 anos do Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative
Group (EBCTCG) mostraram que poliquimioterapia adjuvante a base de antraciclinas
reduz a taxa de morte anual do CM em cerca de 38% para mulheres mais jovens do
que 50 anos e em cerca de 20% para aquelas entre 50-69 anos,

independentemente do uso de tamoxifeno, estado hormonal, estado nodal ou outras
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caracteristicas tumorais, e esse beneficio € ainda observado apés 15 anos de
seguimento [2].

As antraciclinas, doxorrubicina e epirrubicina, sdo muito utilizadas no
tratamento do CM. Altas doses de epirrubicina adjuvante (100 mg/m?) tém
demonstrado sobrevida livre de doenga (SLD) superior em 10 anos e sobrevida
global (SG) comparada a baixas doses (50 mg/m?), sem aumento em complicagdes
tais como toxicidade cardiaca ou leucemia aguda [3].

Nesse estudo, relatamos os resultados em 15 anos de um estudo
multicéntrico de fase Il que iniciou em 1988, comparando duas doses de epirrubicina
e ciclofosfamida com o esquema CMF classico como terapia adjuvante em CM com
linfonodos positivos. Na época do inicio do estudo, pacientes n&o eram

rotineiramente selecionados para o estado hormonal ou HER2.

PACIENTES E METODOS

Populacao de Pacientes

Detalhes do desenho, critérios de eligibilidade, administragdo do tratamento e
analise estatistica foram descritos previamente [4]. Resumidamente, este foi um
estudo multicéntrico, randomizado, aberto, envolvendo mulheres de até 70 anos com
CM operavel que haviam sido submetidas a mastectomia radical modificada ou
tumorectomia com dissec¢cdo de linfonodos axilares. Critérios de eligibilidade

incluiam pelo menos um linfonodo positivo de um minimo de 10 ressecados,
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margens livres e nenhuma disfuncdo cardiaca [fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) dentro dos limites normais]. Pacientes com CM metastatico foram
excluidas. O comité de ética de cada instituicdo participante aprovou o protocolo do

estudo e todos os pacientes forneceram consentimento informado por escrito.

Regimes de Tratamento

Pacientes elegiveis foram centralmente randomizadas no escritério
operacional da unidade de quimioterapia do Instituto Jules Bordet. Os fatores de
estratificacdo incluiram instituicdo participante, numero de linfonodos axilares
envolvidos (um a trés ou acima de 4 linfonodos) e estado menopausal (pré ou poés
menopausica). As pacientes foram randomizadas para receber CMF por seis ciclos
(ciclofosfamida oral 100 mg/m? nos dias 1 a 14, metotrexato 40 mg/m? intravenoso
(iv) nos dias 1 e 8 e 5-fluorouracil 600 mg/m? iv nos dias 1 e 8 a cada 28 dias), EC
por oito ciclos (epirrubicina 60 mg/m? iv no dia 1, ciclofosfamida 500 mg/m?iv no dia 1
a cada 21 dias) ou HEC por oito ciclos (epirrubicina 100 mg/m? iv no dia 1,
ciclofosfamida 830 mg/m? iv no dia 1 a cada 21 dias). A duracéo do tratamento foi de
24 semanas nos trés bragos do estudo.Tamoxifeno por 5 anos foi administrado para
pacientes pés menopausicas com receptor de estrogénio positivo ou desconhecido,
comecgando apo6s o ultimo ciclo de quimioterapia. Radioterapia era mandatéria para
todas as pacientes que haviam sido submetidas a cirurgia conservadora de mama.

Radioterapia pds mastectomia era opcional, dependendo da rotina do centro.
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Andlise Estatistica

O desfecho primario foi SLE, a qual foi definida como o tempo entre a
randomizagao até a primeira ocorréncia de progressido de doenga documentada,
surgimento de segundo tumor maligno primario, morte ou data do ultimo seguimento.
Os desfechos secundarios incluiram SLE a distancia (SLED) e sobrevida global
(SG). SLED foi definida da mesma maneira que SLE, mas recorréncia loco-regional
nao foi considerada um evento. CM contralateral foi considerado como segundo
tumor primario. SG foi definida como o tempo entre a data da randomizagao até a
data da morte por qualquer causa ou a data da ultima consulta. A analise de eficacia
foi feita por intengdo de tratamento (ITT). Testes y? para dados categdricos e testes
logaritmicos para o ponto final do tempo até o evento forneceram valor-p bicaudal.
Curvas de Kaplan-Meier foram calculadas para SLE e SG. Analise de regressao
proporcional de Cox foi usada para estimar os hazard ratios e intervalos de confiancga
de 95% (IC 95%). Analises estatisticas foram feitas com o programa SPSS versao

14.

RESULTADOS

Caracteristicas das Pacientes

As caracteristicas basicas dos tumores das pacientes e dos tratamentos

sdo mostrados na tabela 1. Informagdo adicional a respeito do grau histologico e
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nova classificagdo do tamanho do tumor foram adicionados aos dados originais.
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das caracteristicas
principais foi observada entre os trés bracos de tratamento. Duzentas e cinquenta e
cinco, 267 e 255 pacientes elegiveis foram tratadas com CMF, EC e HEC,
respectivamente. Vinte e sete pacientes ndo foram elegiveis e as razdes foram
previamente descritas [4]. No momento da presente analise, o seguimento médio era
de 12,2 anos (entre 0,4 e 17,3 anos) sem diferenga estatisticamente significativa nos
trés bragos (p=0,81). Vinte e trés (9%), 21 (8%), e 20 (8%) pacientes foram perdidas

do acompanhamento nos bragcos do CMF, EC e HEC, respectivamente

Eficacia do Tratamento

No momento da presente analise, 358 eventos para SLE e 284 mortes foram
relatadas, como mostrado na tabela 2. A SLE em 15 anos nos trés bragos do estudo
foram as seguintes: CMF = 45%, HEC = 50% and EC = 39%. O hazard ratio nao
ajustado para SLE foi 0,77 (IC 95% 0,60-0,98; p= 0,03) no bragco HEC comparado
com o brago EC; 0,90 (IC 95% 0,70-1,15; p= 0,39) no brago CMF comparado com
HEC; e 0,90 (IC 95% 0,70-1,15; p=0,21) no brago EC comparado com CMF. Na
analise multivariada, o grau histologico (1 versus 2 e 3), numero de linfonodos
positivos, estado hormonal, tipo de cirurgia, idade e estado de menopausa foram
fatores progndsticos para a SLE. O hazard ratio ajustado para SLE para pacientes

tratadas com HEC comparado com EC foi de 0,75 (IC 95% 0,59-0,96; p=0,02)
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(Figura 1). Esse beneficio ndo mudou quando as pacientes nao elegiveis foram
incluidas na analise (analise ITT ) (dados ndo demonstrados).

Uma analise exploratéria de subgrupo foi realizada em relagcao a SLE e os
parametros que foram investigados incluiram idade (< 50 ou > 50 anos), numero de
linfonodos axilares positivos ipsilaterais (1 a 3 ou = 4), tamanho do tumor (pT1 ou >
pT1), estado hormonal (positivo ou negativo) e grau histologico (1 versus 2 e 3). SLE
significativamente maior foi encontrada no subgrupo de 4 ou mais linfonodos
positivos (HR 0,70; IC 95% 0,50-0,98; p=0,04) e pacientes com receptores
hormonais positivos (HR 0,73; IC 95% 0,52-1,04; p=0,08) recebendo HEC (Figuras 2
e 3). Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi vista em relagéo a idade,
grau histolégico e superexpressao do HER-2 (dados ndo mostrados).

A SG em 15 anos foi a seguinte: CMF = 57%, HEC = 59%, and EC = 56%. O
HR n&o ajustado foi de 0,85 (IC 95% 0,64-1,13; p=0,26) no brago HEC comparado
com o braco EC; 0,90 (IC 95% 0,67-1,20; p=0,45) no brago HEC comparado com
CMF; e 0,95 (IC 95% 0,72-1,25; p=0,70) no brago EC comparado com CMF. A tabela
3 sumariza SLE e SG em 5, 10 e 15 anos e a tabela 4 sumariza o HR e IC 95% para

SLE, SLED and SG em 15 anos.

Insuficiéncia cardiaca congestiva

Entre as pacientes elegiveis, 17 casos de insuficiéncia cardiaca congestiva

(ICC) foram documentados (CMF, n=1; EC, n=5; HEC, n= 11; teste do qui-quadrado

para heterogeneidade: p=0,009). Desses 17 casos de ICC, 12 pacientes haviam sido
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submetidas a radioterapia regional esquerda, 4 pacientes a radioterapia regional
direita e somente uma paciente ndo havia recebido radioterapia. O risco de
desenvolvimento de ICC foi mais alto em pacientes recebendo HEC do que CMF
(teste exato de Fisher p=0,006) mas nao significativamente mais alto do que EC

(p=0,21).

Segundo tumor maligno

Sessenta e sete pacientes desenvolveram um segundo tumor primario
incluindo CM contralateral (21 pacientes no grupo CMF, 22 pacientes no grupo EC e
24 no grupo HEC; p=0,86). Leucemia mieldide aguda (LMA) foi relatada em uma
paciente no braco EC, em 4 pacientes no bragco HEC e em nenhuma no bragco CMF
(teste do qui quadrado para heterogeneidade p=0,07), resultando na morte dessas 5
pacientes. A tabela 5 resume os segundos tumores primarios entre os trés grupos de

tratamento e a tabela 6 resume os 5 casos de LMA.

Discussao

Esses resultados a longo prazo confirmam que altas doses de epirrubicina e
ciclofosfamida significativamente melhoram a SLE em 15 anos, quando comparadas
a doses menores da mesma combinagao de regimes numa populagao com CM com
linfonodos positivos. Esse beneficio foi observado em toda a populagao, assim como

no subgrupo de pacientes com 4 ou mais linfonodos positivos e em pacientes com
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receptores hormonais positivos. Embora 0 nosso estudo ndo tenha tido poder para
comparagao de tratamentos em subgrupos baseado em linfonodos ou receptores
hormonais, esses resultados sao similares aqueles relatados pelo National Cancer
Institute of Canada Clinical Trials Group (NCIC CTG) MA5 em 10 anos [5].

O sucesso da terapia adjuvante em prolongar a sobrevida livre de doenga
(SLD) resulta no tratamento de milhares de mulheres a cada ano. A meta-analise do
EBCTCG mostrou, num acompanhamento de 15 anos, um beneficio da
quimioterapia com antraciclinas em relacdo ao CMF em termos de prevencado de
recorréncia e aumento de sobrevida; esses beneficios foram vistos na maior parte
das pacientes com CM inicial: pacientes pré- e pdés-menopausicas, com receptores
hormonais pobremente e fortemente positivos e tanto em linfonodos positivos quanto
negativos [2,6].

O French Adjuvant Study Group 01 (FASG 01), que foi conduzido em
pacientes com CM com linfonodos positivos e pré menopausicas, demonstrou uma
melhor SLD em 10 anos com seis ciclos de 5-fluorouracil, epirrubicina e
ciclofosfamida (FEC) 50 mg/m? comparado a trés ciclos de FEC 50 mg/m? ou FEC 75
mg/m? [7]. Além disso, o FASG 05 também demonstrou que pacientes tratadas com
altas doses de epirrubicina (FEC 100 mg/m?) tém uma melhor SLD e SG em 10 anos
comparadas as pacientes tratadas com doses mais baixas (FEC 50 mg/m?) [3]. A
SLD em 10 anos foi de 50,7% e 45,3% (Wilcoxon p=0,036), respectivamente, o que
e comparavel aos nossos resultados de SLE em 15 anos (39% no brago do EC e
50% no brago do HEC). Em contraste, o Cancer and Leukemia Group B 9344

(CALGB) nao mostrou melhor eficacia terapéutica com doses mais altas de
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doxorrubicina (60, 75 ou 90 mg/m?) em pacientes com CM com linfonodos positivos
[8].

O NCIC CTG MA 5 mostrou que altas doses de epirrubicina (120 mg/m?)
produziram uma significativa melhora na taxa de sobrevida livre de recorréncia em
10 anos comparado com CMF em pacientes pré-menopausicas com CM com
linfonodos positivos (52% versus 45%, respectivamente; p=0,007), enquanto
nenhuma diferenga em SG e uma ligeira maior incidéncia de ICC foram relatadas
com essa dose alta [5].

No nosso estudo, o risco de desenvolver ICC foi mais alto em pacientes
tratadas com HEC do que CMF mas nao mais alto do que no brago do EC. O risco
de desenvolver toxicidade cardiaca, particularmente ICC, é fortemente associado a
dose cumulativa de antraciclina. No entanto, varias analises indicaram que a
epirrubicina pode ser menos cardiotoxica que a doxorrubicina em doses equimolares
[6]. A dose cumulativa de epirrubicina no presente estudo foi de 800 mg/m? no brago
HEC e de 480 mg/m? no bragco EC. Numa analise retrospectiva de 2553 pacientes
tratadas com epirrubicina em diferentes estudos do FASG, o risco em 7 anos de
desenvolver disfuncdo do ventriculo esquerdo (DVE) foi de 1,36% (IC 95% 0,85-
1,87) e foi associada com idade = 65 anos e indice de massa corporal (IMC) > 27
kg/m2. Se a dose cumulativa de epirrubicina ndo excedesse 628 mg/m?, o risco de
desenvolver DVE nao estaria aumentado [7]. No relato de 10 anos do estudo FASG,
toxicidade cardiaca tardia (antes da recidiva) ocorreu em quatro pacientes (1,5%) no

braco de FEC 50 e em trés pacientes (1,1%) no brago do FEC 100 (p=0,72) [3].
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De maneira importante, o uso adjuvante do trastuzumab, o qual é um
anticorpo monoclonal, em pacientes com CM HER-2 positivo mostrou uma
importante reducdo de risco de recidiva e/ou morte quando essa droga € dada
concomitante ou apés o término da terapia adjuvante [9-12]. No entanto, ha um risco
aumentado de toxicidade cardiaca, com diminuicdo da FEVE e /ou ICC em pacienes
tratadas com trastuzumab, embora os beneficios claramente excedam os riscos.
Nessas pacientes com tumores HER-2 positivo, o uso de antraciclinas deve ser
considerado cuidadosamente, a fim de minimizar a toxicidade cardiaca. Um estudo
recente de fase Ill mostrou que o uso mais curto de epirrubicina (FEC x 3) seguido
por 3 ciclos de docetaxel (FEC-D) é eficaz em termos de SLD e SG em pacientes
com CM e linfonodos positivos. Embora ocorrendo raramente no geral, houve menos
eventos cardiacos no bragco FEC-D (P = 0,03), atribuiveis principalmente a baixa
dose cumulativa de antraciclina [13]. Além disso, o BCIRG 006, recentemente
apresentado no San Antonio Breast Cancer Symposium 2006, mostrou que o
tratamento com TCH (docetaxel, carboplatina e trastuzumab), ainda que eficaz em
termos de SLD e SG em pacientes com CM HER-2 positivo, tinha menos risco de
ICC graus 3-4, quando comparado com AC-TH (doxorrubicina, ciclofosfamida,
docetaxel e trastuzumab). Mesmo que os resultados a curto prazo sejam
provocativos, necessita-se de acompanhamento mais prolongado com esse regime
de adjuvancia sem antraciclinas [12].

Alternativamente, pacientes com tumores HER-2 positivo onde antraciclinas e

trastuzumab s&o considerados agentes adjuvantes importantes, a adicao de taxanos
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nos casos com linfonodos positivos pode minimizar as doses cumulativas de
antraciclinas e, portanto, reduzir o risco de ICC, preservando a eficacia global.

Outra toxicidade importante a longo prazo com regimes com antraciclina é o
desenvolvimento de leucemia mieléide aguda (LMA) e sindrome mielodisplasica
(SM). Uma meta-analise de 7,110 pacientes com CM inicial tratadas com epirrubicina
mostrou que a incidéncia cumulativa de LMA/SN foi de 0,55%. Em 4,760 pacientes
com doses cumulativas de epirrubicina < 720 mg/m? e ciclofosfamida < 6,300 mg/m?,
a incidéncia cumulativa em 8 anos de LMA/SM foi de 0,37% comparada a 4,97% em
261 patients que receberam doses cumulativas mais altas tanto de epirrubicina como
de ciclofosfamida. Houve um aumento progressivo no risco, com probabilidades de
0,07% para 300 mg/m?, 0,34% para 600 mg/m?, e 1,53% para 900 mg/m?. Portanto, a
incidéncia cumulativa aumentou vertiginosamente, alcangando 9,94% para 900
mg/m? [14]. O risco cumulativo em 9 anos de desenvolver leucemia foi de 0,34% em
2,603 pacientes tratadas com epirrubicina e participantes de oito estudos do FASG
[15]. No nosso estudo, quatro casos de leucemia aguda foram relatados no brago
HEC e um no brago EC (1,56% e 0,37%, respectivamente).

Infelizmente, ndo existe comparagao direta do risco leucemogénico entre a
doxorrubicina e a epirrubicina. O National Surgical Adjuvant Breast and Bowel
Project (NSABP) revisou os dados de 8,363 pacientes participantes em 6 estudos de
fase lll que investigaram regimes com AC (doxorrubicina dose cumulativa de 240
mg/m?). No total, 43 pacientes (0,50%) desenvolveram LMA ou SM e a incidéncia foi

muito maior nos regimes mais intensivos [16].
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Em concluséao, esse estudo belga multicéntrico ndo demonstrou superioridade
de doses altas de epirrubicina comparadas ao CMF classico e as possiveis
explicacdes ja foram discutidas previamente [4]. No entanto, a eficacia a longo termo
do HEC comparado ao EC em pacientes com CM com linfonodos positivos é
mantida. Uma vantagem em SLE também é observada no subgrupo com 4 ou mais
linfonodos positivos e com receptores hormonais positivos. No entanto, de acordo
com nossas conclusdes prévias, nao recomendamos o uso do regime HEC na
pratica clinica diaria, principalmente devido ao alto risco de cardiotoxicidade relativa
as doses de epirrubicina e devido a falta de superioridade das antraciclinas sobre o
CMF no nosso estudo. Mais importante, para o futuro, grandes estudos
randomizados com pesquisa translacional e revisao patologica central para identificar
as pacientes que terdao mais beneficio com uma determinada quimioterapia sao
necessarios; o escalonamento de doses nem sempre leva a um maior beneficio mas

uma melhor selecao de pacientes pode levar.
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Tabela 1. Caracteristicas das pacientes e dos tumores das 777 pacientes eligiveis

Total de patientes (n=777) CMF (n=255) EC (n=267) HEC (n=255)
Idade média (anos) 49 49 49
Variagao 26-70 25-68 28-66
Estado menopausal %
Pré-menopausica 56 58 59
P6s-menopausica 44 42 41

Tipo de cirurgia %

Mastectomia 67 63 64

Conservadora 33 37 36
Tamanho do tumor (pT) %

<2cm 41 41 46

2-5cm 40 39 37

>5cm 4 1 1

Desconhecido 15 19 16
Numero de linfonodos positivos %

1-3 59 59 61

>4 41 41 39
Grau histologico %

1 18 18 18

2 46 48 43

3 23 21 21

Desconhecido 13 13 18
Estado dos RE %*

Positivo (> 10 fmol/mg) 58 52 51

Negativo 26 31 33

Desconhecido 16 17 16

Legendas: RE: receptor de estrogénio; pT: tamanho patolégico do tumor; CMF: ciclofosfamida,
metotrexate, fluorouracil; EC: epirrubicina, ciclofosfamida; HEC: altas doses de epirrubicina e

ciclofosfamida; * por ensaio de ligagao
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Tabela 2. Eventos ocorridos durante todo o periodo do estudo e utilizados para a avaliagao

dos desfechos

CMF (n=255) EC (n=267) HEC (n=255)

NUumero de eventos*

Recidiva locorregional 16 27 18

Recidiva a distancia 93 110 75
CM contralateral (CMC) 11 8 11

Morte 95 100 89
Segundo tumor primario (ndo 10 14 13
CMC)

Livre de qualquer evento 130 124 138

* Nota basica: uma paciente pode apresentar mais de um evento; CMF: ciclofosfamida,
metotrexate, fluorouracil; EC: epirrubicina, ciclofosfamida; HEC: altas doses de epirrubicina e

ciclofosfamida
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Tabela 3. Sobrevida livre de evento e sobrevida global em 5, 10 e 15 anos

CMF (n=255) EC (n=267) HEC (n=255)

Sobrevida livre de evento (%)

Em 5 anos 67 63 72

Em 10 anos 55 48 58

Em 15 anos 45 39 50
Sobrevida global (%)

Em 5 anos 81 77 83

Em 10 anos 65 65 70

Em 15 anos 57 56 59

Legendas: CMF: ciclofosfamida, metotrexate, fluorouracil; EC: epirrubicina, ciclofosfamida; HEC:

altas doses de epirrubicina e ciclofosfamida
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Tabela 4. Hazard Ratios (HR) e intervalos de confianga de 95% para a distribui¢ao de

eventos usando dados de seguimento até 15 anos

SLE SLED SG

HR (Intervalo de confianca a 95%)

HEC versus EC 0,77 (0,60-0,98) 0,80 (0,62-1,03) 0,85 (0,64-1,13)
HEC versus CMF 0,90 (0,70-1,15) 0,92 (0,71-1,20) 0,90 (0,67-1,20)
EC versus CMF 0,90 (0,70-1,15) 0,87 (0,68-1,12) 0,95 (0,72-1,25)

Legendas: SLE: sobrevida livre de evento; SLED: sobrevida livre de evento a disténcia; SG:
sobrevida global: CMF: ciclofosfamida, metotrexate, fluorouracil; EC: epirrubicina, ciclofosfamida;

HEC: altas doses de epirrubicina e ciclofosfamida
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Tabela 5. Segundo tumor primario conforme o brago de tratamento

Braco de tratamento

CMF EC HEC
(n=255) (n=267) (n=255)

Leucemia miel6ide aguda 1 4
Sistema nervoso central 1
Cérvice In Situ 1 1
Leucemia cronica 1
Célon 4 1

CM contralateral (CMC) 11 8 11
Endométrio 1

Eséfago 1 1

Pulméo 1 4 2
Linfoma Non-Hodgkin 1 2 1
Ovario 2
Pancreas 1

Pele (melanoma) 1 1

Pele (n&do-melanoma) 1

Tiredide 1 1 1
Total 21 22 24

Nota: uma paciente no brago CMF foi diagnosticada com leucemia crénica apos o diagnostico de CM
contralateral (primeiro evento); CMF: ciclofosfamida, metotrexate, fluorouracil; EC: epirrubicina,

ciclofosfamida; HEC: altas doses de epirrubicina e ciclofosfamida
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Tabela 6. Sumario dos casos de leucemia mieldide aguda diagnosticados no presente estudo

Braco de tratamento Idade na Meses entre a Tipo de LMA*
randomizacao randomizacéo e o
(anos) diagnostico de LMA
HEC 51 21 LMA M5
HEC 58 33 LMA M5
HEC 54 58 LMA M6
EC 60 81 LMA **
HEC 53 196 LMA **

Legendas: LMA: leucemia mieléide aguda; M5: leucemia aguda monoblastica e monocitica; M6:
leucemia aguda eritroide; * conforme os critérios da classificagao Francesa-Americana-Britanica

(FAB); ** o subtipo nao foi relatado
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8. Considerac0es finais e perspectivas

Os dois estudos originais realizados pelo nosso grupo e descritos em detalhe

anteriormente levaram as seguintes conclusdes:

Artigo 1: A alta expressao do Ki-67 possui um papel prognéstico importante no CM,
sendo responsavel por um pior desfecho nas pacientes que apresentam esse
marcador elevado. Esse pior desfecho, traduzido por pior sobrevida global e pior
sobrevida livre de doenca, foi observado na populacédo global e nas subpopulacées
estudadas, tais como as pacientes com linfonodos negativos, linfonodos positivos e
as que nao receberam tratamento sistémico adjuvante. Esse ultimo subgrupo de
pacientes ndo tratadas, apesar de ser pequeno, constitui o grupo para o qual a
avaliacao do Ki-67 como fator prognéstico parece ser mais precisa, visto que nao
existe a interacdo de nenhum tratamento sistémico. Apesar de nosso estudo
apresentar certas limitagcdes descritas anteriormente, o mesmo apresenta um
impacto importante na literatura médica, pois € a primeira e, até o momento, Unica
meta-analise avaliando o papel prognéstico do Ki-67 no CM precoce. Este estudo foi
o resultado de um esforgo importante entre oncologistas, cientistas e estatisticos
avaliando mais de 12,000 pacientes, o qual representa uma amostra significativa de
pacientes com CM.

No futuro, a expressao do Ki-67 analisada por IHC podera ser utilizada em
larga escala para avaliacdo prognéstica do CM precoce. No entanto, uma

padronizagao do ponto de corte, dos anticorpos utilizados, da coloracido e da captura
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do antigeno utilizadas sera necessaria para determinar o real valor progndstico para
este marcador. Também esperamos que as recomendagdes disponiveis para o
estudo de marcadores prognésticos e preditivos sejam seguidos. Com isso,
poderemos realmente acessar o valor de cada marcador e evitar 0os possiveis viéses
de cada estudo. Com o uso rotineiro dessas recomendacodes, os estudos e meta-
analises futuros, tais como a apresentada nessa tese pelo nosso grupo, poderao
atingir o nivel 1 de evidéncia em ciéncia e possuirdo mais poder para definir a

utilizacao de um marcador especifico na pratica clinica diaria.

Artigo 3: Neste estudo randomizado de fase lll, iniciado nos anos 80, periodo em que
o tratamento das pacientes ndo eram selecionadas de acordo com alvos especificos
(tais como a superexpressdo do HER-2), a administracdo de altas doses de
epirrubicina levaram a uma melhor sobrevida livre de doencga na populagao global,
nas pacientes com 4 ou mais linfonodos positivos e naquelas com receptores
hormonais positivos. Infelizmente, nosso estudo ndo demonstrou beneficio algum
das antraciclinas quando comparadas ao esquema padrao CMF, mas confirmou o
beneficio das altas doses de epirrubicina em comparacdo a doses menores.
Adicionalmente, esse beneficio encontrado com altas doses nao esteve
acompanhado de maior toxicidade cardiaca ou de maior numero de leucemias
mieldides agudas, quando comparadas a esquema com doses menores de
epirrubicina. Entretanto, a incidéncia de insuficiéncia cardiaca foi maior do que nas
pacientes tratadas com CMF, embora seja sabido que as antraciclinas possuem um

risco elevado de cardiotoxicidade. Devido aos resultados de varios estudos
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publicados e a um melhor conhecimento da biologia do CM, sabemos que a dose de
epirrubicina utilizada em nosso estudo ndo deve ser prescrita como rotina. Também,
sabemos que uma melhor selecdo dos pacientes, em termos de biologia do CM,
pode levar a uma melhor escolha da quimioterapia adjuvante. Por exemplo, sabemos
que as pacientes apresentando tumores HER-2 positivos beneficiam-se do uso das
antraciclinas, mas, como demonstrado nos estudos mais recentes, essas pacientes
apresentam um importante beneficio com o uso de trastuzumab adjuvante durante 1
ano. Nesse caso, a paciente estara exposta a duas drogas cardiotoxicas, sem levar
em consideragdo a radioterapia no lado esquerdo da caixa toracia (e por
consequéncia, o coragao), quando indicada. Nesses casos, a selegcao de regimes
eficazes e com uma menor dose de antraciclina devem ser levados em
consideracgao, tais como o uso de 3 ciclos de FEC seguidos de 3 ciclos de docetaxel
(empregados no esquema BCIRG 001).

Acreditamos que o amplo conhecimento da biologia do CM tem sido
responsavel por varias mudangas na escolha dos tratamentos adjuvantes, com
melhor selegao das drogas a serem utilizadas para cada paciente individual. A antiga
idéia de que “um tipo de QT é bom para todos (one size fits all)” dever ser
abondonada e cada paciente deve ser tratada como uma paciente particular, levando
em consideragao a biologia do tumor, a escolha pessoal de cada paciente, as co-
morbidades, e os efeitos secundarios a curto e a longo prazo de cada tratamento

administrado.
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