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Introdugao

O céncer de mama (CM) é a principal causa de morte por cancer nas
mulheres ocidentais, onde o risco médio de adquirir esta doenca durante o tempo de

vida é de uma em cada oito mulheres (1).

Atualmente, a incidéncia de CM é maior em paises desenvolvidos, porém
com o crescimento da populacdo mundial e o aumento da expectativa de vida nos
paises em desenvolvimento, o CM sera um desafio de saude publica para paises
como o Brasil (2). Nesse pais, o CM é a segunda neoplasia maligna em numero de

casos-novos e a maior causa de mortalidade em céancer entre as mulheres (3).

A etiologia do CM é multifatorial e a evolugdo genética dos precursores
malignos até a doencga invasiva € somente parcialmente entendida. Alguns fatores
de risco para desenvolvimento de CM foram identificados, incluindo idade avangada,
menarca precoce, nuliparidade ou primeira gravidez em idade acima de 30 anos,
histéria pessoal de CM e/ou outras doengas benignas da mama, histéria de CM em
parentes de primeiro grau, presenga de uma mutagdo de BRCA1 e/ou BRCA2 em
pacientes previamente submetidas ao teste genético, radioterapia prévia para mama
ou torax, densidade mamaria aumentada na mamografia, uso de horménios (como

estrogénio e progesterona), consumo de alcool e raga branca (1).

As recomendacgdes para o rastreamento do CM (4,5) podem ser encontradas

na tabela 1.
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O diagndstico do CM pode ser sugerido por métodos de imagem, como a
mamografia, a ultrasonografia e a a ressonéncia nuclear magnética. Embora a
aspiracao por agulha fina (citologia) possa ser util, o diagndéstico definitivo € sempre
histoloégico (bidpsia ou analise da pecga operatéria). O tipo histolégico mais frequente
€ o carcinoma ductal (70-80%), seguido pelo carcinoma lobular ou por uma
associacao de ambos. Os carcinomas mucinosos e tubulares tém sido associados a

um melhor progndstico (1).

O sistema de classificagao mais utilizado para estadiamento do cancer de

mama é o TNM (6) da AJCC.

No CM em estadios iniciais, os fatores progndsticos mais importantes sdo o
numero de linfonodos axilares afetados e o tamanho do tumor (7). A tabela 3 mostra

a sobrevida de 5 anos aproximada, de acordo com o estadio clinico (AJCC)(8).

Outros fatores de mau prognéstico incluem idade menor de 35 anos, auséncia
de expressao de receptores hormonais (RH) e superexpressdo ou amplificagdo do
oncogene Her-2/neu (9). Alguns novos fatores promissores a serem levados em
consideracao sdo a detecgcdo de metastases na medula éssea, os marcadores de
invasividade (ativador do plasminogénio tipo uroquinase, uPA/PAI-1) e o

reconhecimento de padrdes de assinatura genética por microarranjo do CM (10).
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Tratamento global do CM em estadios iniciais

O tratamento do CM em estadios iniciais deve ser sempre considerado
potencialmente curativo. A cirurgia conservadora seguida de radioterapia pode ser
realizadal na maioria dos casos (11). A mastectomia radical modificada (MRM) é
reservada para pacientes que ndo sao candidatas a uma cirurgia conservadora,
embora algumas MRM possam se evitadas com a administragcdo da terapia
neoadjuvante (12). As margens de ressec¢ao devem ser livres de tumor sempre que
possivel. A disseccao axilar permite uma avaliagao do numero de linfonodos axilares
afetados e ao mesmo tempo tem um papel no controle regional da doenga. A
disseccao do linfonodo sentinela pode evitar a disseccéo axilar e, portanto, reduzir a
morbidade (13). No entanto, o indice de falso-negativos aumenta em funcdo da
inexperiéncia da equipe, do tamanho do tumor e da multifocalidade. Os resultados a
longo prazo sdo ainda desconhecidos, assim como a conduta mais apropriada em
caso de micrometastases linfonodais. A radioterapia reduz o risco de recidiva loco-
regional mas o efeito na sobrevida € discutivel (11). Ela estd sempre indicada apds
cirurgia conservadora. Apds mastectomia, ela estd geralmente indicada em
pacientes com > 4 linfonodos axilares positivos, com tumores >5cm e/ou multifocais.
Em tumores medindo entre 3-5 cm e/ou pacientes com 1-3 linfonodos axilares
comprometidos, a indicagao € incerta (14). A radioterapia (RT) pode ser realizada

até 3-6 meses apos a cirurgia e, em geral, é realizada ap6s a quimioterapia (QT).
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Tabela 1. Recomendacgdes gerais para o rastreamento do cancer de mama (4,5).

> 50 anos

Auto-exame da mama e exame clinico
regular

Mamografia a cada 1 ou 2 anos

40-50 anos

Auto-exame da mama e exame clinico
regular
Mamografia (a cada 1 ou 2 anos) em

geral é recomendada

<40 anos

Auto-exame da mama e exame clinico

regular

>= gcima de; < abaixo de
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Tabela 2. Sobrevida do cancer de mama em 5 anos aproximada,

estadio clinico AJCC

Fonte: American Cancer Society
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Tratamento adjuvante do cancer de mama em estadios iniciais.

Lissandra Dal Lago, Chantal Bernard-Marty, Martine J. Piccart

Instituto Jules Bordet, Bruxelas, Bélgica

Abstract

The early diagnosis of breast cancer offers unique opportunities for curative
interventions. After the surgical procedure, the recognition of the disease recurrence
risk is necessary in order to offer adjuvant treatments. The correct identification of
high risk tumors based on clinical, pathological and molecular profiles will allow an
improved selection of effective and safe treatments. The 2005 St. Gallen’s
consensus conference on management of early breast cancer recognizes the
importance of groups with distinct degrees of endocrine responsiveness. This review
is about these different groups of patients separated by the presence or absence of
hormone receptors and the treatment options available beyond the classical anti
estrogen tamoxifen, the aromatase inhibitors. It will also review the recent advances
in adjuvant chemotherapy options with the introduction of the taxanes in this scenario
and the early results of the anti HER2 agent trastuzumab in the adjuvant setting. We
hope to call attention on the importance of identifying the exact profiles for an
effective endocrine manipulation and the tailored alternative therapies for patients not

likely to benefit (exclusively) from hormone therapy.

Uniterms: Early breast cancer, adjuvant treatment of early breast cancer, endocrine

responsiveness
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Introdugao

As recomendagdes do consenso de St. Gallen de 2005 representam uma
profunda mudancga nas tomadas de decisdes relativas ao tratamento adjuvante do
cancer de mama (CM), que eram baseadas principalmente no risco de recidiva,
para recomendacgdes baseadas principalmente na responsividade hormonal.

Para tumores exibindo um perfil molecular que n&o deixa duvida sobre a
resposta a manipulagdo hormonal, torna-se prioritaria a selecdo de uma
hormonioterapia que oferega o melhor risco-beneficio. A adicdo de alguns poucos
ciclos de quimioterapia (QT) antes do inicio da hormonioterapia adjuvante pode
ser considerada em pacientes com alto risco de recidiva (tais como aqueles com
> 4 linfonodos positivos).

Para tumores exibindo perfil molecular que deixa duvidas sobre a
responsividade a hormonioterapia, um maior peso sera dado ao papel do
tratamento quimio-enddcrino sequencial e a selegdo do agente enddcrino que
pode ter maior chance de atividade quando estas estruturas moleculares
estiverem presentes.

Finalmente, um cuidado extremo devera ser dado aos tumores sem
responsividade hormonal, quando da selecdo do regime da QT adjuvante, uma
vez que ela representara a unica “arma” contra potencial micrometastase.
Provavelmente estes tumores serdo os mais beneficiados com a introdugdo no
esquema de tratamento de agentes citotoxicos sem resisténcia cruzada, bem

como com o ajuste fino da dose e do esquema destes agentes.
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Para a optimizagdo desta delicada decisdo de tratamento, os oncologistas
precisam ter amplo conhecimento dos beneficios e dos riscos associados as
modalidades do tratamento adjuvante.

Este artigo pretende fornecer este conhecimento de uma maneira concisa.
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I. Terapia adjuvante individualizada: prioridade maxima em 2005

A meta-analise do Grupo Colaborador de Cancer de Mama em estadios
iniciais (EBCTCG) atualizada com 15 anos de acompanhamento de todos os
estudos clinicos randomizados deste grupo, reforga as evidéncias da eficacia de
terapias sistémicas adjuvantes na reducdo da recorréncia da doenca e da
mortalidade no CM em estadios iniciais (1). Estes dados propiciam estimativas
médias dos beneficios relativos e absolutos do tratamento em estudos na
populagcdo global, e sao considerados subotimos para a abrangéncia da
heterogeneidade genética do cancer de mama (CM) (2).

A individualizagdo da hormonioterapia adjuvante (tamoxifeno ou ablagao
ovariana) tem sido baseada no estado do receptor hormonal do tumor. No
entanto, marcadores moleculares adicionais ou “assinaturas” hormonais sao
necessarias com urgéncia, para identificar subgrupos que possam se beneficiar
particularmente de dos novos agentes chamados inibidores de aromatase (lA),
que estdo entrando na cena adjuvante e apresentam custo mais elevado.

A individualizagao da QT adjuvante ainda ndo existe. Até o momento, a QT
com regimes mais agressivos tem sido oferecida a pacientes com alto risco de
recorréncia (tipicamente aqueles com doenga com linfonodo axilar positivo), em
virtude do aumento do ganho médio de eficacia proporcionado por estes regimes
em estudos clinicos randomizados. Evidéncias retrospectivas, mas encorajadoras,
indicam uma magnitude muito maior de beneficios da QT em doengas com
receptores de estrogénio (RE) negativos em relagdo a doengas com RE positivos
(3). A proxima geracao de estudos clinicos prospectivos deveria idealmente ser

conduzida separadamente em CM com receptores hormonais negativos e
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positivos, permitindo um maior poder de identificacdo do tratamento sistémico
6timo para estes dois tipos de doenca.

O uso da tecnologia de microarranjo como ferramenta para dissecar a
heterogeneidade do CM e para melhorar a individualizagdo do tratamento tem
crescido exponencialmente, mas ainda sem nenhuma aplicagéo clinica rotineira .
Perou et al. (4) descreveram pela primeira vez as diferencas dos perfis de
expressao genética entre tumores malignos da mama com RE clinicamente
positivos e negativos. Mais tarde, Sorlie et al. (5) refinaram a classificagdo dos
tumores com RE positivos e negativos através da identificacdo de diferentes
subgrupos com assinaturas moleculares distintas, cada uma associada com
desfechos clinicos distintos

Van de Vijver et al. (6) descobriram uma assinatura prognostica de 70
genes em pacientes com CM com linfonodos axilares negativos sem prévia
exposicao a terapia sistémica: o perfil da expressao foi superior aos critérios
clinicos tradicionais e patoldgicos na identificagdo de pacientes com e sem
metastase a distancia. Eles argumentaram que o uso desta assinatura poderia
reduzir a fragcdo de mulheres que receberiam o tratamento de QT adjuvante em
aproximadamente 30%. Esta hipotese desafiadora precisava ser validada antes
que o prognostico com a assinatura molecular fosse implementado na pratica
clinica. Por esta razdo, antes de langar um grande estudo clinico randomizado
(MINDACT), foi realizada uma validacdo externa e independente da assinatura
dos 70 genes de Amsterda (6), baseada em 301 pacientes acompanhados por
uma média de 10 anos (7). A assinatura prognostica dos 70 genes se mostrou

superior ao indice prognostico de Nottingam, ao critério de St. Gallen 2003 e ao
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‘Adjuvant! On Line’, tanto na previsao do tempo de metastase a distancia quanto
de sobrevida global. As mulheres classificadas como de baixo risco através da
assinatura dos 70 genes tiveram uma projegao de sobrevida sem metasatase a
distancia em 5 anos de 95% e uma projecao de sobrevida de 10 anos de 88%.

A Organizagao Européia para Pesquisa e Tratamento do Cancer (EORTC)
e o TRANSBIG langcaram o primeiro estudo clinico prospectivo multinacional
(MINDACT) que investigara o papel da assinatura da expressdo dos 70 genes
identificados pelos holandeses (6) como ferramenta para melhorar a tomada de
decisbes da QT no CM em estadios iniciais com linfonodos n&do comprometidos.
Este estudo clinico ambicioso poderia atualizar o nivel de evidéncia da assinatura
dos genes de um escore de 3 para um escore de 1, conduzindo a uma profunda
mudanca na pratica clinica do CM.

Este processo de evolugcdo da pesquisa “do laboratério para o leito” se
torna critico quando se fala, tanto em querer evitar o super-tratamento e as suas
complicagbes potenciais severas, quanto evitar o sub-tratamento e suas

consequéncias drasticas para a sobrevida do paciente.
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Il. Citotoxicos trazidos para a cena adjuvante na ultima década

O papel de novos agentes citotdxicos tais como os taxanos, a capecitabina,
a gemcitabina e os compostos platinados na cena adjuvante sera revisado nesta

secao.

1. Taxanos

O papel dos taxanos no uso adjuvante ainda é controverso, apesar dos
resultados preliminares serem promissores. Na literatura, 19 estudos clinicos
avaliaram o papel dos taxanos em critério de adjuvancia, com um recrutamento
planejado de 35.500 pacientes. Até 0 momento, 8 estudos clinicos apresentaram
resultados finais, que sao sumarizados na Tabela 1. O ultimo painel de
especialistas do Consenso de St. Gallen ( 8 ) confirmou que ainda ndo ha uma
evidéncia de nivel 1 para o uso de taxanos no tratamento adjuvante do CM com
linfonodos axilares negativos. Com relagdo aos pacientes com CM com linfonodos
axilares positivos, o painel dos especialistas continua dividido, em virtude do
desenho sub-6timo destes estudos clinicos, que misturam populacdes
responsivas ou ndo a hormonioterapia, além da falta de controle apropriado de
outras variaveis, tais como a duragao do tratamento.

O estudo do Grupo B de Céancer e Leucemia (CALGB) 9344 (9), incluiu
3.121 pacientes com CM com linfonodos axilares positivos, avaliando se o
aumento da dose de doxorrubicina ou a adigdo de paclitaxel ao regime de QT
adjuvante melhoraria a sobrevida livre de doenga (SLD) e a sobrevivéncia global

(SG) destas pacientes. Em um acompanhamento de 69 meses, houve uma
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reducdo estatisticamente significante no risco de recorréncia (17%) e de morte
(18%) no braco que continha paclitaxel. Uma analise ndo planejada de subgrupo
demonstrou uma significante melhora na sobrevida livre de recorréncia (SLR)
apenas para pacientes com tumores com RE negativo. A adigdo de paclitaxel
prolongando a duragdo da quimioterapia adjuvante, com atraso no uso da
radioterapia quando indicada, ndo prejudicou o uso ou resultados dos tratamentos
conservadores, inclusive proporcionando melhora no controle local em relacéo ao
grupo que recebeu AC (10)

No estudo clinico B-28 (11) do Projeto Nacional de Cirurgia e Adjuvancia
de Mama (NSABP), 3.060 pacientes com CM com linfonodos axilares positivos
foram randomizadas para receber uma combinacdo de ciclofosfamida e
doxorrubicina, ou o mesmo regime seguido por paclitaxel. Apoés um
acompanhamento mediano de 64 meses, houve uma reducado estatisticamente
significante do risco de recidiva, mas ndo houve reducdo estatisticamente
significante no risco de morte no brago com paclitaxel. Uma analise de subgrupo
de acordo com o estado dos linfonodos axilares e dos receptores hormonais (RH)
ndo demonstrou diferenga significante na SLD, na SLR e na SG entre os dois
bracos. Deve-se salientar que a administracdo de QT e tamoxifeno concomitantes
neste estudo clinico € um fator potencial de confuséao.

No estudo clinico 001 do Grupo Internacional de Pesquisa do Cancer de
Mama (BCIRG) (12), 1.491 pacientes com linfonodos axilares positivos foram
randomizadas para receber FAs,C (5-fluorouracil, doxorrubicina 50 mg/m?, e
ciclofosfamida), ou TAC (docetaxel, doxorrubicina 50mg/m?, e ciclofosfamida). Em

um acompanhamento mediano de 55 meses, houve reducido estatisticamente
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significante do risco de recidiva (28%) e de morte (30%) no brago do docetaxel. A
melhora da SLD foi independente tanto do RH quanto do nivel de HER-2. A maior
magnitude do beneficio da associagao de taxano no subgrupo com 1-3 linfonodos
axilares positivos em comparagdo com 0O subgrupo com numero maior de
linfonodos axilares envolvidos ndo foi confirmada na analise de Cox.

O estudo clinico do PACS01 (13) comparou 6 ciclos de FE1C (5-
fluorouracil, epirrubicina 100mg/m?, ciclofosfamida) a 3 ciclos de FE100C seguidos
por 3 ciclos de docetaxel (100mg/m?) em 1.999 mulheres com CM com linfonodos
axilares positivos. Em um acompanhamento de 60 meses, houve reducao
estatisticamente significante no risco de recorréncia e morte para o bragco com
docetaxel sequencial (17% e 23%, respectivamente). Uma analise pré-planejada
de um subgrupo sugere que o beneficio é restrito as pacientes com 1-3 linfonodos
axilares comprometidos e aquelas com idade superior a 50 anos.

Em um estudo clinico pequeno do M. D. Anderson Cancer Center (14), 524
pacientes foram randomizadas para receber 4 ciclos de paclitaxel seguidos de 4
ciclos de 5-fluorouracil, doxorrubicina e ciclofosfamida (FAC) ou 8 ciclos de FAC
apenas. Em um acompanhamento de 60 meses, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os bragos na SLR e na SG, apesar de haver
uma tendéncia favorecendo o regime com taxano.

O estudo clinico E2197 (17) comparou 4 ciclos de AT (doxorrubicina a
60mg/m? e docetaxel a 60mg/m?) com 4 ciclos de AC (doxorrubicina a 60mg/m? e
ciclofosfamida a 600mg/m?) em 2.952 pacientes com 1-3 linfonodos axilares
positivos ou axila negativa e tumor maior do que 1 cm. Num seguimento mediano

de 53 meses, ndo houve diferenga na SLD entre os dois bragos de tratamento.
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O estudo clinico neoadjuvante NSABP B-27 (16), conduzido em 2.411
pacientes com CM operavel foi planejado para determinar o efeito da adigdo de
docetaxel apds 4 ciclos de doxorrubicina e ciclofosfamida (AC) pré-operatorios.
Apesar da duplicagdo da taxa de resposta patolégica, ndo houve diferencga
estatisticamente significante em termos de SLD e SG que fosse favoravel ao
braco com taxano. Assim como no NSABP-B28, o tamoxifeno foi dado
concomitante a QT.

Um estudo clinico pequeno mas muito interessante, o US Oncology 9735
(15), sugere que um regime sem antraciclina, mas baseado em taxano (docetaxel
+ ciclofosfamida) pode ser tdo eficaz quanto 4 ciclos de AC (doxorrubicina-
docetaxel), enquanto o estudo clinico do Intergupo/E2197 n&do encontrou
nenhuma vantagem do brago AT x 4 (doxorrubicina-docetaxel) sobre AC x 4 (15).

Até agora, regimes com doses adequadas de antraciclina permanecem um
procedimento aceitavel de QT adjuvante no CM. A meta-analise do EBCTCG (1)
com 15 anos de acompanhamento demonstra que, na média, estes regimes
continuam sendo significantemente mais efetivos do que o regime CMF na
reducdo da recorréncia da doenga e da mortalidade do CM. Nao houve excesso
estatisticamente significante de leucemia secundaria ou morte cardiaca, porém
sequelas cardiacas a longo prazo podem ocorrer e ndo sao detectadas em meta-
analises.

Infelizmente, o lugar dos taxanos no tratamento adjuvante ainda n&o foi
validado com um nivel de evidéncia 1. No entanto, o limiar para a prescri¢ao de
antraciclinas seguidas por taxanos foi reduzido para os tumores sem expressao

de RH, para aqueles mostrando um perfil genético preocupante ou quando existe
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um temor de cardiotoxidade por antraciclina (tumores manifestando excesso de
HER-2 preenchem ambos os critérios).

Um outro aspecto importante a ser considerado € o alto custo do
tratamento devido ao crescente uso de epirrubicina e taxanos em regimes de QT
(18). Nossos sistemas de saude publica estdo sob ameacga e este aspecto deve
motivar uma transigdo acelerada da oncologia empirica (‘o mesmo tratamento
serve para todos’) para a oncologia molecular, que por sua vez, dependera da

pesquisa translacional de alta qualidade conectada aos estudos clinicos (19).

2. Capecitabina

A capecitabina € um medicamento muito atraente para o tratamento
adjuvante do CM, por apresentar biodisponibilidade oral e perfil de efeitos
colaterais favoravel. Na doenga metastatica, demonstrou-se que ela é ativa tanto
como agente unico (20), quanto em combinagdo com outros agentes, tais como
docetaxel, paclitaxel, vinorelbina e antraciclinas (21). Além disso, a capecitabina
combinada com docetaxel mostrou uma SG melhor quando comparada ao
docetaxel sozinho no CM metastatico (22).

Recentemente, a analise interina de um estudo clinico neoadjuvante de
fase Il randomizado mostrou que a combinacdo docetaxel/capecitabina
proporcionou maiores taxas de resposta clinica e patoldégica quando comparadas
a combinacado doxorrubicina/ciclofosfamida (AC) em 121 pacientes com CM em
estagios Il/111 (23).

Atualmente, a capecitabina esta sendo avaliada como agente unico em

estudos clinicos de fase lll, sendo comparada com regimes tipo CMF ou AC em
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pacientes idosos com CM em estadios iniciais (NO17629), além das combinagdes
de capecitabina com paclitaxel e docetaxel (IDO1-580)

(http://www.clinicaltrials.gov). Um amplo estudo de registro, conduzido pela US

Oncology, compara tratamentos pés-operatérios com 4 ciclos de AC seguidos por
4 ciclos de monoterapia com docetaxel ou capecitabina/docetaxel combinados. A
combinagdo capecitabina/docetaxel sera comparada a regimes baseados em
antraciclina no grande estudo clinico MINDACT, dando-se particular atengao as
sequelas de longo prazo, as quais espera-se serem reduzidas no brago nao

baseado em antraciclina.

3. Gemcitabina

Este nucleosideo pirimidinico antimetabdlico mostrou atividade em uma
variedade de tumores sodlidos, com um perfil favoravel de toxicidade. Como
agente unico, a gemcitabina leva a taxas de resposta que variam de 14% a 37%
no tratamento de primeira linha do CM avancado, e de 12% a 30% como terapia
de salvamento em pacientes previamente tratados com antraciclinas e/ou
taxanos. Estudos de fase Il demonstrataram altas taxas de resposta para a
combinagdo com vinorelbina, sais de platina e taxanos (24).

Quinhentos e vinte e nove pacientes com cancer de mama metastatico
(CMM) foram randomizadas para receber paclitaxel (a cada 3 semanas) e
gemcitabina ou paclitaxel como agente unico. O brago combinado relatou maiores
taxas de resposta, maior tempo livre de progressao e maior sobrevida (25).

Muitos estudos clinicos randomizados de fase Ill estdo em andamento

para identificar o papel da gemcitabina no tratamento adjuvante do CM: a Cancer
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Research Campaign Clinical Trial realiza um estudo clinico comparando a eficacia
do uso de paclitaxel, epirrubicina e ciclofosfamida adjuvantes, com ou sem o uso
da gemcitabina, em uma amostra de 3.000 pacientes

(http://www.clinicaltrials.gov). O estudo clinico tAnGo (26) examinara a eficacia da

sequéncia de epirrubicina e ciclofosfamida (EC) seguida por paclitaxel como
agente unico ou combinado com gemcitabina, em 3.000 pacientes com CM em
estadios iniciais. Finalmente, um estudo clinico de fase Ill conduzido pelo NSABP,
que incluira 4.800 pacientes com CM em estadios iniciais € com axila positiva,
tem como desfecho principal a SLD em trés bragos, incluindo um regime com
dose densa (a cada 2 semanas) de doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel, com

ou sem gemcitabina/docetaxel, doxorrubicina e ciclofosfamida.

4. Compostos de platina

Os compostos de platina, amplamente utilizados na oncologia, também sao
ativos no CM metastatico, especialmente em tratamentos de primeira linha (27).
Porém, a disponibilidade de drogas menos téxicas com meios de administragédo
mais convenientes limitou seu uso na doenca metastatica. Estudos pré-clinicos
indicaram que ha uma sinergia entre sais de platina e o anticorpo monoclonal
trastuzumab em linhas de células humanas de CM que superexpressam O
HER2/neu (28).

Estas descobertas levaram a dois estudos clinicos de fase |l conduzidos
pelo Breast Cancer International Research Group (BCIRG) em pacientes com CM
metastatico que superexpressam HER-2 (29). O BCIRG 101 e o UCLA-ORN

avaliaram dois compostos de platina, a cisplatina e a carboplatina,
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respectivamente, em combinagcdo com docetaxel e trastuzumab, em 124
pacientes portadores de CM metastatico. As taxas de resposta globais foram de
79% e 58%, respectivamente.

Um estudo randomizado de fase Illl com 188 pacientes com CMM e
superexpressao do HER-2, demonstrou uma melhora estatisticamente significante
tanto da resposta global (52% versus 32%; p=0,04) quanto no tempo livre de
progressao (11,2 meses versus 6,9 meses; p=0,007) com a adigdo de sais de
platina. Estes pacientes foram tratados com trastuzumab e paclitaxel, com ou sem
carboplatina (30). O estudo clinico em andamento BCIRG 007 pretende reunir 466
pacientes com CM em estagio IlIb/IV com superexpressdo do HER-2 e esta
comparando docetaxel e trastuzumab com ou sem carboplatina
(wwwe.clinicaltrials.gov).

Em terapia adjuvante, o estudo clinico BCIRG 006 (31) randomizou 3.222
pacientes para comparar os regimes AC seguido de docetaxel, AC seguido de
docetaxel com trastuzumab ou 6 ciclos de docetaxel concomitante com
carboplatina e trastuzumab. Num seguimento mediano de 1,5 anos, os regimes
contendo trastuzumab obtiveram resultados superiores, mas por enquanto nao
houve diferenga estatisticamente significante na SLD entre os dois bragos que

continham trastuzumab, em relacdo ao uso ou nao de carboplatina
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lll. Novos usos de medicamentos antigos

O desenvolvimento de novas drogas nao é a unica maneira de melhorar o
impacto na sobrevida da QT adjuvante. A manipulagdo de drogas “antigas” com
novas doses e esquemas, tais como a abordagem de dose densa e metronémica,
poderia melhorar a eficacia da QT adjuvante em pacientes com CM em estadios

iniciais, particularmente aquelas com tumores que apresentam RH negativos.

1. Quimioterapia em dose densa

Historicamente, o intervalo entre ciclos de QT tem sido ditado pela
dindmica de recuperagcdo dos neutrdfilos. Com a maiorida dos agentes
mielossupressores utilizados, sozinhos ou em combinagdo, o nadir de
granulécitos periféricos € alcangado cerca de 10 a 15 dias apds a administragao
da QT e a recuperagédo € atingida em aproximadamente 21 dias. Norton e Simon
(32), em uma tentativa de erradicacdo de populagdes de células malignas,
desenvolveram um modelo cinético matematico para determinar a maneira mais
efetiva de administragcdo de drogas citotoxicas sem resisténcia cruzada. Como
resultado desse trabalho, os autores recomendaram a administracdo sequencial
destes agentes de uma maneira dose densa.

O estudo do intergrupo 9741, coordenado pelo Grupo B de céncer e
leucemia (CALGB) foi um grande estudo clinico adjuvante de fase Il concebido
para validar este conceito (33). O estudo incluiu 2.005 pacientes com CM com
linfonodos axilares positivos em um arranjo fatorial dois por dois, para testar qual

dos dois esquemas melhoraria a SLD e a SG. Os regimes de QT administrados
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em dose densa (a cada 2 semanas) e sequencial (ao invés de concomitante)
incorporavam doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel. Em um acompanhamento
mediano de 36 meses, 0 regime de dose densa sequencial demonstrou uma
melhora estatisticamente significante em termos de SLD (85% versus 81%) e SG
(92% versus 90%). A SLD estimada de 4 anos foi de 82% versus 75%. O regime
de dose densa implica obrigatoriamente no uso de fator de estimulagdo de
medula éssea ( G-CSF)

Venturini et al. (34) utilizaram FEC acelerado (a cada 2 semanas) versus
FEC convencional em 1.214 pacientes com linfonodos axilares negativos e de alto
risco, além de pacientes com CM com linfonodos axilares positivos. Este estudo
menor mostrou apenas uma tendéncia de melhora na SG no brago dose densa.

Os dados de toxicidade nestes dois estudos clinicos n&o mostraram
diferengas estatisticamente significantes entre os bragos convencional e o dose
densa, pelo menos em termos de riscos a curto prazo.

A maioria dos estudos clinicos de dose densa publicados apresentaram
resultados negativos, provavelmente explicados por varias limitagcbes de desenho
destes estudos. Entre estas limitacdes inclui-se bragos com poder insuficiente,
bragcos assimétricos em relagdo as drogas administradas e/ou o uso de doses

sub-6timas dos agentes citotdxicos (35).

2. Quimioterapia Metronémica

Modelos pré-clinicos mostram elegantemente que a frequéncia de
administragdo dos agentes quimioterapicos em doses menores (0s chamados

esquemas “metronémicos”) podem otimizar suas propriedades anti-angiogénicas
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(36). A QT metronébmica pode ser capaz de driblar a resisténcia as drogas,
focalizando em células tumorais endoteliais normais ao invés de células tumorais
geneticamente instaveis (37).

O estudo clinico IBCSG-22-00 é um estudo randomizado, aberto,
multicéntrico com 1.330 pacientes com CM em estadios iniciais com RH negativo
que explora o papel da QT metrondmica (ciclofosfamida e metotrexato oral por 1
ano) como terapia de consolidagao apos o término da QT adjuvante baseada em

antraciclina ou CMF (www.clinicaltrials.gov).

O paclitaxel semanal foi usado com sucesso no tratamento do CM
avangado. O estudo clinico CALGB 9840 (38) conduzido em 577 pacientes
mostrou superioridade dos esquemas semanais em relagéo aos esquemas a cada
trés semanas, no tempo livre de progresséo da doenga. Em relagao a toxicidade,
houve uma pequena diminuicdo da mielosupressdo, porém houve mais
neurotoxicidade com o esquema semanal se comparado ao esquema a cada 3
semanas do paclitaxel.

O estudo clinico ECOG 1199/Intergroup devera fornecer informacgdes
importantes relacionadas ao mérito da QT com tempo convencional (3 semanas)
contra a QT metrondmica. Em torno de 5.000 pacientes foram randomizadas em 1
de 4 bragos contendo AC convencional e docetaxel, ou paclitaxel, dados em

esquemas semanais ou a cada trés semanas (www.clinicaltrials.gov).
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IV. Hormonioterapia adjuvante otimizada

A hormonioterapia € um elemento chave em tratamentos adjuvantes para o
CM em estadios iniciais, conforme evidenciado pela demonstracdo de que o
tamoxifeno e, mais recentemente, os inibidores da aromatase (IA), tém um

profundo impacto no curso do CM com responsividade hormonal.

1. Pacientes com CM em estadios iniciais na pés-menopausa (tabela 2)

Em 2005, os resultados da meta-analise do EBCTCG (1) confirmaram que
a hormonioterapia adjuvante para o CM em estadio inicial com RE positivo, em
pacientes na pés-menopausa, tem um impacto muito importante de longo prazo
em SLD e na mortalidade do CM. Até recentemente, o tamoxifeno foi considerado
o tratamento convencional ideal para todas as pacientes com RH positivo. No
entanto, varios estudos clinicos grandes utilizando |IA estdo desafiando esta
posicao privilegiada do tamoxifeno. Os IA tém sido explorados até entdo: a) como
substituto ou em combinagdo com o tamoxifeno (estudos clinicos ATAC e BIG 1-
98), b) sequencialmente, apds 2-3 anos de uso de tamoxifeno (estudos clinicos
ITA, IES, ARNO 95 e ABCSG 8), e c) sequencialmente, apds os 5 anos de

tamoxifeno (estudo clinico MA. 17).

Beneficios associados a introdugcao do Al em esquemas adjuvantes

a) IA desde o inicio (« up front »)
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No estudo clinico randomizado, placebo controlado e duplo-cego ATAC
(Arimidex e Tamoxifeno separados ou em combinagao) (39), 9.366 pacientes pos-
menopausicas com CM operavel foram randomizadas para receber anastrozole (1
mg/dia), tamoxifeno (20 mg/dia), ou uma combinagdo dos dois, durante um
periodo de 5 anos. Neste estudo, 84% dos pacientes tinham RE positivo e/ou
tumores com receptor de progesterona (RP) positivo. O brago da combinagéao foi
descontinuado, ja que ndo mostrou beneficio em relagdo ao tamoxifeno sozinho
na segunda andlise. A Ultima atualizagdo dos resultados, apdés um
acompanhamento mediano de 68 meses (40) favorece o uso de anastrozole em
pacientes com RE positivo, com razdo de risco estatisticamente significante para
a SLD (primeiro desfecho do estudo), para o tempo de recorréncia, para o CM
contra-lateral, e para a SLR. No entanto, até o momento ndo existe uma diferenga
estatisticamente significante entre o brago do anastrozole e do tamoxifeno em
termos de SG. Uma analise retrospectiva de sub-grupos mostra uma reducgéo de
57% nos eventos de recorréncia do CM no brago com o anastrozole, quando
comparado com o brago tamoxifeno em mulheres que apresentam RE positivo e
RP negativo (41).

O estudo clinico IBCSG 18-98 / BIG 1-98 comparou (A) tamoxifeno (5
anos) com (B) letrozole (5 anos), com (C) tamoxifeno (2 anos) seguido de
letrozole (3 anos), com (D) letrozole (2 anos) seguido de tamoxifeno (3 anos). O
recrutamento foi completado em maio de 2003, com a inclusdo de 8.028
pacientes e analise de 8010 pacientes ,. os primeiros resultados, baseados na
comparagao entre os bragos com inicio do tratamento com letrozole (bragos B e

D) contra o tamoxifeno ( bragos A e C ) demonstram, apdés um acompanhamento
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mediano de 25,8 meses (41) uma diferenga estatisticamente significante em SLD,
tempo de recorréncia, e SL de metastase a distancia, que favorece o uso do
letrozole.
b) Sequéncia tamoxifeno seguido de IA

No pequeno estudo clinico italiano Tamoxifeno Arimidex (ITA), 426
pacientes na pés-menopausa foram tratadas com tamoxifeno adjuvante por cerca
de 2 anos, e dai continuaram o tratamento com tamoxifeno ou com anastrozole
por um total de 5 anos de hormonioterapia adjuvante. Uma analise atualizada,
apés um acompanhamento mediano de 36 meses, confirma que o risco de
recidiva foi estatisticamente menor no brago sequencial com melhora
estatisticamente significante na SLR e na sobrevida livre de recidiva local (42).

O Estudo Intergrupo do Examestano (IES/ BIG 2-97) (44) foi um grande
estudo clinico duplo-cego, randomizado, que envolveu 4.742 mulheres na pos-
menopausa com RE positivo ou CM com RH desconhecido, que estavam em
remissdo da doenga apds completarem 2 a 3 anos de terapia adjuvante com
tamoxifeno. As pacientes foram randomizadas para receber examestano ou para
continuarem com tamoxifeno até completarem 5 anos de hormonioterapia
adjuvante. Em uma terceira analise interina, com um acompanhamento mediano
de 37,4 meses (45) o HR da SLD (desfecho primario) e do CM contralateral,
mostraram uma redugao estatisticamente significante no grupo do examestano
quando comparado ao grupo do tamoxifeno. Até o momento, apenas uma
tendéncia de melhora na SG pdde ser observada em favor do brago sequencial.

Os resultados do ABCSG 8 (2.262 pacientes na menopausa com CM

responsivo a hormonioterapia) e do ARNO 95 (962 pacientes na menopausa com
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CM responsivo a hormonoterapia) foram combinados (3.244 pacientes) para a
analise de eficacia da troca do tamoxifeno adjuvante para o anastrozole, apds 2
anos de tamoxifeno (46). Em um acompanhamento mediano de 28 meses, houve
uma redugdo estatisticamente significante de 40% nos eventos, que incluem
recorréncias, CM secundarios e mortes, além de uma melhora altamente

significativa na SLR a distancia no brago do anastrozole.

c) Uso estendido do IA

Um grande estudo clinico foi projetado para testar se a estensédo de
tratamentos adjuvantes além de 5 anos com um |A poderia melhorar o desfecho
clinico de SLR. No estudo clinico NCIC CTG MA.17 / BIG 1-97, 5.187 mulheres
na pos-menopausa foram tratadas aproximadamente 5 anos (4,6 a 6 anos) com
tamoxifeno e apods receberam de forma randomizada letrozole ou placebo por um
periodo adicional de 5 anos Uma primeira analise interina (47), apos um
acompanhamento mediano de 2,4 anos, mostrou um aumento estatisticamente
significante da taxa de SLD no grupo do letrozole, com uma diferenca absoluta de
2.2% e com projecdo atuarial de 6% na taxa de eventos em 4 anos. Esta
diferenca robusta e inesperada levou a uma abertura precoce do estudo. Na
atualizagdo dos dados, com um acompanhamento mediano de 30 meses |,
persiste o beneficio em SLD e SLD a distancia. A sobrevida geral ndo difere entre
os dois grupos, mas no subgrupo de pacientes com linfonodos axilares positivos o
uso do letrozole produz melhora significativa na sobrevida (RR 0,61 ;IC 0,38-0,98

) (48).
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Perfil de seguranga dos IA (Tabela 3)

Dados todos os estudos clinicos positivos e a perspectiva otimista de que
os beneficios de SG surgirdo com maiores periodos de acompanhamento, as
principais preocupagdes com o uso adjuvante dos IA sdo os seus efeitos
colaterais a longo prazo. Enquanto mostrou-se que o tamoxifeno previne a perda
0ssea e mantém um balanco lipidico apropriado, os Al podem afetar o
remodelamento 6sseo e o balancgo lipidico devido a deprivagdo hormonal mais
intensa . Varias questbes de seguranca, incluindo as fraturas Osseas, as
mudancas no perfil lipidico, os eventos cardiacos e vasculares, foram definidos
como sendo importantes para investigagcdes clinicas especificas. A Tabela 3
resume 0 nosso conhecimento atual neste campo, apés um acompanhamento
relativamente pequeno.

No estudo clinico ATAC, as pacientes tratadas com anastrozole tém taxas
significantemente menores de fogachos, sangramento e secregao vaginal, cancer
endometrial, e de eventos cerebrovasculares ou tromboembdlicos venosos, do
que aquelas que receberam tamoxifeno. Por outro lado, mulheres tratadas com
anastrozole mostraram taxas significantemente maiores de sintomas articulares e
fraturas ésseas (45).

Os resultados disponiveis do estudo clinico ABCSG 8 / ARNO 95 (46)
demonstraram significativo aumento de fratura (p=0,015) e menos tromboses
(p=0,034) no braco do anastrozole em relagao ao do tamoxifeno

Em comparagdo com o placebo (estudo clinico MA.17) (48), o letrozole

induziu mais artralgias e fogachos, mais osteoporose, enquanto houve uma
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incidéncia ligeiramente maior de fraturas 0sseas e eventos cardiovasculares ndo
estatisticamente diferente daquelas taxas observadas no grupo do placebo.

Em comparagdo com o tamoxifeno (BIG 1-98) (42), o letrozole induziu
significantemente um maior numero de fraturas ésseas, eventos cardiacos e
hipercolesterolemia. O tromboembolismo, cancer de endométrio e sangramento
vaginal foram mais frequentes no brago do tamoxifeno Em relagdo as doengas
isquémicas cardiovasculares, as incidéncias relatadas at¢é o momento ndo sao
estatisticamente significantes (1,4% para o letrozole versus 1,2% para
tamoxifeno).

Em comparagdo com o tamoxifeno, o examestano induziu menos eventos
tromboembdlicos venosos e menos sintomas ginecologicos (Tabela 3). Em
contraste, as artralgias foram mais comuns e uma atengao particular devera ser
dada aos eventos cardiovasculares, que por enquanto nao foram
significantemente maiores no grupo do exemestano (45).

O dados de maior longo-prazo sao aguardados.

Recomendacgdes para a pratica clinica diaria

Dado o rapido crescimento do conhecimento adquirido a partir destes
estudos clinicos adjuvantes, houve uma tentativa de produzir regras terapéuticas.
Neste contexto, o “ASCQO’s 2005 Technology Assessment Committee” concluiu
que a hormonioterapia adjuvante para mulheres com CM RH positivo na pds-
menopausa deveria incluir um |A como terapia inicial ou como tratamento

posterior ao tamoxifeno (49). No entanto, baseado nos estudos clinicos
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publicados, ainda ndo é possivel determinar a estratégia ideal eindividual para
cada paciente.

Em 2005, trés categorias de responsividade do CM foram identificadas pelo
Painel de Consenso de St. Gallen (8): aqueles tumores com responsividade
enddcrina, aqueles com responsividade enddcrina incerta, e aqueles sem
responsividade ou chance de resposta enddcrina. Provavelmente, os pacientes do
primeiro grupo terdo maior beneficio com a hormonioterapia sozinha, enquanto
que aqueles do ultimo grupo se beneficiardo da QT sozinha. O uso adjuvante da
QT seguido de hormonioterapia deve ser priorizado para o recém definido grupo
intermediario.

Devemos salientar que a responsividade a hormonioterapia esta se
tornando o principal aspecto para a tomada de decisdo na terapia adjuvante,
seguida do risco de recidiva. O tamoxifeno, |As , ou uma sequéncia de
tamoxifeno seguida por IA sdo consideradas opgdes validas pelo Painel do
Consenso de St. Gallen, e estas escolhas devem ser baseadas nas comorbidades

dos pacientes ou na preferéncia do médico.

A esperanca do futuro: a escolha da hormonoterapia adequada baseada no perfil

molecular do tumor

Os esforgcos das pesquisas atuais estdo voltados para a descoberta de
assinaturas moleculares que possam identificar aquelas pacientes mais
responsivas ao tamoxifeno ou aos IA. A hipdtese € a de que o primeiro grupo de

pacientes sera um candidato ideal para a estratégia de sequenciamento,
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enquanto ao ultimo grupo deveria ser oferecido um IA diretamente (“up-front”). No
entanto, atualmente nenhuma destas abordagens mostrou evidéncias cientificas
com nivel-1. Os dados mais maduros sao aqueles gerados por Paik e
colaboradores (nivel-2): seu escore de recorréncia, obtido da avaliagdo por RT-
PCR de 21 genes em material de tumores embebidos em parafina, obtidos de
pacientes com CM com linfonodos axilares negativos, identifica um grupo de

mulheres com excelente progndstico apds o uso do tamoxifeno adjuvante (50).

2. Paciente com CM em estadios iniciais e na pré-menopausa

A administracdo 6tima da hormonioterapia em pacientes com CM na pré-

menopausa em estadios iniciais continua sendo uma area de incertezas.

Revisdo do EBCTCG

Em 2005, a revisdao do EBCTCG, incluindo quase 8.000 mulheres com
idade abaixo de 50 anos, apresentando CM em estadios iniciais com RE positivo
ou desconhecido, com pelo menos 5 anos de acompanhamento, confirma o
impacto positivo da ablagcado ovariana (AO), da supressao ovariana ou de ambos
os procedimentos na recorréncia e morte por CM (1). No entanto, estes efeitos
nao sao tdo marcantes quanto os observados em meta-analises preliminares,
quando a AO nao havia sido testada contra a terapia sistémica eficaz .. Os dados
nao indicam que os efeitos sejam diferentes entre a AO e a supressao ovariana e

entre mulheres com idades inferior a 40 anos e idades entre 40 e 49 anos.
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Ablagao ovariana (AO)

a) AO como alternativa a QT (tabela 4)

O estudo clinico ZEBRA (51) € o maior estudo que comparou diretamente a
supressao ovariana com a QT. Este estudo randomisado incluiu 1.640 mulheres
na pré-menopausa com CM apresentando linfonodos axilares comprometidos,
que receberam 6 ciclos de CMF ou 2 anos de goserelina. Num acompanhamento
mediano de 6 anos, para as mulheres com tumores com RE positivo, os dois
bragos resultaram numa SLD e SG equivalentes. Em contraste, o regime CMF
proporcionou uma SLD e SG superior a goserelina no subgrupo de mulheres com
RE negativo.

Os estudos clinicos escocés (52), escandinavo (53) e o alemao (54) nao
demonstraram diferencas estatisticamente significantes entre o CMF e a AO em
termos de SLD e SG. Interessante notar que o estudo escocés demonstrou uma
melhora na sobrevida nos sub-grupos de mulheres com niveis significantes de RE
que foram tratadas com AO e nas mulheres com escores baixos de RE tratadas
com 6 meses de CMF oral.

Os estudos comparando a AO mais o tamoxifeno contra a QT nas mulheres na
pré-menopausa com tumores com RH positivo ndo demonstraram diferencas
significantes na SLD e na SG (tabela 5).

O estudo clinico GROCTA, que recrutou 244 pacientes com CM e linfonodos
axilares positivos, comparou a AO (por cirurgia, radioterapia ou 2 anos de
goserelina) mais 5 anos de tamoxifeno com 6 ciclos de CMF oral (55). Num

seguimento de 76 meses, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre

51



as duas abordagens de tratamento em termos de SLD e SG. Este estudo foi
considerado com baixo poder estatistico, particularmente para a sobrevida.

No estudo clinico FASG 06, trés anos de triptorelina mais tamoxifeno foram
comparados com 6 ciclos de FECsyg em 333 pacientes com CM em estadios
iniciais com linfonodos axilares positivos (56). Num seguimento mediano de 54
meses nao houve diferencga estatisticamente significante na SLD e na SG entre os
dois bragos de tratamento.

Outro estudo clinico francés (57) que comparou FAC com a AO e o tamoxifeno
em 162 pacientes com CM com linfonodos axilares positivos foi fechado
precocemente devido ao baixo recrutamento e portanto foi considerado como de
baixo poder estatistico.

O estudo clinico ABCSG 5 comparou a goserelina por 3 anos mais o
tamoxifeno por 5 anos com 6 ciclos de CMF endovenoso em 1.045 pacientes (58).
Num seguimento mediano de 42 meses, a hormonoterapia combinada resultou
numa melhora estatisticamente significante na SLD em comparagdo com o CMF,
com nenhuma diferenga na SG.

Um estudo recente comparou 2 anos de leuprorelina com 6 ciclos de CMF
endovenoso em 599 pacientes com CM e axila positiva. Este estudo falhou em
demonstrar diferenga na SLD e na SG (59).

Infelizmente, a relevancia clinica destes estudos € prejudicada pela auséncia
do tamoxifeno nos bragos com QT, além do uso de regimes diferentes de CMF

(com uma variada propenséo a faléncia ovariana).

b) AO seguindo a QT (tabela 6)
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A amenorréia que segue a QT mostrou ter impacto na sobrevida (60). Os
estudos clinicos incorporando a AO apds a QT adjuvante ndo estabeleceram
beneficio definitivo; no entanto, o subgrupo de pacientes com RH positivo que ndo
se tornaram amenorréicas com a QT podem se beneficiar da adicdo da AO
(IBCSG V) (61).

O Intergrupo 0101 (62) € um estudo randomisado envolvendo 1.504 pacientes
em pré-menopausa, que compara 6 ciclos de FAC com 6 ciclos de FAC seguido
de um agonista LH-RH por 5 anos, ou 6 ciclos de CAF seguido da combinagao
LH-RH mais tamoxifeno por 5 anos. Em 5 anos de seguimento, somente o brago
contendo tamoxifeno demonstrou uma melhora estatisticamente significante na
SLR.

O estudo clinico PERCHE coordenado pelo IBCSG recrutara 1.750 mulheres
na pré-menopausa com CM em estadio inicial com RH positivo para avaliar a
eficacia e a seguranga da adicdo da QT adjuvante a AO mais tamoxifeno ou a AO

mais exemestano por 5 anos (www.ibcsg.org).

Hormonioterapia combinada

Poucos estudos clinicos compararam tamoxifeno com ou sem AO (tabela 7) e
somente estudos clinicos muito recentes de recrutamento recém iniciado estao
investigando a AO em associagdo com os IA. O estudo ZIPP (63) incluiu 2.631
mulheres randomizadas em 4 bragos: um brago com 2 anos de tamoxifeno, outro
com 2 anos de agonista LHRH, outro com a combinag¢ao dos dois e outro brago

controle sem nenhum tratamento. Num seguimento mediano de 4,3 anos, houve
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uma diferenga estatisticamente significante na sobrevida livre de eventos e na SG
favorecendo o brago com agonista LHRH. O INT 0142 foi um estudo clinico
prospectivo e randomizado desenhado para comparar a SLD, a SG e a qualidade
de vida do uso de tamoxifeno adjuvante por 5 anos sozinho ou com a AO. O
estudo recrutou muito lentamente e foi fechado antes de obter o seu numero
planejado de pacientes. Desta forma, as analises de sobrevida ficaram
prejudicadas (64).

O tamoxifeno sozinho pode também ser uma terapia adjuvante eficaz, mas
nao existem estudos clinicos comparando a sua eficacia com a QT ou com a AO
no tratamento adjuvante.

Os dois estudos clinicos coordenados pelo IBCSG e que vao ser realizados
pelo BIG irdo contribuir para responder a estas questdes importantes. O SOFT é
um estudo de fase Ill em andamento que tem por objetivo a inclusdo de 3.000
pacientes e que vai comparar a eficacia da AO associada ao tamoxifeno ou ao
examestano, com o tamoxifeno sozinho nas mulheres em pré-menopausa com
tumores RH positivo. O TEXT €& um estudo clinico de fase Il randomizado que vai
incluir 1.845 pacientes na pré-menopausa com RH positivo, que vai avaliar a
eficacia e a seguranga da AO (LHRH) mais o examestano comparado com a AO

mais o tamoxifeno por 5 anos (www.ibcsg.org).

O estudo clinico ABCSG-12 é outro estudo em andamento com um
recrutamento planejado de 1.250 mulheres na pré-menopausa com RH positivo e
CM em estadio inicial, que compara a hormonioterapia adjuvante com a

supressao ovariana (goserelina) mais anastrozole ou tamoxifeno por 3 anos (65).
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V. Novos agentes biolégicos

1. Trastuzumab

O trastuzumab é um anticorpo monoclonal que tem como alvo o receptor do
fator de crescimento epidérmico tipo 2 (HERZ2), um receptor de tirosina-quinase de
superficie celular que esta superexpresso em 25% a 30% dos CM (66). E um
agente ativo no CM como medicamento isolado e mostrou que, quando
combinado com QT no CM avangado, prolonga a sobrevida (67). Esta atividade
na doenca metastatica e a associacdo conhecida da superexpressao do HERZ2 e
0 mau prognostico, fizeram com que fossem langados os estudos clinicos

examinando o papel adjuvante no CM em estadios iniciais.

Existem & estudos clinicos randomizados do uso de trastuzumab na
adjuvancia que recrutaram mais de 14.500 mulheres com CM em estadio inicial,
com superexpressdo do HER-2, com linfonodos axilares positivos ou com
linfonodos axilares negativos e alto risco. Os resultados extremamente positivos
em termos de SLD (31,68-70) e de significancia estatistica em SG (70), fizeram
com que o trastuzumab fosse aceito com parte do tratamento padrao das

mulheres com CM HER-2 positivo. Os resultados sao resumidos na tabela 8.

O estudo NSABP B-31, um estudo clinico de fase lll patrocinado pelo Instituto
Nacional do Cancer dos EUA, randomizou 2.700 pacientes para receber AC
seguido por paclitaxel sozinho ou em combinagcdo com trastuzumab semanal por

um total de 52 semanas. O desfecho primario foi a SG.
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O estudo clinico NCCTG N9831 tinha um recrutamento planejado de 3.300
pacientes que foram randomizadas para receber um de trés bragos de tratamento:
AC por 4 ciclos seguido de paclitaxel semanal por 12 ciclos, AC seguido de
paclitaxel semanal seguido de trastuzumab semanal por 1 ano ou o mesmo
esquema de QT com o trastuzumab administrado concomitantemente em
combinacdo com o paclitaxel. O Instituto Nacional do Cancer decidiu fazer uma
analise conjunta dos estudos clinicos NSABP B-31 e NCCTG N9831 com o

objetivo de aumentar o poder de comparagao dos tratamentos.

A andlise conjunta de dois bragos controle com dois bragos de trastuzumab
em margo de 2005 demonstrou 133 eventos no grupo tratuzumab e 261 eventos
no grupo controle (recidiva, segunda neoplasia e morte antes da recidiva ) com
uma diferenga absoluta de 12% na SLD em trés anos . O uso de tratuzumab foi

associado a uma redugdo em risco de morte de 33% ( p=0,015) (70)

O estudo clinico HERA, uma colaboragdo do BIG (Grupo Internacional da
Mama), da industria farmacéutica Hoffmann-La Roche, de grupos colaborativos
nao-afiiados e de centros independentes, investiga o papel do trastuzumab
independentemente do regime de QT neo/ adjuvante prévio em 5.082 pacientes.
Neste estudo de 3 bragos, o trastuzumab é administrado a cada 3 semanas por 1

ou 2 anos e comparado com o brago observagao. O desfecho primario € a SLD.

Na primeira analise interina em 1 ano, a comparagé&o do grupo trastuzumab
por 1 ano com o grupo controle demontra 127 e 220 eventos , respectivamente

(recidiva, céncer contralateral,segunda neoplasia ou morte ), representando um
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HR de 0,54 (,54-0,67 ;p<0,0001) . O beneficio absoluto em SLD em 2 anos € de

8,4% , sem diferenga significativa em sobrevida geral (68).

A SG mostrou-se significantemente maior nos estudos americanos, enquanto
apenas uma tendéncia favoravel emergiu para o estudo HERA (HR 0,78, valor p
nao significante), devendo-se observar que que este apresentou o seguimento
mais curto (1 ano ao invés de 2 anos). A insuficiéncia cardiaca congestiva grave é
um efeito adverso potencial do trastuzumab nos trés estudos clinicos: o risco
parece ser maior nos estudos clinicos americanos, que iniciaram o trastuzumab
mais cedo do que no estudo HERA, onde o trastuzumab foi administrado apds o
fim da QT e da radioterapia adjuvante. Um seguimento mais longo & essencial

para quantificar melhor o risco nestes trés estudos clinicos.

O estudo clinico BCIRG 006 tem 3 bragos comparando 4 ciclos de AC
seguidos de docetaxel (AC-T) a cada 3 semanas com 4 ciclos de AC seguidos de
docetaxel (AC-TH) a cada 3 semanas concomitante com trastuzumab semanal
(seguido de a cada 3 semanas) por 1 ano, ou carboplatina e docetaxel a cada 3
semanas por 6 ciclos concomitante com trastuzumab semanal (seguido de a cada
3 semanas)(TCH) por 1 ano. O recrutamento foi completado com 3.222 pacientes.
A primeira analise interina conduzida com 322 eventos em um seguimento
mediano de 23 meses demonstrou que ambos os bragos contendo trastuzumab
alcangaram o desfecho primario, a SLD (HR 0,49 com AC-TH, p=0,00000048 e
HR 0,61 com TCH, p=0,00015 (quando comparado com o AC-T). Nao houve
diferenga estatisticamente significante entre os dois bragos contendo

trastuzumab. Um seguimento mais longo é necessario para confirmar se regimes
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sem antraciclinas e com trastuzumab terdo a mesma eficacia de regimes
baseados em antraciclinas. A incidéncia de eventos cardiacos sintomaticos foi de

1,2% no brago AC-T, 2,3% no brago AC-TH e 1,2% no brago ACT (31).

O pequeno estudo clinico FinHer randomizou 232 pacientes apos receber 3
ciclos de docetaxel (a cada 3 semanas) ou 8 ciclos de vinorelbina semanal, para
receber 3 ciclos de FEC (5-fluorouracil 600mg/m?, epirrubicina 60mg/m?,
ciclofosfamida 600mg/m?), com ou sem administracdo de trastuzumab. Com 38
meses de seguimento mediano, este estudo demonstrou um HR de 0,43 para a
SLD em trés anos no brago contendo trastuzumab, mas sem alcancar
significancia na sobrevida (69). O decréscimo da fragcdo de ejecdo ventricular
esquerda de mais de 15 pontos percentuais ocorreu em 3,5% das pacientes
tratadas com trastuzumab contra 6% das pacientes que n&o receberam

trastuzumab.

2. Perspectivas

Varios novos agentes parecem ser bom candidatos para a incorporagido nos
regimes de tratamento adjuvante do CM. Para eles, ainda estdo faltando dados
sobre a biodisponibilidade, seguranga e eficacia na doenga avangada. Quatro

exemplos s&o citados abaixo.

O antigeno HER-2 é um antigeno atrativo para uma vacina, ja que se encontra

superexpresso em algumas células tumorais e é conhecido por suas propriedades
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imunogénicas tanto em modelos animais (71) como em humanos (72). Existem
boas razbes para especular que as vacinas de HER-2 com capacidade de
provocar resposta humoral como de células T, poderiam ser mais eficazes do que
a terapia com anticorpo monoclonal sozinha, pelo menos em alguns pacientes
com CM. Baseado neste principio, estudos de fase | estdo em andamento com a
vacinagao no tratamento adjuvante de pacientes com CM de alto risco, com o
objetivo de avaliar a seguranga e a imunogenicidade de vacinag¢des seriadas da

proteina recombinante do HER-2 (GSK 719125).

Um fator contributivo para a falha tardia do trastuzumab poderia ser a ativagao
colateral de outros membros da familia do HER nas células tumorais (73). O
desenvolvimento de outras terapias-alvo contra multiplos membros da familia
HER poderia ter um grande impacto na inibicdo da proliferacdo celular e da
angiogénese. O CI 1033 é um agente oral alvo que interfere diretamente no sitio
de ligagdo do ATP dos membros da familia do HER (EGFR, HER2, HER3, HER4),
resultando na inibicdo irreversivel da ativagdo destes receptores e sua
subsequente ativagdo do sinal intracelular (74). Os estudos de fase | usaram
doses de 2mg a 1000 mg em esquemas semanais e diarios. Os efeitos adversos
mais comuns foram diarréia, rash, nauseas e vOmitos em baixo grau. Os
resultados de um estudo aberto, randomizado, multicéntrico de fase Ib em 168

pacientes com CM metastatico, com 3 niveis de dose sao aguardados.

O lapatinib € um inibidor reversivel potente das tirosina-quinases HER-1 e
HER-2. Este agente induz a parada do crescimento tumoral e/ou a apoptose

celular nas linhagens de células tumorais dependentes do HER-1 e do HER-2

59



(75). E um medicamento oral bem tolerado em estudos de fase | como agente
isolado. As doses utilizadas variaram de 175 a 1800mg/dia. Os efeitos adversos
mais importantes observados foram rash cutaneo, diarréia, anorexia, fadiga,
estomatite, nausea e vémito, geralmente de graus 1 ou 2 (76). Este medicamento
também foi avaliado em estudos de fase | em combinagdo com QT (paclitaxel)
(77), trastuzumab (78) e letrozole (79). Estudos de fase Il e de fase Ill como
agente unico ou em combinagdo com estes agentes estdo em anadamento no CM
avancado e no CM inflamatério (EGF 30008, EGF 30001, EGF 100151, EGF

20008) (www.clinicaltrials.gov).

O RADO0O0O1 é um inibidor oral potente da via mTOR, que exerce um papel
central na regulagao do crescimento celular e na sobrevida e angiogénese do CM.
Os resultados de estudos pré-clinicos com o RAD 001 mostraram alta
sensibilidade das linhas celulares do CM in vitro a este agente (80). A combinagao
do RAD 001 com o letrozole in vitro demonstrou efeitos aditivos/sinergisticos na
inibicado da proliferacdo das células de cancer de mama MCF7 que expressavam
aromatase (81). Um estudo clinico de fase | (82) conduzido em pacientes com CM
metastatico tratadas com letrozole por no minimo 4 meses nao demonstrou
respostas objetivas. A combinagdo de letrozole (2,5mg/dia) e RADO001 (até
10mg/dia) demonstrou um bom perfil de toxicidade, sem toxicidades graus 3/4.

Uma resposta completa foi observada.

O desafio para os proximos anos sera encontrar a melhor maneira de
introduzir esses novos agentes no tratamento adjuvante do CM que

superexpressa HER-2.
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Tabela 1: Taxanos no contexto adjuvante

Estudo Eligibilidade Pacientes (n) Regimes Seguimento Desfecho Comentarios
(meses)
Monoterapia com Paclitaxel
CALGB9344 Metastases em LN 3121 ACx 4 69 Aumento da SLD (HR Anélise de subgrupo mostrou maior beneficio do
Henderson IC e col, JCO 2003 ACx4 —>Px4 0,83;1C0,73-0,94) e paclitaxel em casos de RE
(A=60,75 or 90) aumento da SG (HR negativo/desconhecido

0,82;1C 0,71-0,95)
NSABP B28 Metastases em LN 3060 AC x 4 64 Aumento da SLR (HR  Paclitaxel foi igualmente efetivo em RE positivo
Mamounas EO e col, JCO ACx4 —>Px4 0,83; 1C 0,73-0,95) e RE negativo
2005 Sem diferencas na SG
MDACC NO ou metastases em 524 FAC x 4 60 Sem diferencas Tendéncia ndo-significativa sugerindo beneficio
Buzdar e col, LN (neocadjuvante 174 e Px4 — FACx4 significativas na SLR do paclitaxel em pacientes com RE negativo
Clin Canc Res, 2002 adjuvante 350)
Monoterapia/combinagdo com Docetaxel
BCIRG 001 SLD: beneficio absoluto  Pareceu haver maior beneficio no subgrupo com
Martin M e col, N Engl J Med,  Metéstases em LN 1491 FAC x 6 55 de 7% em 5 anos (HR 1-3 linfonodos positivos, ndo confirmado pela
2005 DACx 6 0,72); aumentoda SG  andlise de Cox

(HR 0,70)
NSABP B-27 Tratamento 2411 AC x4 Sem diferengas
Bear HD et al neoadjuvante ACx4 —>Dx4 significativas na SLD e
Breast Cancer Res Treat, 2004 na SG
PACS 01 Metastases em LN 1999 FEC (100) x 6 60 SLD melhorou com Havia mais pacientes com receptores negativos
Fumoleau RH, e col, Breast FEC(100) x 3 — Dx3 docetaxel (HR 0,83;IC  no grupo FEC100 (22 vs 19%); mulheres com
Cancer Res Treat, 2004 0,69-0,99); mais de 50 anos e aquelas com 1-3 linfonodos

SG também foi melhor  positivos tiveram maior beneficio

(HR0,77)
US Oncology 9735 Estédio I-1ll 1015 ACx 4 43 N&o relatado Necessério seguimento a longo prazo
Jones SE et al ASCO, 2001 Com ou sem DCx4

metastases em LN

E 2197 S/ metastases em 2952 AC x4 59 Sem diferengas Desfecho melhor do que o esperado para os
Goldstein LJ e col, ASCO 2005 linfonodos (T>1cm) ou AD x 4 significativas na SLD ou  dois esquemas terapéuticos

¢/ metastases em LN

na SG

D=docetaxel; F=5-fluorouracil, A=doxorubicina, C=ciclofosfamida; E=epirubicina; P=paclitaxel; SLR = sobrevida livre de recorréncia; SLD= sobrevida livre de doenca; SG= sobrevida global;
HR= hazard ratio; IC= intervalo de confianga; RE=receptor de estrogénio; LN: linfonodos
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Tabela 2.Ensaios clinicos de fase lll, de tratamento adjuvante, incluindo o uso de inibidores da aromatase em pacientes p6s-menopausicas

Estudo | Caracteristicas Bragos de tratamento Segui Resultados (Hazard Ratio) Comentarios
e numero de ment
pacientes 0 SLD SG TR CMCL TRD
(m)
ATAC 84%RH + Tamoxifeno x 5 anos 68 0,87 (0,78- 0,97 (0,85- 0,79 (0,70- | 0,58 (0,38-0,88) | 0,86 (0,74-0,99) Anédlise de subgrupo para SLD:
Trialists | 61% N neg Anastrozole x 5 anos 0,97) 1,12) 0,90) p=0,01 p=0,04 RH+: 0,79
group 64% tu < 2cm Tamoxifeno + Anastrozole p=0,01 p=0,7 p=0,0005 RE+RPg+: 0,84
20% QT (descontinuado) RE+RPg-: 0,43
9.366
Estudo | 81% RH+ Tamoxifeno 5 anos 374 0,73 (0,62- 0,83 (0,67- N&o relatado | 0,50 (0,26-0,97) Né&o relatado Impacto deletério ndo significativo na
IES 51% N neg Tamoxifeno 2-3 anos — 0,85) 1,02) P=0,04 qualidade de vida (FACT-ES) (Fallowfield
BIG297 | 37% QT Exemestano 2-3 anos p=0,0001 p=0,08 LJ e col, Breast Cancer Res Treat 2004)
4.742
Estudo | Todos RE+ N+ Tamoxifeno 5 anos 52 0.35(0.18- | Néaorelatado | Nao relatado N&o relatado Néo relatado HR da SLP 0,43 (0,25-0,73) p=0,001
ITA 426 Tamoxifeno 2-3 anos — 0.68)
Anastrozole 2-3 anos p=0.001
(SLE)
BIG 1-98 | Todos RH+ A. Tamoxifeno 5 anos 25,8 0,81 (0,70- 0,86 (p=0,16) 0,72 0,4% v 0,7% 0,73 (p=0,0012) Anélise de subgrupo
52% N- B. Letrozole 5 anos 0,93) (p=0,0002) (p=0,125) N+ HR 0,71
37% tu>2cm C. Tamoxifeno 2 anos— p=0,003 QT prévia HR 0,70
25% QT Letrozole 3 anos
8.028 D. Letrozole 2 anos— em 5 anos
Tamoxifeno 3 anos
MA.17 98% RH+ Tamoxifeno 4,5-6,0 anos — 24 0,58 0,82 (0,57- Recorréncia local ou & distancia, ou cadncer de mama Anélise de subgrupo:
BIG 1-97 | 50% N- Placebo anos | (p=0,00008) 1,19) p=0,30 contralateral N+ (redugdo de risco de 40%) e N-
46% QT Tamoxifeno 4,5-6,0 anos — 0,57 (0,43-0,75) (redug@o de risco de 53%) para SLD em 3
5.187 Letrozole 5 anos em 4 anos p=0,00008 anos no brago do letrozole
Beneficio na sobrevida em N+
Sem impacto deletério na qualidade de
vida (SF-36 e MENQOL)
ABCSG 8/ | Todos RH+ Tamoxifeno 5 anos 26 0,60 (0,44- 0,76 (0,52- Néo relatado 0,61 (0,42-0,87) p=0,0067
ARNO 95 | 74% N- Tamoxifeno 2 anos — 0,81) 1,12) p=0,16 J
70% T1 Anastrozole 3 anos p<0,0009 SLRD
3.123 (SLE)

SLD: sobrevida livre de doenga; SG= sobrevida global; TR: tempo para recorréncia; CMCL: cancer de mama contralateral; TRD: tempo para recorréncia a distancia; RH: receptor hormonal;
RE: receptor de estrogénio; RPg: receptor de progesterona; SLE: sobrevida livre de eventos; SLRD: sobrevida livre de recorréncia a distancia; QT: quimioterapia; tu: tamanho tumoral; SLP:
sobrevida livre de progresséo.
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Tabela 3. Risco associado ao tratamento adjuvante com inibidores da aromatase (1A) (IA versus tamoxifeno em todos os estudos,

exceto MA.17: |A versus placebo)

Eventos 0sseos Eventos vasculares Outros
Anastrozole Artralgias Cardiovasculares Cancer invasivo de endométrio
(ensaios 35,6% vs 29,4% (p<0,0001) 4,1% vs 3,4% (p=0,1) RC 1,23 (ATAC) 0,2% vs 0,8% (p=0,02) RC 0,29 (ATAC)
RC 1,32 (1,19-1,47) (ATAC) 0,37% vs 0,19% (p=0,51) RC 2,0 (ABCSG8/ARNO) 1 vs 7 eventos (p=0,069) (ABCSG8/ARNO)
clinicos ATACe 19% vs 16% (p=0.05) RC 1,25
ABCSG8/ARN (ABCSG8/ARNO95) Cerebrovasculares Fogachos
2,0% vs 2,8% (p=0,03) RC 0,70 (ATAC) 35,7% vs 40,9% (p<0,0001) RC 0,80 (ATAC)
095) Fraturas 48% vs. 50%(p=0.034); RC=0.92
11% vs 7,7% (p<0,0001) Tromboembdlicos venosos (ABCSG8/ARNO)
RC 1,49 (1,25-1,77) (ATAC) 2,8% v 4,5% (p=0,0004) RC 0,61 (ATAC)
2,0% vs 1,0% (p=0,01;NS) RC 2,14  12% vs. 3% (p=0.034); RC 0.25 Sangramento vaginal
(ABCSG8/ARNO95) (ABCSG8/ARNO) 5,4% vs 10,2% (p<0,001) RC 0,50 (ATAC)
18% vs 17% (p=0.93) (ABCSG8/ARNQ)
Corrimento vaginal (ATAC)
3,5% vs 13,2% (p<0,0001) RC 0,24
Letrozole Artralgias Cardiovasculares Cancer de endométrio
25% vs 21% (p<0.001) (MA.17) 5.8% vs. 5.6% (p=0.76) (MA.17) 0.1% vs. 0.3% (p=0.18) (BIG 1-98)
(MA.17 e BIG 20.3 v 12.3% (p<0.001) (BIG 1-98) 1.4% v 1.2% (p=0.28) (BIG 1-98) 5.8% vs 5.6% (p=0.76) (MA 17)
1-08 trials) Fraturas Fogachos
5,7% vs 4% (p=0,001) (BIG 1-98) 47,2% vs 40,5% (p<0,001) (MA.17)
5,3% vs 4,6 % (p=0,25) (MA.17) 33.5% vs. 38.0% (BIG 1-98)
Exemestano Artralgias Cardiovasculares Sintomas ginecolégicos
0, 0, 0, 0, - . 0, 0, -
(ensaio linico 19,8% vs 13,1% (p<0,001) 0,9% vs 0,4% (p=0,02; NS) 14.3% vs 17.8% (p=0.002)
IES) Fraturas Tromboembdlicos venosos Fogachos
3,1% vs 2,3% (p=0,08) 1,9% vs 3,3% (p<0,001) 42% vs 40% (p=0,28)

RC: razéo de chances
NS : ndo-significativo



Tabela 4. Ensaios clinicos randomizados avaliando ablagdo ovariana (AO) versus quimioterapia (QT) em pacientes pré-menopausicas com cancer

de mama em estadios iniciais

Caracteristicas B Segui :
Autor, ano e numero de ragos de mento Hazard ratio Comentarios
! . tratamento
pacientes (anos) SLE SLD SG
ZEBRA 70% 1-3 LN+, Aumento da SG em 270
Jonat e col; 25% 4-9 LN+ pacientes com RE+ que fizeram
Breast Cancer | 80% RE + Z X 2 anos AO; CMF melhor para RE- (RH:
Res Treat, Vs 6 ) 1,18 (1b0§'91’37) 1,21 969&;’49) 1,76; p=0,0006)
2000; JCO CMF x 6 P=0, P=0,
2002 1.640 Sem diferencas em relagéo ao
Status dos linfonodos
Scottish trial LN- or LN+ AO 0,95 (0,71-
Lancet 1993; | 60% RE+ Vs 1,26) 1,01 (0,74-1.37) | 400/ ge: d
Thomson, CMF oral x6t0 8 p=0,70 p=0,96 0 09: CTossoTEr 08
The Breast 107 i tratamentos ou TAM ou sem
2002 332 (+/- prednisolona) 1,00 (0,75 1,06 (0,78-1,44) "atfme.”tl" apos a randomizagao
1,32) 0=0,71 (potencial viés)
p=0,97
Seandinavian | Ut ST | 67% Vs 66% |  78% vs 82%
trial RH+ cm s 68 ] (emo g Znos; (emo g Znos; 68% das pacientes no brago do
Ejlertsen e col, CMF iv x 9 meses (ns) (ns) CMF ficaram amenorreicas
ASCO 1999 732
GABG IVA 93 Z X 2 anos
Von Minckwitz VS 49 0’81(2’8 622 A7)
ASCO 2004 | 771 CMF ivx 3 P=0,

SLE: sobrevida livre de eventos; SG: sobrevida global; SLD: sobrevida livre de doenca; RH: receptores hormonais; RE: receptor de estrogenio; C:
ciclofosfamida; M: metotrexate; F: 5-fluorouracil; AO: ablagdo ovariana; LN: linfonodos; TU: tumor; ns= sem significancia estatistica; iv: intravenoso; TAM:
tamoxifeno
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Tabela 5. Ensaios clinicos randomizados avaliando ablagao ovariana (AO) + Tamoxifeno vs quimioterapia (QT) em pacientes pré-menopausicas
com cancer de mama em estadios iniciais

Caracteristicas e Segui .
. Bragos de Hazard ratio -
Autor, ano nimero de tratamento mento Comentarios
pacientes (anos) SLR SLD SG

RE+ AO
GROCTA 86% LN+ (Cirurgia/Radioterapi
Boccardo F e | 91% pré- alZx2anos)+Tx5 76 Sem Sem . . ,

- . . Baixo poder para avaliar sobrevida

col, JCO, menopausa anos meses diferengas diferengas
2000 VS

244 CMF oral x 6
FASG 06 RH+ Triptoreline + T x 3 0 0
Roche He LN+ anos o4 7 /°o vs ' ;’S

- 80,9% 92,9%

col, ASCO S meses (0=0.12) (0=0,18)
2000 333 FEC50x 6 P=y, P=y,

RH+
Roche He LN+ AO + T x 2 anos 84 Sem Sem Baixo recrutamento, imbalango
col, ASCO 84% premenop 5] Meses - diferencas diferencas entre os bragos, fechado
1996 FAC x 6 ¢ ¢ prematuramente

162
ABCSG 5 RH+ Zx3anos+Tx5 9-anos :
JakeszRe | 50% LN+ anos 5 81% vs Sem
col. JCO, 5] y 76% diferengas
2002 1.045 CMF x 6 (i.v) (p=0,037)

RH+ - 0 0
Wallwiener | LN+ Leuprorelin x 2 anos 83% ;/s 98,7 /o0 VS

VS 80,9% 97,2%

ASCO 2004 ,

599 CMF (i.v) x 6 (ns) (ns)

SLR: sobrevida livre de recidiva; SG: sobrevida global; SLD: sobrevida livre de doenga; RH: receptores hormonais; RE: receptor de estrogenio; C:
ciclofosfamida; A: adriamicina; M: metotrexate; F: 5-fluorouracil; AO: ablagdo ovariana ; LN: linfonodos; TU: tumor; ns= sem significancia estatistica; Z:
Zoladex; i.v: intravenoso;
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Tabela 6. Ensaios clinicos randomizados avaliando quimioterapia (QT) vs QT+ AO + Tamoxifeno em pacientes pré-menopausicas com cancer de

mama em estadios iniciais

Caraf:terl’sticas e Bragos de Segui | Hazard ratio N
Autor, ano numero de tratamento mento Comentarios
pacientes (anos) SLD SG
Intergroup RH+ CAF x 6
0101 99% 1-3 LN+ Associagéo de T ao CAF aumentou
Davidsone | 29% <40 anos CAF x6 — Z x5 anos 6 o TR (valores-p unicaudais < 0,01)
col ) ) N&o houve avaliagdo de CAF x 6 —
ASCO 1999 | 1.504 CAFx6 —>Z+Tx5 T
anos
IBCSG VIlI 68% RE+ Zx 2 anos
JNCI, 2003 | T1-T3NO Analise de subgrupo: melhor
Pré e peri- | CMF x 6 57 | Sem diferencas Sem sobrevida para RE- tratado com
menopausa ’ ¢ diferengas CMF (comousem 2); Z
CMFx6 —>Zx1,5 equivalente a CMF para RE+
1.063 anos

SLE: sobrevida livre de eventos; SG:

sobrevida global; SLD: sobrevida livre de doenga; RH: receptores hormonais; RE: receptor de estrogenio; C:
ciclofosfamida; A: adriamicina; M: metotrexate; F: 5-fluorouracil; AO: ablagao ovariana ; LN: linfonodos; TU: tumor; ns= sem significancia estatistica; Z:
Zoladex ; T : Tamoxifeno; TR: tempo para recorréncia
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Tabela 7. Ensaios clinicos randomizados avaliando Tamoxifeno (T) vs T+ AO em pacientes pré-menopausicas com cancer de mama em

estadios iniciais

Caracteristicas e

Segui

Hazard ratio Comentarios
Autor, ano nimero de t?ar:agr(r)nse:ti mento
pacientes (anos) SLE SG
ZIPP trial 42% LN+ T x 2 anos
Lars 43% previous CT Z x 2 anos Melhor com Z | Melhor com Z e
ASCO, 1999 T+Zx2anos 43 | (RH0,77 (RH 0,84 tBr:{‘aerf:gﬁé”:gﬂsgﬂfe”ing e
2,631 Sem tratamento p=0,001) p=0,12, NS) )
hormonal
INT 0142 LN- T
Robert RH+ T+AO 5 Baixo poder Baixo poder Fechado prematuramente
ASCO03 345

SLE: sobrevida livre de eventos; SG: sobrevida global; SLD: sobrevida livre de doenga; RH: receptores hormonais; RE: receptor de estrogenio; C:
ciclofosfamida; A: adriamicina; M: metotrexate; F: 5-fluorouracil; AO: ablag&o ovariana ; LN: linfonodos; TU: tumor; ns= sem significancia estatistica; Z:

Zoladex
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Tabela 8. Ensaios clinicos randomizados de trastuzumab adjuvante em cancer de mama em estadios iniciais

Analise agrupada dos estudos HERA BCIRG 006 FINHER
NSABP-B31/ NCCTG- N9831
AC —»P AC—>P+T Observagéo Tx1ano* AC—D AC—DT  DCarboT  VouD— FECsT ou FECeo

N° pacientes 1679 1672 1693 1694 1043 1076 1076 1010 116 116
Tempo de (232)
seguimento 2 anos 1 ano ~2 anos ~3 anos
mediano
HR para sobrevida 0,48 0,54 0,49 (AC-DT) p<0,0001 0,42
livre de doenca (2p=3x 1012 (p <0,0001) 0,61 (DcarboT) p=0,0002 (p=0,01)
HR para tempo até 0,47 ND ND 0,29
recorrencia a (2p=8 x 10-10) (p=0,002)
distancia
HR para sobrevida ND 0,51 ND ND
livre de doenca a (p <0,0001)
distancia
HR para sobrevida 0,67 0,76 ND 0,41
global (2p=0,015) (p =0,26) (p=0,07)
Incidéncia 0,6% 4% 0,1% 05% 1,2% 2,3% 1,2% 3,5% 6%

cumulativa de
eventos cardiacos
graves

A: doxorrubicina; C: ciclofosfamida; P: paclitaxel;D: docetaxel; Carbo: carboplatina; T:trastuzumab HR: hazard ratio; ND: ndo disponivel

" Ainda sem resultados disponiveis para tratamento com trastuzumab x 2 anos
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Capitulo lll — Biologia Molecular do Cancer de mama e o uso de trastuzumab




Biologia molecular do cancer de mama

Os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento do CM tém sido
exaustivamente estudados, porém ainda nao completamente compreendidos.
Acredita-se que o inicio do CM resulta de uma proliferacdo nido controlada e/ou
apoptose (morte celular programada) aberrante, decorrentes de um acumulo de
danos no material genético das células. Estes danos levam a alteragdes
responsaveis pela ativagdo de proto-oncogenes e pela inativacdo de genes

supressores da carcinogénese (1).

O gene do receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2 (human
epidermal growth factor receptor 2) ou proto-oncogene HER-2, é responsavel pela
producdo de uma proteina de superficie celular de 185 kDalton conhecida como
proteina ou receptor HER-2/neu ou c-erbB-2 (2-5). Neu foi primeiramente
descoberta em ratos tratados com etilnitrosuréia, que ocasionava a mutagdo deste
gene (6). Esta versdo mutada, neu, que resulta na producédo de uma forma ativa de

receptor, € um potente oncogene (2).

Células normais expressam uma pequena quantidade de proteina HER-2 nas
suas membranas plasmaticas. O receptor HER-2 n&o possui ligante conhecido,
contudo, tem se mostrado como formador de heterodimeros com o receptor HER-1
(receptor para o fator de crescimento epidermdide, ou epidermal growth factor
receptor - EGFR) HER-3 e HER-4 em um complexo de ligantes com estes
receptores. A formacao de heterodimeros resulta na ativacdo do receptor HER-2 e
consequente transmissdo de sinais do meio extracelular para o nucleo, levando a

alteracdes no controle do crescimento e divis&do celular (7).



Em células tumorais, erros na replicacdo do DNA podem resultar em multiplas
cbdpias de um gene em um unico cromossomo. Esta alteracdo € conhecida como
amplificagcdo do gene. A amplificacdo do gene HER-2 leva a superexpressédo da
proteina HER-2, resultando em aumento da divisdo celular e uma maior taxa de
crescimento celular (Figura 1). A amplificagdo do gene HER-2 parece estar

associada com a oncogénese (2,7).

Em torno de 20% dos pacientes com cancer de mama tem amplificacdo do
gene do receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2 (human
epidermal growth factor receptor 2) ou proto-oncogene HER-2 com resultante
superexpressdao da glicoproteina. A amplificacdo e a superexpressdo estido
correlacionadas na maioria dos casos, mas aproximadamente 5% dos pacientes
tém superexpressao sem amplificacdo génica. Ambas estdo associadas com um
menor grau de diferenciagado tumoral, com a auséncia de receptores de estrogénio,
com niveis mais elevados de indicadores de proliferacdo celular como o MIB-1 e o

Ki-67 e com um pior prognéstico (8).

Uso de trastuzumab no CM em estadios avangados

Varios anticorpos monoclonais murinos contra os dominios extra-celulares da
proteina HER-2 foram capazes de inibir a proliferacdo de células neoplasicas
humanas que superexpressavam HER-2, tanto in vifro como in vivo (9-11). Para
minimizar a imunogenicidade, a regido ligante ao antigeno de um dos mais efetivos
anticorpos foi fundida a uma estrutura molecular de uma molécula de Imunoglogulina
humana 1gG34 e este agente foi testado, in vitro e in vivo, contra células tumorais

que superexpressavam HER-2 (12,13). Este anticorpo, denominado trastuzumab,



inibe o crescimento tumoral quando utilizado sozinho, mas tem efeito sinérgico (11,

13-15) quando utilizado em combinagdo com cisplatina, carboplatina (11,14),

docetaxel (15) e radiagdo ionizante (16) e efeitos aditivos quando usado com

doxorrubicina, ciclofosfamida, metotrexate e paclitaxel (13-17).

O status HER-2 é o maior fator preditivo para a resposta ao trastuzumab

(Herceptin®) (18). A amplificacdo e a superexpressao do HER-2 pode ser util como

fator preditivo de resposta a quimioterapia (19) e a hormonioterapia (20).

O anticorpo monoclonal trastuzumab oferece uma singular abordagem

terapéutica, especifica para o seu alvo imunoldégico, a proteina HER-2. Sao trés os

mecanismos de acao do trastuzumab no cancer com superexpressao de HER-2:

1)

2)

3)

Potencializacdo da quimioterapia (citotdxico): sinergismo com agentes
quimioterapicos (13-17). Demonstrou-se in vitro que o tratamento com
trastuzumab previne o reparo do DNA apds os danos causados pelos
agentes quimioterapicos. O mecanismo de sinergia entre o trastuzumab e os

citados agentes quimioterapicos ainda ndo € completamente esclarecido.

Inibicdo da proliferagdo celular tumoral (citostatico): a regulagcdo e
desaceleracdo celular promovida pelo trastuzumab ocorre quando este se
liga imunologicamente a proteina HER-2 na superficie celular. Isto leva a
alguns receptores a endocitose, ou seja, sao retirados da superficie celular e
colocados no interior da célula, limitando os sinais para o crescimento

celular.

Facilitagdo da funcdo imune (citotdxico): através da citotoxicidade celular



mediada e dependente de anticorpos, células natural killer (NK) sao atraidas
pelo complexo anticorpo-receptor na superficie celular. As células NK
detectam que as células que contém o complexo s&o anormais, e se ligam ao

trastuzumab, e eventualmente, destroem ou fagocitam as células tumorais.

Estudos clinicos de Fase | mostraram que o trastuzumab tem um adequado
perfil de toxicidade. Estudos subsequentes de Fase Il demonstraram que muitas
mulheres com doencga metastatica com superexpressao do HER-2 que recidivavam
apos o tratamento quimioterapico, tinham resposta ao trastuzumab (21,22); a taxa de
resposta do trastuzumab quando combinado com a quimioterapia foi superior a

resposta quando utilizado isoladamente (22,23).

Trastuzumab no Tratamento do CM: Uso em Primeira Linha em Combinagées

com Quimioterapicos

Os estudos originais com trastuzumab selecionaram pacientes cujos tumores
superexpressavam HER-2 pelo método da IHQ. Como monoterapia na primeira linha
de tratamento nestas pacientes, o trastuzumab alcancou taxas de resposta na
ordem de 20% a 25% (24). Entre pacientes previamente tratadas com quimioterapia
para cancer de mama metastatico, o trastuzumab manteve taxas de resposta entre
10% a 15% (21,22). Na analise retrospectiva destes estudos, as maiores respostas
ao trastuzumab foram observadas entre pacientes cujos tumores tinham uma
expressdo mais pronunciada de HER-2 (3+ pela IHQ). Os efeitos colaterais do
trastuzumab sao moderados, particularmente quando comparados aos da

quimioterapia. Ha poucos efeitos colaterais gastrointestinais, e ndo ha significativa



toxicidade hematoldgica ou alopécia. O evento adverso mais comumente descrito é
uma sindrome de infusdo caracterizada por tremores, calafrios ou febre, que
acompanha a infusdo inicial de trastuzumab em aproximadamente 1/3 dos
pacientes. Uma rara, porém possivelmente fatal hipertensdo pulmonar é descrita,

afetando menos de 1 em cada 1.000 pacientes (21,22).

Slamon et al seguiram o racional de sinergismo pré-clinico do trastuzumab
com a QT (13) e conseguiram comprovar a eficacia da combinagdo. Num estudo
clinico de fase Ill randomizado em pacientes com superexpressdo de HER-2 (25),
randomizando 234 a receberem quimioterapia padrdao e 235 a receberem
quimioterapia padrdo combinada ao trastuzumab. Pacientes que nao receberam
quimioterapia prévia (tratamento adjuvante) foram tratadas com doxorrubicina 60
mg/m? a cada 21 dias (ou epirrubicina 75 mg/m? a cada 21 dias no caso de 36
pacientes) e ciclofosfamida 600 mg/m? a cada 21 dias (143 mulheres) com ou sem
trastuzumab com dose de ataque de 4 mg/kg, seguida de 2 mg/kg semanalmente
(138 mulheres). Pacientes que receberam antraciclinas na adjuvancia foram tratadas
com paclitaxel 175 mg/m? a cada 21 dias isolado (92 mulheres) ou paclitaxel com
trastuzumab nas mesmas dosagens ja citadas (92 mulheres). A adigdo do
trastuzumab a quimioterapia foi associada com um tempo livre de progressédo de
doenga maior (mediana de 7,4 meses versus 4,6 meses, p<0,001), uma maior taxa
de resposta (50% versus 32%, p<0,001), uma maior duragédo de resposta (mediana
de 9,1 meses versus 6,1 meses, p<0,001) uma menor taxa de 6bito com 1 ano de
seguimento (22% versus 33%, p=0,008), maior sobrevida (sobrevida mediana 25,1
meses versus 20,3 meses, p=0,046) e 20% de redugdo no risco de 6bito. O mais

importante evento adverso descrito neste estudo foi a disfungdo cardiaca, a qual



ocorreu em 27% do grupo que recebeu antraciclicos, ciclofosfamida e trastuzumab,
8% no grupo que recebeu uma antraciclina e ciclofosfamida sem trastuzumab, 13%
no grupo com paclitaxel e trastuzumab e 1% no grupo que recebeu paclitaxel
isolado. Apesar da cardiotoxicidade ser potencialmente grave, e em alguns casos,
com risco a vida, os sintomas em geral melhoraram com manejo clinico padrdo. Este
estudo consolidou a combinagdo de trastuzumab semanal e paclitaxel a cada 21
dias no tratamento do cadncer de mama avangado HER-2 positivo, incluindo a
aprovagao do Food and Drug Administration (FDA) deste regime na indicagdo como
tratamento de primeira linha para o cancer de mama metastatico para pacientes com

HER-2 positivo.

Recentes estudos avaliaram o impacto da combinacdo destas mesmas
drogas em diferentes regimes. Um estudo canadense (26) avaliou a farmacocinética
e o perfil de seguranga da combinagédo de trastuzumab com paclitaxel a cada 21
dias em mulheres portadoras de cancer de mama com superexpressao de HER-2.
Trinta e duas pacientes receberam uma dose de ataque de trastuzumab na dose de
8 mg/kg no D1 e paclitaxel 175 mg/m? no DO. A partir dai, a cada 21 dias as
pacientes receberam trastuzumab 6 mg/kg e paclitaxel 175 mg/m? no mesmo dia por
sete ciclos. Nas pacientes com resposta clinica, a monoterapia com trastuzumab era
continuada até a progressdo da doenga ou retirada da paciente. A meia-vida do
trastuzumab foi estimada entre 18 e 21 dias, e a combinagdo de trastuzumab e
paclitaxel foi, em geral, bem tolerada. Os eventos adversos mais frequentes foram
mialgia, parestesias, alopécia, artralgia e fadiga. Efeitos colaterais relacionados ao
trastuzumab incluem reacgdes relacionadas a infusdo e disfungcdo cardiaca. Os

investigadores acessaram uma taxa de resposta objetiva de 59% (4 respostas



completas e 15 respostas parciais) e 22% de doenga estavel. A duragdo mediana de
resposta foi de 10,5 meses e a mediana para o tempo livre de progressado da doenga

foi de 12,2 meses.

Por outro lado, um estudo alemé&o (27) acessou a resposta da combinagéo
de trastuzumab com paclitaxel, ambos em regimes semanais. Enquanto o
trastuzumab foi administrado na dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 2 mg/kg
semanalmente, o paclitaxel foi usado na dose de 90 mg/m? administrado nas
semanas 1 a6 e 8 a 13. Apos o término do regime com paclitaxel, o trastuzumab foi
continuado por pelo menos 48 semanas ou até a progressdo da doenga. Foram
tratadas 109 pacientes com cancer de mama metastatico com superexpressao de
HER-2, todas com tratamento prévio com antraciclinas, conseguindo-se uma taxa de
resposta clinica de 75% (sendo 23% respostas completas), 14% de estabilizagdo da
doenga e apenas 11% das pacientes progrediram. Além da alopécia, a toxicidade
hematoldgica foi a mais importante com leucopenia, anemia e trombocitopenia com
grau > 2 em 31%, 41% e 5% das pacientes, respectivamente. Neuropatia periférica
grau > 2 foi descrita em 14% das pacientes e apenas 3 pacientes apresentaram
reacdes alérgicas a infusdo. Em 30% das pacientes o trastuzumab foi continuado
além das 48 semanas preconizadas pelo protocolo. Dados preliminares de um
estudo italiano (28) também demonstraram melhores taxas de respostas na
combinacao de trastuzumab e paclitaxel semanal quando comparada ao paclitaxel

semanal isolado.

Agregando Carboplatina a Combinagéo Trastuzumab e Paclitaxel



Robert et al apresentaram o resultado de um estudo de fase |l que comparou
tratuzumab e paclitaxel versus trastuzumab, paclitaxel e carboplatina (29). Neste
estudo com 160 pacientes, a adigdo da carboplatina (AUC de 6, a cada 21 dias),
aumentou a taxa de resposta (57% versus 38%, p < 0,01) e levou a um aumento
significativo no tempo livre de progressédo da doencga (13 versus 7 meses). Em
pacientes com HER-2 3+, as taxas de resposta clinica com e sem carboplatina foram
de 67% versus 37%, e o tempo livre de progressao foi de 17 versus 9 meses, Houve
também uma tendéncia para o aumento na sobrevida global, com sobrevida aos 36
meses de 62% versus 47%. Embora a incidéncia de neutropenia e trombocitopenia
tenha sido maior no grupo tratado com carboplatina, a incidéncia de neutropenia
febril foi a mesma nos dois grupos. A atualizagdo dos dados de eficacia e seguranga
foi recentemente publicada (30). Ja com 188 pacientes, a tripla combinagdo foi
associada a uma maior atividade, quando comparada a combinagao de trastuzumab
e paclitaxel. Enquanto o braco que recebeu trastuzumab, paclitaxel e carboplatina
apresentou uma taxa de resposta de 52%, o braco com a combinacdo de
trastuzumab e paclitaxel ficou em 36% (p=0,04). A mediana do tempo para
progressdo de doenga também foi maior com a tripla combinagdo (10,7 meses
versus 7,0 meses, p=0.02). Apesar de ndo ter sido encontrada diferenga
estatisticamente significativa na sobrevida global entre os dois grupos, observou-se
uma tendéncia para uma maior sobrevida global nas pacientes que receberam
trastuzumab, paclitaxel e carboplatina (36,0 meses versus 32 meses, p=0,49).
Neutropenia e trombocitopenia grau 3 e 4 foram mais comuns nas pacientes que
receberam a adicdo da carboplatina. Outros eventos adversos como neutropenia

febril, neuropatia e fadiga ocorreram com frequéncias similares nos dois grupos.



Dois casos de insuficiéncia cardiaca congestiva foram descritos no grupo que
recebeu trastuzumab e carboplatina, mas a avaliagao seriada da fragéo de ejegéo do
ventriculo esquerdo ndo apresentou decréscimo significativo em nenhum dos dois
grupos. A conclusdo foi de que a tripla combinagdo de trastuzumab, paclitaxel e
carboplatina foi associada a uma significativamente maior taxa de resposta e tempo
para progressdao da doengca e uma tendéncia para maior sobrevida quando
comparada a combinacgao de trastuzumab e paclitaxel em pacientes com CMM com

superexpressao de HER-2.

Um outro estudo de fase |l randomizado (31) com 70 pacientes comparou dois
diferentes regimes para a combinacéo de trastuzumab, paclitaxel e carboplatina: 36
pacientes receberam em regime de 3 semanas (trastuzumab na dose de ataque de
8 mg/kg, seguido de 6 mg/kg a cada 21 dias, paclitaxel 200 mg/m? a cada 21 dias e
carboplatina AUC 6 a cada 21 dias), enquanto 34 pacientes receberam regime
semanal (trastuzumab na dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 2 mg/kg
semanalmente, paclitaxel 80 mg/m? e carboplatina AUC 2, estas tltimas 2 drogas no
D1, D8 e D14, com ciclos a cada 28 dias). Ambos os bragos receberam 6 meses de
terapéutica e depois seguiram com trastuzumab semanal até progresséo da doenca
ou retirada da paciente. Os resultados sugerem que a combinagao de trastuzumab
com paclitaxel e carboplatina administrados semanalmente € tdo ativo e mais bem

tolerado que a mesma combinac&o administrada a cada 3 semanas.



Trastuzumab e Docetaxel

Ainda na combinagdo do trastuzumab com taxanos, Pegram et al
descreveram uma interagao sinergistica entre trastuzumab e docetaxel em células
de cancer de mama humano com superexpressao de HER-2 transplantadas em
ratos (32). A combinacdo resultou em significativa reducédo do volume do
xenoenxerto submetido a terapia de combinacdo quando comparado a quimioterapia
isolada. Este sinergismo estabeleceu o racional para teste desta combinagdo na
pratica clinica. Esteva et al através de um estudo fase Il avaliaram a seguranca e a
eficacia do trastuzumab combinado ao docetaxel semanal em mulheres com cancer
de mama metastatico com superexpressao de HER-2 (33). Trinta mulheres foram
tratadas com trastuzumab na dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 2 mg/kg
semanalmente, e docetaxel 35 mg/m? no D1, D8 e D14, com ciclos a cada 28 dias.
A taxa de resposta foi de 63%. Nota-se que, em pacientes com niveis séricos
elevados de HER-2 a resposta clinica atingiu 73%. O tempo para progressao de
doenca mediano foi de 9 meses. A toxicidade, incluindo mielotoxicidade foi
moderada. Os eventos adversos mais frequentes foram fadiga, retengcéo hidrica e
lacrimejamento excessivo, especialmente nas pacientes com maiores doses

cumulativas.

Recentemente, Tedesco et al apresentaram um novo estudo fase Il (34) que
avaliou a eficacia e a seguranga do docetaxel semanal combinado ao trastuzumab
como primeira ou segunda linha de tratamento em mulheres com CMM com
superexpressdo de HER-2, determinada por IHQ (2 e 3+). Vinte e seis mulheres

foram recrutadas e submetidas a combinagao de trastuzumab (4 mg/kg de dose de



ataque, seguido de 2 mg/kg/sem) e docetaxel (35 mg/m? por 6 semanas, ciclos a
cada 8 semanas). A resposta clinica obtida foi de 50%. Oito pacientes (31%) tiveram
doenga estavel. Entre as pacientes HER-2 3+, a resposta clinica global foi de 63%,
comparada a 14% para as pacientes HER-2 2+ (p=0,07). Pacientes com tumor FISH
+ apresentaram uma resposta global de 64%. A mediana para o tempo de
progressao da doenca foi de 12,4 meses e a mediana de sobrevida, 22,1 meses. As
toxicidades de grau 4 ocorreram em 4 pacientes. Este estudo contribuiu para
demonstrar que a combinagao de trastuzumab com docetaxel é ativa e bem tolerada

para a citada indicagao.

Considerando a eficacia da combinagao do trastuzumab com docetaxel e que
estudos recentes demonstraram que o trastuzumab poderia ser administrado a cada
21 dias, um estudo espanhol seguiu o racional para avaliar a combinagdo de
trastuzumab e docetaxel administrados a cada 21 dias em pacientes com cancer de
mama metastatico e superexpressdo de HER-2 (35). Foi avaliado um total de 26
pacientes, sendo estas submetidas ao tratamento com docetaxel 100 mg/m? a cada
3 semanas, por 6 ciclos e trastuzumab 8 mg/kg no primeiro ciclo, seguido de 6
mg/kg nos ciclos subsequentes, a cada 21 dias, até progressao da doencga. Do total,
16 pacientes foram avaliaveis para eficacia e 23 para seguranga. Foram observadas
3 (18,8%) respostas completas e 4 respostas parciais (25%), contabilizando uma
taxa de resposta de 43,8%. O tempo mediano para progressao foi de 7,1 meses,
nao se alcangando a mediana da sobrevida global a época da publicagdo dos
resultados. Durante o tratamento de combinacdo houve incidéncia de 8,2% de

neutropenia grau 3 ou 4. Estes dados preliminares sugerem que a combinacéo de



trastuzumab e docetaxel a cada 21 dias seguido de monoterapia com trastuzumab é

um regime efetivo e bem tolerado.

Um estudo multicéntrico europeu (36) comparou em um estudo randomizado
a combinacido de trastuzumab com docetaxel com docetaxel isolado em mulheres
com CMM com HER-2 superexpresso. As pacientes eram randomizadas a
receberem trastuzumab semanal associado ao docetaxel (100mg/m? a cada 21
dias, 6 ciclos) ou docetaxel isolado. As pacientes que receberam docetaxel isolado
que progredissem poderiam receber trastuzumab apds a progressdo. O brago da
combinagao (94 pacientes) apresentou uma taxa de resposta de 61% enquanto as
pacientes que receberam docetaxel isolado (94 pacientes) apresentaram uma taxa
de 36% (p=0,001). As pacientes que receberam a combinagdo também obtiveram
um maior tempo livre de progressdo (mediana de 10,6 meses versus 6,1 meses).
Nas 44% das pacientes que receberam docetaxel isolado, e trastuzumab apoés
progressdo, o brago que recebeu a combinagdo de trastuzumab e docetaxel
alcangou uma sobrevida global estatisticamente superior (mediana de 27,7 meses
versus 18,3 meses). Toxicidade grau 3/4 foi, em geral, similar nos dois grupos,
embora leucopenia e neutropenia tenham sido mais frequentes no braco da
combinacdo. A conclusdo € de que a adicdo do trastuzumab ao docetaxel
significativamente aumenta a taxa de resposta, o tempo livre de progresséo e a

sobrevida global sem grande incremento na toxicidade.

Modelos pré-clinicos apontam também para uma combinagao sinergistica do
trastuzumab com docetaxel e sais de platina (cisplatina e carboplatina) (32). Slamon

et al (37) avaliaram dois estudos, cada um deles com 62 pacientes com CM



avangado HER-2 positivo pela IHQ (2+/3+) ou por FISH, e submetidas ao tratamento
de combinacgao de trastuzumab, cisplatina e docetaxel ou trastuzumab, carboplatina
e docetaxel. Docetaxel (75 mg/m?) e cisplatina (75 mg/m?) ou carboplatina (AUC 6)
foram administradas no D2 e entdo a cada 21 dias, com uma mediana de 6 ciclos. O
trastuzumab foi administrado no D1 (4 mg/kg) e a partir dai semanalmente (2
mg/kg). Foi alcangada uma taxa de resposta de 79% (IC 95%: 66%-89%) para as
pacientes que receberam trastuzumab, cisplatina e docetaxel e 58% (IC 95%: 44%-
70%). Com seguimento mediano de 37,7 meses para as pacientes que receberam
trastuzumab, cisplatina e docetaxel, a mediana da sobrevida global alcangada foi de
28,1 meses. As pacientes que receberam trastuzumab, carboplatina e docetaxel
apresentaram seguimento mediano de 34,3 meses, e a mediana da sobrevida global
nao foi alcangada, com 34/62 pacientes (54,8%) ainda vivas. Este estudo apontou
para a eficacia da combinacgao trastuzumab, docetaxel e sais de platina. As taxas de
sobrevida global de 28,1 meses para trastuzumab, cisplatina e docetaxel superior a
34,3 meses para trastuzumab, carboplatina e docetaxel, foram as maiores ja
descritas para uma populacdo de pacientes com CM avangcado e HER-2
superexpresso. Estudos fase Ill randomizados utilizando esta combinagédo de drogas
estdo em andamento tanto no cenario de doenga metastatica como no cenario de

doenca adjuvante.

Os estudos envolvendo a combinagao de trastuzumab e taxanos mostraram
significativo incremento nas respostas clinicas e na sobrevida quando comparada ao

uso dos taxanos isoladamente.

Outro aspecto relevante da combinagcdo do trastuzumab com taxanos € a



baixa incidéncia de cardiotoxicidade. Ao contrario do que é descrito nos estudos que
envolveram a combinagao do trastuzumab com antraciclinas, onde a incidéncia de
cardiotoxicidade é invariavelmente significativa (38), os estudos que avaliaram a
combinacdo trastuzumab e taxanos apresentam em sua maioria um perfil de
segurancga bastante aceitavel considerando a cardiotoxicidade. Um estudo de fase |l
recente (39) acessou o perfil de seguranca cardiaco em pacientes com cancer de
mama metastatico submetidas a combinagdo de trastuzumab (8 mg/kg de dose
inicial, seguido de 6 mg/kg a cada 21 dias) com paclitaxel ou docetaxel
(administrado em doses padrdes a cada 21 dias e escolhidos a critério do médico
assistente). A ecocardiografia padréo foi utilizada para avaliar eventuais mudangas
na fracdo de ejecédo do ventriculo esquerdo, com avaliagbes na entrada do estudo,
nas semanas 9 e 18 e apos, a critério clinico. Das 44 pacientes envolvidas no
estudo, apenas 2 tiveram queda na fragcdo de ejegao do ventriculo esquerdo, sendo
gue uma delas, apos ter o seu tratamento continuado teve uma elevacéo na fragcao
de ejecado do ventriculo esquerdo, concluindo-se que este regime de combinagao

oferece uma baixa incidéncia de cardiotoxicidade.

Trastuzumab e Vinorelbina

Outro quimioterapico que vem sendo muito estudado para combinagdo com o
trastuzumab é a vinorelbina. A vinorelbina é um alcaldide da vinca com consideravel
atividade contra o cancer de mama. Como primeira linha de tratamento, a
vinorelbina é tipicamente associada com uma taxa de resposta entre 35% e 50%,

mantendo um valor entre 16 a 30% na segunda linha de tratamento (40-43). A



maioria dos estudos de fase Il e lll de vinorelbina para cancer de mama metastatico
utilizou uma dose de 19 a 21 mg/mz/sem. Os principais efeitos colaterais da
vinorelbina sdo neutropenia, neuropatia periférica, constipacao e flebite. Ndo é uma
droga usualmente associada a cardiotoxicidade, alopécia ou significativa nauseas

e/ou vOmitos.

Estudos pré-clinicos demonstraram sinergismo na combinagao trastuzumab e
vinorelbina (13,14,44). Estudos experimentais sugerem que o trastuzumab poderia
induzir aumento da citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos
através da estimulagdo de granulécitos e células NK (natural killer). Recente um
estudo levantou a possibilidade da vinorelbina aumentar a ADCC mediada pelo
trastuzumab através da analise de células efetoras em mulheres com céncer de

mama metastatico e com HER-2 superexpresso (45).

Seguindo o racional para utilizagdo da combinagcdo de trastuzumab e
vinorelbina na pratica clinica, Burstein et al (46) publicaram o primeiro grande estudo
de fase Il aonde foi avaliado a taxa de resposta e o perfil de seguranga do
trastuzumab administrado concomitantemente a vinorelbina no tratamento de
mulheres com céncer de mama metastatico com superexpressdo de HER-2.
Quarenta pacientes com cancer de mama avangado e HER-2 positivo (+3 pela IHQ,
n=30, +2 ou positivo n=10) foram recrutadas e submetidas ao tratamento com
trastuzumab (dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 1,2 mg/kg/sem) e vinorelbina
(25 mg/m?/sem, com dose ajustada semanalmente conforme contagem de
neutroéfilos). Oitenta e dois por cento das mulheres haviam recebido quimioterapia

prévia como tratamento adjuvante (30%), metastatico (25%), ou ambos (28%),



incluindo pacientes que receberam previamente antraciclinas (20%), taxanos (15%)
ou ambos (38%) nos regimes quimioterapicos. Respostas foram observadas em 30
das 40 pacientes (taxa de resposta global de 75%, intervalo de confianga 95%: 57-
89%). A taxa de resposta foi de 84% em pacientes tratadas com trastuzumab e
vinorelbina na primeira linha para doenca metastatica, e de 80% para pacientes com
HER-2 3+. Elevadas taxas de respostas também foram observadas em pacientes
tratadas na segunda e na terceira linha de tratamento, e também em pacientes
previamente tratadas com antraciclinas e/ou taxanos. A combinagdo mostrou-se
exequivel, com pacientes recebendo concomitantemente trastuzumab e vinorelbina
em 93% das semanas de tratamento. Nenhuma paciente teve insuficiéncia cardiaca
sintomatica. Cardiotoxicidade grau 2 foi observada em trés pacientes, sendo ela
associada a uma dose prévia excessiva de doxorrubicina ou fungdo cardiaca
limitrofe pré-existente. Este estudo mostrou que a combinacéo do trastuzumab com
a vinorelbina é altamente efetiva em pacientes com cancer de mama avangado com
HER-2 superexpresso, além de ser muito bem tolerado, com um perfil de seguranga

bastante aceitavel.

Um estudo multicéntrico europeu também avaliou a combinagdo trastuzumab
e vinorelbina para estas pacientes (47). De uma populacdo de 69 pacientes com
cancer de mama metastatico, 66 foram avaliaveis para resposta clinica e 68 para
toxicidade. As pacientes ja haviam sido tratadas previamente (neo-adjuvante ou
adjuvante) nas seguintes porcentagens: quimioterapia 65,2% (antraciclinas 51,1%,
antraciclinas e taxanos 28,9%, CMF 20%) e hormonioterapia 49,3%. As pacientes
receberam vinorelbina 30 mg/m?sem e trastuzumab 4 mg/kg no D1, 2 mg/kg no D8

e ciclos a cada 4 semanas. As pacientes foram reavaliadas a cada 8 semanas. Os



exames de imagem foram revistos por um comité independente. A taxa de resposta
clinica global foi 58,5%, incluindo 14% de respostas completas. O beneficio clinico
(respostas completas, respostas parciais e doenga estavel) foi de 80%. A sobrevida
livre de progressao foi de 10 meses, com sobrevida global ndo alcangada a época
da publicacdo. Nove pacientes tratadas com esta combinagcdo receberam o
tratamento por mais de um ano, sendo o regime bem tolerado, com neutropenia grau
3-4 ocorrendo em 44,6% dos ciclos, com 2 episédios de neutropenia febril. Reagdes
a infusdo do trastuzumab foram pouco frequentes (grau 3:1,5%), astenia grau 3 foi
relatada em 8,8% dos pacientes, neuropatia grau 3 em 4% dos pacientes e infecgao
grau 3 em 6% dos pacientes. Uma paciente foi excluida por cardiotoxicidade grau 3
com declinio sintomatico da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Nao se
reportou nausea, vomito ou alopecia significativa. Conclui-se que esta combinacéo é
um dos tratamentos mais ativos para pacientes com cancer de mama metastatico
com HER-2 superexpresso, mesmo apds pré-tratamentos com antraciclinas e/ou

taxanos, mostrando um perfil de seguranga bastante favoravel.

Um outro estudo multicéntrico, este alem&o, também avaliou a combinagao
da vinorelbina com o trastuzumab na primeira linha de tratamento em pacientes com
cancer de mama metastatico com HER-2 positivo (48). As 39 pacientes receberam
vinorelbina (25 mg/m? semanalmente e trastuzumab 2 mg/kg/sem por 24 semanas.
Em caso de mielossupressao relevante, a vinorelbina ndao era administrada.
Trastuzumab foi continuado até progresséo. A taxa de resposta global foi de 50%
(02 respostas completas e 11 respostas parciais), com 5 das 26 pacientes elegiveis
para resposta ainda ndo avaliadas a época da publicacdo. Duas pacientes tiveram

doenga estavel e seis progrediram. A maioria das pacientes apresentaram



leucopenia (73,1%), com neutropenia (53,8%) ou anemia (76,9%). Seis pacientes
apresentaram neutropenia grau 3 ou 4 e o mesmo numero de pacientes

apresentaram reacdes a infusao do trastuzumab.

Um estudo multicéntrico espanhol de fase Il recente também apontou para
resultados semelhantes para esta combinacéo (49). De 52 pacientes com cancer de
mama e HER-2 3+ ou 2+ confirmado com FISH e submetidas a um tratamento com
trastuzumab (dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 2 mg/kg semanalmente) e
vinorelbina 25 mg/m? (D1-D8 e D15, ciclos a cada 21 dias), com a vinorelbina sendo
feita em 6 ciclos trastuzumab continuado conforme o critério de cada investigador,
28 (54%) n&o haviam realizado nenhum tratamento prévio e 24 (46%) ja haviam
realizado uma ou mais linhas de tratamento. Obteve-se uma reposta clinica em 30
pacientes (60%; intervalo de confianga 95%: 45-74%), sendo 7 respostas completas
e 23 respostas parciais; 11 pacientes tiveram doenga estavel (22%; intervalo de
confianga 95%:12-36%) e 9 (18%; intervalo de confianga 95%: 9-31%) tiveram
progresséo de doenga. A mediana de duragao de resposta foi 7,3 meses (intervalo
de confianga 95%: 6,6-11 meses). A toxicidade foi bastante toleravel, com toxicidade
hematologica grau 3-4 foram: anemia 0,4%, neutropenia 8,4% e leucopenia 2,9%.
Eventos cardiacos ndo foram observados. Este estudo mostra portando uma
marcante atividade do regime, com uma boa tolerancia, para o cenario do cancer de

mama metastatico com HER-2 superexpresso.

Um estudo italiano mostrou que esta combinacdo mantém respostas elevadas
mesmo no tratamento de segunda linha para estas pacientes (50). Em 31 pacientes

com cancer de mama metastatico com HER-2 superexpresso e que receberam



quimioterapia de primeira linha que continham antraciclina, a combinacdo do
trastuzumab (dose de ataque de 4 mg/kg, seguido de 2 mg/kg semanalmente) e
vinorelbina (25 mg/m?/sem) atingiu 6% de resposta clinica completa, 13% de
resposta parcial e 39% de pacientes conseguiram manter a doenga estavel. O perfil
de segurancga foi toleravel (neutropenia grau 3-4: 39%, neuropatia periférica: 10%,

reagdes a infusédo do trastuzumab: 16%).

Outro estudo italiano avaliou ainda a combinacdo da vinorelbina com o
trastuzumab para pacientes com cancer de mama metastatico e HER-2 positivo (3+
ou FISH +), sé que com o trastuzumab sendo administrado a cada 21 dias (51). De
34 pacientes, 26 eram elegiveis para avaliagdo de resposta (20 na primeira e 06 na
segunda linha de tratamento) e todas foram avaliadas quanto a toxicidade. O
tratamento foi efetuado com vinorelbina (30 mg/m? nos dias 1 e 8, com ciclos a cada
21 dias) e trastuzumab (8 mg/kg no D1 e a partir dai com 6 mg/kg a cada 21 dias),
com vinorelbina planejada para um maximo de 9 ciclos, com trastuzumab sendo
continuado até a progressédo da doenga. De 18 pacientes com seguimento de pelo
menos um reestadiamento, ocorreram 10 respostas (04 completas e 06 parciais),
com uma taxa de resposta global de 56%. Ocorreu um 6bito por toxicidade renal, 07
casos de neutropenia grau 4 e 03 casos de neutropenia febril, com 2 pacientes com
declinio assintomatico da fragao de eje¢ao do ventriculo esquerdo. Conclui-se que a
combinagdo de vinorelbina e trastuzumab, com este ultimo agente sendo
administrado a cada 21 dias, também pode gerar respostas clinicas similares aos

regimes que utilizam esta combinagcdo com trastuzumab semanal.

Considerando os estudos até agora descritos, a combinagao de vinorelbina,



docetaxel e trastuzumab poderia constituir uma estratégia interessante de
tratamento do cancer de mama HER-2 positivo. A tripla combinacao de trastuzumab,
docetaxel e vinorelbina para o tratamento de pacientes com cancer de mama
metastatico com HER-2 superexpresso, foi investigada em um estudo multicéntrico
americano (52). Pacientes com doenca metastatica mensuravel, previamente nao
tratadas, HER-2 positivas (IHQ 3+ e/ou FISH +), fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo normal e com bom performance status (ECOG 0-2) foram elegiveis e
submetidas ao tratamento com vinorelbina (25 mg/m?) e docetaxel (30 mg/m?) nos
dias 1 e 8, e ciclos a cada 21 dias associadas ao trastuzumab administrado
semanalmente (4 mg/kg na primeira dose e 2 mg/kg nas semanas subsequentes). A
taxa de resposta obtida foi de 70%, com 11 respostas completas (32%) e 13
respostas parciais (38%). A sobrevida mediana livre de progressao foi de 17,1
meses. Uma mediana de 6 ciclos foi administrada, com 225 ciclos avaliaveis para
toxicidade. Neutropenia foi a mais comumente reportada toxicidade grau 3-4 (24%),
sendo que 19% das pacientes apresentaram neutropenia febril. Outras toxicidades
grau 3-4 incluem fadiga (11%), hiperglicemia (11%) e mialgias (05%). Ocorreram 3
obitos por intercorréncias (infarto do miocardio, insuficiéncia renal e pneumonia).
Este estudo concluiu que a tripla combinacdo de trastuzumab, docetaxel e
vinorelbina neste cenario € bastante efetiva, e apresenta um perfil de seguranca
manejavel. O recrutamento e o seguimento deste estudo prossegue para a avaliagao

da sobrevida global.
Combinacédo do Trastuzumab com Outros Agentes

Novos agentes tém sido testados em combinagdo com o tratuzumab para o



cenario de doenga metastatica em pacientes com CMM com HER-2 superexpresso.
Apesar do uso de trastuzumab em combinacdo com a doxorrubicina n&o ser
atualmente aprovada fora de estudos clinicos, varios estudos em andamento
investigam se regimes que contenham trastuzumab e antraciclinas menos
cardiotoxicas tém um perfil de seguranga cardiolégico mais favoravel, enquanto é
mantido um alto nivel de beneficios clinicos. Dentro deste racional, um estudo
multicéntrico espanhol de fase Il (53) avaliou os resultados e o perfil de seguranga
da combinacédo de doxorrubicina lipossomal (50 mg/m?, ciclos a cada 21 dias, total
de 6 ciclos) com paclitaxel (80 mg/m?/semana) e trastuzumab (2 mg/kg/sem), com
estas duas ultimas drogas administradas por 52 semanas, ou até progressdo da
doenca. Nas 54 pacientes com CMM com HER-2 superexpresso, a fungao cardiaca
foi averiguada a cada 3 semanas e a resposta clinica a cada 6 semanas durante o
tratamento. Do total, 30 pacientes tinham doencga localmente avangada e 24 tinham
CMM. A taxa de resposta em pacientes com doenca localmente avangada foi 93,3%
(21 respostas completas e 7 respostas parciais) e em pacientes com doenga
metastatica, obteve-se resposta clinica em 91,7% das pacientes (5 respostas
completas e 17 respotas parciais). Neutropenia foi o evento adverso 3-4 mais
comum, ocorrendo 13 episddios de neutropenia febril. Outras toxicidades citadas
foram: alopécia, nausea, vomito, sindrome mao-pé, e toxicidade ungueal. Apenas 3
pacientes interromperam o tratamento pela diminuicdo da fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo para abaixo de 50%, mas ndo houve casos de insuficiéncia
cardiaca sintomatica. A conclusdo € de que esta combinagdo € altamente efetiva e
bem tolerada, com um perfil de seguranga cardiaca bastante aceitavel. Este estudo

teve os seus dados atualizados em publicagdo recente (54), aonde a taxa de



resposta clinica e o perfil de seguranga foram mantidos.

Um estudo multicéntrico americando de fase |l vem avaliando a taxa de
resposta, tempo para progressao e sobrevida global, além do perfil de toxicidade da
combinagdo do trastuzumab com a gemcitabina como primeira linha de tratamento
para pacientes com cancer de mama metastatico (55). Pacientes com doenca
metastatica mensuravel, superexpressédo de HER-2 (IHQ 3+ ou FISH +), sem
tratamento prévio para a doenga metastatica (tratamento adjuvante foi permitido), e
com bom performance status (ECOG 0-2) receberam gemcitabina (1.250 mg/m? nos
dias 1 e 8) associada ao trastuzumab (8 mg/kg no ciclo 1, e entdo 6 mg/kg nos ciclos
subsequentes) com ciclos a cada 21 dias até progressdo da doenga ou toxicidade
inesperada. Os resultados de taxa de resposta e o perfil de toxicidade foram
publicados com uma populagao inicial de 25 pacientes. Uma taxa de reposta de
64% (intervalo de confianga 95%: 45-83%) foi atingida, com 3 respostas completas
(12%) e 13 respostas parciais (52%). A toxicidade foi, em geral, modesta. Nenhum
paciente até a fase da publicacdo dos primeiros resultados descontinuaram a
terapéutica por causa de eventos adversos. Neutropenia grau 4 ocorreu em 4 ciclos
(3%) e nenhuma outra toxicidade grau 4 foi documentada. Neutropenia grau 3 foi
vista em 14 ciclos (9%), trombocitopenia em 2 ciclos (1%), anemia em 1 ciclo (<1%).
Toxicidade n&o-hematoldgica grau 3 incluem edema, elevagado de transaminases,
vomitos e rash (01 paciente para cada uma destas toxicidades citadas). Uma
paciente com prévia exposi¢do a antraciclinas evoluiu com diminui¢do grau 2 da
fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Nenhuma toxicidade cardiaca sintomatica
foi registrada. Estes resultados apontam que a combinagédo do trastuzumab com a

gemcitabina mostra uma elevada taxa de resposta associada a uma amena



toxicidade. Este estudo estd em andamento, com recrutamento de mais pacientes
para a avaliagdo dos dados de tempo para a progressdo da doenga e sobrevida

global.

Outro agente que vem apontando um potencial para a combinagdo com o
trastuzumab é a capecitabina. Esta droga tem mostrado consistentemente uma
elevada eficacia associada a um perfil de seguranga favoravel no tratamento do CM.
A capecitabina combinada ao trastuzumab para o tratamento do CMM foi
recentemente avaliada em um estudo multicéntrico chinés (56). Pacientes com
doenga metastatica mensuravel, com HER-2 positivo (IHQ 3+ ou IHQ 2+, com FISH
+), Karnofsky acima de 60 e adequada fungdo hematopoética, renal e hepatica
foram elegiveis. Quimioterapia prévia para o tratamento de doenga metastatica n&o
foi permitida. As pacientes receberem capecitabina (1.250 mg/m%dia em duas
tomadas diarias, D1-D14, a cada 21 dias, com um maximo de 6 ciclos) mais
trastuzumab (4 mg/kg na semana 1 e 2 mg/kg nas semanas subsequentes) até a
progressdo da doenga. Os resultados de eficacia foram obtidos através da analise
das primeiras 25 pacientes incluidas no estudo, obtendo-se uma taxa de resposta de
76% (5 respostas completas e 14 respostas parciais), com 16% das pacientes
obtendo estabilidade da doenca e apenas 2 pacientes (08%) progredindo com a
citada combinagdo. Nas 30 pacientes disponiveis para avaliagado para seguranga, 0s
eventos adversos mais comuns foram: sindrome mao-pé (27%), elevagdo de
transaminases (13% para TGO e 10% para TGP) e leucopenia (07%). A toxicidade
grau 3 mais comum foi a sindrome mao-pé (13%), com melhoria ou resolugao apés
interrupcdo ou redugdo da dose de capecitabina ou tratamento sintomatico. O

estudo permanece em recrutamento e andamento para a analise dos dados de



sobrevida livre de progressdao e sobrevida global, mas estes dados iniciais
demonstram que a combinacdo da capecitabina com o trastuzumab é altamente
efetiva e bem tolerada como primeira linha no tratamento do cancer de mama

metastatico.

Avaliagao laboratorial do estado HER-2

Com o advento do uso do trastuzumab, um anticorpo monoclonal contra o
receptor de tirosina-quinase, a avaliacdo do status do receptor HER-2 se tornou
importante do ponto de vista clinico. O trastuzumab (Herceptin®) foi aprovado para o
uso terapéutico no cancer de mama metastatico, como agente unico demonstrando
35% de resposta objetiva em primeira linha de tratamento (57,58) como em
combinagao com quimioterapia (59), também seu uso demonstrou superior atividade
anti-tumoral (50% de taxa de resposta quando em comparagdo a quimioterapia
sozinha), tempo para progressao da doenca (mediana de 7.4 versus 4.6 meses) e
aumento significativo da sobrevida global (mediana de 25.1 versus 20.3 meses).
Recentemente, a primeira analise interina do uso de trastuzumab concomitante ou
logo apdés a quimioterapia adjuvante demonstrou uma melhora significativa no
intervalo livre de recidiva (60) e na sobrevida global (61) dos pacientes com CM em
estadios iniciais. Diante disto, a avaliacio laboratorial do status HER-2 se tornou um
procedimento basico e fundamental para o manejo apropriado das pacientes com

cancer de mama (62).

O método de rotina de avaliacdo do status HER-2 é a imunohistoquimica

(IHQ). Estudos originais com trastuzumab selecionaram pacientes cujos tumores



superexpressavam HER-2 pelo método da IHQ. A IHQ detecta a presenga do HER-2
em amostras de tecidos (Figura 3). A técnica utiliza anticorpos contra o HER-2 e um
método de detecgdo quimica que colore a proteina HER-2 nas amostras teciduais
que sao analisadas pela microscopia 6tica, numa graduacédo de 0, 1+, 2+ e 3+,
conforme a intensidade da coloracdo. A técnica é rapida, ndo radioativa e requer
pequena quantidade tumoral. E utilizada para identificar a proteina HER-2
superexpressa em tecidos embebidos em parafina, fixados por formalina,

congelados ou a fresco (63,64,65).

A fluorescéncia hibridizada in situ (fluorescence in situ hybridization — FISH) é
um método que acessa as copias do gene HER-2 amplificadas por fluorescéncia.
Este método tem um alto grau de concordancia com o método imunohistoquimico
(66) e é muito usado em situagdes onde é necessaria a confirmagdo de casos de
IHQ duvidosos (2+) (67). O FISH pode ser utilizado para identificar amplificacédo do
gene em tecido embebido em parafina e fixado em formalina. Dois kits diferentes de
deteccdo do oncogene HER-2 foram aprovados para uso pelo FDA. Um deles é o
PathVysion (Vysis, Downers Grove, IL) que inclui um sistema de sonda dupla para
deteccdo simultdnea do gene HER-2/neu e do centrbmero do cromossomo 17,
considerando o HER-2/neu amplificado quando a raz&o das cépias de genes HER-
2/neu pelo numero de centrédmeros 17 € maior ou igual a 2. O outro kit € o Inform
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) que n&o leva em conta o numero de copias
do cromossomo 17 mas somente o numero de copias do oncogene HER-2/neu,

considerado como positivo quando for maior do que 4.

A hibridizagao in situ cromogénica (CISH) é um método onde a sonda de DNA



pode ser detectada usando uma simples reacéo de peroxidase similar a IHQ. O sinal
€ avaliado por microscopia 6tica. Os casos com pelo menos 6 copias de genes por
nucleo sao definidos como positivos (68). Este ultimo método ainda n&o foi aprovado

pelo FDA para selegado das pacientes candidatas ao uso de trastuzumab.

A nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) é um método de
amplificacdo continua dos acidos nucléicos que ocorre em dois passos: uma
amplificag&o inicial enzimatica dos alvos de acidos nucléicos seguida pela detecgao
dos amplicons. As vantagens desta técnica englobam o fato de ser uma reagao
isotérmica (n&o requer um termociclador) e os amplicons sdo de cadeia Unica, isto €,
nao requerem um passo de desnaturagcdo adicional antes da deteccéo. A deteccao
quantitativa do RNA é realizada pela eletroquimioluminescéncia (69). Esta técnica
mostrou excelente concordancia quando comparada ao PCR quantitativo e ao
método ELISA para o Her-2/neu (AUC ROC 0.938, sensibilidade 75,3%,
especificidade 100% e AUC ROC 0.98, sensibilidade 100%, especificidade 91,5%,
respectivamente). Desta forma, ela pode ser utilizada para a avaliagdo do estado
Her-2/neu nos tumores de mama. Esta abordagem é rapida, altamente sensivel e se
constitui um método estandardizado que complementa as técnicas existentes,

especialmente para tumores de mama pequenos (70).

Aneussomia do cromossomo 17

A aneussomia do cromossomo 17 é a aberracdo do numero de cépias mais
frequentemente encontrada no cancer de mama invasivo (38% a 46%). Esta

correlacionada com o aparecimento de metastases e com a diminuicdo da sobrevida



dos pacientes (71). O numero de cépias do cromossomo 17 pode afetar o status
HERZ2/neu, especialmente através da demonstragcao de uma forte supexpressao da
proteina por imunohistoquimica ou por um aumento no numero de copias do gene
pelo método FISH (72). Entretanto, alguns casos podem se apresentar com um
resultado discordante ao final, dependendo do critério utilizado para a positividade
do FISH (Ventana ou PathVision). Para estes casos, nao existe informagéao clara se
devem ser considerados como amplificados ou ndo e consequentemente, se sdo ou

nao sao candidatos ao tratamento com trastuzumab.
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Figuras




Figura 1: Expressao do HER-2 e consequéncias bioldgicas

Célula normal Célula com hiperexpressao Excessiva divisao celular

Fonte: Genentech Inc.

Figura 2: Estrutura molecular do trastuzumab Fonte : Genentech Inc.




Immunohistochemistry (IHC)

Figura 3: Cortes histolégicos mostrando diferentes padrdes na intensidade

para coloragao para a proteina HER-2 na imunohistoquimica.

Fonte: Genentech Inc.




Ventana Inform™ (Her-2>4) Abbott-Vysis Pathvysion™ (Her-2/CEP17>2)

Figura 4. Amplificagao do gene Her-2 por método FISH (Hibridizagao in situ
por fluorescéncia)

Fonte: Servigo de Patologia, Instituto Jules Bordet



Figura 5. CISH (Hibridizacao in situ cromogénica)

Esta figura mostra exemplos do método CISH para o oncogene Her-2 no CM. (A):
tumor com uma a duas copias identificadas do gene HER-2/neu (auséncia de
amplificagdo). (B) A amplificagdo caracteristica aparece como um agrupamento de
cbpias de genes com coloragao positiva para a peroxidase ou (C) como multiplas
copias individuais de genes. Aumento de 600x. Coloragao por hematoxilina.

Fonte: Tanner M et al, Am J Pathol. 2000.
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Trata-se de um método de amplificacao isotérmica onde a partir de moléculas de
RNA produz-se cDNA com sequéncia promotora para RNA polimerase. O uso de
RNase H digere a cadeia de RNA do duplex DNA:RNA e permite que nova cadeia
de DNA seja sintetizada com primer contendo sequéncia promotora para RNA
polimerase. Na presenga de T7 RNA polimerase, o duplex DNA:DNA atua como
molde para sintese de RNA, que por sua vez é convertido novamente para cDNA

pela transcriptase reversa (RT).

RT : reverse transcriptase ; Fonte: Biomérieux Inc.




Justificativa para o estudo

Diante do crescente uso do trastuzumab no CM metastatico e mais
recentemente no tratamento adjuvante do CM, e considerando que esta terapia se
baseia na avaliagao laboratorial do estado do HERZ2, torna-se critica a avaliagcao
precisa do estado de amplificagdo deste oncogene. Varias técnicas sédo disponiveis
atualmente, mas alteragdes tipo polissomia podem confundir o estado de
amplificagcdo no método FISH. O objetivo do estudo a seguir foi determinar o melhor
escore para dosagem da amplificagdo (incluindo casos de polissomia) e

correlacionar este com os demais escores de avaliagdo do HER2.
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Sumario

Objetivo. O trastuzumab é considerado como medicamento-chave no tratamento
das mulheres com cancer de mama (CM) que superexpressam o HER-2, tanto na
doenga em estadios iniciais como na doenga avangada. Logo, a avaliagdo precisa
da amplificacdo do Her2 é essencial para identificar as pacientes com CM
candidatas ao tratamento a base de trastuzumab. Este estudo teve por objetivo
determinar o escore 6timo pelo método FISH, atualmente considerado como o teste

de referéncia.

Métodos. O estado Her-2 e o numero de cépias do CEP17 foram determinados por
FISH em 893 amostras de CM. Trés escores foram considerados: Her2/CEP17>2,
Her2>4 ou Her2>6. A expressao de proteina e a expressao génica foram avaliadas,
respectivamente, por imunohistoquimica (IHQ) em 584 amostras e pelo método

MRNA-NASBA em 90 amostras.

Resultados. As amostras foram divididas em 5 grupos baseados nos resultados do
FISH: grupo com (1) dissomia e amplificagdo, (2) grupo com dissomia e sem
amplificacao, (3) grupo com polissomia e amplificagdo, (4) grupo com polissomia e
sem amplificagéo e (5) grupo com polissomia e discordancia (10,8% dos casos, a
maioria considerados positivos com o escore Her2>4 mas negativos com os demais
escores). A melhor associacao foi observada (1) entre o escore FISH Her2/CEP17>2
e Her2>6 (x=0,906, p<10®), (2) entre FISH, usando Her2>6 ou Her2/CEP17>2 e IHQ
(3+ considerado como positivo) (k>0,650, p<10®) ou NASBA (k>0,536, p<10®), A
polissomia teve um impacto no numero de cépias do Her2 (mais elevada nos casos

polissbmicos em comparagao aos dissOmicos; p<10'6), mas nao teve impacto no



conteudo de proteina e RNAm. O grupo com discordancia apresentou (1) o numero
mais elevado de copias do CEP17 (p<3x107°), (2) Contetido similar de proteina Her-
2 e RNAmM quando comparado ao grupo NA, (3) porcentagem similar de amostras
com RE positivo ao grupo sem amplificagcado e diferente do grupo com amplificagao
(p=,004), (4) uma concordancia perfeita entre FISH/IHQ/NASBA foi observada em

68% dos casos usando Her2/CEP17>2, 58% usando Her2>6 e 0% usando Her2>4.

Conclusdo. A melhor associagao entre FISH/IHQ/NASBA foi observada com o

escore Her2/CEP17; sugere-se a utilizagao do Her2>6 como um escore alternativo.



Introdugao

O oncogene Her-2/neu, localizado no cromossomo 17, codifica um receptor
transmembrana de tirosina-quinase que pertence a familia do receptor do fator de
crescimento epidérmico. A superexpressao da proteina é identificada em 20% a 30%
dos CM em seres humanos e é causada por uma amplificagdo génica em mais de
90% dos casos. A superexpressao e amplificagdo do oncogene foram associadas a
pior prognostico da doenga e a presenca de resposta a terapia com o anticorpo
monoclonal humanizado anti-HER-2, chamado trastuzumab (Herceptin®), em
pacientes com CM avancgado, tanto como agente isolado (1,2) como em combinagao

com quimioterapia (3).

Recentemente, a primeira analise interina do uso de trastuzumab concomitante
com ou apos a quimioterapia adjuvante, demonstrou uma melhora estatisticamente
significativa na sobrevida livre de doenca (4,5) e na sobrevida global (5) das
pacientes com CM em estadios iniciais. Portanto, a avaliagao laboratorial do estado
HER-2/neu se tornou um procedimento basico para o manejo apropriado das

pacientes com CM (6).

O melhor método de identificagcdo daquelas pacientes que devem ser tratadas
com trastuzumab tem sido fonte de controvérsia. A imunohistoquimica (IHQ), para a
qual varios anticorpos (monoclonais e policlonais) e sistemas de detecgcdo sao
disponiveis, fornece resultados contraditérios. O HercepTest® (Dako, Glostrup,
Denmark) é um método padrao desenvolvido com o intuito de sobrepor ou diminuir a
variabilidade dos resultados de IHQ, mas as vezes apresenta resultados

insatisfatorios (7). As preocupagdes a respeito da acuracia da IHQ usando cortes de



tecido fixado em formalina e embebido em parafina (8) estimularam o uso do método
da hibridizac&o in situ por imunofluorescéncia (FISH). Além disso, varios estudos
demonstraram que o FISH é um melhor preditor de progndstico e eligibilidade ao
trastuzumab do que a analise IHQ (2,9,10), porque o primeiro exclui a maioria dos
casos 2+, que parecem ter uma resposta minima ao tratamento com trastuzumab
(1,3) e ndo possuem mau prognéstico quando comparados com os casos 3+ (9,11).
Como resultado, a maioria dos laboratérios costuma fazer a triagem de todos os
casos pela IHQ e, entao, selecionar casos para o teste FISH, ou utilizar o FISH
como unico método de quantificacdo do HER-2/neu. Desta forma, uma avaliacio
exata do estado Her-2/neu baseada na amplificagdo génica usando FISH se tornou

um fator essencial no manejo das pacientes com CM.

Atualmente existem dois métodos de FISH aprovados pelo FDA com
definicbes diferentes de amplificacdo do gene Her-2/neu: (1) o teste Ventana
Inform™ que mede somente o nimero de copias do gene Her-2/neu , (2) o teste
Vysis PathVysion™ que inclui uma sonda dupla para o cromossomo 17. Os tumores
com uma contagem absoluta do numero de cépias do Her-2 por nucleo maior do que
4 para o sistema Ventana, ou com uma razdo do numero médio de cdpias do gene
Her-2 pelo numero de cépias do CEP-17 maior ou igual a 2 no sistema Vysis sao
considerados como amplificados. Todavia, a proporcdo de amostras identificadas
como apresentando amplificacdo Her-2/neu pela razdo Her-2/CEP17 pode ser
subestimada, ja que numa pequena propor¢gdo de casos (~3%), o aumento do
numero de cépias do gene Her-2 é secundario a polissomia do cromossomo 17.
Acredita-se que a superexpressao de proteina ndo seja resultado apenas de um

aumento do numero de copias secundarias a amplificagdo génica, mas também um



resultado do aumento concomitante do numero de cépias do cromossomo 17. Assim
sendo, estas pacientes poderiam ser também candidatas potenciais ao tratamento
com trastuzumab (12). Por outro lado, considerando somente o numero absoluto de
copias do gene Her-2 para definir a amplificagdo, poderia ser superestimada a
presenca da amplificacdo génica em 15% dos casos que apresentam numero de
copias do gene Her-2>4 e uma razdo Her-2/CEP17 <2, neste caso, devido a
polissomia (12). Na verdade, n&o existe nenhum consenso definitivo sobre o sistema
de escore otimo para avaliar o estado Her-2. Alguns investigadores (2,9,10, 13-15)
demonstraram que para evitar o aumento do numero de copias do gene Her-2
consequente a polissomia do cromossomo 17, a correcdo do cromossomo 17 é
essencial para determinar o verdadeiro estado de amplificagdo génica, enquanto
outros autores (16,17) acreditam que isto € desnecessario. Portanto, € imperativo o
estabelecimento de um valor de corte ou de um sistema FISH de escore adequado
para a avaliagdo do Her-2, que inclua o subgrupo de pacientes com polissomia do

cromossomo 17.

O objetivo principal deste estudo foi determinar o sistema 6timo de escore no
método FISH para detectar a ampilificacdo do Her-2/neu nas pacientes com CM,
particularmente para os tumores com polissomia do cromossomo 17. Também foi
examinado como o uso do escore Vysis ou Ventana podem influenciar na
determinacdo de tumores como sendo amplificados ou ndo amplificados, e estes
resultados foram correlacionados com dados de IHQ usando o anticorpo CB11 e a
amplificacdo sequencial de acidos nucléicos (NASBA) para a analise do RNAm do

Her-2.



Materiais e Métodos

Amostras

As amostras de pegas anatomo-patologicas de pacientes com CM utilizadas foram
enviadas ao departamento de Patologia do Instituto Jules Bordet, na Bélgica, para
avaliacao de rotina pelo método FISH (12). O numero de copias do gene Her-2/neu
e 0 numero de cépias do CEP17 ja haviam sido determinados para 893 amostras
embebidas em parafina através da técnica PathVision (Abbott-Vysis) do método
FISH (12). Destas, 584 j4 haviam sido avaliadas pelo método de IHQ (anticorpo
monoclonal CB11, Novocastra) (12). Para o método NASBA, foram obtidas 90
amostras congeladas deste grupo, todas com mais de 70% de células tumorais
invasivas e coletadas no Instituto Jules Bordet. O método NASBA foi executado no
Departamento de Genética Humana, em BioMérieux, na Franca. Este estudo foi

aprovado pelo comité de ética do Instituto Jules Bordet.

Critério para positividade do FISH e polissomia

As amostras com uma razao Her-2/CEP17 > 2,0 ou com uma contagem absoluta de
numero de copias de Her-2 por nucleo > 4,0 ou > 6,0 foram consideradas como
amplificadas. O ultimo escore citado faz parte do método CISH (hibridizagdo
cromogénica in situ), uma técnica com caracteristicas e vantagens tanto da IHQ
(microscopia de rotina, baixo custo e familiaridade) como do FISH (controle interno

préprio, escore subjetivo). No entanto, atualmente, esta técnica ndo esta aprovada



para a selecdo de pacientes elegiveis para o tratamento com trastuzumab. Como
descrito anteriormente (12), os pontos de corte para as alteragdes do numero de
copias do cromossomo 17 foram estimadas para cada grupo de acordo com padrdes
publicados (13,18-22) e adaptados para nucleos que tenham sido alterados nos
cortes de parafina. Os espécimes com numero de cdpias do cromossomo 17 no
intervalo de 1,5 a 2,25 sinais por célula foram definidos como apresentando
dissomia do cromossomo 17. Os demais casos foram considerados como tendo
aneussomia do cromossomo 17, tanto hipodissomia (< 1,5 sinal/célula) como

polissomia (> 2,25 sinais/célula).

Duplex real time NASBA

O RNA total foi extraido de 5 cortes de 10 um de cada amostra congelada usando o
reagente TRIZOL® de acordo com as instru¢des do fabricante (Invitrogen, Canada).
A integridade do RNA e a quantificagdo foram determinadas com o RNA 6000 Nano
LabChip (Agilent, Waldbronn, Germany). A medida quantitativa do RNA mensageiro
do Her-2 foi feita com 50ng do RNA total pela reagdo NASBA duplex usando
ciclofilina B (PPIB) como gene normalizador como descrito previamente (23). Os
forward e reverse primers, assim como o molecular beacon para o Her-2/neu e os

genes PPIB s&o descritos na tabela 1.



Analise estatistica

O presente trabalho se concentrou na determinacdo do ponto de corte 6timo para
definir a amplificagdo do Her-2/neu e na associagao da expressao do HER-2 a nivel
transcricional e translacional. Além disso, a associagao entre os varios subgrupos,
definida com base nos resultados do FISH e em dados clinico-patolégicos (RE, Ki-
67, tamanho do tumor, grau histolégico, envolvimento linfonodal) também foram
avaliados. Analises descritivas padronizadas foram conduzidas. A associagao entre
os parametros foi avaliada usando o coeficiente de concordancia Kappa (para
variaveis binarias), Mann-Whitney (para variaveis binarias versus variaveis
continuas) e testes Qui-quadrado. O valor do p<0,05 foi considerado como
estatisticamente significativo. A analise estatistica foi realizada usando o programa

SPSS para windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Resultados

A polissomia do cromossomo 17 é responsavel pela discordancia no estado

Her-2/neu como definido pelos diferentes sistemas de escore FISH utilizados.

O numero de coépias do gene Her-2/neu e o numero de copias do CEP17,
avaliados por FISH, foram disponiveis em 893 amostras (12). Para 96 de 893
(10,75% dos casos), o estado Her-2/neu foi considerado como discordante de
acordo com os 3 critérios de amplificacdo do FISH utilizados: a razdo Her-2/CEP17 >
2, 0 numero absoluto de genes Her-2 >4, e o numero absoluto de gene Her-2 >6

(critério CISH).



Entre os 96 casos discordantes: (1) 54 amostras (56%) foram consideradas
como amplificadas com escore Her-2>4 mas ndo pelos demais critérios, (2) 21
amostras (22%) foram consideradas como ndo-amplificadas com o escore Her-2>6,
mas amplificadas com os demais critérios, (3) 13 (13,5%) e 8 amostras (8%) foram
consideradas, respectivamente, como nao amplificadas e amplificadas, com o

escore da razdo Her-2/CEP17 contrario aos demais critérios.

Como apresentado na tabela 2, 78% (75/96) da discordancia foi observada
entre o critério Her-2>4 e os outros dois critérios, e 44% (42/96) entre o critério Her-2
>6 e 0 escore da razdo Her-2/CEP17. Portanto, na populagdo em geral, a melhor
associacao entre os critérios de FISH foi observada entre o sistema da razdo Her-
2/CEP17 e o sistema de escore de coépias Her-2>6 (x=,906, p<10'6), quando
comparado com a associacao entre as copias de Her-2>4 e os outros 2 sistemas de

escore (k=0,832 com razdo Her-2/CEP17 e «=0,833 com Her-2>6, p<107).

Para a maioria dos casos, a discrepancia entre as avaliacdes do estado Her-
2/neu foi devida a presenga da aneussomia do cromossomo 17 : 71/96 casos (74%)
apresentaram polissomia do CEP17 e 4/96 casos(4%) apresentaram uma
hipodissomia do CEP17. As amostras com hipodissomia ndo foram consideradas
nas analises, ja que a proporg¢ao de casos com hipodissomia foi <10% (80/893) e os

casos com hipodissomia e discordantes foram <0,5% (4/893) da populagéo total.

As amostras foram divididas em 5 grupos maiores, de acordo com o numero
de copias do CEP17 e o numero de coépias do Her-2/neu: (1) dissomia e
amplificagéo, (2) grupo com dissomia e sem amplificagdo, (3) grupo com polissomia

e amplificagdo, (4) grupo com polissomia e sem amplificagcdo e (5) grupo com



polissomia e discordancia (em relagdo a amplificagdo). A comparagao dos diferentes
grupos revelou que a polissomia-17 tem um impacto no numero de copias do Her-2,
ja que o numero de coépias do gene foi estatisticamente maior nos grupos com
polissomia contra os grupos com dissomia (p<10®). Adicionalmente, um numero
estatisticamente maior de cépias do CEP17 foi observado nos casos com polissomia
e amplificados contra os casos com polissomia e sem amplificagdo (p=0,005). No
subgrupo discordante e com polissomia, que apresentou 0 maior numero de copias
do CEP17 (todos com p<3x 107°), a polissomia por si s foi responsavel por um
numero estatisticamente maior de copias do gene Her-2/neu, quando comparada ao

subgrupo de polissomia e sem amplificagéo (p<10®) (veja tabela 3).

Associagao entre a IHQ e os trés métodos de escore do FISH

Para determinar o sistema de escore 6timo de avaliacdo do estado de
amplificacdo do Her-2/neu, a associacéo entre o estado do FISH, de acordo com os

3 sistemas de escore, e os dados de IHQ foram testadas em 584 casos.

Como descrito na tabela 3, nenhuma diferenca estatisticamente significativa
pdbde ser observada entre os subgrupos com polissomia e dissomia sem
amplificagcdo em termos de expresséo de proteina HER-2 (0,1+,2+ versus 3+). Ainda
importante, uma diferenga nao estatisticamente significativa foi observada entre as
amostras sem amplificagdo e com polissomia e as amostras discordantes (p=0,209).
Portanto, as cépias de gene adicionais induzidas pela polissomia, principalmente
nos casos discordantes (quando comparados com o subgrupo polissémico e sem
amplificacéao, p<10'6) nao foram associadas com a superexpressdao do HER-2.

Todavia, em 3 dos 161 casos com IHQ 3+, a superexpressdo foi atribuida a



polissomia do cromossomo 17 e confirmada em 2 casos pelo uso do Herceptest

(dados n&o mostrados).

Quando foi considerada a IHQ 3+ como positiva para o HER-2, o coeficiente
de associagao kappa entre os dados de IHQ e o FISH dicotomizados de acordo com
os 3 sistemas de escore foi de 0,689 usando o Her-2>6, 0,650 usando a razdo Her-
2/CEP17 e 0,556 usando Her-2>4 (todos p<10®). As concordancias entre os dados
de IHQ e FISH de acordo com os 3 sistemas de escore estdo resumidas na tabela 4
para o subgrupo dos carcinomas de mama com polissomia e discordantes. Com o
escore FISH Her-2>4, 42 amostras classificadas como amplificadas né&o
apresentavam escore de IHQ 3+. Ao contrario, com os outros dois sistemas de
escore, somente 1 de 4 amostras classificadas como sem amplificagcdo foram
consideradas como 3+ por IHQ. Portanto, a concordancia entre o FISH e a IHQ foi
observada em 10,6% das amostras quando o escore Her-2>4 foi utilizado, em 87%
quando o escore Her-2>6 foi utilizado e 81% quando a razdo Her-2/CEP17 foi

utilizada.

Associagao entre a expressao de RNAm (medido pelo NASBA) e o FISH de

acordo com os trés métodos de escore.

Em 90 casos com amostras congeladas disponiveis, o conteudo de RNAm do
Her-2 foi medido pelo método NASBA, com o objetivo de determinar qual o sistema
de escore do FISH confere a melhor concordancia entre a amplificacédo génica e a
expressao génica do Her-2/neu. As amostras foram distribuidas em 4 grupos: 24
amostras foram consideradas como dissébmicas e com amplificacdo, 22 como
polissbmicas e com amplificacdo, 21 como polissdmicas e sem amplificagcao e 23

como discordantes e com polissomia (de acordo com o critério FISH).



Em termos de conteudo de RNAm do Her-2, nenhuma diferenca
estatisticamente significativa pode ser observada entre os grupos com amplificagéo
polissbmicos e dissOmicos, enquanto que uma diferengca estatisticamente
significativa foi observada entre os grupos com amplificagdo e o subgrupo com
polissomia e sem amplificacdo (ambos com p<4x 10°). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre os casos com polissomia e sem amplificagdo em
relagéo aos casos discordantes. Portanto, o numero mais elevado de cépias de gene
induzidas pela polissomia, nos casos discordantes, ndo esteva associado com maior

expressao génica.

A melhor associacao entre o método NASBA e o FISH foi observada usando
o escore da razdo Her-2/CEP17 (Z= -5,376) e Her-2>6 (Z= -5,392) quando
comparado com o critério Her-2>4 (Z= -3,992) (todos com p<7x 10°). Usando um
corte de >0,078 (razdo do numero de copias Her-2/PPIB) para NASBA como
previamente publicado (24), a associagao kappa entre FISH e NASBA foi de 0,564
para Her-2>6, 0,536 para a razdo Her-2/CEP17 e 0,325 para Her-2>4 (todos com
p<3x 10'5). A concordancia entre o sistema de escore FISH e o NASBA para o
subgrupo de carcinomas de mama discordante esta resumido na tabela 5. Com o
escore de FISH Her-2>4, 19 pacientes classificados como com amplificacdo pelo
método FISH ndo expressaram o RNAm ; este numero decresceu para 3 e 1
pacientes com os outros dois sistemas de escore. Pelo contrario, 3 e 4 pacientes
com altos niveis de RNAm (todos com IHQ 2+) foram classificados como sem
amplificacdo pelos critérios de FISH Her-2>6 e razdo Her-2/CEP17. Portanto, 17%,
74% e 83% das amostras foram concordantes de acordo com o NASBA e escore

Her-2>4, Her-2>6 e razdo Her-2/CEP17, respectivamente.



Uma concordancia perfeita entre FISH, IHQ e NASBA foi observada em 68%
dos casos com o critério razdo Her-2/CEP17, em 58% com o critério Her-2>6 e em
0% com o critério Her-2>4. Portanto, a corregcao para o cromossomo 17 apareceu
como o sistema de escore 6timo para a avaliacdo da amplificacdo por FISH. O
escore Her-2>6 poderia ser usado como um critério alternativo, mesmo se entre as 5
amostras com estado discordante para os critérios Her-2>6 ou a razao Her-2/CEP17
nao tenham mostrado nenhuma proteina (IHC<3+) e nenhuma expressdo de RNAm
(exceto uma) em 4 amostras com uma contagem absoluta de copias de gene >6. O
critério Her-2>4 apareceu como o pior sistema de escore como mostrado na figura 1.
Os autores observaram que o ponto de corte minimo para um numero absoluto de
copias de Her-2 deve ser > 6 cdpias a fim de obter uma boa associagao entre FISH
e NASBA ou IHQ ; a associagdo com IHQ ou NASBA sendo aumentada para em 1,5

com ponto de corte >6 preferido a >4.

Caracteristicas biolégicas dos tumores com polissomia com estado Her-2/neu

discordante de acordo com os 3 métodos de escore do FISH.

Para a maioria das 584 amostras para as quais os dados IHQ sao
apresentados, outros parametros clinico-patolégicos como o Ki-67, o estado do
receptor de estrogénio, o tamanho do tumor, o grau histoldégico e o estado linfonodal
estavam disponiveis (veja tabela 6). Houve uma porcentagem estatisticamente mais
elevada de tumores altamente proliferativos (Ki-67 > 25%) na amostras com
amplificagdo quando comparadas as amostras sem amplificagdo (p=0,034). No
entanto, quando a polissomia foi considerada, observou-se que a propor¢cao de
tumores altamente proliferativos no subgrupo de tumores com polissomia e sem

amplificacédo foi estatisticamente maior quando comparada ao subgrupo dissémico



nao amplificado (p=0,032), uma proporgéo similar aquela dos subgrupos dissémicos

e polissémicos com amplificagao.

A porcentagem de tumores com RE positivo ndo foi estatisticamente diferente
entre os subgrupos com polissomia e com dissomia, mas foi menor nos grupos
amplificados quando comparado aos grupos sem amplificacdo (p=0,004).
Interessante notar que os casos discordantes apresentaram uma porcentagem de
tumores com RE positivo similar aquela dos grupos sem amplificagdo. Nenhuma
diferenga estatistica foi observada de acordo com o tamanho do tumor, o grau

histologico e o estado linfonodal.

Discussao

Para determinar o sistema ideal de escore do FISH que permita selecionar os
pacientes que poderiam se beneficiar do tratamento com trastuzumab, 3 critérios
para a positividade do FISH foram considerados e os estados resultantes foram
comparados com os dados da IHQ e do NASBA-RNAmM. Como previamente
publicado (25,26), uma boa concordancia entre os critérios do FISH (razdo Her-
2/CEP17>2 e Her-2>4) foi observada para os casos com dissomia e para 0s casos
com polissomia baixa, bem como para os casos com um aumento nitido do numero
de copias do Her-2 consequente a amplificagdo do gene Her-2. Os casos
problematicos, para os quais as discrepancias foram observadas dependendo do
critério FISH utilizado, foram amostras sem amplificagcdo génica, mas com um
numero aumentado de cdpias do gene Her-2 secundaria a elevada polissomia do
cromossomo 17 (>3 copias por célula); um resultado que esta de acordo com a

observacao de Lal e col (26). Na populacao estudada, estas amostras correspondem



a 10% dos casos, para 0s quais 0s pacientes sao elegiveis para o uso de
trastuzumab segundo o critério Her-2>4, mas nao elegiveis com o critério razao Her-

2/CEP17.

Observou-se claramente que a polissomia do cromossomo 17 teve um
impacto no numero de cépias do Her-2. Por um lado, um numero de cépias de Her-2
estatisticamente mais elevado foi observado nos grupos com polissomia quando
comparados com os grupos com dissomia; por outro lado, o grupo com amplificagéo
e polissomia apresentou um numero maior de cépias do CEP17 quando comparado
ao grupo sem amplificagdo e com polissomia, como previamente publicado (19,27).
O desafio foi de determinar se as coOpias adicionais do gene Her-2 consequentes a
polissomia do cromossomo 17 poderiam ser suficientes para induzir uma
superexpressao da proteina HER-2, e consequentemente, que estes pacientes
poderiam ser elegiveis para o tratamento com trastuzumab. Os resultados
demonstraram claramente que, na auséncia da amplificagdo do gene Her-2, a
polissomia do cromossomo 17 resultou em um aumento modesto do numero de
copias do gene Her-2/neu e, consequentemente, no raro aumento da proteina HER-
2 e no conteudo de RNAm, como publicado anteriormente (14,19,28-30), exceto
para um pequeno numero de casos (3/161 com IHQ 3+) que tiveram mais de 10
copias de CEP17 por célula. Como consequéncia, a corregao do cromossomo 17 se
torna essencial para a determinagao do verdadeiro estado de amplificacdo do gene
Her-2 no cancer de mama. Estes resultados foram corroborados pelo fato de que a
melhor associagdo entre FISH, IHQ e NASBA foi observada com o critério razao
Her-2/CEP17, o que esta de acordo com outros estudos (26,28). Wang e col (28)

demonstraram que o método FISH utilizando o critério Her-2/CEP17 atingiu maior



concordancia com a quantificagdo IHQ assistida por analisador de imagem do que o
critério Her-2>4. Desse modo, Lal e col (26) observaram que mais tumores IHQ
negativos eram FISH positivos com o critério Her-2>4. Portanto, a razdo Her-
2/CEP17, que considerou a maioria destes casos como ndo amplificados, apareceu
como um melhor sistema de escore para refletir a verdadeira biologia do tumor.
Adicionalmente, a comparag¢ao das caracteristicas biolégicas demonstraram que as
amostras com polissomia e discordantes sdo biologicamente mais similares as
amostras sem amplificacdo e com polissomia. Além disso, os autores observaram,
como ja previamente publicado (27,31) que a superexpressao/amplificacdo foi

associada com uma menor propor¢cao de sem amplificagcao.

Alternativamente a razdo Her-2/CEP17, o critério absoluto Her-2>6 poderia
ser usado como um bom sistema de escore. Uma publicagcéo recente recomendou a
mudang¢a da média do ponto de corte do numero de sinais de Her-2 para igual ou
superior a 6 pelo método Ventana-Inform, a fim de englobar os casos discrepantes
com polissomia do cromossomo17 (32). Os autores observaram neste presente
trabalho que o numero minimo de cépias do gene Her-2 para que haja uma boa
correlagdo entre FISH, IHQ e NASBA deve ser maior do que 6. Este sistema de
pontuagao poderia também ser muito util para os casos com mais de 10 cépias de
CEP17 por célula e IHQ 3+. Esta hipotese precisa ser confirmada em um numero

maior de amostras.

Os trés estudos clinicos randomizados adjuvantes recentemente publicados
com a administragdo de trastuzumab na terapia adjuvante utilizaram tanto a IHQ e

/ou o FISH para avaliar o grau de superexpressédo da proteina e/ou a amplificagéo



génica do Her-2. Todavia, com o advento dos primeiros resultados significativamente
positivos destes estudos clinicos, torna-se muito importante limitar o numero de
casos falso-positivos, principalmente porque o trastuzumab foi adotado
recentemente como parte do tratamento adjuvante do CM em estadios iniciais que
apresentam positividade para o Her-2. Apesar dos resultados de um perfil de
toxicidade adequado num seguimento mediano de 1 a 2 anos nestes estudos
clinicos, ainda existe a preocupagao sobre a cardiotoxicidade a longo prazo do
trastuzumab. Logo, limitando o numero de casos falso-positivos, 0 uso da razao Her-
2/CEP17 limitaria o numero de pacientes que seriam expostos aos potenciais efeitos
indesejaveis da terapia com o trastuzumab e que ndo teriam beneficio terapéutico.
Além disto, a correlagdo entre o sistema de escore e a eficacia ao tratamento

deveria ser avaliada nos pacientes tratados com trastuzumab.

Finalmente, os autores descrevem que as amostras com polissomia,
independentemente da amplificagdo do Her-2, sdo altamente proliferativas. Varias
publicacdes apontaram a possivel relacdo entre a proliferacdo e a polissomia, mas
nenhuma conclus&o definitiva foi cogitada. Este resultado poderia sugerir tanto que a
polissomia do cromossomo 17 seria capaz de induzir a superexpressao da proteina
implicada na proliferagdo, como sugerir que a hipodissomia seja um artefato
ocasionado pela divisao celular. As analises dos estados de outros cromossomos

estdo em andamento para corroborar uma destas duas hipéteses.

Em conclusao, os autores demonstraram que a correcdo do cromossomo 17
€ o sistema de escore O6timo para a avaliagdo da amplificagdo por FISH.

Alternativamente, um numero absoluto de copias do gene Her-2 maior ou igual a 6



poderia ser usado; este ponto de corte € superior ao ponto de corte de mais de 4
copias, ja que inclui menos resultados falso-positivos. Os resultados deste trabalho
sugerem que o carcinoma do subgrupo com polissomia para 0 cromossomo 17 sem
a amplificagcdo do gene Her-2/neu se comporta da mesma forma que os tumores
sem amplificagdo. Todavia, esta afirmativa ainda precisa ser confirmada nos

pacientes tratados com trastuzumab.
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Tabela 1. Primers e sequéncias de molecular beacons para ensaio de NASBA RNA

mensageiro

Primer Sequéncia (5'>3") Posicdo
ERBB2 P1(T7) | aattctaatacgactcactatagggagaaggGAGCCAGCCCGAAGTCTGTA 2567-2586
ERBB2 P2 TCTTAGACCATGTCCGGGAAA 2733-2752
PPIB P1(T7) |aattctaatacgactcactatagggagaaggCAGGCTGTCTTGACTGTCGTGA |449-470
PPIB P2 AGGAGAGAAAGGATTTGGCT 231-250
Molecular Sequéncia (5'>3") Posicao
Beacon

ERBB2 FAM-cgatcgGGAGGATGTGCGGCTCGTACcgatcg-Dabsyl 2658-2677
PPIB ROX-cqatcgGATCCAGGGCGGAGACTTCAcgatcg-Dabsyl 291-310

Os primers oligonucleotideos antisense 3' sdo alongados com uma seqiéncia de reconhecimento
promotora T7, indicada em letras minusculas. As sequiéncias stem dos beacons sao indicadas em
letras minusculas em italico. As posi¢des referem-se aos numeros de acesso no GenBank,

MN_00448 para ERBB2 e M60857 para PPIB.




Tabela 2. Associagao entre os trés sistemas de escore do FISH

Copias Copias de Her-2 >6 N° total | Copias Razao Her2/CEP17 | N° Copias Razao Her- | N°

de Her-2 de de Her-2 total de Her-2 | 2/CEP17 total
>4 casos >4 de >6 de

casos casos
Negativo | Positivo Negative | Positive Negativo | Positivo

Negativo 8 0 8 Negativo | 0 8 8 Negativo | 54 29 83
Positivo 75 13 88 Positivo 67 21 88 Positivo 13 0 13

N°  total | 83 13 96 N° total | 67 29 96 N° total | 67 29 96
de casos de de casos

casos




Tabela 3. Numero de cépias de Her-2 e CEP17 e expressao da proteina HER-2 nos

5 subgrupos
Subgrupos Dissomia e | Dissomia e | Ppolissomia e | Polissomia e | Polissomia e
amplificagdo | sem amplificagao sem discordancia
Marcadores amplificagcao amplificagédo
Bioldgicos
Numero de coépias Her-2 | 14,75 2,08 16,30 3,2 4,98
(mediana)
Numero de copias CEP-17 | 1,94 1,87 2,9 2,62 3,26
(mediana)
HER-2 IHQ 0/1+ 1,85% 36,34% 1,7% 31,51% 17%
2+ 25,8% 63% 29,2% 65,75% 74,5%
3+ 72,35% 0,66% 69,1% 2,74% 8,5%




Tabela 4. Associacao entre IHQ e FISH de acordo com o sistema de escore

HER-2 Coépias de Her-2 >4 N° Coépias de Her-2 | N° total | Razdo Her-2/CEP17 N°

IHQ total de | >6 de total
casos casos de

casos
Negativo | Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo

0,1+,2+ 1 42 43 38 5 43 38 5 43

3+ 0 4 4 1 3 4 4 0 4

N° total | 1 46 47 39 8 47 46 17 47

de

casos




Tabela 5. Associagao entre NASBA e FISH de acordo com o sistema de escore

NASBA Copias de Her-2 >4 N° total | Cépias de Her-2 | N° Razao Her- | N°
de >6 total 2/CEP17 total
casos de de

casos casos
Negativo | Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo

Negativo | 0 19 19 16 3 19 18 1 19

Positivo | 0 4 4 3 1 4 4 0 4

N° total | O 23 23 19 4 23 22 1 23

de

casos




Tabela 6. Caracteristicas biolégicas dos 5 subgrupos

Subgrupos Dissomia e | Dissomia e | Polissomia e | Polissomia e | Polissomia e

amplificagdo | sem amplificagéo sem discordantes

Marcadores Bioldgicos amplificagédo amplificagdo

Ki-67 >25% (%) 34/76 (44.7) | 29/106 31/67 24/53 11/33

(27.36) (46.27) (45.3) (33.3)

RE 22 (%) 41/76 91/121 46/76 36/54 28/34
(53.94) (75.2) (60.5) (66.6) (82.35)

Tamanho > 2 cm (%) 31/66 36/81 21/57 16/43 13/27
(46.97) (44.45) (36.8) (37.2) (48.1)

Grau 3 (%) 50/81 47/106 43/63 29/53 13/27
(61.73) (44.33) (68.25) (54.7) (48)

Tipo ductal (%) 70/85 92/111 67/72 51/57 28/32
(82.35) (82.88) (93) (89.5) (87.5)

>4 linfonodos positivos (%) 24/51 42/73 31/49 23/37 11/20
47) (57.5) (63.26) (62.16) (55)

Contagem 123 152 120 73 47




Figura 1. Associagédo entre NASBA ou IHQ e FISH de acordo com a média de corte

do numero de sinais do Her-2

6 4 “.---l'll--t.----

PR

NASBA

IHC (0,1,2 vs 3)

Measure of Agreement Kappa

Her2 copy number

Numero de cépias | >2 >3 >4 | >5 >6 >7 | >8 >9 | >10
de Her-2
% nasba positivo 39 42 51 | 54 60 63 | 63 63 | 60

% IHQ 3+ 32 34 41 | 46 52 56 | 63 69 | 68
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Introduction

The 2005 St. Gallen consensus guidelines represent a
major shift from adjuvant treatment decision making
based primarily on “risk of relapse” towards treatment
decision-making based primarily on endocrine respon-
siveness.

For tumours cxhibiting a molecular profile that
leaves little doubt about response to hormonal manipu-
lation, the selection of the endocrine treatment offering
the best benefit versus risk ratio for the individual
woman is the priority. The addition of a few chemo-
therapy (CT) cycles prior to the start of adjuvant en-
docrine therapy will be considered in patients at high
risk of relapse (such as those with >4 positive nodes).

For tumours exhibiting molecular features that leave
uncertainty about responsiveness to endocrine therapy,
more weight will be given to the role of sequential
chemo-endocrine treatment and of the selection of
endocrine agents that may have a greater chance of
activity when these molecular features are present.

Finally. it is for non-endocrine responsive tumours
that extreme care will need to be taken in selecting the
adjuvant CT regimen, since it will represent the only
“weapon” against potential micrometastases. These
tumours are likely to be the ones that benefit most from
the introduction of non cross resistant cytotoxic agents
in the treatment scheme, as well as from fine tuning of
cytotoxic dose and schedule.

In order to make these delicate treatment decisions
in the optimal way, oncologists need to have broad
knowledge of the benefits and risks associated with
adjuvant treatment modalities.

This article attempts to provide this knowledge in a
concise way.

Tailoring adjuvant therapies: a high priority in
2005

The Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative
Group (EBCTCG) meta-analysis, updated with 15 years
of follow up of all randomised trials in this setting,
reinforces the evidence of efficacy of adjuvant sys-
temic therapies in reducing disease recurrence and
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mortality in early breast cancer (EBC) [1]. These data
provide average estimations of relative and absolute
treatment benefits in the global population studied
and are suboptimal for the appraisal of the complex
heterogeneity of breast cancer (BC) [2].

Tailoring of adjuvant endocrine therapy (tamoxifen,
ovarian ablation) has been based on the hormone re-
ceptor status of tumours: additional molecular markers
or molecular ‘signatures’ are urgently needed now that
aromatase inhibitors (Al) are entering the adjuvant
scene, in order to identify subgroups that derive
particular benefit from these more expensive agents.

Tailoring of adjuvant CT has been lacking so far:
patients at higher risk of relapse (typically those
with node positive disease) have been offered the
more aggressive regimens in view of the incremental
average gain in efficacy provided by these regimens in
randomised trials. Retrospective, but now overwhelm-
ing, evidence indicates a much greater magnitude
of CT benefit in estrogen receptor (ER) negative
disease as compared to ER positive disease [3].
The next generation of prospective trials should
ideally be run separately in hormone receptor positive
and negative BC, allowing sufficient power for the
identification of optimal systemic treatments for these
two different diseases.

The use of microarray technology as a tool to dissect
the molecular heterogeneity of BC and to improve
treatment tailoring is increasing exponentially, with no
routine clinical application thus far. Perou et al. [4]
first described differences in gene expression profiles
between clinically ER positive and ER negative BC tu-
mours. Sorlie et al. [5] later refined the ER positive and
negative tumour classification with the identification of
different subgroups with distinct molecular signatures,
each associated with distinct clinical outcomes.

Van de Vijver et al. [6] discovered a 70-gene
prognostic signature in node negative BC patients
without prior exposure to systemic therapy: the
expression profile outperformed traditional clinical
and pathological criteria in identifying patients with
or without distant metastases. They claimed that the
use of this signature would reduce the fraction of
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women receiving adjuvant CT by about 30%. These
challenging hypotheses need to be validated before
such a prognostic molecular signature is implemented
in clinical practice. For this reason, prior to the launch
of a large prospective randomised trial (MINDACT),
an external, independent validation of the 70-gene
Amsterdam signature [6] based on 301 patients
followed for a median of 10 years was conducted [7].
The 70-gene prognostic signature outperformed the
Nottingham Prognostic Index, the St. Gallen 2003
criteria, and ‘Adjuvant! On Line’ in predicting time
to distant metastases and overall survival. The women
classified as low risk by the gene signature had a
projected 5-year distant metastases free survival of
95% and a projected 10-year survival of 88%.

The European Organisation for the Research and
Treatment of Cancer (EORTC) TRANSBIG multina-
tional project MINDACT is the first large prospective
trial that will investigate the role of the gene expres-
sion signature identified by Dutch researchers [6] as a
tool to improve CT decision making for node negative
EBC. This very ambitious trial could upgrade the gene
signature level of cvidence from a score of 3 to a
score of 1, and lead to a major change in BC clinical
practice.

This ‘bench to bed-side’ research process is critical
if one wants to avoid both over-treatment, with
its potential for severe complications, and under-
treatment with deleterious consequences for patient
survival.

Cytotoxics brought onto the adjuvant scene in the
last decade

The role of new cytotoxics such as taxanes, cape-
citabine, gemcitabine, and platinum compounds in the
adjuvant setting is reviewed in this section.

Taxanes

The role of taxanes in the adjuvant setting is stifl under
evaluation, despite promising preliminary results. In
the literature, 19 trials evaluated the role of taxanes
in this setting, with an expected accrual of 35,500
patients. So far, 8 trials have generated mature
results, which are summarized in Table 1. The latest
St. Gallen Consensus expert panel [16] has confirmed
that there is still no level-1 evidence for the use of
taxanes in the adjuvant setting for node negative BC.
Regarding node positive BC patients, the expert panel
remains divided in view of the suboptimal design
of these trials, which mix hormone responsive and
non-responsive populations and lack proper control of
other variables, such as treatment duration.

The Cancer and Leukemia Group B (CALGB) 9344
study [8], in which 3,121 node positive BC patients
were included, evaluated whether increasing the dose
of doxorubicin or adding of paclitaxel to a standard
adjuvant CT regimen would improve discase free
(DFS) and overall survival (OS). At 69 months median
follow up, there was a statistically significant reduction
in the risk of recurrence (17%) and death (18%) in
the paclitaxel-containing arm. An unplanned subset
analysis demonstrated a significant improvement in
recurrence free survival (RFS) only for patients with
ER negative tumours.

In the National Surgical Adjuvant Breast Project
(NSABP) B-28 trial [9], 3,060 node positive BC
patients were randomly treated either with the com-
bination of cyclophosphamide and doxorubicin or the
same regimen followed by paclitaxel. After a median
follow up of 64 months, there was a statistically
significant reduction in the risk of relapse, but no
statistically significant reduction in the risk of death
in the paclitaxel arm. The subset analysis according
to HR and lymph node status did not demonstrate
a significant difference regarding DFS, RFS and OS
between the two arms. Of note, concomitant CT and
tamoxifen administration in this trial is a potential
confounding factor.

In the Breast Cancer International Research Group
(BCIRG) 001 trial [11], 1,491 node positive BC
patients were randomised to receive either FA5C
(fluorouracil, doxorubicin 50 mg/m?, and cyclophos-
phamide) or TAC (docetaxel, doxorubicin 50 mg/m?,
and cyclophosphamide). At a median follow up
of 55 months, there was a statistically significant
reduction in the risk of relapse (28%) and death (30%)
in the docetaxel-containing arm. The improved DFS
was independent of both HR and HER?2 status. The
magnitude of taxane-associated benefit appeared to be
larger in the subset of 1-3 positive nodes as compared
to the subset with more extensive nodal involvement.

The PACS 01 trial [13] compared 6 cycles of
FE100C (fluorouracil, epirubicin 100 mg/m?, cyclo-
phosphamide) to 3 cycles of FE;pC followed by 3
cycles of docetaxel (100 mg/m?) in 1,999 women with
node positive BC. At 60 months of follow up, there
was a statistically significant reduction in the risk of
recurrence and death for the sequential docetaxel arm
(17% and 23%, respectively). A preplanned subset
analysis suggests that the benefit is confined to patients
with 1-3 positive nodes and to patients older than
50 years.

In a small M.D. Anderson trial [10], 524 pa-
tients were randomised to receive either 4 cycles
of paclitaxel followed by 4 cycles of fluorouracil,
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doxorubicin, and cyclophosphamide (FAC) or 8 cycles
of FAC alone. At 60 months follow up, there was
no statistically significant difference in RFS and OS
between the two arms, although a trend favoured the
taxane regimen.

In the neoadjuvant setting, the NSABP B-27
trial [12], conducted in 2,411 patients with opera-
ble BC, was designed to determine the effect of adding
docetaxel after 4 cycles of preoperative doxorubicin
and cyclophosphamide (AC). Despite a doubling in
pathologic complete response rate, there was no
statistically significant difference in terms of DFS and
OS favouring the taxane arm. Like in NSABP-B28,
tamoxifen was given concurrently with CT.

One relatively small but interesting trial, US On-
cology 9735 [14]. suggests that a non anthracycline,
taxane-based regimen (docetaxel + cyclophosphamide)
might be as good as 4 cycles of AC (doxorubicin-
cyclophosphamide), while the larger Intergroup/E2197
trial found no advantage of AT x4 (doxorubicin-
docetaxel) over AC x 4 [15].

Up to now, adequately dosed anthracycline regimens
remain an acceptable standard of adjuvant CT. The
EBCTCG meta-analysis [1] with 15 years follow up,
demonstrates that on average these regimens continue
to be significantly more effective than CMF regimens
in reducing disease recurrence and mortality from
BC. There was no significant excess of secondary
leukaemia and cardiac deaths, but long-term car-
diac sequelae may occur and are not detected by
overviews.

Unfortunately the place of taxanes in the adjuvant
setting has not yet been validated with a level-1
evidence, due to trial design limitations. However, the
threshold for prescribing anthracyclines followed by
taxanes has been lowered for tumours devoid of HR,
those showing a worrisome genetic make-up or when
there is a fear of anthracycline-induced cardiotoxicity
(HER2 overexpressing tumours fulfil the last two
criteria).

Another important aspect to be considered is the
high cost of treatment due to the increased use
of epirubicin and taxanes in CT regimens [17].
Our public health systems are in jeopardy and this
aspect should motivate an accelerated transition from
empirical oncology (‘one shoe fits all’) to molecular
oncology which will depend on high quality transla-
tional research linked to the clinical trials [18].

Capecitabine

Capecitabine with its oral bioavailability and favourable
side-effect profile is a very attractive drug for the

adjuvant setting, Capecitabine has demonstrated to
be active in the metastatic setting, both as a single
agent [19] and in combination with other agents
such as docetaxel, paclitaxel, vinorelbine and anthra-
cyclines [20]. Moreover, capecitabine combined with
docetaxel has shown an improved OS when compared
to docetaxel alone in metastatic BC [21].

Recently, the interim analysis of a randomised
phase 11 trial in the neoadjuvant setting has shown that
docetaxel/capecitabine provided higher clinical and
pathological response rates compared to doxorubicin/
cyclophosphamide (AC) in 121 eligible patients with
stage II/II1 BC [22].

Capecitabine as a single agent is currently being
evaluated in a phase III trial comparing capecitabine
with CMF or AC regimens in elderly patients with
early BC (NO17629). Capecitabine-based combina-
tions, with paclitaxel and docetaxel, are also being
evaluated in phase Il trials as treatment for EBC
(IDO1-580) (www.clinicaltrials.gov). A large registra-
tion study, conducted by US Oncology, compares post-
operative treatment with four cycles of AC followed
by four cycles of either docetaxel monotherapy or
capecitabine/docetaxel. Capecitabine/docetaxel will be
compared to anthracycline-based regimens in the large
MINDACT trial, with particular attention paid to long-
term sequelae, which are hoped to be reduced in the
non anthracycline-based arm.

Gemcitabine

This pyrimidine nucleoside antimetabolite has shown
activity in a variety of solid tumours, with a favourable
toxicity profile. As a single agent, gemcitabine yields
response rates ranging from 14% to 37% as first-
line treatment for advanced BC, and 12% to 30%
as salvage therapy for patients previously treated
with anthracyclines and/or taxanes. Phase 11 studies
reported high response rates in combination with
vinorelbine, platinum, and taxanes [23].

Five hundred and twenty-nine metastatic breast can-
cer (MBC) patients were randomly assigned to receive
either paclitaxel (every 3 weeks) and gemcitabine, or
paclitaxel alone. The combination arm reported higher
response rates, longer time to progression, and longer
survival [24].

Many randomised phase III trials are ongoing t0
identify the place of gemcitabine in the adjuvant
setting: the Cancer Research Campaign Clinical Trials
is comparing the effectiveness of adjuvant paclitaxel,
epirubicin, and cyclophosphamide with or without
gemcitabine in 3,000 patients (www.clinicaltrials.gov)-
The tAnGo trial [25] will examine the sequence
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of epirubicin and cyclophosphamide (EC) followed
by paclitaxel alone or combined with gemcitabine
in 3,000 EBC patients. Finally, a phase III trial
conducted by the NSABP is comparing the DFS of
three treatment arms in 4,800 node positive EBC
patients: a dose dense (every 2 weeks) regimen of
doxorubicin, cyclophosphamide, paclitaxel with or
without gemcitabine and docetaxel, doxorubicin and
cyclophosphamide.

Platinum compounds

Platinum compounds, which are widely used in oncol-
ogy. are also active in metastatic BC, especially in first-
line treatment [26], but the availability of less toxic
drugs with more convenient ways of administration
has limited their use in this setting. Preclinical studies
have indicated that there is a synergy between platinum
salts and the monoclonal antibody trastuzumab in
human BC cell lines that overexpress HER2/neu [27].

These findings have led to two open-label phase 11
trials conducted by the Breast Cancer International
Research Group (BCIRG) in HER2 overexpressing
metastatic BC patients [28]). BCIRG 101 and UCLA-
ORN have evaluated 2 platinum compounds, cisplatin
and carboplatin, respectively, in combination with
docetaxel and trastuzumab, in 124 patients. Overall
response rates were 79% and 58%, respectively.-

Both overall response (52% versus 32%; p=10.04)
and time to progression (11.2 months versus 6.9
months: p=0.007) were significantly improved by the
addition of platinum salts in a randomised phase III
study in 188 HER2 overexpressing MBC patients
treated with trastuzumab and paclitaxel, with or
without carboplatin [29]. The ongoing BCIRG 007,
which plans to enrol 466 patients with stage 111b/1V
BC that overexpress HER2, compares docetaxel and
trastuzumab with or without carboplatin.

In the adjuvant setting, BCIRG is also running a
large randomised study of 3,150 patients (BCIRG 006)
comparing docetaxel, trastuzumab and carboplatin
to doxorubicin and cyclophosphamide followed by
docetaxel and trastuzumab.

New uses of older cytotoxic drugs

The development of new drugs is not the only
way to improve the survival impact of adjuvant CT.
The manipulation of ‘old’ drugs with new doses
and schedules, such as with the dose dense and
Mmetronomic approaches, could further improve the
efficacy of adjuvant CT for EBC patients, particularly
for those with HR negative tumours.

Dose dense chemotherapy

Historically, the interval between CT cycles has been
dictated by neutrophil recovery kinetics. With most
myelosupressive agents used alone or in combination,
peripheral granulocyte nadirs are reached around days
10-15 following CT administration and recovery is
achieved around day 21. Norton and Simon [30]
developed a mathematical kinetic model in order to
determine the most effective way of administering
nen cross resistant cytotoxic drugs in an attempt to
eradicate the cancer cell population. As a result of this
work, they recommended sequential administration of
these agents given in a dose-dense fashion,

A large phase III adjuvant trial was designed
to validate this concept: the Intergroup Trial 9741,
coordinated by the Cancer and Leukaemia Group B
(CALGB) [31]. The study included 2,005 node posi-
tive BC patients in a two by two factorial design to
test the two hypotheses that dose dense (every two
weeks) and sequential (instead of concurrent) admin-
istration of CT regimens incorporating doxorubicin,
cyclophosphamide and paclitaxel would improve DFS
and OS. At a median follow up of 36 months,
the sequential dose dense regimen demonstrated a
statistically significant improvement in terms of DFS
(85% versus 81%) and OS (92% versus 90%). The
estimated 4-year DFS was 82% versus 75%.

Venturini et al. [32] used accelerated FEC (every
2 weeks) versus standard FEC in 1,214 node negative
high risk, and node positive BC patients. This smaller
study showed only a trend of improved OS in the dose
dense arm.

The toxicity data in these two trials did not
show statistically significant differences between the
conventional and dose dense arms, at least in terms of
short-term risks.

The majority of the other dose dense trials published
have had ncgative results, probably explained by
several trial design limitations. These include insuf-
ficient power, asymmetric arms with respect to drug
administered, and/or use of sub-optimal doses [33].

Metronomic chemotherapy

Preclinical models elegantly show that the frequent ad-
ministration of chemotherapeutic agents at lower doses
(the so called ‘metronomic’ schedule) may optimize
their anti-angiogenic properties [34]. Metronomic CT
may be able to circumvent drug resistance by targeting
normal tumour endothelial cells rather than genetically
unstable tumour cells [35].

The IBCSG-22-00 trial is an ongoing randomised,
open-label, multicenter study exploring the role of
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metronomic CT (oral cyclophosphamide and methotrex-
ate for 1 year) as consolidation therapy after comple-
tion of anthracycline or CMF-based adjuvant CT in
approximately 1,330 EBC patients with HR negative
BC (www.clinicaltrials.gov).

Weekly paclitaxel has been successfully used in
the treatment of advanced BC. The CALGB 9840
trial [36] conducted in 577 patients showed superiority
of the weekly schedule over the 3-weekly schedule
in terms of time to disease progression. Regarding
toxicity, there was slightly less myelosuppression but
more neurotoxicity with the weekly schedule when
compared to the 3-weekly schedule of paclitaxel.

The ECOGI1199/Intergroup trial should provide
important information related to the relative merits
of conventionally timed (3-weekly) versus metro-
nomic CT. Around 5,000 patients have been ran-
domised in one of four arms, containing stan-
dard AC followed by either docetaxel or paclitaxel
given according to a weekly or 3-weekly schedule
(www.clinicaltrials.gov).

Optimal adjuvant endocrine therapy

Endocrine therapy is a key player in the adjuvant treat-
ment of early BC, as evidenced by the demonstration
that tamoxifen and, more recently, the Al, have had
a profound impact on the course of early endocrine-
responsive BC.

Postmenopausal EBC patients (Table 2)

The results of the 2005 EBCTCG meta-analysis [1]
confirm that adjuvant hormone therapy for ER positive
EBC in postmenopausal patients has a major long-
term impact on DFS and BC mortality. Until recently,
tamoxifen has been considered the gold standard
treatment for all HR positive patients. However,
several large trials using Al are now challenging this
privileged position. Al have so far been explored (a) as
replacement for or in combination with tamoxifen
(ATAC and BIG 1-98 trials), (b) sequentially after
2-3 years of tamoxifen (ITA, IES, ARNO 95 and
ABCSG 8 trials), and (c) sequentially after 5 years of
tamoxifen (MA.17 trial).

Benefits associated with the introduction of Al in the
adjuvant setting

(a) AI upfront. In the ATAC (Arimidex and
Tamoxifen Alone or in Combination) trial [37], a
randomised double-blind placebo controlled study,
9,366 postmenopausal patients with operable BC
were randomised to receive anastrozole (1 mg daily),

tamoxifen (20mg daily), or the combination for
5 years. In this very large trial, 84% of patients
had ER positive and/or PgR positive tumours. The
combination arm was discontinued, as this arm showed
no benefit over tamoxifen alone on the second analysis.
The last update of results at a median follow-up
of 68 months [38] favours anastrozole in patients
with ER positive disease, with statistically significant
hazard ratios (HR) for DFS (primary endpoint of
the study), time to recurrence, contralateral BC, and
time to distant recurrence. However, there is as
yet, no statistically significant difference between the
anastrozole and tamoxifen arms in terms of OS,
A retrospective subgroup analysis shows a 57% re-
duction in the HR for recurrence with anastrozole
compared to tamoxifen in women with ER positive and
PgR negative tumours [44].

The IBCSG 18-98/BIG 1-98 trial compared (A) ta-
moxifen (5 years) to (B) letrozole (5 years), to
(C) tamoxifen (2 years) followed by letrozole (3
years), to (D) letrozole (2 years) followed by tamoxifen
(3 years). Accrual was completed in May 2003 with
the inclusion of 8,028 patients. First results based
on the comparison of initial treatment assignment to
letrozole in arms B and D versus initial assignment
to tamoxifen in arms A and C were presented after a
median follow-up of 25.8 months [41]. A statistically
significant difference in DFS, time to recurrence, and
time to distant metastases favours the use of letrozole.

b) Sequence of tamoxifen followed by AL In the
small Italian Tamoxifen Arimidex (ITA) randomised
trial, 426 postmenopausal patients treated with adju-
vant tamoxifen for around 2 years continued treatment
either with tamoxifen or anastrozole for a total of
5 years of endocrine therapy. Updated analysis at a
median follow-up of 52 months confirms that the risk
of relapse was statistically significantly lower in the
sequential arm [40].

The Intergroup Exemestane Study (IESYBIG 2-97
was a large double-blind, randomised trial that enrolled
4,742 postmenopausal women with ER positive or
unknown primary BC who were discase-free after
completion of 2-3 years of tamoxifen adjuvant ther-
apy. Patients were randomised to receive exemestane
or to continue tamoxifen in order to complete a total
of 5 years of adjuvant endocrine therapy. At the time of
a third planned interim analysis with a median follow-
up of 37.4 months [39], the HR for DFS, the primary
study endpoint, and for contralateral BC showed a
statistically significant reduction in the exemestane
group compared to the tamoxifen group. So far, only
a trend for improved in OS is seen in favour of the
sequential arm.
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Table 3

Risk associated with adjuvant AT (AI versus tamoxifen in all trials except MA 17: Al versus placebo)

Bone Vascular

Other

Anastrozole (ATAC [37,38,45] and ABCSG 8/ARNO 95 [43] trials)

Cardiovascular:
4.1% vs 3.4% (p=0.1)
OR 1.23 (ATAC)

Arthralgias:
35.6% vs 29.4% (p < 0.0001)
OR 1.32 (1.19-1.47) (ATAC)

0.37% vs 0.19% (p=0.51)
OR 2.0 (ABCSG8/ARNOQ)

Fractures:

11% vs 7.7% (p <0.0001)

OR 1.49 (1.25-1.77) (ATAC)
1.0% vs 2.1% (p=0.01, NS)
OR 2,14 (ABCSG 8/ARNO 95)

Cerebrovascular:
2.0% vs 2.8% (p=0.03)
OR 0.70

Venous thromboembolic:

2.8% vs 4.5% (p=0.0004)

OR 0.6]1 (ATAC)
0.4% vs 0.1% (p=0.17)

OR 0.28 (ABCSG8/ARNO)

Letrozole (MA.17 [42] and BIG 1-98 [41] trials)
Arthralgias: Cardiovascular:
21.3% vs 16.6% (p <0.001) (MA.17)

4.1% vs 3.6% (p=0.40) (MA.17)

Endometrial invasive cancer (ATAC):
0.2% vs 0.8% (p=0.02)
OR 0.29

Hot flushes (ATAC):
35.7% vs 40.9% (p < 0.0001)
OR 0.80

Vaginal bleeding (ATAC):
5.4% vs 10.2% (p < 0.001)
OR 0.50

Vaginal discharge (ATAC):
3.5% vs 13.2% (p <0.0001)
OR 0.24

Endometrial cancer:
OR 0.40 (p=0.078) (BIG 1-98)

3.6% vs 2.5% (p-value not reported) (BIG 1-98)

Fractures:

5.8% vs 4.1% (p=0.0006)

OR 1.44 (BIG 1-98)

3.6% vs 2.9% (p=0.24) (MA.17)

Exemestane (IES trial |39])

Arthralgias:
19.8% vs 13.1% (p <0.001)

Cardiovascular:

Fractures:
3.1% vs 2.3% (p=0.08)

0.9% vs 0.4% (p=0.02, NS)

Venous thromboembolic: 1.9% vs 3.3% (p <0.001)

Hot flushes:
47.2% vs 40.5% (p < 0.001) (MA.1T)

Tynaecological symptoms:
5.8% vs 9% (p < 0.001)

Hot flushes:
42% vs 40% (p=0.28)

The results from ABCSG 8 (2,262 postmenopausal
patients with endocrine sensitive BC) and ARNO 95
(962 postmenopausal patients with endocrine sensitive
BC) were combined for the efficacy analysis of
switching from adjuvant tamoxifen to anastrozole after
two years of tamoxifen [43]). At a median follow-
up of 28 months, there was a statistically significant
40% reduction in events, which included recurrences,
second BC and deaths — and a highly significant
improvement in the distant RFS in the anastrozole-
containing arm,

¢) Extended Al One large trial was designed
to test whether the extension of adjuvant treatment
beyond 5 years with an Al could improve outcome.
In the NCIC CTG MA.17/BIG 1-97 trial, 5,187
postmenopausal women treated with approximately
5 years (4.5-6) of tamoxifen were randomised to
receive either letrozole or a placebo for 5 more
years [42]. A first planned interim analysis, at a

median follow-up of 2.4 years, showed a significantly
higher rate of DFS in the letrozole group: an absolute
difference of 2.2% with an actuarial projection of an
absolute difference of 6% in the rate of events over
4 years. This unexpected and robust difference led to
the early unblinding of the study.

Safety of Al (Table 3)

Given all these “positive” trials and the optimistic
view that OS benefits will emerge with longer patient
follow-up, the main concern with adjuvant use of Al
is their long-term side effects. Whereas tamoxifen has
been shown to prevent bone loss and maintain an
appropriate lipid balance, Al may affect bone turnover
and lipid balance due to estrogen deprivation. Several
safety issues, including bone fractures, lipid profile
changes, cardiac and vascular events, were defined as
important for specific clinical investigations. Table 3
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summarizes our current knowledge in this field at a
point with relatively short follow-up.

In the ATAC trial, patients treated with anastro-
zole had significantly lower rates of hot flushes,
vaginal bleeding and discharge, endometrial cancer,
and cerebrovascular or venous thromboembolic events
than those receiving tamoxifen. On the other hand,
anastrozole-treated women showed significantly higher
rates of joint symptoms and bone fractures [45].

Preliminary results from the ABCSG 8/ARNO 95
[43] trial did not demonstrate any statistically signifi-
cant detrimental effect for the anastrozole arm in terms
of bone fractures, thromboembolic and cardiovascular
events.

In comparison with placebo (MA.17 trial) [42],
letrozole induced more arthralgias and hot flushes,
while the slightly higher incidence of bone fractures
and cardiovascular events is not statistically different
from the rate observed in the placebo group.

In comparison with tamoxifen (BIG 1-98) [41],
letrozole induced significantly more bone fractures.
As far as severe ischemic cardiovascular disease is
concerned, the incidence figures reported so far are
3.6% for letrozole and 2.5% for tamoxifen (p-value not
reported).

In comparison with tamoxifen, exemestane induced
less venous thromboembolic events, gynaecological
symptoms and a similar rate of hot flushes (Table 3). In
contrast, arthralgias were more common and particular
attention will need to be paid to cardiovascular events,
which show a non significant higher rate in the
exemestane group [39].

More mature data are clearly awaited.

Practical recommendations for clinical practice
There has been an attempt to produce therapeutic
guidelines given the rapidly growing body of knowl-
edge gained from these large adjuvant trials.

ASCO’s 2005 Technology Assessment Committee
concluded that optimal adjuvant hormonal therapy for
a postmenopausal woman with HR positive BC should
include an Al either as initial therapy or after treatment
with tamoxifen [46]. However, based on the published
trials, it is not possible to determine the optimal
strategy for the individual patient.

In 2005, three BC responsiveness categories were
identified by the St. Gallen Consensus Panel [16]:
endocrine responsive, endocrine response uncertain
and endocrine non-responsive. Patients in the former
group are likely to benefit most from endocrine therapy
alone, while those in the latter group are likely to
benefit from CT alone. Adjuvant use of CT followed

by endocrine therapy should be preferred for the newly
defined intermediate category.

Of note, endocrine responsiveness is becoming the
most important feature for adjuvant therapy decision
making, surpassing ‘risk of relapse’. Tamoxifen, Al
or a sequence of tamoxifen followed by Al are all
considered valid options by the St. Gallen Consensus
Panel and choice must be based on comorbidities and
patient or physician preference.

Future hope: choice of optimal endocrine therapy
based on the tumour molecular profile

Current research efforts are directed at the discovery
of molecular signatures that might identify those
patients most responsive to tamoxifen or to an Al
The assumption is that the former group will be
an ideal candidate for the sequencing strategy while
the latter should be offered an Al upfront. However,
none of this research has reached level-1 evidence
today. The most mature data are those generated by
Paik and colleagues [47] (level-2): their recurrence
score, obtained by the RT-PCR evaluation of 21 genes
in paraffin-embedded tumour material from node-
negative BC patients, identifies a group of women with
excellent prognosis following adjuvant tamoxifen.

Premenopausal EBC patients

The optimal management of premenopausal EBC
patients remains an area with many uncertainties.

EBCTCG Overview

The 2005 EBCTCG overview, including almost 8,000
women aged under 50 with ER positive or unknown
EBC with a minimum of 5-years follow up con-
vincingly confirms the positive impact of ovarian
ablation (OA) or suppression on both BC recurrence
and mortality [1]. However, these effects are not as
extreme as seen in earlier meta-analyses, when OA was
not tested against effective systemic therapy. No data
indicate that these effects are different between OA and
ovarian suppression and between women aged <40 and
women aged 40-49.

QOvarian ablation

a) As alternative to CT (Table 4). The ZEBRA
trial [48] is the largest study to directly compare
ovarian suppression and CT. This trial randomised
1,640 premenopausal women with node positive BC
to receive either 6 cycles of CMF or 2 years of
goserelin, For those women with ER positive tumours,
the two arms resulted in equivalent DFS and OS at a
median follow-up of 6 years. In contrast, CMF yielded
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superior DFS and OS compared to goserelin in the
subgroup of women with ER negative tumours.

The Scottish [49], Scandinavian [50] and Ger-
man [51] trials did not demonstrate statistically
significant differences between the CMF and OA
arms regarding DFS and OS. Interestingly, in the
Scottish trial improved survival was demonstrated in
the subgroups of women with significant levels of ER
who were treated with ovarian ablation and in women
with low scores of ER treated with 6 months of oral
CMFE.

The trials comparing OA plus tamoxifen to CT in
premenopausal women with HR positive EBC did not
demonstrate significant differences in DFS and OS
(Table 3).

The GROCTA trial, which enrolled 244 node
positive EBC patients, compared OA (by surgery,
radiation, or 2 years of goserelin) plus 5 years of
tamoxifen with 6 cycles of oral CMF [52]. Ata follow-
up of 76 months, there was no statistically significant
difference in DFS and OS. This trial was considered
underpowered, particularly for survival.

In the FASG 06 trial, 3 years of triptorelin plus
tamoxifen was compared to 6 cycles of FECsp in 333
node positive EBC patients [53]. Ata median follow-
up of 54 months, there was no statistically significant
difference between the two treatment approaches
regarding DFS and OS.

Another small French trial [54] compared FAC with
OA and tamoxifen in 162 node positive EBC patients.
This trial was stopped early due to poor accrual and is
thus underpowered.

The ABCSG 5 trial compared goserelin for 3 years
plus tamoxifen for 5 years to 6 cycles of 1V CMF
in 1,045 EBC patients [55]. At a median follow-up
of 42 months, combination endocrine therapy was
associated with a statistically significant improvement
in DFS compared to CMF, with no difference in OS.

A recent trial has compared 2 years of leuproreline
with 6 cycles of IV CMF in 599 node positive BC
patients and has failed to demonstrate a difference in
both DFS and OS [56].

Unfortunately, the absence of tamoxifen in the CT
arms of all these trials and the use of different CMF
regimens with a variable propensity for ovarian failure
undermine in part their clinical relevance.

b) Following CT (Table 6). CT- induced amenorrhea
has been shown to have an impact on survival [59].
The trials incorporating OA after adjuvant CT did
not establish definitive benefit. However, the subgroup
of HR positive premenopausal patients who do not
become amenorrheic with CT may benefit from the
addition of OA (IBCSG VIlI) [58].

Intergroup 0101 [57] is a randomised trial involving
1,504 premenopausal eligible patients that compared
CAF for 6 cycles, or CAF for 6 cycles followed by
LH-RH agonist for 5 years, or CAF for 6 cycles
followed by the combination of LH-RH plus tamoxifen
for 5 years. At 6 years of follow up, only the
tamoxifen-containing arm demonstrated a statistically
significant improvement in time to treatment relapse
(TTR).

The IBCSG coordinated PERCHE trial will enrol
1,750 premenopausal women with HR positive EBC to
evaluate the efficacy and safety of adding adjuvant CT
to OA plus either tamoxifen or exemestane for 5 years
(www.ibesg.org).

Combined endocrine therapy

Few trials have compared tamoxifen with or without
OA (Table 7) and only very recent trials, which have
just started accrual, are investigating OA in association
with an AL The ZIPP trial [60] included 2,631 women
randomised in four arms: a 2-year treatment of either
tamoxifen, LH-RH agonist, or the combination of
both, and a control arm without any treatment. At
4.3 years median follow up, there was a statistically
significant event-free survival and OS in favour of
the LH-RH agonist arm. INT0142 was a prospective
randomised trial designed to compare DFS, OS and
quality of life of adjuvant tamoxifen 5 years alone
or with OA. The study accrued slowly and was
closed before obtaining its accrual target, and survival
analyses consequently are underpowered [61].

Tamoxifen alone may also be an effective adjuvant
therapy, but there are no trials comparing its efficacy
to CT or to OA in the adjuvant setting.

Two trials coordinated by the IBCSG and run under
the BIG umbrella will contribute to answering these
important questions. SOFT is an ongoing phase 111
trial aiming to recruit 3,000 patients that will compare
the efficacy of OA associated with tamoxifen or
exemestane to tamoxifen alone in premenopausal
women with HR positive tumour. TEXT is a phase 111
randomised study in 1,845 HR positive premenopausal
patients that will evaluate the efficacy and safety of
OA (LH-RH) plus exemestane compared with OA plus
tamoxifen for 5 years (www.ibcsg.org).

The ABCSG-12 trial is another ongoing study with
a projected accrual of 1,250 premenopausal women
with HR positive EBC that compares adjuvant en-
docrine treatment with ovarian suppression (goserelin)
plus anastrozole or tamoxifen for 3 years [62].
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Table 6
Randomized clinical trials assessing chemotherapy (CT) vs CT+OA % Tam in premenopausal EBC patients®
Trial Patient Treatment arms FU Hazard ratio Comments
characteristics » DFS 0s
Intergroup 0101 1504 pts CAF x 6 6 - - Addition of T to CAF improved

(Davidson etal  HR+ CAF x 6 = Z x 5y

1999 [57] 59% 1-3 LN+ CAFx6 — Z+T x5y

29% <40y
IBCSG VI, 1063 pts Zx2y 5.7
2003 58] 68% ER+ CMF x 6

T1-T3NO CMF x 6 =+ Z x 1.5y

Pre- and

perimenopausal

TTR (1-sided p values <0.01)
Noarm CAFx6 = T

No difference No difference Subgroup analysis:
better survival for ER~ treated
with CMF (with our without Z),
Z equivalent to CMF for ER+

a EFS: event-free survival; OS: overall survival; DES: disease-free survival; HR: hormone receptor; ER: estrogen receptor;
C: cyclophosphamide; A: adriamycin; M: methotrexate; F: 5-fluorouracil; OA: ovarian ablation; LN: lymph nodes; TU: tumour; mo: months;

FU: follow up; ns: not statistically significant; Z: Zoladex.

Table 7

Randomized clinical trials assessing Tamoxifen (T) vs T +OA in premenopausal EBC patients®

Trial Patient Treatment arms

characteristics

FU Hazard ratio Comments

) EFS 0s

ZIPP trial 2631 pts T x 2 years
(Lars 1999 [60]) 42% LN+ Z % 2 years
43% previous CT T+Z x 2 years
No hormonal
therapy
INT 0142 345 pts T
(Robert et al 2003 [61]) LN- T+0A

HR+

Benefit independent of
adjuvant T or CT

43 Better with Z  Better with Z
(HR 0.77 (HR 0.84
p=0.001) p=0.12, NS)

-

5 underpowered underpowered Prematurely closed

3 EFS: event-free survival; OS: overall survival; DFS: disease-free survival; HR: hormone receplor; ER: estrogen receptor;
C: cyclophosphamide; A: adriamycin; M: methotrexate; F: 5-fluorouracil; OA: ovarian ablation; LN: Ilymph nodes; TU: tumour;
mo: months; FU: follow up; ns: not statistically significant; Z: Zoladex.

New biological agents

Trastuzumab

Trastuzumab is a therapeutic monoclonal antibody
targeting the human epidermal growth factor receptor
type 2 (HER2), a cell-surface tyrosine kinase receptor
overexpressed in 25-30% of BC [63]. Active as a sin-
gle agent, trastuzumab in combination with standard
CT prolongs the survival of women with advanced
BC [64]. This activity in the metastatic setting and the
known association of HER2 overexpression with poor
prognosis prompted the launch of adjuvant clinical
trials examining its potential role in early BC.

Four randomised trials of adjuvant trastuzumab have
recruited more than 13,500 overexpressing HER2,
node positive, or high risk node negative EBC patients
worldwide [65]. Three of these trials disclosed early,

highly positive results at the 2005 ASCO meeting,
which are summarized in Table 8.

In the NSABP B-31, a phase III trial sponsored by
US National Cancer Institute, a total of 2,700 patients
were randomised to receive either AC followed by
3-weekly paclitaxel alone or in combination with
trastuzumab weekly for a total of 52 weeks. The
primary endpoint was OS.

The NCCTG N9831 trial aimed to include 3,300
patients randomised to receive one of three treatment
arms: AC for 4 cycles followed by weekly paclitaxel
for 12 cycles, or AC followed by weekly paclitaxel
followed by trastuzumab weekly for 1 year, or the same
CT schedule but trastuzumab administered upfront in
combination with paclitaxel. The primary endpoints
are DFS and cardiac tolerability. A decision was taken
by the National -Cancer Institute to pool the NSABP
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Table §
Phase 11T randomized trials of adjuvant trastuzumab in EBC?

Pooled analysis of NSABP-B31/NCCTG-N9831

HERA

Control: AC — P

AC —+ P+ rrastuzumab  Control: NIL  Trastuzumab x I year®

Number of patients 1679 1672 1693 1694
Median follow up 2 years 1 year
HR for disease-free survival 0.48 0.54
(2p=3x107"1%) (p <0.0001)
HR for time to distant recurrence 0.47 NA
(2p=8x10710)
HR for distant-disease free survival NA 0.51
(p < 0.0001)
HR for overall survival 0.67 0.76
(2p=0.015) (p=0.26)
Cumulative incidence of severe cardiac events 0.6% 4% 0.1% 0.5%

* EBC: early breast cancer; A: doxorubicin; C: cyclophosphamide; P: paclitaxel; HR: hazard ratio; NA: not available.

b No results available as yet for trastuzumab x 2 years.

B-31 and NCCTG N9831 trials in order to increase
the power of treatment comparisons.

The HERA trial, a collaboration between the
Breast International Group, F. Hoffmann-La Roche,
non-affiliated collaborative groups and independent
centres, investigates the role of trastuzumab indepen-
dently from previous neo/adjuvant chemotherapeutic
regimens in 5,082 patients. In this 3-arm design,
trastuzumab is administered every 3 weeks for 1 or
2 years, and compared with an observation arm. The
primary endpoint is DFS.

The interim analyses of the HERA results and
pooled results from the Northern American trials
presented at the 2005 ASCO meeting indicate a
drastic reduction in the risk of relapse as well as
distant relapse (www.asco.org). Overall survival is also
enhanced in the US trials, while a favourable trend
emerges in HERA (HR 0.78, p-value NS), which
has the shortest median follow-up (1 year instead
of 2). Severe congestive heart failure is a potential
serious adverse effect of trastuzumab in all three
trials. The risk appears to be higher in the US trials,
which initiated trastuzumab sooner than in HERA,
where trastuzumab was administered at completion of
adjuvant CT and radiotherapy. Longer follow-up is
essential in order to better quantify this risk in all three
studies,

The BCIRG trial has not yet reported results: it
has three arms comparing AC for 4 cycles followed
by docetaxel every 3 weeks for 4 cycles with AC

for 4 cycles followed by docetaxel every 3 weeks
for 4 cycles with concomitant administration of
trastuzumab weekly and then trastuzumab alone every
3 weeks for 1 year, or carboplatin and docetaxel every
3 weeks for 6 cycles concomitant with trastuzumab
weekly followed by trastuzumab alone every 3 weeks
for one year. The recruitment was completed with
3,150 patients and first results are expected by the end
of 2005.

Perspectives

Several new agents appear to be good candidates
for incorporation into adjuvant regimens, pending
the availability of more safety and efficacy data in
advanced disease. Four examples are given below,
The HER2 antigen is a compelling antigen for a
cancer vaccine because it is overexpressed on some
cancer cells relative to normal tissues, and it is known
to be immunogenic in both animal models [66] and
humans [67]. There are good reasons to speculate
that HER2 vaccines, capable of eliciting both antibody
and T cell responses, could be more effective than
antibody therapy alone, at least in some BC patients.
Based on this rationale, phase I trials of vaccination
in the adjuvant setting of high risk BC patients are
ongoing to evaluate the safety and immunogenicity
of serial vaccinations of HER2 recombinant protein

(GSK 719125).
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One contributing factor to the ultimate failure
of trastuzumab may be the collateral activation of
the other members of the HER family in tumour
cells [68]. The development of additional targeted
molecular therapies against multiple members of the
HER family may thus have a greater impact on
inhibiting cell proliferation and angiogenesis. CI 1033
is an orally available targeted therapy that interferes
directly with the ATP binding site of the HER family
members (EGFR, HER2, HER3, HER4), resulting
in irreversible inhibition of the activation of these
receptors and their subsequent downstream mitogenic
signalling pathways [69]. Phase I trials have been
conducted with doses ranging from 2 to 1000 mg, and
with weekly and chronic daily schedules. The most
common adverse effects were diarrhoea, rash, and
nausea/vomiting at low grades. Results of an open-
label, randomised multicenter phase Ib study with 3
dose levels of CI 1033 conducted in 168 patients with
MBC are pending.

Lapatinib is a reversible potent inhibitor of both
HER! and HER2 tyrosine kinases. It induces growth
arrest and/or tumour cell apoptosis in HERI and
HER2 dependent tumour cell lines and xenografts
[70]. This oral drug is well tolerated in phase I
trials as single agent, in doses ranging from 175 to
1800 mg/day. The most frequent adverse events were
cutaneous rash, diarrhoea, anorexia, fatigue, stomatitis
and nausea/vomiting, usually grade 1 or 2 [71]. This
drug has also been evaluated in phase I trials in com-
bination with CT (paclitaxel) [72], trastuzumab [73],
and letrozole [74]. Phase Il and III trials as single
agent or in combination with these agents are ongoing
in advanced and inflammatory BC (EGF 30008,

- EGF 30001, EGF 100151, EGF 20002, EGF 20008)
(wwiw.clinicaltrials.gov).

RADOQO1 is a potent oral inhibitor of the mTOR
pathway, which plays a central role in the regulation of
cell growth and survival as well as angiogenesis in BC.
Preclinical results with RADOOI show high sensitivity
of BC cell lines in vitro [75]. The combination of
RADOO! and letrozole has demonstrated in vitro addi-
tive/synergistic effects in inhibiting the proliferation of
aromatase expressing MCF7 breast cancer cells [76].
A phase I trial [77] was conducted in metastatic
BC patients treated with letrozole for a minimum
of 4 months and for whom no objective response
had been observed. The combination of letrozole
(2.5 mg/day) and RADOOL (up to 10mg/day) had a
good toxicity profile, with no grade 3/4 toxicities. One
complete response was reported.

Finding the optimal way to introduce these new
agents into the adjuvant treatment of HER2 overex-

pressing BC presents us with an exciting challenge for
the coming years.
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Abstract

Purpose. Trastuzumab is the cornerstone for treatment of women with HER2 overexpressing breast
cancer (BC), both in the adjuvant and in the metastatic settings. Accurate assessment of HER2 is,
therefore, critical to identifying patients who may benefit from trastuzumab-based therapy. This project
aimed to determine the optimal scoring method for the FISH assay.

Methods. FISH assay was realised on 893 BC. Three scoring methods were evaluated:
Her2/CEP17=2, Her2>4 or Her2>6. Protein and gene expression were evaluated by IHC (N= 584) and
mRNA-assay-NASBA (N= 90).

Results. Samples were divided into 5 groups based on FISH results: disomic amplified and non-
amplified, polysomic amplified, non-amplified and discordant (10.8% of cases, mostly positive with

Her2>4 scoring, but negative with the others). Her2/CEP17=2 and Her2>6 scoring methods showed

the best association 1) with regard to FISH scoring (k=.906, p<10®) and 2) between FISH and IHC

(3+ as positive) (>.650, p<10®) or NASBA (>.536, p<10®). Polysomy had an impact on Her2 copy

number (p<10®), but had no impact on protein and mRNA content. Therefore, within the discordant
subgroup, for which additive Her-2 gene copies is due to high polysomy, protein and mRNA levels
were similar to those of the non-amplified samples. For this subgroup, the best concordance between
FISH/IHC/NASBA was observed with the Her2/CEP17 ratio and Her-2>6 scoring (68% and 58% of
perfect match). No perfect matches were observed using the Her2>4 scoring method.

Conclusion. Correction for chromosome-17 is the method of choice for clinical practice; Her-2>6, but

not Her-2>4, could be used as an alternative.



Introduction

The Her-2/neu oncogene, located on chromosome-17, encodes a transmembrane-tyrosine
kinase-receptor protein belonging to the epidermal-growth-factorreceptor family. Protein
overexpression, identified in 20-30% of human breast cancer (BC) tumors, is due to gene amplification
in more than 90% of cases. Overexpression and amplification have been linked to poor prognosis and
response to therapy with the anti-HER-2-humanized monoclonal antibody, trastuzumab (Herceptin®),
in patients with advanced metastatic BC, when used either as single agent™” or in combination with
chemotherapy’. Recently, trastuzumab used in sequence or in combination with adjuvant
chemotherapy has demonstrated an impressive improvement in disease-free survival”’ and overall
survival® in women with HER-2 overexpressing early BC enrolled in 5 randomized clinical trials.
Therefore, laboratory assessment of Her-2/neu status has become a basic procedure for the
appropriate management of BC patients®.

Determining the best method to identify patients who should be treated by trastuzumab-based
therapy has been a source of controversy. Indeed, immunohistochemistry (IHC), which relies on
several antibodies (monoclonal and polyclonal) and detection systems, produces contradictory results.
HercepTest® (Dako), a more standardized IHC method, was developed to overcome or decrease this
variability, though with sometimes disappointing results’. These concerns about IHC accuracy using
standard formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections™ have stimulated the use of the fluorescent
in situ hybridization (FISH) assay. Moreover, several studies have demonstrated that FISH is a better

21112 - a5 it excludes

predictor of prognosis and a better determinant of trastuzumab eligibility than IHC
the majority of 2+ cases, which seem to have a low probability of response to trastuzumab
treatment'®. As a result, most laboratories either screen all cases by IHC and triage selected cases for
FISH testing, or use FISH as the primary method for HER-2/neu testing. Therefore, accurate
assessment of Her-2/neu status based on gene amplification using FISH has become a critical factor
in the management of BC patients.

Currently, there are two FDA-approved FISH assays with different definitions of Her-2/neu

gene amplification: 1) the Ventana Inform™ test that measures only Her-2/neu gene copies; and 2) the

Vysis PathVysion™ test that includes a chromosome-17 probe in a dual color format. Tumors with an



absolute Her-2 copy number per nucleus of more than 4.0 (Ventana), or with a ratio of Her-2 gene
copies to that of CEP-17 of 2.0 or more (Vysis), are considered as amplified.

Several genomic situations can be observed (Figure 1). For disomic samples, the situation is
usually easy; samples will be amplified or non-amplified, whatever the FISH scoring method used. The
situation is more complex for polysomic samples (chromosome-17 copy number alteration) with Her-2
gene copies>4 because in some cases, a FISH status discrepancy is observed depending on the
scoring method. On the one hand, considering only the absolute number of Her-2 gene copies to
define amplification might overestimate the presence of gene amplification since 15% of cases with a
Her-2 gene copies>4 present a Her-2/CEP17<2 ratio because of polysomy'’; on the other hand, the

proportion of samples identified as Her-2/neu amplified by the Her-2/CEP17 ratio might be

underestimated, since a small proportion of cases (=3%) show increased numbers of Her-2 gene

copies secondary to polysomy-17. It is conceivable that protein overexpression can result not only
from an increased number of gene copies secondary to gene amplification, but also from concomitant
increased numbers of chromosome-17, with the consequence that patients whose tumours show
these characteristics might also be potential candidates for trastuzumab treatment'®. Today, there is
no definite consensus about the optimal scoring system for assessing Her-2 gene status. Some
investigators®'*****® have found correction for chromosome-17 to be critical for the determination of
true gene amplification status as opposed to increased Her-2 gene copy number due to polysomy-17,
while others'”*® believe it is not required. Therefore, it is essential to establish a cut-off value or
scoring system for Her-2 FISH amplification that takes into account this subset of patients with
polysomy-17.

The main objective of our study was to determine the optimal FISH scoring method to detect
Her-2/neu amplification in BC tumors, with a special focus on tumors with polysomy-17. We examined
how the use of dual-color versus single-color FISH scoring might affect the assignment of tumors to an
amplified or non-amplified status and correlated these results with IHC data using the CB11 antibody

and real-time NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) analysis for Her-2 mRNA.



Material and Methods

Patient samples

The BC samples used were sent to the Pathology Department of the Bordet Institute for routine clinical
FISH assessment”. For 893 paraffin-embedded samples, FISH assay was realized using the
PathVision (Vysis) . For 584/893, HER-2 expression was also evaluated by IHC (CB11,
Novocastra)™. For the NASBA assay, performed in collaboration with BioMérieux, frozen samples
containing >70% of invasive tumor cells were collected from 90/893 patients. This study was approved

by the ethics committee of the Institute.

Criteria for FISH positivity and polysomy

Samples with a Her-2/CEP17 ratio 2.0 or with an absolute Her-2 copy number per nucleus >4.0 or
>6.0 were considered as amplified. This last scoring system is used for the CISH assay (chromogenic
in situ hybridization). As described previously®?, the cut-off points for chromosome-17 copy number

alterations were estimated for each group according to published standards'*'®*

adapted for
truncated nuclei on paraffin sections. Specimens with chromosome-17 copies in the range of 1.5-2.25
signals/cell were defined as having disomy-17. The other cases were considered to have aneusomy-

17: either hypodisomy-17 (< 1.5 signal/cell) or polysomy (> 2.25/cell).

Duplex real time NASBA

Total RNA was extracted from five 10-um frozen sections/patient case using the TRIZOL® reagent
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Canada). RNA integrity and quantification
were determined with the RNA 6000 Nano LabChip (Agilent, Germany). Quantitative measurement of
Her-2 mRNA was performed with 50ng of total RNA per duplex-NASBA reaction using cyclophilin B
(PPIB) as the normalizing gene, as described previously”. Forward and reverse primers as well as

molecular beacon for Her-2/neu and PPIB genes are described in table 1.

Statistical analysis
The present work focused on determining of the optimal cut-off to define Her-2/neu amplification and

on its association with HER-2 expression at the transcriptional and translational levels. Moreover, the



association between the various subgroups, defined on the basis of the FISH results and some clinico-
pathological data were also evaluated. Standard descriptive analyses were conducted. Association
between parameters was assessed using the concordance coefficient Kappa (for binary variables),
Mann-Whitney (for binary versus continuous variables) and Chi-square tests. P-values<.05 were
considered as statistically significant. Statistical analyses were performed using SPSS11.5 (Inc.,

Chicago, IL, USA).



Results

Polysomy-17 is responsible for discordance in Her-2/neu status as defined by different FISH
scoring systems

The CEP17 and Her-2/neu gene copies, evaluated by FISH, were available for 893 samples'™. For
96/893 (10.75%) cases, Her-2/neu status was considered as discordant according to the 3 FISH
scoring methods, namely, 1) the Her-2/CEP17 ratio; 2) the Her-2 copy >4 scoring; and 3) the Her-2
copy >6 scoring (CISH criteria).

As reported in table 2, 78% (75/96) of discordance was observed between Her-2>4 and the
two other criteria, and 44% (42/96) between Her-2>6 scoring and the Her-2/CEP17 ratio. This explains
that on the overall population, the best association between FISH scoring methods was observed
between ratio Her-2/CEP17 and Her-2>6 scoring systems (k=.906, p<10®) compared to the
association between Her-2>4 and the two other systems (x=.832 with ratio Her-2/CEP17 and .833 with
Her-2>6, p<10™).

For most of the cases, Her-2/neu status discrepancy was due to aneusomy-17: 71/96 (74%)
presented polysomy, and 4/96 (4%) hypodisomy. As hypodisomic cases were <10% (80/893) of the
total population and reported discordant hypodisomic cases represented <0.5% (4/893), hypodisomic
samples were not considered for the subsequent analyses.

According to CEP17 and Her-2/neu copy number, samples were divided in five major groups:
amplified polysomic, amplified disomic, non-amplified polysomic, non-amplified disomic groups, and
discordant polysomic. The comparison of these groups revealed that polysomy-17 had an impact on
Her-2 copy number, as gene copy number was statistically higher in polysomic versus disomic groups
(p<10). Additionally, a statistically higher CEP17 copy number was observed in polysomic amplified
versus polysomic non-amplified samples (p=.005). In the discordant polysomic subgroup, which
presented the highest CEP17 copy number (all p<3x10’5), polysomy by itself accounted for a
statistically higher Her-2/neu gene copy number when compared to the non-amplified polysomic

subgroup (p<10; Table 3).



Association between IHC and the three FISH scoring methods

In order to determine the optimal scoring methods to evaluate Her-2/neu amplification status,
we assessed the association between FISH status, according to the 3 scoring systems, and IHC data,
available for 584 cases. This assessment is particularly relevant, as the receptor is the target of
trastuzumab.

No statistically significant difference could be observed between amplified poly- and disomic
subgroups or between non-amplified poly- and disomic subgroups in terms of HER-2 protein
expression (0,1+,2+ versus 3+) (Table 3). Importantly, there was no statistically significant difference
observed between polysomic not-amplified and discordant samples (p=.21). Therefore, additional Her-
2 gene copies induced by polysomy mainly in the discordant cases (compared to the non-amplified
polysomic subgroup, p<10°) were not associated with HER-2 overexpression. Nevertheless, in 3/161
IHC3+ samples, HER-2 overexpression (as confirmed by Herceptest) was due to polysomy-17.
Noteworthy is that for these cases the CEP17 copy number exceeded 10 copies per cell, which
resulted in more than 19 Her-2 gene copies/cell as confirmed by the CISH assay (data not shown).

When considering HER-2 IHC3+ as positive, the kappa association between IHC and FISH
data dichotomised according to the 3 scoring systems was .689 using Her-2>6, .650 using the Her-
2/CEP17 ratio and .556 using Her-2>4 (all p<10®). Concordances between IHC and FISH data,
according to the 3 scoring systems, are summarised in table 4 for the discordant polysomic subgroup.
With Her-2>4 FISH scoring, 42 samples classified as amplified were not scored as IHC3+. In contrast,
with the two other scoring systems, only 1 to 4 samples classified as non-amplified were scored as
IHC3+. Therefore, concordance between FISH and IHC was observed in 10.6% samples using Her-

2>4 scoring, 87% using Her-2>6 scoring and 81% using the Her-2/CEP17 ratio.



Association between mRNA expression and the three FISH scoring methods

To determine which FISH scoring systems conferred the best concordance between Her-
2/neu gene amplification and gene expression, Her-2 mRNA content was assessed by mRNA-assay-
NASBA for 90 cases for which frozen samples were available. Samples were distributed in four
groups: 24 samples considered as disomic amplified, 22 as polysomic amplified, 21 as polysomic non-
amplified and 23 as discordant polysomic (according to FISH criteria).

In terms of Her-2 mRNA content, we observed no statistically significant difference between
amplified poly- and disomic groups, whereas there was a statistically significant difference between
amplified groups and the non-amplified polysomic subgroup (both p<4x10™). Interestingly, we found
no statistical difference between polysomic non-amplified and discordant cases. Therefore, additional
Her-2 gene copies induced by polysomy in the discordant cases were not associated with higher gene
expression.

The Her-2/CEP17 ratio scoring (Z= -5.376) and the Her-2>6 definition (Z= -5.392), when
compared to the Her-2>4 (Z= -3.992) criterion (all p<7x 10”), provided the best association between
NASBA-assay and FISH. Using a cut-off of >0.078 (ratio Her-2/PPIB) for NASBA as previously
published®, the kappa associations between FISH and NASBA were 0.564 for Her-2>6, 0.536 for ratio
Her-2/CEP17, and 0.325 for Her-2>4 (all p<3x 10°). Concordance between the three FISH scoring
methods and NASBA for the subgroup of discordant BC is summarised in table 5. With the Her-2>4
FISH scoring, 19 patients classified as amplified by FISH did not overexpress mRNA,; this number
decreased to 3 and 1 patients with the two other scoring systems. In contrast, 3 and 4 patients with
high mRNA levels (all IHC2+) were classified as non-amplified by FISH using the Her-2>6 and the
Her-2/CEP17 ratio criteria. Therefore, 17%, 74%, and 83% of samples were concordant according to
NASBA and the Her-2>4, Her-2>6 and Her-2/CEP17 ratio scoring systems, respectively.

Perfect concordance between FISH, IHC and NASBA was observed in 68% of cases with the
Her-2/CEP17 ratio criteria, in 58% with the Her-2>6 criteria, and in 0% with the Her-2>4 criteria.
Therefore, correction for chromosome-17 appeared as the optimal scoring system for FISH
amplification evaluation. Her-2>6 scoring could be used as an alternative criterion, even if among the
4/5 samples with conflicting status according to Her-2>6 or ratio Her-2/CEP17 criteria, no protein
(IHC<3+) and no mRNA expression (except one) was detected. The Her-2>4 criterion appeared as the

worst scoring system (Figure 2). We observed that the minimal cut-off for absolute Her-2 copy number



must be >6 copies in order to obtain a good association between FISH and NASBA or IHC, the

association with IHC or NASBA being increased by 1.5 with a cut-off of 6 rather than 4.

Biological characteristics of polysomic tumors with discordant Her-2/neu status according to
the 3 FISH scoring methods

For most of the 584 samples for which IHC data are presented, other clinico-pathological
parameters such as Ki-67, estrogen receptor status as well as tumor size, histological grade and nodal
status were also available (Table 6). Regarding tumor proliferation, a statistically higher percentage of
highly proliferating tumors (Ki-67>25%) was observed in amplified versus non-amplified samples
(p=.03). Nevertheless, when only polysomic cases were considered, the proportion of highly
proliferating tumors was statistically higher in the non-amplified polysomic subgroup compared to the
non-amplified disomic subgroup (p=.03), a proportion similar to the one of amplified poly- and disomic
subgroups.
The percentage of ER-positive tumors was not statistically different between poly- and disomic
subgroups, but it was lower in amplified groups compared to the non-amplified groups (p=.004).
Interestingly, discordant cases presented a percentage of ER-positive tumors similar to that of non-
amplified groups. No statistically significant difference was observed regarding tumor size, histological

grade and nodal status.
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Discussion

To determine the optimal FISH scoring system to select patients that might benefit from a
trastuzumab-based treatment, three criteria for FISH positivity were considered, and the ensuing

status was then compared with IHC and mRNA-NASBA data. Similar to previous studies”*’

, we found
a good concordance between Her-2/CEP17=2 ratio and Her-2>4 FISH scoring methods, for disomic
and low polysomic cases, as well as for cases with increased Her-2 gene copies consecutive to gene
amplification. Problematic cases, discrepant for FISH scoring result, are samples with no gene
amplification but increased Her-2 gene copies secondary to high polysomy-17 (> 3 copies per cell) in

agreement with Lal et al. *’. Here, these samples corresponded to 10% of the patients for which

trastuzumab would be given based on Her-2>4 criterion, but not on the Her-2/CEP17 ratio criterion.

We clearly observed that polysomy-17 had an impact on Her-2 copy number. On the one
hand, a statistically higher Her-2 gene copy number was found in polysomic groups, but on the other
hand, the polysomic amplified group presented a higher number of CEP17 copy compared to the

polysomic non-amplified group, as previously reported”®*®

. The challenge was to determine whether
additional Her-2 gene copies consecutive to polysomy-17 might be sufficient to induce HER-2 protein
overexpression, the target of trastuzumab, with the consequence being that these patients might be

candidates for trastuzumab treatment. As previously reported™>***%*

, we clearly demonstrated that, in
the absence of Her-2 gene amplification, polysomy-17 resulted in a modest increase of Her-2/neu
gene copies and, consequently, a rare increase of HER-2 protein and mRNA content, except for a
very small number of cases with more than 10 copies of CEP17 per cell. As a consequence, correction
for chromosome-17 seems to be critical for determination of true Her-2 gene status in BC. These
results were corroborated by the fact that the best association between FISH and IHC, as reported by

27,29

other studies”"*", as well as between FISH and NASBA appeared with Her-2/CEP17 ratio criteria.

Wang et al”’ reported that FISH assay using the Her-2/CEP17 criterion achieved higher concordance

1.>" observed

with image-analyzer-assisted IHC quantification than did the Her-2>4 criterion. Lal et al
that more IHC negative tumors were FISH positive with the Her-2>4 criterion. Therefore, the Her-
2/CEP17 ratio, which considered most of these discordant cases as non-amplified, appeared as a
better scoring system to reflect the real biology of the tumor. Additionally, the comparison of the

biological characteristics demonstrated that discordant polysomic samples were biologically similar to

11



polysomic non-amplified samples. Indeed, like others®®**

we observed that HER-2 amplification was
associated with a lower proportion of estrogen receptors, as opposed to the non-amplified and

discordant samples.

As an alternative to the Her-2/CEP17ratio, absolute Her-2 gene copy>6 criterion could be
used as a good scoring system. A recent report has recommended changing the cut-off mean Her-2
signal number to 6 or greater for the Ventana-Inform assay to account for the discrepant cases due to
polysomy-17*. We effectively confirmed that the minimum number of Her-2 gene copies necessary to
obtain a good correlation between FISH, IHC and NASBA must be >6. This scoring system might also
be useful mainly for cases with more than 10 CEP17 copies per cell and IHC3+. This hypothesis must

be confirmed on a higher number of samples.

Three recently published randomised adjuvant trastuzumab trials have considered both IHC
and/or FISH to assess HER-2 protein overexpression and/or gene amplification. Nevertheless, with
the advent of the significantly positive first results of these trials, it has become crucial to limit the
number of false positive cases as trastuzumab is associated with a risk of severe cardiotoxicity. By
limiting this number, the use of the Her-2/CEP17 ratio would effectively limit the number of patients
exposed to the potential toxic effects without any treatment benefit. However, the correlation between

the scoring system and treatment efficacy remains to be assessed in trastuzumab treated patients.

Finally, we showed that polysomic tumors, independently of Her-2 amplification, were highly
proliferative. Several reports pointed out a possible relationship between proliferation and polysomy,
but no definite conclusions were drawn. This result might suggest that either polysomy-17 is able to
induce the overexpression of proteins implicated in proliferation or that low aneusomy is an artifact of
cell division. Analyses of the status of other chromosomes are ongoing to corroborate one of these

hypotheses.

To conclude, we demonstrated that the correction for chromosome-17 is the optimal scoring
system for FISH amplification evaluation. Alternatively, an absolute Her-2 gene copy number of more
than 6 could be used. Our results suggest that the CEP-17 polysomic subset of carcinoma without
Her-2/neu gene amplification behaves similarly to non-amplified tumors. Nevertheless, this hypothesis

still needs to be validated in trastuzumab treated patients.
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Table 1. Primers and molecular beacons sequences for mMRNA NASBA assay

Primer Sequence (5'>3") Position

ERBB2 P1(T7) | aattctaatacgactcactatagggagaaggGAGCCAGCCCGAAGTCTGTA 2567-2586

ERBB2 P2 TCTTAGACCATGTCCGGGAAA 2733-2752

PPIB P1(T7) |aattctaatacgactcactatagggagaaggCAGGCTGTCTTGACTGTCGTGA |449-470

PPIB P2 AGGAGAGAAAGGATTTGGCT 231-250
Molecular Sequence (5'>3") Position
Beacon

ERBB2 FAM-cgatcgGGAGGATGTGCGGCTCGTACcgatcg-Dabsyl 2658-2677
PPIB ROX-cgatcgGATCCAGGGCGGAGACTTCAcgatcg-Dabsyl 291-310

The 3' anti-sense primers are elongated with a T7-promotor recognition sequence indicated in lower-case
characters. The stem sequences of the beacons are indicated in lower-case italic characters. The positions are in

reference to the GenBank accession numbers, MN_00448 for ERBB2 and M60857 for PPIB.

Table 2. Association between FISH scoring systems

Her-2 Her-2 copy >6 Total Her-2 Ratio Her2/CEP17 Total Her-2 Ratio Her-2/CEP17 Total
copy >4 N° copy >4 N° copy >6 N°
cases cases cases
Negative | Positive Negative | Positive Negative | Positive

Negative | 8 0 8 Negative | O 8 8 Negative | 54 29 83
Positive 75 13 88 Positive 67 21 88 Positive 13 0 13
Total N° | 83 13 96 Total N° | 67 29 96 Total N° | 67 29 96
cases cases cases
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Table 3. Her-2 and CEP17 copy number as well as HER-2 protein expression in the 5 subgroups

Subgroups Amplified | Not-Amplified Amplified Not-Amplified Discordant
Disomic disomic polysomic polysomic polysomic

Biological Markers

Her-2 copy number (median) 14.75 2.08 16.30 3.2 4.98

CEP-17 copy number (median) | 1.94 1.87 2.9 2.62 3.26

HER-2 IHC  0/1+ 1.85% 36.34% 1.7% 31.51% 17%
2+ 25.8% 63% 29.2% 65.75% 74.5%
3+ 72.35% 0.66% 69.1% 2.74% 8.5%

Table 4. Association between IHC and the 3 FISH scoring methods

HER-2 Her-2 copy >4 Total Her-2 copy >6 Total N° Ratio Her-2/CEP17 Total
IHC N° cases N°
cases cases
Negative Positive Negative | Positive Negative Positive
0,1+,2+ 1 42 43 38 5 43 38 5 43
3+ 0 4 4 1 3 4 4 0 4
Total N° 1 46 47 39 8 47 46 17 47
cases

Table 5. Association between NASBA and the 3 FISH scoring methods

NASBA Her-2 copy >4 Total Her-2 copy >6 Total Ratio Her-2/CEP17 Total
N° N° N°
cases cases cases

Negative | Positive Negative | Positive Negative | Positive

Negative | 0O 19 19 16 3 19 18 1 19

Positive 0 4 4 3 1 4 4 0 4

Total N° | O 23 23 19 4 23 22 1 23

cases




Table 6. Biological characteristics of the 5 subgroups

Subgroups Amplified | Not-Amplified Amplified Not-Amplified Discordant

Disomic disomic polysomic polysomic polysomic

Biological Markers

Ki-67 >25% (%) 34/76 29/106 31/67 24/53 11/33
(44.7) (27.36) (46.27) (45.3) (33.3)

ER 2 2 (%) 41/76 91/121 46/76 36/54 28/34
(53.94) (75.2) (60.5) (66.6) (82.35)

Size > 2 cm (%) 31/66 36/81 21/57 16/43 13/27
(46.97) (44.45) (36.8) (37.2) (48.1)

Grade 3 (%) 50/81 47/106 43/63 29/53 13/27
(61.73) (44.33) (68.25) (54.7) (48)

Type ductal (%) 70/85 92/111 67/72 51/57 28/32
(82.35) (82.88) (93) (89.5) (87.5)

>4 positives nodes (%) 24/51 42/73 31/49 23/37 11/20
(47 (57.5) (63.26) (62.16) (55)

Count 123 152 120 73 47

Figure 1. Possible scenarios of genetic alterations of breast cancer regarding Her-2 status
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Figure 2. Association between NASBA or IHC and FISH assay according to the absolute Her-2 copy

numbers
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Summary The 2003 St. Gallen consensus panel divided the many available
adjuvant chemotherapy (CT) regimens into those with “standard efficacy” (AC x 4,
CMF x 6) and those with “‘superior efficacy” (FA(E)C x 6, CA(E)F x 6, A(E)— CMF,
TAC x 6, AC x 4— paclitaxel (P) x 4 or docetaxel (D) x 4) but also greater complex-
ity, toxicity and cost. This paper will summarize the latest information on long-term
side effects of the ‘“superior” regimens and 5-year benefits reported in taxane trials,
including those of a “‘new” sequential regimen, FEC x 3— docetaxel x 3. Rapidly
expanding evidence of marked heterogeneity in the magnitude of CT benefits
according to the tumour oestrogen receptor (ER) status, a claim made for many years
by IBCSG investigators, will be reviewed; it will lead to the conclusion that a
revolution needs to take place in the way oncologists think about the CT added value
and design adjuvant clinical trials. The conclusions proposed to the 2005 St. Gallen
consensus panel are that: adequately dosed anthracycline-based CT regimens remain
an acceptable standard for many women; a lower threshold for using taxanes in
sequence or combination with anthracyclines (A) is justified in the presence of an ER-
negative or low-ER tumour status, other aggressive biologic features (such as HER-2
overexpression), fear about A-induced cardiotoxicity; no recommendation can yet
be made as far as the optimal taxane-A regimen, the best taxane or the best taxane
schedule.

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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dose-size, dose-intensity, dose-density and cumu-
lative dose of our most active cytotoxic agents, (3)
a better identification of women who will benefit
most from adjuvant CT, and (4) the discovery of
molecular “‘signatures” that predict sensitivity to
particular CT regimens.

This paper will focus primarily on issues 1 and 3,
since the 2 years that have elapsed since the
2003 St. Gallen meeting have not brought new,
clinically usable information in relation to issues
2 and 4.

The St. Gallen 2003 **Guidelines’ for the
use of adjuvant CT

Two ‘‘families” of CT regimens were recognized 2
years ago: the one with ‘“standard -efficacy”
including the old CMF combination (cyclophospha-
mide, methotrexate, 5-fluorouracil for six cycles)
and the convenient AC regimen (doxorubicin and
cyclophosphamide for four cycles) and the one with
“superior efficacy”’, featuring the ‘‘stronger”
anthracycline (A)-based regimens (FA(E)C, 5-fluor-
ouracil, adriamycin 60mg/m? or epiadriamycin
100 mg/m?, cyclophosphamide 500 mg/m?; CA(E)F,
oral cyclophosphamide for 14 days and day 1+8
adriamycin  30mg/m? or epiadriamycin 60 mg/
m2+5-fluroruracil 500 mg/m?; sequential A(E)—
CMF, e.g. four cycles of adriamycin 75mg/m? or
epiadriamycin 100 mg/m? followed by three or four
cycles of CMF) and the anthracycline-taxane-based
regimens (at that time TAC, e.g. docetaxel+adria-
mycin+cyclophosphamide for six cycles and sequen-
tial AC x 4 followed by either paclitaxel 175 mg/m?
for four cycles or docetaxel 100 mg/m? for four
cycles). While no clear ‘“winner” was identified
among the members of this second family, its
associated complexity, toxicity and cost was under-
scored.

The practical recommendation made to physi-
cians was to weigh the risks and benefits of these
regimens for each individual patient and to make a
selection that takes the patient’s preference into
account.”

New information on CT-associated risks
in the long term

Short-term risks of the ‘““more-effective” CT regi-
mens are well known: they include variable rates
of neutropenic fever (lowest for the sequential
AC —taxane regimen, intermediate for CEF or
sequential E—CMF and highest for TAC)*® with

very few documented infections and toxic deaths,
and a 3-12% risk of grade 3 neurotoxicity with
taxane use. The latter side effect can be long
lasting, and its reversibility has been poorly
documented so far.

Acute myeloid leukaemia and myelodysplastic
syndrome are rare but frightening side effects of
adjuvant CT, typically seen at 3-4 years of median
follow-up.

As shown in Table 1, there is now mature follow-
up, close to or greater than 5 years, on a number of
taxane trials (namely INT 0148 and NSABP-B28,
both comparing AC — paclitaxel with AC, MD An-
derson Cancer Center paclitaxel - FAC versus FAC,
BCIRG TAC versus FAC and PACS 01 FEC — docetaxel
versus FEC)%>7-% with no signal of an increased
leukaemia risk in any of the A and taxane arms
compared with the A only arms or with published
data on thousands of women treated with the
softer AC x 4 regimen (data from the NSABP)'® or
with a variety of epiadriamycin (E)-based combina-
tions limiting the E cumulative dose to 720 mg/m?
(data from the Pharmacia Epirubicin Monitoring
Plan)."

Table 2 provides a similar overview as far as
cardiotoxicity risks of A and taxane regimens or A
only regimens are concerned'?'3: here also, there
is no suggestion of an increased incidence of
congestive heart failure (CHF) associated with
taxane use. The lack of a single case of CHF in
regimens sequencing three to four cycles of
anthracycline-based regimens with a taxane, such
as the MD Anderson paclitaxel — FAC or the French
FEC — paclitaxel, is noteworthy (Table 2). However,
data on the long-term cardiac functional assess-
ment with all these newer regimens are still
lacking; for the older adriamycin or epiadriamycin
combinations, these data, gathered from breast
cancer (BC) survivors, have documented a 2%
incidence of symptomatic decline in left ventricu-
lar ejection fraction, exceeding what is encoun-
tered in CMF-treated survivors. (<0.5%).'*1°

Increasing attention is being given to potential
cognitive sequelae of adjuvant CT. Unfortunately,
many studies so far have suffered from methodo-
logical limitations, hampering a reliable assessment
of this risk.'® The first longitudinal and methodo-
logically sound study on cognitive function in 18
women receiving “FAC” adjuvant CT has been
published and suggests a disruption of the brain
frontal neuron network with partial recovery over
time in half of the affected women.' Similar
investigations need to be conducted for A and
taxane-based regimens and potential risk factors
for this troublesome side effect need to be
identified.
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Table 1 Cumulative incidence of AML/MDS in adjuvant chemotherapy trials for breast cancer with long-term
follow-up.

Anthracycline-based regimens Anthracycline plus taxane regimens

Doxorubicin N = 4453 Epirubicin N = 6454 Paclitaxel-based N = 6754 Docetaxel-based N = 3490

NSABP database Pharmacia database Trial mFU  AML/MDS Trial mFU  AML/MDS
(mos) (%) (mos) (%)

AC x 4 E<720mg/m?

5 years (%) 8 years (%)

0.22 0.31 INT 0148 69 AC: 0.6 BCIRG 001 55 FAC: 0

AC—P: 0.5 TAC: 0

NSABP 67 AC: 0.1 PACS 01 60 FEC: 0.003
B-28 AC—P: 0.4 FEC —D: 0.001

MDACC 60 FAC: 0
P—-FAC: 0

AC = doxorubicin, cyclophosphamide; AML = acute myeloid leukaemia; BCIRG = Breast Cancer International Research Group;
D = docetaxel; E = epirubicin; FAC = 5-fluorouracil, doxorubicin, cyclophosphamide; FEC = 5-fluorouracil, epirubicin, cyclo-
phosphamide; mFU = median follow-up; mos = months; INT 0148 = Intergroup trial; MDACC = M.D. Anderson Cancer Center;
MDS = myelodysplastic syndrome; NSABP B28 = National Surgical Adjuvant Breast & Bowel Project; P = paclitaxel;
PACS = Adjuvant protocols in breast cancer; TAC = docetaxel, doxorubicin, cyclophosphamide.

Table 2 Cumulative incidence of cardiac death, congestive heart failure (CHF), or severe left ventricular
dysfunction (LVD) in adjuvant chemotherapy trials for breast cancer with long-term follow-up.

Anthracycline-based regimens Anthracycline plus taxanes-based regimens
Doxorubicin-based Epirubicin-based Paclitaxel-based Docetaxel-based
(NCI Milan) (French trials) N = 6754 N = 3490
N =637 N = 2553
m D = 300 mg/m2 (%) m E = 600 mg/m2 (%)  Trial mFU CHF Trial mFU CHF
(mos) (%) (mos) (%)

Cardiac death: 0.6 Cardiac death: 0.04 INT 0148 69 AC: 1 BCIRG 001 55 FAC: 0.1
CHF: 1 AC—P: 2 TAC: 1.2

NSABP B-28 67 AC: 0.1 PACS 01 60 FEC: 0.4
LVD<50% at 11 years (%) LVD<50% at 8 years (%) AC—P: 0.06 FEC—D: 0
(N = 355) (N = 85)
2 2 MDACC 60 FAC: 0.3

P—-FAC: 0

Abbreviations: AC = doxorubicin, cyclophosphamide; BCIRG = Breast Cancer International Research Group; CHF = cardiac
heart failure; D = docetaxel; E = epirubicin; FAC = 5-fluorouracil, doxorubicin, cyclophosphamide; FEC = 5-fluorouracil,
epirubicin, cyclophosphamide; INT 0148 = Intergroup trial; LVD = left ventricular dysfunction; m D = median doxorubicin
dose; m E = median epirubicin dose; MDACC = M.D. Anderson Cancer Center; mFU = median follow up; mos = months; NSABP
B28 = National Surgical Adjuvant Breast & Bowel Project; P = paclitaxel; PACS = adjuvant protocols in breast cancer;
TAC = docetaxel, doxorubicin, cyclophosphamide.

Last but not least, the more effective adjuvant  dose-dense AC — paclitaxel regimen given with G-
CT regimens also have a financial toxicity! Oncol- CSF support are 33 times higher than those of a
ogists should be aware that the drug costs of a  short AC combination.'®



M.J. Piccart et al.

New information on CT-associated
benefits in the long term

The notion that BC is an heterogeneous disease has
been around for many years, but few investigators
have had the courage to analyse the effects of
adjuvant CT in clinically relevant subgroups, e.g.,
ER-negative or low-ER, intermediate ER and ER-rich
disease. This merit goes to the International Breast
Cancer Study Group (IBCSG), which has, over the
last decade, systematically dissected the disease in
these entities and analysed CT effects for each of
them. %% This exercise, long considered as purely
“intellectual” and futile, has now been performed
by several groups with highly consistent results,
pointing to marked heterogeneity in the magnitude
of CT benefit according to the level of ER
expression (see below).

Microarray technology, with its ability to inter-
rogate thousands of genes simultaneously, is re-
inforcing the notion that ER-negative and ER-
positive BCs are indeed two different diseases.?'?2
Further subgroups can be identified (the HER-2
overexpressing and the basal-like subgroups for ER-
negative disease, and the luminal A/B/C subgroups
for ER-positive disease) but there are—as yet—no
solid data pointing to differential CT effects
according to these subgroups.

Given this background, we will review the
new information on CT benefits first without
glasses—i.e. by looking at the whole BC populatio-
n—and, second, with glasses, i.e., by analysing its
differential effects according to ER expression.

In view of the absence of mature data on the
incorporation of capecitabine, gemcitabine and
platinum compounds into adjuvant CT regimens,
most of the discussion below will focus on taxane-
associated benefits.

**Global’’ benefits associated with
adjuvant taxane use

Figure 1 summarizes the results of four important
adjuvant taxane trials conducted in node-positive
disease with a median follow-up in excess of 4.5
years: all but one show a 3-7% absolute gain in 5-
year survival with the taxane containing arm.%33?

Reductions in the hazards for relapse are fairly
consistent with a somewhat more striking effect
seen with TAC: it is unclear whether this observa-
tion is due to chance, to the choice of a combina-
tion rather than a sequential strategy, or to the
upfront use of the taxane. Of note, only the PACS
01 trial used a *‘strong” control arm, consisting of

TAXANE BENEFITS IN 4 LARGE ADJUVANT TRIALS
WITH 2 4.5 YEAR FOLLOW-UP
All 9671 women with node positive disease

FAC vs TAC

BCIRG 001

ACvs ACHP || AC vs ACHP || FEC vs FEC—D
INT 0148 B-28 PACS 01

AC AC FEC FAC
ACP AC—HP FEC—D TAC
Hazard 1 1 1 1
. 0.83 0.83 0.83
reduction 0.68
for relapse 7
P=0.002 P=0.008 P=0.04 P=0.001
AC AC TEC
AC—>P ACP FEC—D FAC
TAC
Hazard 1 1 1 1
reduction 0.32 0.94 0.77 0.72
for death
p /
P=0.006 P=0.46 P=0.05 P=0,001
Absolute Sy
3% 0% 4% 7%

survival gain

Figure 1 Results of adjuvant taxane benefits in the larger
adjuvant breast cancer trials. AC = doxorubicin, cyclo-
phosphamide; BCIRG = Breast Cancer International Re-
search Group; D = docetaxel; FAC = 5-fluorouracil,
doxorubicin, cyclophosphamide; FEC = 5-fluorouracil,
epirubicin, cyclophosphamide; INT 0148 = Intergroup
trial; NSABP B28 = National Surgical Adjuvant Breast &
Bowel Project; P = paclitaxel; PACS = Adjuvant proto-
cols in breast cancer; TAC = docetaxel, doxorubicin,
cyclophosphamide; y = years.

six cycles of FEC (with epiadriamycin at 100 mg/
m?/cycle).’

Although many would argue that there is now
“level 1” evidence that incorporation of taxanes
into A-based regimens improves survival, some
discomfort persists in view of the suboptimal design
of three out of four trials and because the PACS 01
trial suffers from (1) and imbalance in ER status
(more ER-positive cases in the taxane arm), (2) a
possible interaction of the taxane effect with age
(with a benefit apparently confined to postmeno-
pausal women) and (3) a borderline survival gain
after COX regression analysis.’

“Global’’ benefits associated with
neoadjuvant taxane use

The small, elegant and well designed Aberdeen
trial, showing an advantage in breast conservation
rates, percentages of pathological complete remis-
sions (pCR), 5-year disease-free survival (DFS) and
overall survival (0S) for a sequence of four
anthracycline-based cycles followed by four cycles
of docetaxel, generated hope that a new ‘‘stan-
dard” neoadjuvant regimen would soon gain wide
acceptance.??
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Unfortunately, the 5-year results of the large
NSABP-B27 trial, comparing neoadjuvant AC alone
or sequenced with four postoperative docetaxel
cycles to a full preoperative AC— docetaxel se-
quence, are disappointing: in spite of strikingly
improved pCR rates for the latter arm,?* no long-
term DFS or OS has emerged.?® Decreased relapse-
free survival is seen with preoperative docetaxel
and fewer local relapses are encountered both with
pre- and postoperative docetaxel.?’> These mixed
results—together with the use of a suboptimal
control arm—do not support the promotion of this
regimen—today—as the new standard, but the
regimen can be viewed as an option when pre-
operative CT is indicated.

CT benefits analysed according to the
level of ER expression

As mentioned previously, IBCSG investigators have
been the first to detect larger CT effects in ER-
negative or low-ER BC compared with ER-inter-
mediate or ER-rich disease.

The last 2 years have accumulated further
retrospective, but there is now overwhelming
evidence of a much greater magnitude of CT
benefit in low-ER or ER-absent disease.

The 2000 overview?® provides subset analyses of
adjuvant treatment benefits according to age and
ER status: most provocative is the 8.1% absolute
reduction in 10-year mortality seen when CT is
given to postmenopausal women with ER-poor BC,
contrasting with the 3% absolute reduction ob-
served when it is added to tamoxifen in postmeno-
pausal women with ER-positive or unknown disease.
Interestingly, most women in the first cohort had
node-negative disease (71%), while 73% were node-
positive in the second cohort.

Long-term findings of the NSABP-B20 trial show
that the benefit from adding CMF to tamoxifen is
inversely related to the quantitative concentration
of tumour oestrogen receptors.?’

In a retrospective review of the CALGB most
popular CT trials—namely trial 8541, which com-
pared three different CAF regimens, trial 9344,
which incorporated paclitaxel in sequence with AC,
and trial 9741, which showed superiority of dose-
dense over conventionally timed CT, Donald Berry
found a much greater incremental benefit from
these successive, more effective regimens, in ER-
negative BC.%®

The MD Anderson team carried out an analysis of
pCR rates according to ER status in a series of
institutional trials of neoadjuvant CT: a striking

difference was found between “ER-negative” and
“ER-positive” tumours, with the former exhibiting
four times higher pCR rates than the latter.?’

Biologic correlates of the US Intergroup trial INT
100 also strongly suggest that the benefit of adding
CAF CT to tamoxifen in postmenopausal women in
ER-positive disease is confined to the subset of low-
ER tumours.*°

Age as a surrogate of menopausal status is
another important variable that deserves to be
examined carefully together with ER status to gain
more insight into the effects of adjuvant CT.

Figure 2 displays the results of three adjuvant
taxane trials according to ER status and to potential
indirect endocrine effects of adjuvant CT occurring
through CT-induced ovarian ablation in younger
women.>%?

It is quite puzzling to see that the only trial
showing a strong effect of the taxane regimen in
the ER-positive subset, namely the BCIRG trial, is
also the only trial that reported a significantly
higher rate of induction of ovarian ablation for the
taxane arm in comparison with the non-taxane
arm.

In contrast, the sequential FEC — docetaxel regi-
men of the PACS O1 trial did not induce more
secondary amenorrhea than the classical FEC regi-
men and, interestingly, did not seem to provide a
clinically relevant benefit in women less than 50
years of age.

DIFFERENTIAL EFFECTS OF ADJUVANT
CHEMOTHERAPY ACCORDING TO ER AND AGE

ACvs AC—P FAC vs TAC
INT 0148 BCIRG 001
AC  ACHP FAC TAC

FEC vs FEC—D
PACS 01
FEC FEC-D
<50

ER+
Hazard ERi
ER-
reduction ER_ 24l
for
relapse

Strong effect No difference

endocrine but also

effects of T ovarian ablation
CcT rate with TAC

(51 vs 33%)

Indirect [No information

Similar ovarian
ablation rates

Indirect endocrine effects of CT obscure the
interpretation of the results

Figure 2 Benefits from adjuvant chemotherapy in breast
cancer according to age and receptor status.
AC = doxorubicin, cyclophosphamide; BCIRG = Breast
Cancer International Research group; CT =chemother-
apy; D = docetaxel; ER+ = oestrogen receptor positive;
ER— = oestrogen receptor negative; FAC = 5-fluoroura-
cil, doxorubicin, cyclophosphamide; FEC = 5-fluoroura-
cil, epirubicin, cyclophosphamide; INT 0148 = Intergroup
trial; P = paclitaxel; PACS = adjuvant protocols in breast
cancer; TAC = docetaxel, doxorubicin, cyclophospha-
mide.
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Beyond 2005

Dissecting BC into its relevant entities and design-
ing tailored treatment investigations for each of
them becomes a high priority: this means that a
revolution needs to happen in the way oncologists
are thinking and designing clinical trials for BC.

As shown in Fig. 3, ER-absent or low-ER BC
derives striking benefits from adjuvant CT: this
subset now deserves clinical trials to itself! These
trials are feasible with the current Intergroup
collaboration efforts and should examine further
requirements in the selection of drugs and doses,
schedules and timing of adjuvant CT.

Pending results from ‘‘gene expression profiling”
studies, smart biological agents need to be incor-
porated soon in the adjuvant treatment scheme.

This is also the subgroup of women for whom
there should be little hesitation to use the
“strongest” CT regimens in the presence of a high
risk of relapse.

For ER-rich tumours, the story is quite different:
adjuvant CT benefits are more modest and may
even become irrelevant with the introduction of
aromatase inhibitors in adjuvant endocrine ther-
apy; physicians, here, need to think hard before
offering adjuvant chemotherapy.

The priority for these women is the refinement of
endocrine treatment sequences, followed by the
introduction of smart biological agents aimed at
delaying the onset of endocrine resistance.

The intermediate ER subgroup is perhaps the
most challenging one: here, there is an urgent need
to identify women who do benefit from the addition
of CT adjuvant to optimal endocrine therapy.

BREAST CANCER ISA HETEROGENEOUSDISEASE !
TAILORED TREATMENT INVESTIGATIONS ARE NEEDED

Chemotherapy benefit Endocrine therapy benefitl

Al?

ER intermediate

« Refineendocrine
treatment sequences

« Add biological agents

« Intheclinic: think hard
before giving CT

« Refine drugs / dose /

I dentify
schedule/ timing this

« Add biological agents

« Intheclinic: A/IT
regimensor even dose-
dense AC - P

subset
urgently
!

CAREFUL QUANTIFICATION
OF ER/PGR ?

MULTIGENE EXPRESSION
PROFILING ?

Figure 3 Tailored treatment investigations in adjuvant
breast cancer. Al =aromatase inhibitor; AC—
P = doxorubicin, cyclophosphamide followed by pacli-
taxel; A/T =anthracyclines/taxanes; CT =chemother-
apy; ER =oestrogen receptor; PgR = progesterone
receptor.

It is presently unclear whether this could be
achieved through a careful and detailed quantifica-
tion of the oestrogen and progesterone receptors or
whether more expansive multi-gene signatures
such as the one developed by the NSABP, in
collaboration with Genomic Health,®' will be
required.

Conclusions regarding ‘‘standard’” CT
regimens in 2005

Compared with 2003, the threshold for using
anthracycline and taxane-based regimens is lower,
particularly for women with ER-absent or low-ER
tumours or those showing other aggressive biologi-
cal features. Preference should be given to regi-
mens that have been subjected to a 5-year follow-
up: namely the sequence of AC— paclitaxel or
docetaxel, the sequence of FEC—docetaxel and
the TAC regimen. So far, none of these treatment
options seems to be associated with an increased
risk of leukaemia, myelodysplastic syndrome or
congestive heart failure. Long-term functional
cardiac assessment and cognitive function assess-
ment, however, are still lacking.

The “more effective” anthracycline-based regi-
men, without taxanes, remains an acceptable
standard of care.

The relatively slow progress witnessed with
adjuvant CT recommendations is due to the con-
ducting of empirical trials, which largely ignore the
biological complexity of the disease. Time to start
breaking from tradition!

References

1. Primary Therapy of Early Breast Cancer. Abstracts of the
eighth international conference, St. Gallen, Switzerland,
March 12-15, 2003. Breast 2003;12(Suppl 1):51-52.

2. Henderson Cl, Berry DA, Demetri GD, et al. Improved
outcomes from adding sequential paclitaxel but not from
escalating doxorubicin dose in an adjuvant chemotherapy
regimen for patients with node-positive primary breast
cancer. J Clin Oncol 2003;21:976-83.

3. Mamounas EP, Bryant J, Lembersky BC, et al. Paclitaxel after
doxorubicin plus cyclophosphamide as adjuvant chemother-
apy for node-positive breast cancer: results from NSABP B-
28. J Clin Oncol 2005;23:3686-96.

4. Sartor Cl, Peterson BL, Woolf S, et al. Effect of addition of
adjuvant paclitaxel on radiotherapy delivery and locoregio-
nal control of node-positive breast cancer: Cancer and
Leukemia Group B 9344. J Clin Oncol 2005;23:30-40.

5. Levine MN, Bramwell VH, Pritchard KI, et al. Randomized
trial of intensive cyclophosphamide, epirubicin, and fluor-
ouracil chemotherapy compared with cyclophosphamide,
methotrexate, and fluorouracil in premenopausal women
with node-positive breast cancer. National Cancer Institute



Adjuvant chemotherapy in 2005: Standards and beyond

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

of Canada Clinical Trials Group. J Clin Oncol 1998;16:
2651-8.

. Poole CJ, Earl HM, Dunn JA, et al. NEAT (National Epirubicin

Adjuvant Trial) and SCTBG BR9601 (Scottish Cancer Trials
Breast Group) phase Ill adjuvant breast trials show a
significant relapse-free and overall survival advantage
for sequential ECMF. Proc Am Soc Clin Oncol 2003;22:4
[Abstract 13].

. Buzdar AU, Singletary SE, Valero V, et al. Evaluation of

paclitaxel in adjuvant chemotherapy for patients with
operable breast cancer: preliminary data of a prospective
randomized trial. Clin Cancer Res 2002;8:1073-9.

. Martin M, Pienkowski T, Mackey J, et al. Adjuvant docetaxel

for node-positive breast cancer. N Engl J Med 2005;352:
2302-13.

. Roché H, Fumoleau P, Spielmann M, et al. Five years analysis

of the PACS 01 trial: 6 cycles of FEC100 vs 3 cycles of FEC100
followed by 3 cycles of docetaxel for the adjuvant
treatment of node positive breast cancer. Proc SABCS
2004;88:1 [Abstract 27].

Smith RE. Risk for the development of treatment-related
acute myelocytic leukemia and myelodysplastic syndrome
among patients with breast cancer: review of the literature
and the National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
experience. Clin Breast Cancer 2003;4:273-9.

Praga C, Bergh J, Bliss J, et al. Risk of acute myeloid
leukemia and myelodysplastic syndrome in trials of adjuvant
epirubicin for early breast cancer: correlation with doses of
epirubicin and cyclophosphamide. J Clin Oncol 2005;23:
4179-91.

Zambetti M, Moliterni A, Materazzo C, et al. Long-term
cardiac sequelae in operable breast cancer patients given
adjuvant chemotherapy with or without doxorubicin and
breast irradiation. J Clin Oncol 2001;19:37-43.

Fumoleau P, Roche H, Kerbrat P, et al. Long-term benefit/
risk ratio of epirubicin (EPI)-based adjuvant chemotherapy
(CT) in operable breast cancer (BC) patients (pts): 7-year
analysis in 3577 pts of French Adjuvant Study Group (FASG)
trials. Proc Am Soc Clin Oncol 2003;22:23 [Abstract 91].
Zambetti M, Moliterni A, Materazzo C, et al. Long-term
cardiac sequelae in operable breast cancer patients given
adjuvant chemotherapy with or without doxorubicin and
breast irradiation. J Clin Oncol 2001;19:37-43.

Bonneterre J, Roche H, Kerbrat P, et al. Long-term cardiac
follow-up in relapse-free patients after six courses of
fluorouracil, epirubicin, and cyclophosphamide, with either
50 or 100mg of epirubicin, as adjuvant therapy for node-
positive breast cancer: French adjuvant study group. J Clin
Oncol 2004;22:3070-9.

Phillips K- A, Bernhard J. Adjuvant breast cancer treatment
and cognitive function: current knowledge and research
directions. J Natl Cancer Inst 2003;95:190-7.

Wefel JS, Lenzi R, Theriault RL, et al. The cognitive
sequelae of standard-dose adjuvant chemotherapy in
women with breast carcinoma: results of a prospective,
randomized, longitudinal trial. Cancer 2004;100:2292-9.
Hamilton A, Hortobagyi G. Chemotherapy: what progress in
the last 5 years? J Clin Oncol 2005;23:1760-75.

19

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

. Colleoni M, Viale G, Zahrieh D, et al. Chemotherapy is more
effective in patients with breast cancer not expressing
steroid hormone receptors: a study of preoperative treat-
ment. Clin Cancer Res 2004;10:6622-8.

Colleoni M, Bonetti M, Coates AS, et al. Early start of
adjuvant chemotherapy may improve treatment outcome
for premenopausal breast cancer patients with tumors not
expressing estrogen receptors. The International Breast
Cancer Study Group. J Clin Oncol 2000;18:584-90.

Sorlie T, Tibshirani R, Parker J, et al. Repeated observation
of breast tumor subtypes in independent gene expression
data sets. Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:8418-23.
Sotiriou C, Neo SY, McShane LM, et al. Breast cancer
classification and prognosis based on gene expression
profiles from a population-based study. Proc Natl Acad Sci
USA 2003;100:10393-8.

Hutcheon AW, Heys SD, Sarkar TK, et al. Docetaxel primary
chemotherapy in breast cancer: a five year update of the
Aberdeen trial. Proc SABCS 2003;82:1 [Abstract 11].

Bear HD, Anderson S, Brown A, et al. The effect on tumor
response of adding sequential preoperative docetaxel to
preoperative doxorubicin and cyclophosphamide: prelimin-
ary results from National Surgical Adjuvant Breast and Bowel
Project Protocol B-27. J Clin Oncol 2003;21:4165-74.

Bear HD, Anderson S, Smith RE, et al. A randomized trial
comparing preoperative (preop) doxorubicin/cyclophospha-
mide (AC) to preop AC followed by preop docetaxel (T) and
to preop AC followed by postoperative (postop) T in patients
(pts) with operable carcinoma of the breast: results of
NSABP B-27. Proc SABCS 2004;88:1 [Abstract 26].

Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG).
Effects of chemotherapy and hormonal therapy for early
breast cancer on recurrence and 15-year survival: an
overview of the randomised trials. Lancet 2005;365:
1687-717.

Fisher B, Jeong J-H, Bryant J, Anderson S, Bingam J, Fisher
E-R, Wolmark N. Treatment of lymph-node-negative, estro-
gen-receptor-positive breast cancer: long-term findings
from National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
randomized clinical trials. Lancet 2004;364:858-68.

Berry DA, Cirrincione C, Henderson IC, et al. Effects of
improvements in chemotherapy on disease-free and overall
survival of estrogen-receptor negative, node-positive breast
cancer: 20-year experience of the CALGB & US Breast
Intergroup. Proc SABCS 2004;88:1 [Abstract 29].

Buzdar AU, Valero V, Theriault RL, et al. Pathological
complete response to chemotherapy is related to hormone
receptor status. Proc SABCS 2003;82:1 [Abstract 302].
Albain K, Barlow W, O’Malley F, et al. Concurrent CAFT versus
sequential CAF-T chemohormonal therapy (cyclophospha-
mide, doxorubicin, 5-fluorouracil, tamoxifen) versus T alone
for postmenopausal, node-positive, estrogen and/or proges-
terone receptor-positive breast cancer: mature outcomes and
new biologic correlates on phase Il intergroup trial 0100
(SWOG-8814). Proc SABCS 2004;88:1 [Abstract 37].

Paik S, Shak S, Tang G, et al. A multigene assay to predict
recurrence of tamoxifen-treated, node-negative breast
cancer. N Engl J Med 2004;351:2865-7.

Available online at www.sciencedirect.com

science (@Horneer:



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

