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Avaliacdo do tratamento com &acidimledrénico Neoadjuvante associado ao
esquema baseado émtraciclina seguido d&€axane, em pacientes com cancer

de mama localmen@vancadoZo-NAnTax.

RESUMO
Susanne Crocamo Ventilari da Costa

Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos, o camcenaina continua a ser um grande
problema de salde publica. E fundamental a indalidacio terapéutica através do melhor
conhecimento do mecanismo de acdo e do sinergimmpodas drogas ou de drogas ja
conhecidas que possam representar impacto em gensabrevida, com menor toxicidade e
menor custo. Por isso desenvolvemos este projatslaicional com o objetivo primario de
avaliarmos a eficacia da terapéutica neoadjuvamteqdatro ciclos de antraciclina /
ciclofosfamida (AC) seguido por quatro ciclos deataxel com trastuzumabe associando ao
acido zoledrénico, em pacientes com cancer de neatadio IIA a IlIB com receptor do fator
de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) positattgvés da mensuracdo da taxa de
resposta patoldgica completa (pRC) ao tratamemtour@lariamente avaliamos a seguranga, a
associacdo da taxa de pRC com o perfil moleculatimponohistoquimica, com a expressao
génica diferencial dos tumores, com a alteracaadédaividade e oomplianceao tratamento.

60 pacientes incluidas seguindo os critérios dtopabo receberam o tratamento proposto e
foram avaliadas quanto a segurancampliance 58 destas realizaram subsequentemente
cirurgia da mama e integraram a analise exploetda associacdo de fatores clinicos,
histopatolégicos e moleculares com a taxa de pR@nQo ndo houve resposta patoldgica
completa, a quantificacdo do indice da doenca uabkiDR) foi realizada através da
calculadora validada dMD Anderson Cancer Centar classificada em: RCB (carga de
cancer residual) 0 (pRC), | (doenca residual mipiria(doenca residual moderada) e |l
(doencga residual extensa). Vinte e quatro paci€d@%) das 58 elegiveis para avaliacdo de
eficacia alcancaram pRC (RCB 0), sendo a mediandat®e de 54 anos e a do tamanho do
tumor de 61mm. A maioria das pacientes tiveram tegeadversos (EA) graus 1 e 2 (nauseas,
76%; mialgia 73%). Os EAs grau 3 mais frequenteanfioa neutropenia febril (20%; 12
pacientes) e a diarreia (12%; 07 pacientes) e w 4fai neutropenia febril (3%, 2 pacientes).
N&o houveram EAs grau 3 ou 4 relacionados ao aatbalrénico. Menor taxa d@mmpliance

foi devido ao docetaxel (86%). Elevado Ki67 e egsp&® em nucleo/citoplasma [gkeatenina
foram associados com maiores taxas de pRC. Anahsgeculares por microarranjos
comparando amostras ao diagndstico de pacientes pRR@ ou nao, mostrou genes
diferencialmente expressos envolvidos na sinalzaPd3K/PKC (proliferacdo celular),
Notchl (célula tronco) e resposta imune inata (HLABstes dados sugerem que alguns
destes processos podem ser utilizados como biodwesa de resposta ao esquema
terapéutico proposto. Desta forma concluimos goengbinacéo de tratamento neoadjuvante
com acido zoledrdnico e quimioterapia com base miraciclina, taxano e trastuzumabe em
pacientes com cancer de mama estadio IIA a IlIB BipBsitivo resultou em altas taxas de
pPRC (42%) com boa tolerancia sem aumentar a taadeic quimioterapia.

Palavras Chaves: Cancer de mama, tratamento neoadjuvante, HER®Zvmysiacido
zoledronico
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Evolution of acid Zoledronic in Neoadjuvant treatment combinned with
chemotherapy based Anthracycline followed byTaxane in locally advanced
breast canceZo-NAnTax.

ABSTRACT
Susanne Crocamo Ventilari da Costa

Despite major technological advances, breast carogains a major public health problem. It
is fundamental to therapeutic individualizationotingh better knowledge of the mechanism of
action and the synergism of new drugs or drugsadir&known that may have an impact on
survival gain, with lower toxicity and less costherefore we developed this translational
project with the primary end point evaluating tH&cacy of neoadjuvant therapy of four
cycles of anthracycline / cyclophosphamide (AC)dwkd by four cycles of docetaxel with
trastuzumab associated with zoledronic acid inepégi with stage 1A to 11IB breast cancer
with human epidermal growth factor receptor 2 (HEB@sitive, by measuring the complete
pathological response rate (pRC) to the treatmbaetSecondary end points included were the
possible associations between pRC, clinico vargble molecular profile by
immunohistochemistry, the differential gene expi@s of the tumors, the change of
adhesiveness, safety and compliance with the dredyment. Sixty patients included in the
protocol were treated with the proposed treatmerd were evaluated for safety and
compliance. Fifty-eight patients underwent subsatuweast surgery and integrated the
exploratory analysis of the association of clinidaistopathological and molecular factors
with the pRC rate. When there was no complete padgieal response, the residual disease
index (DR) was quantified using the validated MDd&rnson Cancer Center calculator and
classified as: RCB (residual cancer burden) 0 (pRCJminimal residual disease), Il
(moderate residual disease) and Il (extensivadvesidisease). Twenty-four patients (42%)
out of 58 eligible for efficacy assessment achieg®L (RCB 0), the median age being 54
years and the tumor size 61mm. Most patients hadrae events (AE) grade 1 and 2 (nausea,
76%, myalgia 73%). The most frequent grade 3 AEsewebrile neutropenia (20%, 12
patients) and diarrhea (12%, 07 patients) and gtadas febrile neutropenia (3%, 2 patients).
There were no grade 3 or 4 AEs related to zoledraaid. Lower compliance rate was due to
docetaxel (86%). High Ki67 and nuclei / cytoplasmxpression of-catenin were associated
with higher pRC rates. Molecular analyzes by mimags comparing samples at the
diagnosis of patients with pRC or not, showed d#ifeially expressed genes involved in the
signaling P13K / PKC (cell proliferation), Notch&tém cell) and innate immune response
(HLAB). These data suggest that some of these psesecan be used as biomarkers of
response to the proposed therapeutic scheme. Weluded that the combination of
neoadjuvant treatment with zoledronic acid and astberapy based on anthracycline, taxane
and trastuzumab in patients with stage IIA to IHER2 positive breast cancer resulted in
high rates of pRC (42%) with good tolerance withiogteasing toxicity to chemotherapy.

Keywords: Breast cancer, neoadjuvant treatment, HER2-positvedronic acid
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and Bowel Project
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Ensaio genémico de cancer de nda2d-genes
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activator inhibitorl
Ensaio de Assinatura de Gene de PrognosticdCé@ncer de Mama
Prosigna
Poli (ADP-ribose) polimerase; do inglés: Poly (ADBPese) polymerase
Reacao em cadeia da polimerase; do inglés: Polgeefain reaction
Proteina de morte programada 1; do inglés: Progeinoell death
protein 1
Fator de crescimento derivado de plaquetas subdmida do inglés:
Platelet-derived growth fator subunit A
Ligante da proteina de morte programada 1; do sngléogrammed cell
death-ligand protein 1
Proteina quinase C; do inglés: Protein kinase C
Tomografia por emissdo de pdésitrons/tomografia adagorizada; do
inglés: Positron Emission Tomography - Computed dgraphy
Maquina de analise personalizada do genoma; désnélersonalized
Genome Machine
Fosfatidilinositol 3-quinase / fosfatidilinositokfuinase; do inglés:
Phosphatidylinositol 3-kinase / fosfatidilinosit®lquinase
Resposta Patolégica Completa; do inglés: Patha@bgiComplete
Response
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Raf Fibrosarcoma Rapidamente Acelerado; do inglés:

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
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RCB Carga de Cancer Residual; do inglés Residual C@welen
RE Receptor de Estrogénio
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RNA Acido Ribonucléico; do inglés: Ribonucleic acid
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inglés: Fast Purification of High-Quality RNA frooells

RP Receptor de Progesterona

RS/ROR Escore de recorréncia / Escore do riscoedernéncia; do inglés:

Recorrence score / Risk of recurrence score
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activating protein

SHH Sonic hedgehog
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the Social Sciences
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1 INTRODUCAO

1.1 Histéria do Cancer de Mama

O céancer tem sido considerado uma doenca modewi@dod®os principais fatores de
risco que estdo associados ao seu desenvolvimento, dabagismo, obesidade, radiacao,
poluicdo e longevidade, fatores que nao estavarseptes em tempos remotos; mas 0s
conhecimentos atuais dos padrdes moleculares @éewadgimento e achados arqueoldgicos
surpreendentes indicam que provavelmente, o cassefa 0 homem desde o0 seu surgimento
na Terra (BREASTED, 1930).

Como parte fundamental do éxito atual em relacadratamento e diagndstico do
cancer, o avanco tecnolégico a partir do meado éole XX, permitiu a elucidacdo de
problemas biologicos complexos. Inequivocamenteass nmportante delas se deu com a
descoberta da estrutura quimica exata do acidxidelsonucleico (DNA) por James Watson
e Francis Crick em 1953 (WATSON; CRICK, 2003), a#ilo que Ihes rendeu o prémio
Nobel de Medicina em 1962 e permitiu 0 estudo dz kil cddigo genético, sua transcrigéo,
traducéo e sua habilidade em ativar e bloquearsgemetodas as células.

A partir da década de 1980 com o melhor entendionetescoberta de oncogenes, de
proto-oncogenes, de genes supressores de tumdeesuas vias de sinalizacéo foi possivel o
avanco de tratamentos mais elaborados de hormoapaie de quimioterapia, de
imunoterapia, de terapias alvo molecular e dapi@sdaseadas em solucionar problemas no
DNA (BISHOP, 1991); estratégias que modificaramirdi@yamente o progndéstico dos
pacientes portadores de cancer de mama.

Sem duavida, o primeiro tratamento sistémico de dgammpacto para o cancer de
mama foi o tratamento anti hormonal com o tamoxiféimibidor seletivo do receptor de
estrogénio), inicialmente estudado para anticorm®pmas que se mostrou eficaz na reducao
dos tumores de mama em experimentos realizadoatase publicados em 1976 (JORDAN,
1976). No ano seguinte os primeiros resultadosraarmento de mulheres com cancer de
mama avancado com tamoxifeno sdo publicados eiordn a resposta tumoral a
positividade dos receptores de estrogénio levanBbDA (Food and Drug Administration) a
aprovar 0 seu uso para pacientes com cancer de raaamgado (KIANG; KENNEDY,
1977).
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Em relacdo a quimioterapia para o cancer de masnaaiores avancos da década de
1970 foram os primeiros resultados de estudos go®udstraram a eficdcia da doxorrubicina
no tratamento do cancer de mama avancado (GSDBE 1974).

A doxorrubicina permanece como opcéao terapéutica walos os estadios, podendo
ser usada como droga uUnica, mas demonstrando eamtam relacdo a taxa de resposta,
quando do seu uso combinado a outras drogas (MAOITéOal, 2004).

O reconhecimento de que as células do cancer aepbeu DNA e se multiplicam de
forma desordenada direcionou a procura de novagadsrgue atuassem durante esses
processos fundamentais para a sobrevivéncia dataxélNesta perspectiva o Instituto
Nacional de Cancer Americano (NCI) montou um progrgara avaliagdo de milhares de
extratos de plantas quanto a sua atividade antifiop e a segunda classe de drogas mais
importante para o tratamento do cancer de mamaseéoberta; os taxanes. O primeiro
representante da classe foi o paclitaxel e suatesir molecular foi descrita em 1971
(BRYAN; TWELVES, 2011).

Outras drogas citotoxicas importantes para o tratéondo cancer de mama também
surgiram nesse periodo, como a vinorelbina, a géatboa, a gencitabina (sé aprovada para o
tratamento do cancer de mama em 2004) e a capeaifg@bimeira quimioterapia oral), e com
elas, o estudo dos mecanismos de resisténcia gasdfidtUQMANI, 2005).

Observacdes de que determinadas familias apreaemtavmerosos casos de cancer
de mama e/ou ovario, e que isso aumentava as chadecdesenvolvimento de cancer de
mama nas geracdes subsequentes, pautaram os pdegesspara estudarem a possibilidade
de haver uma heranca genética envolvida nestega@¢ANDERSON, 1992).

Dois genes de suscetibilidade importantes na magéibeda estabilidade do DNA, por
codificar proteinas de reparo, foram identificadosm mutacées que podem levar a Sindrome
Hereditaria do Cancer de Mama e Ovario, 0 BRCAtileado em 1994 (EASTON, 1995)

e 0 BRCA2 em 1995 (WOOSTER al, 1995).

A hipotese génica sé foi possivel ser investigadacoemprovada devido ao
desenvolvimento da técnica de sequenciamento de pidArederick Sanger, na década de
1970 (SANGER; COULSON, 1975) que fornece subsipara analise detalhada de um gene
e da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RCKary Mullis, em 1983; técnica
essa que amplifica um segmento de DNA facilitandiagnéstico, a monitorizagdo da sua
funcdo e o desenvolvimento de tecnologias de es@oegénica, tdo importante para o
tratamento individualizado dos anos atuais (RABING/L1).

O Projeto Genoma Humano, iniciado em 1990 utiligeuda tecnologia de
sequenciamento para o conhecimento e montagem mamgehumano (VENTERet al,
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2001) dando oportunidade para a descoberta danodgediversas doencas e possibilitando o
desenvolvimento de drogas alvo especificas. Comocaso do sequenciamento do
cromossoma 17; especificamente do gene Receptor Zipdo Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (HER2/neu) (SCHECHTER, 1984) guelltima instancia favoreceu a
descoberta de um tratamento inovador com anticatpo dirigido, o Trastuzumabe, que
modificou efetivamente a sobrevida de pacientes cé@ncer de mama em todos o0s estadios,
onde ha superexpressao da proteina HER2.

O HER2/neu é um proto-oncogene que codifica umdejma tirosina quinase
transmembrana (pl857? ou HER2). Quando sua porcdo extracelular é ativaba
desencadeia uma série de ativacdes diretamente@saila sua via de sinalizacdo ou através
da interagcdo com outras vias, como a Akt e MAPI sfio capazes de regular a proliferagéo,
migracédo, diferenciacdo, apoptose e a motilidadidlare(IQBAL, Nida; IQBAL, Naveed.,
2014).

Em 1987 os resultados de um estudo que testoanp@sicom cancer de mama, em
relacdo a expressdo de HER2, demonstraram queldicagfo e/ou superexpressédo do gene
ocorria em 25% dos carcinomas invasivos de mamaeeegsas pacientes tinham um pior
prognoéstico, com reducdo de sobrevida e do tempoaatecaida. A identificacdo da
superexpressdo de HER2 se torna um fator progndstais importante que a presenca de
linfonodos axilares positivos (SLAMON, 1987).

ApoOs quase trés décadas da descoberta da prinmega dlvo para o tratamento do
cancer de mama, o tamoxifeno, ocorre o desenvohionga segunda droga alvo, o anticorpo
murino humanizado anti HER2 (CARTER al, 1992)denominado trastuzumabe, que teve o
seu primeiro estudo fase Il publicado em 1996, ofaiecomprovada sua eficacia no
tratamento de pacientes com cancer de mama metasfailitratadas e com superexpressao
de HER2 no tumor (BASELGAt al, 1996).

O céancer de mama é uma doenca extremamente heteapgde tem historia natural,
resposta terapéutica e caracteristicas moleculifiezentes. Sao varias doencas denominadas
de uma uUnica forma, entretanto, através dos estpdsemioldgicos e do avanco das técnicas
moleculares ja € possivel identificar diferentelstipos e tracar uma abordagem terapéutica
mais individualizada.

Perou C Met al em 2000 postularam que a diversidade fenotipicatdmores de
mama poderia ser acompanhada por uma correspondigatsidade da expressdo génica e
esses formariam padrdes que poderiam ser idedcatilizando-se a técnica de micro

arranjos de cDNA. Em seu estudo, eles analisararpaessao génica de amostras da mama
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de 42 individuos com e sem céancer e puderam sulidivicancer de mama em quatro
subtipos intrinsecos: Normige, luminal, tipo HER2 éBasal like(PEROUet al, 2000).

Na chegada ao século XXl a busca pelo tratamertividualizado do cancer de
mama ganha nova perspectiva, devido as ferramgeta&icas que caracterizam o perfil de
expressdo génica dos tumores e fornecem informagde®: risco de recorréncia e/ou
predi¢cdo de resposta a quimioterapia e/ou hormengipta. O Oncotype Dx, 0 Mamma Print e
o PAM50 séo testes que visam identificar as pagseodm aparente fendtipo de baixo risco,
mas que evoluem mal porque em verdade tém genagpessivo e por isso devem ser
tratadas como tal (VAN'T VEERt al, 2002; PAIKet al,, 2004; FILIPITSet al, 2014).

A preocupacgédo com a qualidade de vida se torna evaente na medida em que
passam a existir mais op¢oes de tratamentos ecef@s sobrevivem mais. Por esta razéo, a
introducdo de questionarios de qualidade de videotpara pacientes com doenca inicial
quanto para pacientes com doenca avancada pass@arte integrante dos estudos clinicos,
contribuindo para o norteamento da escolha termaéundividualizada (KINGet al, 2000;
BOTTOMLEY, 2002).

Estudos com drogas que melhoram a qualidade de emfao os bifosfonatos que
reduzem a reabsorcdo Ossea, promovem reducdo dasdea e de eventos 0sseos nas
pacientes com metastase 0ssea, ganharam importéndaam determinantes para a
introducdo, na diretriz da Sociedade Americana deof@gia Clinica (ASCO), do uso desta
classe de medicamentos como suporte do tratamerdamter de mama com metastase 0ssea
(HILLNER et al, 2000).

Caminhando no mesmo sentido, a atividade fisicadosga parte integrante do
tratamento, com beneficio clinico tanto em relag&ualidade de vida quanto a reducéo do
risco de morte (HOLMES®t al, 2005).

Quase trés décadas apds a aprovacdo do tamoxideam fdratamento do cancer de
mama metastatico, uma nova classe de drogas “amtiemais” é aprovada como op¢ao para
o tratamento das pacientes pés-menopausica: -ilmsldres e inativadores da aromatase
(MOURIDSENet al, 2001).

Nos anos seguintes novas drogas citotoxicas sauwvagas para o0 tratamento do
cancer de mama avangado, como a gencitabina, Ibhmage capecitabina,
cisplatina/carboplatina, ixabepilona, nab-paclitaxee a eribulina (ANDREOPOULOU;
SPARANO, 2013), mas as antraciclinas e os taxamesetaxel e paclitaxel) permanecem
como padréo ouro do tratamento neoadjuvante e adjely associada ou nao ao bloqueio

HERZ2, de acordo com a superexpressao ou hao dquee¢®CCN Guidelines, 2018).
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Em detrimento as descobertas das novas drogadxatis, 0 conhecimento cientifico
das dltimas décadas permitiu uma sedimentacdo thyesse na individualizacdo do
tratamento oncoldgico através da elucidacdo de mwunas de resisténcia, da identificacdo
de vias de sinalizacéo alteradas, da identificagdmutacdes germinativas ou somaticas e da
compreensao da dinamica da imunidade tumoral, ifdemdo-se biomarcadores especificos
gue podem ser utilizados como marcadores diagogstirognésticos e ou preditivos de
resposta.

A partir destes novos conhecimentos houve o desemanto de novas drogas alvo
(MASOUD; PAGES, 2017), algumas ja em uso na ratindratamento do cancer de mama,
como os anti-HER2 (Trastuzumabe, Pertuzumabe)adrtogjugada anticorpo-quimioterapia
(Ado-trastuzumabe emtansina) inibidores de tirosjumnase do HER1 e 2 (Lapatinibe),
inibidor da via PI3K/Akt/mTOR (Everolimus), anti-giogenico (Bevacizumabe) e mais
recentemente o inibidor seletivo de quinase dep#adde ciclina 4 e 6 (Palbociclibe);
aprovado nos Estados Unidos em 2015 mas aindgponéeealo no Brasil.

Esforcos continuam a ser concentrados na iderg#ae biomarcadores que possam
personalizar cada vez mais o tratamento das néaplasalignas, mas infelizmente com
custos cada vez maiores, devido ao alto nivel fistisacéo tecnologica. Entre os resultados
promissores para o tratamento do cancer de mandenms citar as drogas alvo de
checkpoints imune-especificos anti PD1 (Nivolumab&embrolizumabe), anti PDL1
(Avelumabe, Atezolizumabe) e anti CTLA-4 (Tremelimabe) (BEDOGNETTEt al, 2016)
inibidores da PARP (Olaparibe, Talazoparibe) (LIM&AI; GABER, 2015) e novos
inibidores da via PIBK/Akt/mTOR (Taselisibe, Buriigibe e Ipatasertibe) (LEEL al, 2015).

Em estagios mais iniciais de avaliagdo clinica, jaa®m resultados positivos, tem-se
a terapia epigenética (CONNOLLY; STEARNS, 2012)apga com receptores quimeéricos de
antigenos de célula T (CARs) (HOU@T al, 2015) e vacinas a partir de proteinas altamente
imunogénicas expressas no cancer de mama (@INL, 2016), ou a partir de células
dendriticas autologas (SANTISTEBAN, 2016) e atéso de moduladores sitios-especificos
de metastases (SEVENIGH al, 2014).

O futuro aponta para uma medicina de precisdounhas dados moleculares de cada
individuo, o melhor conhecimento da atividade das de sinalizacéo e da relagdo individual
tumor/microambiente serdo utilizados como aliadosta@s no combate da doenca e as opgdes
terapéuticas poderao, ao invés de destruirem séhaleerter as alteracfes identificadas como

causadoras do cancer, com menos toxicidade e efaacia.
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1.2 Epidemiologia

O cancer de mama é um grave problema de satudegiibla neoplasia maligna mais
comum em mulheres em todo o mundo. De acordo caittio®s dados estatisticos mundiais
da Globocan, em 2012 a incidéncia mundial de cadeemama foi estimada em 1,67
milhdes, com 522 mil mortes (http://globocan.iafBéges/fact_sheets cancer.aspx), um
aumento de 18% a partir de 2008 na incidéncia modalidade relacionada ao cancer de
mama.

Tao et al referem dados publicados pelamerican Joint Committee on
Cancer (AJCC) que demonstram que o panorama futuro sstémasombrio com uma
previsdao de aumento na incidéncia do cancer de maimdial até 2050, para 3,2 milhdes de
novos casos, apesar dos avancgos tecnologicos éragasi médicas e de cuidados de saude
que possibilitam a deteccédo precoce e a identdwale fatores de risco, a doenga continua
avancando indicando que muito ainda precisa sada&sb, conhecido e realizado (TASD
al., 2015).

Diferencgas na incidéncia, tipo molecular e mortadiel pelo cancer de mama tém sido
identificados entre as varias regibes mundiaistee eas racas, 0 que pode estar relacionado
com a carga geneética, o desenvolvimento socioeciondiferentes exposicdes aos fatores
de risco, e diferencas de acesso ao diagnésticogeee a terapias ativas (BHIKC# al,
2011a; BHIKOOet al, 2011b).

Jemal et al. analisaram os dados publicados pela GLOBOCAN ei8 2fara
entenderem as diferencas entre as incidéncias rieicde mama pelo mundo. Concluiram
gue as maiores taxas sdo encontradas nos paisedrimlczados da América do Norte e
Europa Ocidental, as taxas de incidéncia intermiedi@correm na América do Sul e no norte
da Africa, e a menor incidéncia é geralmente emadat no oeste da Asia e da Africa Austral.
Mesmo nas areas com taxas mais baixas, o cancearda ainda € o cancer mais comumente
diagnosticado entre as mulheres (JEM&tlal, 2011).

Em relacdo a mortalidade, quase 60% do total déesipor cancer de mama ocorrem
em paises economicamente em desenvolvimento, erabdexas de incidéncia da doenca e
mortalidade sejam mais baixas nessas areas. Ideviélo a desigual distribuicdo da
populacao entre as regides do mundo, com difereatessos econdmicos, e dificuldades na
realizacdo do rapido diagnostico e acesso aosneat@s mais efetivos (JEMAdt al, 2011).

Interessante ressaltar a influéncia do meio, quepéz de transformar uma populacéo
de baixo risco de desenvolvimento de cancer de nemmama populacdo de alto risco, como

demonstrado no estudo de Ziegiral no qual mulheres que imigraram para o Estados
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Unidos a partir de paises asiaticos, onde as t&vaas 4 a 7 vezes menores, apos viverem la
por mais de dez anos, aumentaram o risco de ddsengnto de cancer de mama em 80%
(ZIEGGLER et al, 1993). Essa mudanca também foi verificada eosrdatinos e suas
geracoes, que depois de imigrarem para os Estadio®d) apresentaram uma elevacao do
risco de até 40% (PINHEIRE& al, 2009).

Os motivos para 0s quais a imigragdo para os pmidaestrializados aumenta o risco
de cancer de mama nao séo totalmente claros, noassfgue podem afetar o comportamento
reprodutivo tais como, 0 uso de contraceptivossotaistoria de amamentacédo ou escolhas
sobre quando, e se a mulher tera filhos, terapiaedesicdo hormonal mais facilmente
difundida, mudancas na alimentacdo com piora notrdt e incorporacdo de aditivos e
conservantes alimentares, maior exposi¢cao a p@searnbientais, dificuldades sociais e a
combinacéo de varios desses fatores, tém sidodatus no aumento do risco de cancer de
mama (ANDREEVAet al, 2007).

E importante identificar padrées de risco indepatetecomo, raca, etnia, e historico
de migracéo, apesar de que todas as mulheres dewdar sua exposicdo aos fatores de
risco ja conhecidos, e procurar adotar comportamseiuie promovam a sua saude geral fisica
e mental (ANDREEVAet al,, 2007).

No Brasil, o perfil epidemioldgico para a ocorréndo cancer de uma maneira geral
se assemelha ao da América Latina e do Caribe.tifkat/a para o biénio 2018-2019
(excetuando-se o cancer de pele ndo melanomagércee de 420 mil novos casos de cancer,
sendo que nas mulheres, o tipo mais frequente @ocec de mama com uma previsdo de
59.700 novos casos, 0 que representa 29,5% dosredrem mulheres (INCA, 2018).

Dados de mortalidade apontam como sendo a maigacd& morte por cancer nas
mulheres em todo o0 mundo, e especificamente ngegpam desenvolvimento como o Brasil,
com aproximadamente 15.500 mil mortes estimadas @ano de 2015 (INCA, 2014a). Nos
paises desenvolvidos é a segunda causa de mortérmar, ficando atras somente do cancer
de pulmé&o (FITZMAURICE, 2015).

Apesar da sobrevida em cinco anos, ter aumentad8%epara 87% entre os periodos
de 1995 a 1999 e 2000 a 2004 respectivamente (IIRCGA4b), os avancos no conhecimento e
controle dos fatores de risco, do tratamento e idgndstico precoce ainda ndo foram
suficientes para reduzirem as taxas de mortaligaatecancer de mama que continuam
elevadas no Brasil; 14 Obitos a cada 100 mil methem 2015 (INCA, 2014b). Muito devido
ao fato de nos anos subsequentes, as pacientefr@gaisntemente iniciarem tratamento em
estadios avancados, devido as dificuldades de @meepsssibilidades de utilizacdo de novas
drogas e novas tecnologias (PAIVA; CESSE, 2015).
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1.3 Fatores de risco

O céancer de mama é uma doenca de desenvolvimeritim complexo. A maioria das
mulheres que tem um ou mais fatores de risco ndesanvolvera cancer de mama, enquanto
muitas outras, jA& com cancer, ndo tém fatores si® lidentificados. Mesmo quando uma
mulher com fatores de risco conhecidos desenvdwveer de mama, ainda € dificil saber
exatamente o quanto esses fatores podem ter addtsjindividualmente ou associados pois
convivemos com muitos deles ao mesmo tempo.

Décadas de pesquisas epidemioldgicas levaram difickegio de um numero de
condicOes individuais, de estilo de vida e ambisntpie aumentam a probabilidade de
desenvolvimento do cancer de mama. Alguns fataessdo, como idade ou raca, ndo podem
ser alterados. Outros fatores de risco associada®m@es ambientais ou a comportamentos
pessoais tais como fumar, injerir bebida alcodicheta ndo saudavel, podem ser eliminados.
Alguns fatores afetam o risco mais do que outr@guerisco pode mudar ao longo do tempo,

devido a situacbes como o envelhecimento ou efilida.

1.3.1 Fatores de risco que ndo podem ser madds

« Género- Ser mulher é o principal fator de risco paraesahvolvimento de céancer de
mama. A ocorréncia em homens € de um caso para @adamulheres (WEISS;
MOYSICH; HELEN, 2005).

« ldade- O risco aumenta com a idade. A doenca € memasirooem mulheres com menos
de 40 anos de idade, sendo cerca de 0,8% dos ear®mama em mulheres com idade
menor que 30 anos e, de 6,5% em mulheres com atdd® 30 e 40 anos (JARDINES
al., 2002).

- Fatores Genéticos O cancer de mama hereditario representa cerca del0% dos
carcinomas de mama. A causa mais comum é uma mutagdada nos genes BRCAL e
BRCA2. Mutacdes em outros genes, embora raras,npadmbém levar ao cancer de
mama hereditario, como, por exemplo, ATM, CHEK253Hsindrome de Li-Fraumeni),
PTEN (doenca de Cowden), CDH1, e STK11l (sindromePdetz-Jeghers) (LEVY-
LAHAD; FRIEDMAN, 2007; APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013).

« Historico Familiar - O risco de cancer de mama € maior entre as nesliftom parentes
em primeiro grau (méae, irma ou filha) que tiverandaenca. Nesses casos 0 risco de
surgimento da doenca praticamente dobra. Ter doBnges de primeiro grau aumenta o
seu risco cerca de trés vezes (CGHFBC, 2001).
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Histérico Pessoal de Cancer de Mamdma mulher com cancer de mama tem um risco

de 3 a 4 vezes maior de desenvolver um novo calecenama. Isso é diferente de uma

recidiva (SINGLETARY, 2003).
Raca e Etnia— As mulheres brancas tém uma taxa global supgei@ancer da mama em

relacdo as mulheres Africano-Americano, no entaedta diferenca ndo é aparente até 50

anos de idade, mas ela é marcante apds a menogausm mulheres jovens é mais
comum nas negras e nas de origem judaica Ashketezdo a maior taxa de mutacdo nos
genes BRCA (SINGLETARY, 2003).

Mamas Densas Mulheres com mamas densas tém um risco aumemtadmincer de
mama em relagdo as mulheres com mamas menos dénsaseérie de fatores pode afetar
a densidade da mama, como idade, estado menopassale medicamentos, gravidez e
genético (WORSHAM, 2007).
Doencas Benignas da Mama Mulheres diagnosticadas com determinadas coeslico
benignas da mama podem ter um risco aumentado mercdle mama. As doencas
benignas da mama séo classificadas de acordo cmecoq WORSHAM, 2007):
a - Lesdes néao-proliferativasNao estdo associadas ao crescimento excessivo
do tecido mamario e ndo parecem afetar o risccadeer de mama: - incluem
fibrose e/ou cistos simples, hiperplasia, adenestsia ductal, tumor filoide,
papiloma unico, necrose, fibrose periductal, metkipl escamosa e apdcrina,
calcificacdes, tumores benignos, como lipoma, htma, hemangioma,
neurofibroma e adenomioepitelioma.
b - Lesdes proliferativas sem atipi&stas condicbes apresentam crescimento
excessivo das células dos ductos ou lobos e includriperplasia ductal, o
fiboroadenoma, a adenose esclerosante, a papiloenaisicatriz radial.
c - Lesdes proliferativas com atipidNestas condi¢des, existe um crescimento
excessivo de células normais com atipias dos dumtogobos que podem
elevar o risco de cancer de mama de 3 a 5 vezies #0s de lesdes incluem:

- hiperplasia ductal atipica e hiperplasia lobaldpica.

1.3.2 Fatores de risco relacionados ao estiloiadh

Obesidade Resultados de estudos epidemiolégicos que avaliareetacao de risco entre
a obesidade e o desenvolvimento de cancer de mamandtraram um risco aumentado
entre as mulheres na pés-menopausa que foi inverdarproporcional ao das mulheres na

pré-menopausa.
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Esta relacdo ainda ndo estd totalmente esclarecida, um dado consistente dos
estudos é a importancia da fase da vida em queeooodesenvolvimento da obesidade
para que haja aumento de risco. O ganho de pesotdun fase adulta parece estar mais
relacionado ao aumento de risco de cancer de mamauther na pos-menopausa (VAN
DEN BRANDT et al, 2000).

Fatores ligados a reproduciSINGLETARY, 2003)
a - Prolongada exposicao ao estrogénio enddégeAs mulheres que tiveram
menarca precoce (antes dos 12 anos) ou tiverammapaegsa apos 0s 55 anos
tém um risco aumentado de cancer de mama.
b - Prolongada exposi¢cdo ao estrogénio exdgeridso de anticoncepcional
com elevadas concentracbes de estrogénio e aaetapieposicdo hormonal
(TRH) com combinacédo de estrogénio e progestemaanenopausa estao
associados a elevacao do risco. O risco se iggataudheres que nao fazem
reposicdo hormonal, apés cinco anos de interruggdmatamento.
O Instituto Nacional de SaudéwHI) publicou em 2002 um estudo
emblematico sobre reposicdo hormonal, com maissd@@ mulheres na pos-
menopausa. O estudo demonstrou, apés uma medi&na deos déllow-up,
gue as mulheres tomando estrogénio com progesténtraan um aumento de
26% no risco de desenvolvimento de cancer da mamasivo, em
comparacao com as mulheres que tomaram placebo.
ApoOs a publicacdo do WHI a prescricdo da TRH ndadés Unidos reduziu
em quase 40% entre 2002 e 2003. Durante aproximadarn mesmo periodo,
houve um declinio de 6,7% na incidéncia de caneemdma receptor de
estrogénio positivo, principalmente entre as maseom idade maior ou igual
a 50 anos. Foi a primeira acéo efetiva para redda&acidéncia do cancer de
mama.
c - Idade tardia para a primeira gravidezAs mulheres que nao tiveram filhos
ou que tiveram o primeiro filho apds os 30 anos témrisco aumentado de
cancer de mama.
d - Controle da Natalidade O uso de pilulas anticoncepcionais aumenta o
risco de cancer de mama em relacdo as mulheresugga usaram. Esse risco
volta ao normal apés a interrup¢do do uso dos @oeptivos por um periodo
igual ou maior que dez anos.
e - Amamentacdec- Se o0 periodo somado da amamentacdo de todas as
gravidezes for de 1 a 2 anos, tem um caréter protet
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Radioterapia Prévia As mulheres que fizeram radioterapia na regiddddax tém um
risco aumentado de cancer de mama (SINGLETARY, 2003

Exposicdo ao Dietilestilbestrol E um estrogénio sintético ndo esteroide. Foi tonui
utilizado entre a década de 1940 e 1970 em mullgeasdas para evitar abortamento
fetal, nas décadas posteriores viu-se que aumeatasao de desenvolvimento de cancer
de mama, ndo s6 nas maes que a utilizaram comaasifithas (REED; FENTON, 2013).
Alcoolismo— A ingesta de &lcool estd associada a um modesteento do risco de
desenvolver cancer de mama nas pacientes querargatois ou maidrinkspor dia (mais

de 12 g de alcool) (JARDINE& al, 2002).

Atividade Fisica— Hmwe H Kyuet al publicaram uma metanalise em 2016 que avaliou a
relagdo da dose-resposta da atividade fisica ecdserrdnicas, entre elas o cancer de
mama. Eles demonstraram que o risco de desenvaltonde cancer de mama, reduz com
o aumento do volume total da atividade fisica, espp em multiplos de equivalente
metabdlico por tempo (MET/hora) (KYé&t al, 2016).

Tabagismo -O risco de desenvolvimento de cancer de mama ganautheres, tanto na
pré quanto na pos-menopausa, com tabagismo atipassivo, se eleva em relacdo as nao
tabagistas e ainda permanece elevado até 20 ardssaaparada de fumar. Na preé-
menopausa este risco parece estar mais relacica@adtesenvolvimento do cancer de
mama receptor hormonal positivo (AL-DELAIMat al, 2004; LUOget al, 2011).

1.4 Controle do cancer de mama

A melhor estratégia relativa aos carcinomas é apdar o conhecimento sobre os
mecanismos de seu desenvolvimento, para que agdesnpivas possam levar a reducéao da
sua incidéncia até a erradicagdo da doenca.

Devido & individualizagdo orgéanica e a extrema&iogeneidade tumoral associada a
presenca de fatores de risco conhecidos e ndo @donbeo cancer de mama se torna uma
doenca de comportamento dindmico, em constantsforamacdo. Por isso, apesar de ser
historicamente um dos carcinomas mais bem estudadapresenta duas abordagens efetivas
na reducdo de sua incidéncia; que é a reducdoadaiFRH (RAVDINet al, 2007) e a
mastectomia bilateral profilatica para mulheres comtacéo génica de risco (REHED al,
2004).

Com isso, planejamentos para o controle do caleemama através da detecgéo
precoce ganham importancia fundamental e inclueilmagnostico precoce e o rastreamento.
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1.4.1 Controle do cancer de mama no Brasil

— Deteccao Precoce

A deteccao precoce parte da educacdo da mulhes prdfissionais de saude para o
reconhecimento dos sinais e sintomas do cancerateamaté ao acesso rapido e facilitado
aos servicos de saude.

A ampla divulgacdo da politica de alerta ao cuidd@®mamas, que inclui orientacdes
para que a mulher realize a auto palpacdo das msenasre que se sentir desconfortavel,
aprendendo a identificar as mudancas fisiologi@s mamas nos diferentes ciclos da vida,
valorizando a descoberta de pequenas alteracfesnaams e estimulando a busca de
assisténcia médica, sempre que desconfiar desses;ks, objetiva a reducdo do niumero de
mulheres que fazem o seu diagnostico com tumoresmcados, comprometendo suas
possibilidades de cura (INCA, 2017).

— Rastreamento

A importancia do rastreamento se deve ao fato dssilpiitar o diagndstico dos
tumores de mama antes que os sinais e sintomas;aparEle pode ser oportunistico, quando
0 exame de rastreio é realizado na medida em gpacintes chegam as unidades de saude
ou organizado, quando as mulheres na faixa etériatdresse sdo formalmente convidadas
para realizarem os exames (INCA, 2017).

O rastreio organizado é mais eficaz porque é cdpaeduzir a mortalidade, por isso
deve integrar a politica de saude publica, comomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS).

No Brasil ndo ha uma politica de rastreamento d&e lpapulacional, mas a partir da
década de 1980 foram implementadas a¢6es de adtaancer de mama e de colo de Gtero
(BICALHO; ALEIXO, 2002).

Em relacdo ao cancer de mama, a mamografia € oeegamplementar preconizado
para o rastreamento em mulheres de 50 a 69 anosntenvalos bianuais, fazendo parte da
rotina da atencdo integral a saude da mulher, dedaccom a recomendacdo do INCA
atualizada em 2015 (INCA, 2017). Fora desta faxaria os dados de beneficio séo
controversos, excetuando-se nas pacientes de iatto, mas quais os resultados com a
ressonancia nuclear magnética sdo superiores amata@ografia (SARDANELLIlet al,
2011).

Para que o rastreamento seja eficaz, ndo bastaatabgrafos em grande quantidade.
E importante ter um namero suficiente, de acordm eodistribuicdo da populacdo alvo e
principalmente (INCA, 2017):

» Informar e mobilizar a populacéo e a sociedadé arganizada,

33



» Alcancar a meta de cobertura da populacdo-alvo;
» Garantir acesso ao diagnostico e tratamento opamrtun
» Garantir a qualidade das acoes;

» Monitorar e gerenciar continuamente as acoes.

A partir da suspeicdo clinica e/ou radiolégica,i@s$ia deve ser realizada para o

diagndstico de certeza, tanto em les6es mamartipévess quanto em impalpaveis

1.5 Diagndstico

Existem quatro técnicas para a realizacdo da lEdpsiesbes na mama (BATTISTA
et al, 2001):

* Puncéo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF)

E um procedimento simples de rapida execucdo, ewessita de um patologista mais
treinado e muitas vezes ndo possibilita a difeeg@m entre o carcinonia situ e o0 invasivo.
Também inviabiliza a realizacdo da imunohistoquamp@ara os receptores hormonais e o
HER2. E um método bom para uma primeira triagem mesentes, principalmente em
lugares de mais dificil acesso.

» Core bhidpsia

E muito difundida no nosso meio, pois é possivetigada de material suficiente para
uma avaliacao histopatoldgica e dos marcadorescoiales tanto em lesGes palpaveis quanto
em impalpaveis, quando se realiza guiada por unodoétle imagem. E minimamente
invasiva.

* Mamotomia

E uma biopsia que retira mais material que a coes, necessita de um maior aparato
para ser realizada. Sua principal indicacéo etd@iomada as lesées com microcalcificagcdes,
agrupadas ou nao, e a necessidade de biopsiadds lesn gordura. Também possibilita a
colocacdo declip metalico que facilita a identificacdo da area ésdb, no momento da
cirurgia.

» Biopsia Excisional

E um procedimento cirdrgico e esta reservado paaadp ha uma discordancia entre

o resultado da core bidpsia/mamotomia e a clingéra, caso de lesGes papilares ou no

diagndstico de hiperplasias atipicas ductais elobs.

34



1.5.1 Classificacdo dos Tumores de Mama

Existe uma grande variedade de tipos histol6gieosichores de mama. Para que haja
normatizacao e reprodutibilidade dos diagnostiaddrganizagdo Mundial da Saude (WHO),
apos aprovacao de um Comité de Consenso, publiabzatzbes periddicas de acordo com 0s
novos conhecimentos histopatoldgicos, sendo elaguianque é referéncia para patologistas,
oncologistas e pesquisadores, com ampla aceita¢@macional (Tabela 1.1) (LAKHANI,
2012).

O tipo histolégico mais comum € o carcinoma duatéltrante ndo especificado
(NOS) que representa 70 a 80% de todos os tum@&eawaina, seguido pelo carcinoma
lobular infiltrante com cerca de 5 a 15% e, o paiea restante € dividido entre os outros

tipos histologicos especificos (LAKHANI, 2012).
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Tabela 1.1- Classificacéo histologica dos tumores de maiid© 2012

CARCINOMA INVASIVO DE MAMA

Carcinoma ductal invasivo, SOE
Carcinoma tipo misto
Carcinoma pleomorfico

cinoma com células gigantes tipo osteoclasto
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos
Carcinoma com elementos melanéticos
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular classico
Carcinoma lobular sélido
Carcinoma lobular alveolar
Carcinoma lobular pleomérfico
Carcinoma ttbulo-lobular Carcinoma lobular mist

Carcinoma tubular

Carcinoma cribriforme invasivo

Carcinoma com elementos medulares
Carcinoma medular

Carcinoma medular atipico e invasivo SOE
TIPOS TUMORAIS EPITELIAIS RAROS

Carcinoma com elementos neuroenddcrinos
Tumor neuroenddcrino bem diferenciado
Carcinoma neuroendécrino pouco diferenciadarciooma de

pequenas células)

Carcinoma com diferenciagdo neuroenddcrina

Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasivo

Carcinoma de células acinares

Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma oncocitico

Carcinoma rico em lipideos

Carcinoma de células claras rico em glicogénio

Carcinoma sebéaceo

Tumores tipo glandula salivar/anexos cutaneos

Cilindroma e Hidroadenoma de células claraa

TUMORES EPITELIAIS/MIOEPITELIAIS

Adenoma pleomérfico

Adenomioepitelioma
Adenomioepitelioma com carcinoma
Carcinoma adenoide cistico

Carcinoma mucinoso

Carcinoma de células em anel de sinete

Carcinoma micropapilar invasivo

Carcinoma com diferenciacéo apécrina

Carcinoma metaplasico sem tipo especial
Carcinoma adenoescamoso de baixo grau
Carcinoma metaplasico fibromatose-simile
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma metaplasico com diferenciagdo messraj
Carcinoma metaplasico com diferenciacéo cadédro
Carcinoma metaplasico com diferenciacéo
Carcinoma metaplasico com diferenciacdo emosutipos

mesenquimais
Carcinoma metaplasico misto
Carcinoma mioepitelial

LESOES PROLIFERATIVAS
INTRADUCTAIS

PRECURSORAS E

Lesdes precursoras
Carcinoma ductal in situ
Neoplasia lobular

Carcinoma lobular in situ

Carcinoma lobular in situ classico
Carcinoma lobular in situ pleomérfico
Hiperplasia lobular atipica

LesoOes proliferativas intraductais

Hiperplasia ductal usual
Lesbes de células colunares
Atipia epitelial plana
Hiperplasia ductal atipica
Carcinoma ductal in situ

LESOES E NEOPLASIAS PAPILARES LESOES

Papiloma intraductal
Papiloma intraductal com hiperplasia atipica
Papiloma intraductal com carcinoma ductaltin s
Papiloma intraductal com carcinoma lobulasito
Carcinoma papilifero intraductal
Carcinoma papilifero encapsulado
Carcinoma papilifero encapsulado com invaséo
Carcinoma papilifero soélido In situ
Carcinoma papilifero sélido Invasivo

TUMORES MESENQUIMAIS

Fasceite nodular
Miofibroblastoma
Fibromatose tipo desmoide
Tumor miofibroblastico inflamatério
Lesdes vasculares benignas
Hemangioma
Angiomatose
Lesdes vasculares atipicas
Hiperplasia pseudoangiomatosa do estroma
Tumor de células granulares

TUMORES DE PROLIFERACAO EPITELIAL BENIGNO

Adenose esclerosante

Adenose apdcrina

Adenose microglandular

Les&o esclerosante complexa/cicatriz radial

Adenomas
Adenoma tubular, Adenoma lactante, Adenoma apo&in
Adenoma ductal

Tumores benignos da bainha de nervo periférico
Neurofibroma
Schwanoma
Lipoma
Angiolipoma
Lipossarcoma
Angiossarcoma
Rabdomiossarcoma
Osteossarcoma
Leiomioma e Leiomiossarcoma
TUMORES FIBROEPITELIAL

Fibroadenoma
Tumor filoide

Benigno

Borderline

Maligno

Tumor estromal periductal de baixo grau
Hamartoma

LINFOMA MALIGNO TUMORES DO MAMILO

Linfoma difuso de grandes células
Limfoma de Burkitt
Linfoma de célulaT
Linfoma anaplasico de grandes células, ALK negativo
Linfoma de células B extranodal de zona marginal io MALT

Adenoma de mamilo
Adenoma siringomatoso
Doenca de Paget do mamilo

International Agency for Research on Can@®12. Fonte: Adaptado dHO Classification of Tumours of the

Breast
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Além da padronizacdo do laudo histopatolégico, aummento dos tumores em
estadios levou a melhor padronizacdo do tratamdoto tumores malignos, na qual foi
considerada o T — tamanho e extensdo do tumor poimd N - nimero e forma de
comprometimento de linfonodos regionais e 0 M -s@ng€a ou ndo de metastases a distancia,
sistema TNM (BRIERLEY, 2006).

O sistema TNM foi inicialmente desenvolvido em 1948 Pierre Denoix, mas foi s
em 1977 que édmerican Joint Committee on Cand&JCC) o adotou e publicou o primeiro
Manual para estadiamento do can@&RIERLEY, 2006).

Além de direcionar a uma abordagem terapéuticampanhamento individualizado
das pacientes, o TNM tem importancia na estimatregndstica da doenca, sendo o estadio |
0 mais precoce e IV o0 mais avancado e de pior gsigo (Tabelas 1.2 E 1.8DGE, et al,
2010).
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Tabela 1.2— Descricdo do TNM para o estadiamento do careenama

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx
TO
Tis
Tis (CDIS)

T1
T1imi

T2

T3

T4

T4a

N2a

N3

N3a

Tumor primério ndo pode ser avaliado.

Nao héa evidéncia de tumor primario.

Carcinoma in situ.

Carcinoma ductal in sitis (LCI) : Carcinoma lobular in sitdiis (Paget: Doenca de Paget do mamilo ndo
associadas com o carcinoma invasivo e / ou carariarsitu (DCIS e / ou LCIS) no parénguima mamario
subjacente.

Tumor< 20 mm..

Tumor< 1 mm,T1la: Tumor > 1<5 mm,T1b: Tumor > 5< 10 mm,T1c: Tumor > 10< 20 mm.

Tumor > 20< 50 mm.

Tumor > 50 mm.

Tumor de qualguer tamanho com extenséo diretagopesiede toracica e / ou para a pele (ulceracé@eleu
nddulos).

Tumor com extensdo a parede toraci€db: Carcinoma néo inflamatério com ulceracdo e/ouulaxl
satélites ipsilateral e/ ou edema (incluinmau d'oranggda peleT4c: Tumor T4a e T4bT4d: Carcinoma
inflamatério.

Os linfonodos axilares (LNA) ipsilateral ndo podeen avaliados.

Auséncia de metastases em linfonodos ipsilateral.

Metéstase para LNA nivel | e |l ipsilateral clinisante moéveis.

Metéstase para LNA clinicamente fixos entre elesentre outras estruturas adjacentes ou para LN da
mamadria interna ipsilateral na auséncia de evidéel@iica de metastase em LNA.

Metéstases para LNA clinicamente fixos entre elegmtre outras estruturas adjacent®2b: Metastases
clinicamente detectadas para a mamaria interniatigsil na auséncia de evidéncia clinica de metA s
LNA.

Metéstases para LN infraclavicular e/ou supracldsicipsilateral (nivel Ill) com ou sem envolviment
axilar ou da maméria interna.

Metéstase em LN infraclavicular ipsilateral (§8b: Metastase em LN mamaria interna e envolvimento
axilar ipsilateraIN3c. Metastase em linfonodo supraclavicular ipsikter

LINFONODOS REGIONAIS — PATOLOGICO (pN)

pnX
pNO
pNO (i-)

pN1

pN1mi

pN2
pN2a

pN3

pN3a

Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados.

Auséncia de metastases em linfonodos regionaibgroatoxilina-eosina (H&E).

Sem metastases em LNA por H&E e imunohistoquimid®y, pNO (i +): Presenca de células malignas em
LNA < 0,2 mm por H&E ou IHC, incluindo células tumor&sladas (ITC)pNO (mol -): Sem metastases
em LNA por achados moleculares negativos (transm@reversa reacdo em cadeia da polimerase [RT-
PCR]),pNO (mol +). Metastases em LNA identificada por RT-PCR e riegator H&E e IHC.

Presenca de micrometastases (> 0,2 mm e /ou >&0lag; mas nenhuma > 2,0 mm); ou metastases em 1-3
LNA; e/ou em LNs da maméria interna, com metastdsésctadas por bidpsia de linfonodo sentinela, mas
ndo clinicamente detectadas.

Presenca de micrometastage$la: Presenca de metastases em 1-3 LNA (pelo menosnatéstase > 2,0
mm), pN1b: Presenca de metastases nos LNs da mamaria intemanmicrometastases ou macrometastases
detectadas por biépsia de linfonodo sentinela, mé&s clinicamente detectadpNlc. Presenca de
metastases em 1-3 LNA e em LNs da mamaria inteoma,micrometastases ou macrometastases detectadas
por biépsia de linfonodo sentinela, mas nao climieate detectado.

Presenca de metastases em 4-9 LNA ou em LNs danaantérna, detectados clinicamente na auséncia de
metéstases em LNA.

Presenca de metastases em 4-9 LpM2b: Presenga de metdstases em LN da cadeia mantérizain
clinicamente detectada na auséncia de metastaseldAm

Presenca de metastases 20 LNA; ou em LN infraclavicular (nivel Il axiljrou em LNs da cadeia
maméria interna clinicamente detectados ou LNs dendmia interna, detectados clinicamente com pelo
menos 1 LNA positivo no nivel | e Il ou mais de SA e LNs da mamaria interna com micrometastases ou
macrometastases detectadas por biépsia de linfosedtinela, mas ndo clinicamente detectadas; ou
presenca de metéstases em LNs supraclaviculateteips

Presenca de metéstases 20 LNA; ou em LN infraclavicular (nivel Il axilqr pN3b: Presenca de
metastases em LNs da mamaria interna ipslaterata@thente detectados, com pelo menos 1 LNA; ou em
mais de 3 LNA e metdstases em LNs da maméaria mteom micrometdstases ou macrometastases
detectadas por bidpsia de linfonodo sentinela, nés clinicamente detectadgaN3c. Metastases em
linfonodos supraclaviculares homolaterais.

Obs 1 - Se ndo houver dissec¢éo axilar apés a peisqudo linfonodo sentinela o “pN” ser4 acompanhadde (sn).
Obs 2 - Tanto “pT” quanto “pN” serdo representadosacrescentando-se a letra “y” quando a paciente tivefeito

tratamento neoadjuvante.
METASTASE A DISTANCIA (M)

MO
MO (i +)

M1

Nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de mat&st a distancia.

Nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de mas&st a distancia, mas com células tumorais
molecularmente ou microscopicamente detectadasmgue, medula 6ssea ou em outro tecido nodal ndo
regional, ndo maiores do que 0,2 mm de um pacsamtesintomas ou sinais de metastases circulante.
Presenca de metastases a distancia detectadasgipsrahinicos, radiograficos classicos e/ou comptas

por H&E > 0,2 mm.

Fonte: Adaptado ddhe American Joint Committee on Cancer: 7th editioihe® AJCC cancer staging manpa010.
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Tabela 1.3- Estadiamento do cancer de mama pelo TNM

Estadiamento T N \Y
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB TO N1mi MO
T1 N1mi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc qualquer T N3 MO
v qualquer T qualquer N M1

Fonte: Adaptado ddhe American Joint Committee on Cancer: 7th editbthe AJCC cancer staging manual,
2010.

1.6 Fatores Prognésticos e Preditivos de Resposta

Sao marcadores capazes de fornecer informacdes solesfecho clinico de um
paciente, no momento do diagndstico, independaemteathmento. Idealmente eles devem ter
valor prognoéstico significante independente, séweis, disponiveis, reprodutiveis, de facil

interpretacdo pelos clinicos e terem sido testadosstudos clinicos.

. Idade - Estudos demonstram que apOs o0 ajuste pelo estatiam
caracteristicas do tumor e tratamento; a idade an®s é um fator prognostico
desfavoravel independente do cancer de mama ifEREDHOLM, et al,
2009).

. Tamanho do tumor -A sobrevida global e a sobrevida livre de
recorréncia reduzem de forma inversamente propmagocom o tamanho do
tumor primario (CARTERet al, 1989; ROSENet al, 1993).
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. Estado linfonodal -E o fator prognostico mais relevante, sendo mais
importante quando a sua positividade é dada petadolegia do H&E. O
prognostico mais reservado esta associado ao camfpimento de quatro ou
mais linfonodos axilares homolaterais ao cancemdena (ROSENgt al,
1993).

. Tipo histolégico do tumor -Alguns tipos histolégicos tém melhor
progndstico, como o carcinoma mucinoso, o tubutanmedular, mas por outro
lado, o carcinoma inflamatorio, micropapilar e ostaplasicos tendem a ter
um pior prognostico (WEIGELTet al, 2010).

. Grau histologico -E um preditor independente de sobrevida ao cancer
de mama especifico e de sobrevida livre de doemgaaeientes com cancer de
mama operavel. Trés caracteristicas do tumor satiadas (formacdo de
tubulos/diferenciacdo glandular, pleomorfismo nacle contagem mitética) e
um escore € montado onde grau 1 é favoravel, grateémediario e grau 3
desfavoravel (RAICHAet al., 2008).

. Invasédo linfovascular peritumoral -Estudos com acompanhamento
longo demonstram que a presenca de invaséo lirfolasaumenta o risco de
recorréncia e morte nas pacientes com doencali(fRi@SENet al, 1989).

. Marcadores de proliferagdo -Varios métodos para medicdo da
proliferacdo foram avaliados na tentativa de cadeha-los com o
prognéstico da doenca. Marcadores putativos dad@dralp DNA na fase S,
indice de timidina, indice mitético, Ciclina D1,64/MIB-1, entretanto, devido
a falta de consisténcia e a néo reprodutibilidamerdsultados, ndo devem ser
utilizados como marcadores independentes (R@83l, 2015; CALY et al,
2004; KENNY et al, 1999). A avaliacdo por imunohistoquimica do Ki6ira
metodologia mais extensamente estudada e ela paeraom valor progndstico
independente, porém ainda existem problemas nendatgdo do seu valor de
corte.

. uPA/PAI-1 - O Sistema ativador de plasminogenio tem papel
reconhecido na invasdo e metastatizacdo dos tundwemama, atuando
principalmente no controle da degradacdo da madstracelular. As
concentracbes do ativador de plasminogenio tipauinase (UuPA) e do
inibidor tipo 1 do ativador de plasminogenio (PAJ-de mostraram serem fator
prognéstico importante. Niveis elevados no tumam@ro do uPA e/ou do

PAI-1 indicam que a paciente tem elevado riscoedidiva de doenca e de
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morte. Apesar de validado em estudo prospectivio,us® nao € difundido
devido a necessidade de se ter uma grande amestegido tumoral e de ser
realizado em material a fresco (DUFEYal, 2014).

. TP53 - Dados sugerem que pacientes com mutacdo somatit® %3
tém pior progndéstico em relacdo as pacientes qadéra. A sua avaliacao é
por sequenciamento, o que limita o seu uso nacpréiaria (OLIVIERet al,
2006). A perda de heterozigosidade (LOH) de TP58oseelaciona com pior
desfecho clinico em relacdo a sobrevida, mas n&ensedesenvolvida uma
metodologia pratica para o seu uso clinico deaqitiRANOet al., 2001).

. Receptores hormonais © aumento de expressao dos receptores de
estrogénio (RE) e de progesterona (RPg) tem vatmyndstico positivo com
maior sobrevida global, sobrevida livre de doencterapo para falha ao
tratamento, pelo menos nos cinco primeiros anos agtatamento e preditivo
de resposta a hormonioterapia (FISHER., 1988).

. c-erbB-2 (HER2heu) - E um proto-oncogene e sua superexpressio esta
associada a um pior prondstico devido ao aumentgoessividade do tumor,
das taxas de recorréncia e da mortalidade e predig resposta ao bloqueio
do seu produto; o receptor transmembrana HER2 (WMWNLEY et al,
1991).

. Dominio extracelular soluvel (ECD) do HER2 Alguns estudos
mostraram associagfes significativas entre coragigs séricas elevadas do
ECD e maior agressividade do tumor; com ma respostarapias utilizadas,
incluindo ao trastuzumabe, enquanto outros ndo. Wmtanalise onde 63
estudos foram avaliados concluiu que essa displrida devida a grande
diferenca entre o desenho dos estudos e o porortgeda concentracao sérica
do ECD, para a determinagdo da associacao consolados evolutivos da
doenca (LEYLAND-JONES; SMITHt al, 2011).

. Marcadores de invasdo e metastaseMuitos marcadores tém sido
propostos como potenciais indicadores de progrmstomo a E-caderina,
nm23, B-catenina, inibidores das metaloproteases (TIMP8) asteopontina
(HEIMANN et al, 2000; LINet al, 2000; LISSet al, 2009; ZDUNIAKet al,
2015), mas ainda sdo necessarios estudos clinicospgetivos bem
desenhados, para conclusdes definitivas.

. Células tumorais circulantes (CTC) E£studos demonstram que a

presenca de CTC antes do tratamento cirdrgicoieardb cancer de mama,
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tem impacto negativo no prognoéstico destas mulh@r€ANKEN et al,
2012).

. Fatores moleculares e genbmicos <YUsando a técnica de
complementariedade de DNA por micro arranjo, Peeowols em 2000
classificaram os tumores de mama em quatro subtmmsculares diferentes
com implicacdes clinicas (incidéncia, fatores decaie sensibilidade ao
tratamento) e progndsticas diferentes (PER®DEL, 2000; PRATet al, 2015).
Em relagdo ao prognéstico, o subtipo Luminal A moastter melhor
prognéstico do que os outros subtipos em variosdest clinicos fase Il
(TransATAC, GEICAM9906, CALGB9741, ABCSGO08, NCIC-GTMAS e
NCIC-CTG MA.12).

Evolutivamente, testes multigénicos foram desendo$s para individualizar
as pacientes com cancer de mama invasivo de acordoo prognostico em
cinco e/ou mais que cinco anos e/ou predizer aaéicda hormonioterapia
isolada sobre a quimioterapia seguida de hormaajoiz

De acordo com os estudos que validaram esses, telgepodem ter:

a - Valor prognéstico no periodo de 0-5 anos paraaaseptes com
cancer de mama receptor hormonal positivo HER2tivega Oncotype
DX 21- genes escore de recorréncia (RS) (Patkal, 2004), PAM50
risco de recorréncia (ROR) score (NIELSENal, 2010), o indice de
cancer de mama (BCIl) (JEREVAL&t al, 2011), EndoPredict (EP) e o
EPclin, derivado do EP; ele incorpora o estado lheda tamanho do
tumor para criar um algoritmo de diagndstico indelgr para as decisdes
clinicas (FILIPITSet al, 2011).

b - Valor prognéstico a partir do quinto ano para asigntes com
cancer de mama receptor hormonal positivo HER2tivega indice de
cancer de mama (BCI), EndoPredict (EP) e o EPEBSTAK et al,
2013).

c - Valor preditivo de beneficio a quimioterapia pagpacientes com
cancer de mama receptor hormonal positivo HER2tivega Oncotype
DX 21- genes escore de recorréncia (RS) (ALBAtNL, 2010).
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1.7 Tratamento do cancer de mama invasivo

1.7.1 Subtipos moleculares de cancer de mama

O comportamento clinico e a resposta terapéuticacélocer de mama sao
extremamente variados e isso é explicado em padls caracteristicas moleculares
diferentes. Perou e seu grupo foram os primeirddeatificarem quatro/cinco subtipos
moleculares de cancer de mama (Luminal (A e B)jnahHER, HER2 e tipdasal likee
mama normal), através da analise da clusteriza@@rfuica que utilizou a técnica de
microarranjo com cDNA de tumores de pacientes c@éncer de mama (PEROU, 2000).

No ano seguinte Sorlie e cols publicam os resultadim analise da clusterizacéo
hierdrquica com 85 amostras de tecido mamario,csé@ctarcinomas de mama, trés tumores
benignos e quatro tecidos normais identificandaaiseis subtipos moleculares diferentes
(Figura 1.1); Luminal (A, B e C), luminal HER, HERfpo basal likee mama normal;
(SORLIE, 2001). Os autores mostraram que essegpsshinham progndstico e resposta
terapéutica diferente, eles representam diferefénétipos clinicos o que possibilita a
identificacdo de terapias especificas (SORLIE, 2001

Figura 1.1- Padrédo da expressdo génica de 85 amostras de teamario sendo, 78 carcinomas de mama, trés
tumores benignos de mama e quatro tecidos nornmisnama, que foram analisados por agrupamento
hierarquico utilizando o conjunto de clones inteitss de 476 cDNAs. Em (A) o dendrograma de agrupme
mostra os cinco (seis) subtipos de tumores divalitis cores: Subtipo luminal A, azul escuro; Sehtipinal
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B, amarelo; Subtipo luminal C, azul claro; Mamamal, verde; Basdlke, vermelho e HER2ku +, rosa. Em
(B) diagrama de agrupamento reduzido, as barrasidat a direita representam as insercfes apresasném
C-G. Em (C) agrupamento de superexpressédo de HERZEm (D) um novo agrupamento desconhecido. Em
(E) agrupamento de células epiteliais basais eecigas. Em (F) agrupamento semelhante ao da mameko
Em (G) agrupamento epitelial luminal contendo Rénte: Adaptado de Sari al, 2001.

O subtipo luminal A apresenta, em relacdo aosadgeno melhor progndéstico. Sao
tumores que apresentam receptor de estrogénio gegtesona positivos, baixo grau
histologico e amplificagdo e/ou superexpressdo BRHnegativos. Estudos recentes ainda
revelam que esse subtipo deve apresentar um itelike67, avaliado por imunoistoquimica,
inferior a 14% de células neoplasicas imunomarcéda&EANG, 2009).

O subtipo Luminal B exibe receptor de estrogénin @rogesterona positivos que por
vezes estao expressos em baixos niveis. Nao téifieagdo e/ou superexpressdo de HER2
e frequentemente tém um numero aumentado de gen@®liferacéo celular, que incluem a
expressao de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2e®pressdo de RE, RPg, HER2 e
mais recentemente a utilizacdo do indice do Kigistinguem o subtipo luminal A do luminal
B (CHEANG, 2009).

O subtipo luminal C é controverso, no estudo ddi&eate apresentoalusteresde
genes altamente expresso em todos os subtiposdisniasais e nos HER2. Em estudos
posteriores ndo se encontra mais relato dessegsubgla dificuldade na sua caracterizacao
(Figura 1.1).

O subtipo luminal HER é caracterizado pela positide de pelo menos um dos
receptores hormonais, tem HER2 superexpresso eafrnente tem um indice de Ki-67 igual
ou superior a 14% de células neoplasicas imunomiaso@ARK, 2012).

O subtipo luminal B e o luminal HER foram signifit@amente associados a um maior
risco de recorréncia e a uma menor sobrevida tlardoenca especifica em relagdo ao que o
subtipo luminal A e de se beneficiar mais de quierapia (SORTIE, 2001).

O subtipo HER2, como o préprio nome indica, temeseypressao do HER2, porém
apresenta negatividade para receptores hormonasse &ibgrupo possui o segundo pior
prognaostico em relacdo aos demais (SORTIE, 2001).

O subtipobasal like é caracterizado pela expressdo de varios genegsssggs em
células basais/mioepiteliais, demonstra padrédoniisigco mais reservado em relacdo aos
outros subtipos. Esta associado a uma menor sdardéwvire da doenca e a uma menor
sobrevida global (PARK, 2012). Morfologicamentesaéacterizado por alto grau histoldgico,
por elevado indice mitotico, pela presenca de adeamecrose central e pela presenca de
infiltrado linfocitico (CHINet al, 2010).
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Através da imunohistoquimica (IHQ) pode-se estinsau perfil génico de
agressividade, tanto pela negatividade dos reaptwrmonais e da falta de superexpresséo
de HERZ2 quanto pela positividade da expresséaotdguaratina 5 ou 5/6 e do EGFR (Tabela
1.4).

Tabela 1.4— Relacao entre o subtipo molecular de cAnceradeane o padrdo de imunomarcacao

Subtipo Molecular Padréo de Imunomarcacao

Luminal A RE e RPg +, HER2 - e Ki67 < 14%

Luminal B RE e/ou RPg +, HER2 - e/ou Ki&714%

Luminal HER RE e/ou RPg +, HER2 + e/ou Ki&714%

HER RE e RPg -, HER2 + e/ou Ki6¥14%

Basal like RE e RPg -, HER? - e/ou Ki6¥14%, CK5/6 e EGFR +

HER2: Receptor tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérriiumano; EGFR: Receptor tipo 1 do Fator de Cresctonen
Epidérmico; RE: Receptor de Estrogénio; RPg: Receaf#toProgesterona; Ki-67: Antigeno nuclear; CK5/6: @ligratina
5/6.

1.7.2 Visao geral do tratamento do cancer de mama

O tratamento do cancer de mama € dividido emmsisté onde pode se utilizar
quimioterapia, hormonioterapia e terapia alvo maksc e, tratamento local através de
cirurgia (radical ou conservadora) e de radiotexap)luando realizado antes da cirurgia
curativa € chamado de neoadjuvante, apos a cirawgitiva de adjuvante e para pacientes
metastaticas, de paliativo.

A escolha da melhor associacdo das terapias levaomsideracdo o estadiamento
clinico elou patologico, o tipo histologico, a mesa de receptores de estrogénio e
progesterona, a superexpressao do HER2 no tumes&ado de saude da paciente. Em casos
selecionados, o uso de testes multigénicos e dagd@ da mutagdo em BRCAL e 2 também
sao utilizados para a estimativa de risco e deéfonte conduta. Sendo importante considerar
gue em pacientes jovens, na pré-menopausa, pasqivestdes sobre fertilidade e opc¢bes de
manutencdo da fertilidade devem ser discutidas aaénicio do tratamento.

Um comité internacional formado pelos mais renamsadspecialistas dos grandes
grupos cooperativos do mundo, envolvidos no ateadima pacientes com cancer de mama,
em pesquisa clinica e basica se retine em Sairg¢r@Alistria a cada dois anos para discutir
evidéncias, controvérsias e formular consenso (@wts de Saint Gallen) sobre a terapia
priméria do cancer de mama nao metastético. O @ll@mnsenso foi em marco de 2017 e
apesar de ja existir um breve sumario publicadoASN HARBECK; THOMSSEN, 2017)

a publicacéo original ainda ndo ocorreu, por iSs® lmaseamos no Consenso de Saint Gallen
de 2015.
O Consenso de Saint Gallen de 2015 (COA€ESI, 2015) dividiu os subgrupos de

cancer de mama através de critérios clinicos, @gitms e moleculares e lancou a atualizacéao
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das recomendacdes para o tratamento cirlrgico pomé sistémico de pacientes néo
metastaticas, conforme sumarizado nas tabelas 1.2. &sta diretriz serve de base para as
decisbes terapéuticas do cancer de mama, naoigél internacional como no INCA.

O tratamento citotoxico do cancer de mama néo mdgias pode ser realizado com
drogas isoladas ou combinadas. Conforme ja expasteriormente, os esquemas de
tratamento, mas frequentemente utilizados englobamantraciclinas, os taxanes e um
esquema triplice com ciclofosfamida, metotrexate-Fuourouracil. As platinas podem ser
utilizadas (na neoadjuvancia), em casos muito isglados quando ha mutacdo de BRCA1/2
ou quando ha contraindicacdo para utilizar esquaroatendo antraciclinas, em pacientes
com tumor HER?2 positivo, estadio Il e 1ll (NCCN @alines, 2018).

Os anticorpos monoclonais disponiveis para as p@sigue superexpressam o HER2
sdo o trastuzumabe e o pertuzumabe e a droga edijugom o trastuzumabe; a ado-
trastuzumabe emtansina. Finalmente, como opcaoatiEmento sistémico tem-se os anti-
hormdonios, exclusivos para as pacientes cujo tmpressa RE e/ou RPg > 1%. Eles podem
ser utilizados na neoadjuvancia, na adjuvancia agfigsmioterapia citotoxica, na adjuvancia
como unico tratamento e no tratamento paliativo@NC>uidelines, 2018).

As drogas disponiveis sao o tamoxifeno, os inil@dfnativadores da aromatase e 0s
agonistas do hormonio luteinizante. Para a esdelag@éutica, além de se levar em conta os
fatores de risco e o perfil molecular do tumor,uédiamental a observancia dtatusda
menopausa, porque diferente do tamoxideno que lagedando os receptores de estrogénio
na mama e por isso pode ser utilizado tanto em emeshna pré-menopausa quanto na
menopausa, os inibidores/inativadores da aromasase utilizados exclusivamente nas
mulheres na pés-menopausa, pois na pré-menopamsasovarios funcionante, eles tém
eficacia limitada em suprimir a producdo estrogg&ng& na pdés-menopausa onde a da
aromatase passa a depender exclusivamente da aagéatde androgenos em sitios extra-

ovarianos eles sao bem ativos (COAT&E &I, 2015).

1.7.2.1 Tratamento neoadjuvante

A quimioterapia neoadjuvante (NAC) é o tratamemei@izado antes da cirurgia para
pacientes com carcinoma infiltrante de mama norrmatexmaiores que dois centimetros. Ele
objetiva atingir operabilidade para tumores inimi@hte inoperaveis ou favorecer cirurgia
conservadora para tumores com indicacao iniciandstectomia radical ou ainda servir de
teste de quimiossensibilidadie vivo, tornando possivel a avaliagdo da eficacia da igerap
sistémica. Pode também servir de “termdmetro” degmpdstico nos subgrupos de triplo
negativos (RE, RPg e HER2 negativos) e HER2 pasitivos quais a resposta patologica
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completa, pRC (auséncia de tumor infiltrante na emamos linfonodos) esta associada a um
melhor progndstico, com ganho de sobrevida (VON GHKN\VITZ et al, 2012; CORTAZAR
et al, 2014).

Desde os resultados positivos do estudo NSABP BA@€, avaliou o beneficio da
incorporacdo do docetaxel ao esquema de adriamicoma ciclofosfamida (AC) na
neoadjuvancia, comparando dois bragos de tratamantogrupo que recebeu AC, com o
grupo que recebeu AC seguido de docetaxel e d#tgothlcangou taxas significativamente
maiores de resposta clinica completa (A®#Asus65,4%, respectivamente) e pRC (25,6%
versus 13,7%; respectivamente) alémddevnstagingsignificante dos linfonodos axilares
(RASTOGI et al, 2008) o padrdo da quimioterapia neoadjuvante,t@ios o0s subtipos
moleculares de cancer de mama continua até osddéiaBoje, sendo regimes contendo
antraciclina e taxano (NCCN Guidelines, 2018).

As diferentes definicbes de resposta patoldgicenpbeta tornavam dificeis as
comparacdes entre os varios resultados dos estmdssyma metandalise publicada em 2014
que envolveu 11.955 pacientes consolidou essa iclfin Os autores examinaram 0S
diferentes tipos de definicbes e concluiram quendoéavia resposta completa na mama,
mas doenca residual no linfonodo axilar, tantokaesada livre de eventos quanto a sobrevida
global eram inferiores, quando comparadas ao gsgno doenca residual na mama e nos
linfonodos, ou s6 com doencga residual ndo invagiy@l0 ypNO ou ypTO/is ypNO)
(CORTAZAREet al, 2014).

Como resultado, o FDA adotou o uso do ypTO ypN@m@LO /is ypNO como possiveis
definicbes de pRC e assim um estudo que tenhaokgstvo como parte do seu desenho,
pode pleitear a aprovacédo acelerada de novos aganpartir dos resultados de pRC do
tratamento do cancer agressivo de mama inicial (FIDA4).

As taxas de pRC sao extremamente influenciadasspéliipo molecular dos tumores.
Tumores considerados de baixo grau, que tém reespie estrogénio e progesterona
positivos e HER2 negativo apresentam baixas tagassposta patoldgica completa (<10%),
0 que nao interfere na sobrevida. Em contraparpdajentes com HER2 positivo e RH
negativos ou triplo negativos tém maiores taxapBR€ e estdo fortemente associadas ao
prognostico CORTAZAR et al, 2014)

Estabelecida mais claramente a definicdo de respgmeblogica completa, estudos
identificaram que um grupo de pacientes que naagiatn a pRC tinham progndstico
semelhante as que atingiam, principalmente se @uonetimento axilar ndo era identificado
(HENNESSYet al, 2005).
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A partir destes resultados Symmame$ al propuseram uma avaliacdo que
quantificasse a doenca residual (DR) do tumor dmanapds o tratamento neoadjuvante,
levando em consideracdo didmetros bidimensionatsirdor de mama no espécime retirado,
a proporcao de carcinoma invasivo na area ini@aiudhor, o niamero de linfonodos axilares
gue contém metastase e o maior diametro dessatasetdSom esses parametros foi possivel
determinar, através de uma calculadora, o indiceadga de cancer residual (RCB), sendo
RCB 0 = pRC e o célculo de dois pontos de cortediuidem as pacientes em trés grupos:
RCB | (DR minima), RCB Il (DR moderada) e RCB IDR extensa) (SYMMANS:t al,
2007).

Esta metodologia mostrou-se altamente reproduéivettremamente importante, por
demonstrar que RCB tinha valor prognéstico em tadosubgrupos de cancer de mama e que
pacientes classificadas como RCB-0 e | tinham taleasobrevidas semelhantes. Assim,
varios estudos de neoadjuvancia passaram a utligamo objetivo principal ou secundario,
ao invés da pRC (SYMMANSt al, 2013).

1.7.2.2 Tratamento Neoadjuvante das pacientes com tumorR2Epositivo

A identificacdo dos receptores de tirosina-quindaefamilia HER, seu papel na
diferenciagéo, sobrevivéncia e proliferacdo celdasua relacdo com a agressividade da
doencga trouxeram grande avanco no tratamento dpwaate e paliativo do cancer de mama.

Existem quatro receptores; o HER1 (EGFR), o HER2E®3 e o0 HER4 (Figura 1.2),
que tém estrutura transmembrana, com um dominiaa@ttilar rico em cisteina, uma porcao
intramembrana e um dominio citoplasmatico de tm@sjuinase com residuos de tirosina
(HUDIS, 2007).

O dominio extracelular apds ligacdo com o seu tganuda sua conformacéo,
tornando-o ativo para que ocorra sua dimerizacaocensequente fosforilacdo do dominio
intracelular, desencadeando uma cascata de traiesdde sinais, incluindo aquelas
envolvendo Raf/Ras/IMEK/MAPK e PI3K/Akt que levam deaneira fisiol6gica ou

carcinogénica, a diferenciacao, sobrevivéncia &fgracao celular (HUDIS, 2007).
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Figura 1.2 - Familia dos Receptores do Factor de crescimepidérmico human¢HER) e a cascata de
transducao de sinal via ativacdo de HER2. Elesjidéasiro membros; EGFR (HER1), HER2, HER3 e HER4. Séo
receptores transmenbranas, com um dominio intdacede tirosino-quinase, exceto o HERS3, existeraritgs
especificos conhecidos para o HER1, HER3 e HER#rafssducédo de sinal se da ap6s a homodimerizacéo ou
heterodimerizacéo que induz a fosforilacao do dantirosina-quinase ativando simultaneamente afpratao
celular e a sinalizacéo de sobrevivéncia. HER2aéroeiro de dimerizacdo preferido para os outrasimes da
familia HER. A fosforilacdo dos residuos de tirasimo dominio intracelular de HER2 ativa a quingsielica
fosfoinositida 3-quinase (PI3K), que fosforila uasfatidilinositol que por sua vez se liga e fodéod proteina
quinase B (Akt), mantendo a sobrevivéncia das aslUParalelamente, mammalian homologue of the son of
sevenles§SOS), um fator de troca de nucleotideo de guaaina a enzima de sarcoma de rato (RAS) que, por
sua vez, ativa o fator de ativagdo do receptor (RAENtao a proteina quinase ativada por mitoghHeK].
MEK fosforila outra proteina-quinase ativada potagenos (MAPK), impulsionando a proliferacéo calulam

dos muitos outros efeitos a jusante é a producadaide de crescimento endotelial vascular (VEGFg qu
estimula a angiogenegente: Adaptado de Colomlesd al, 2010.

A selecdo do parceiro para a dimerizacdo € detantenpara as funcbes de
sinalizacdo celular e segue uma ordem hierarqieegrecendo os heterodimeros em
detrimento dos homodimeros. O HER2 é o receptortgmeatividade catalitica de quinase
mais forte (HUDIS, 2007).

Slamon e cols. em 1987 identificaram que 20 a 3@% rdulheres com cancer de
mama apresentavam superexpressao do receptor H&RID dh amplificacdo do gene ou a
sua desregulagao transcripcional, o que significana comportamento mais agressivo,
mesmo em tumores com estadios bem precoces (SLANMEBN).

Além dos mecanismos de ligacdo ao dominio exurelos receptores tirosina-
guinase podem ser estimulados por outras viasnddizsicdo. Essas vias marginais podem
advir da ativagdo de receptores acoplados a pastédn de receptores de citocinas/proteinas
de adesao ou de receptores ativados por cana@die wltagem dependentes o que, no caso
do HERZ2, favorece resisténcia ao bloqueio do seniro extracelular (CHANG, 2007).

O trastuzumabe foi o primeiro anticorpo anti o dumiextracelular do HER2. Ele é

um anticorpo humanizado que se liga a uma porgdia juembrana para prevenir a ativagao

49



da tirosina-quinase intracelular através do recgiigura 1.3). O mecanismo de a¢do ndo e
totalmente elucidado, mas acredita-se que estgéligmterfira com a dimerizacdo do HER2,

aumente a sua destruicdo endocitica, iniba a @ivago seu dominio extracelular e ative o
sistema imune (HUDIS, 2007).

Em 2001 foi publicado o primeiro estudo clinicoefdd que comparava a resposta
terapéutica com quimioterapia isolada versus asdaciao trastuzumabe, em mulheres
portadoras de cancer de mama metastatico com kgessdo do HER2, em primeira linha
para doenca metastatica. A associacdo se mostoificeintemente melhor em relacdo ao
maior tempo para progressao da doenca, taxa destaspempo de duracédo de resposta e de
sobrevida global abrindo caminho, definitivamepgra a mudanca da abordagem terapéutica
nesse tipo de paciente (SLAMQdt al, 2001).

Outra maneira de bloqueio da via do HER2 é a iatbido sitio intracelular de
tirosino-quinase do receptor, essa estratégiatiiimada para as pacientes que falhavam ao
uso do trastuzumabe. O lapatinibe é a droga cond@stmais sedimentados nesse contexto,
ele é de apresentacdo oral, atua como inibidorsis do sitio tirosino-quinase intracelular
dos receptores HER1 (EGFR) e HER2 (KONECHKYal, 2006); demonstrou ser ativo no
tratamento do cancer de mama, estando aprovadoopasa em mulheres com cancer de
mama avancado HER?2 positivo que falham a terapiatcastuzumabe (CAMEROMt al,
2008).

A patrtir dos resultados positivos das pacientes c@mcer de mama metastatico varios
estudos com associacdo de trastuzumabe a quinpigtena cenario neoadjuvante foram
publicados, mas grande parte com limitagbes deisandlevido as diferencas nas
metodologias aplicadas, nos perfis das pacientdsidas, nas diferentes quimioterapias
utilizadas e nas diferentes formas de uso do rastabe (PIERGAet al, 2010; UNTCHet
al., 2010).

De maneira geral, pacientes com hiperexpressdoHER?2, tratadas s6 com
guimioterapia, sem bloqueio do receptor, apresamamaiores taxas de pRC (mediana de
22%), quando comparada as que eram HER2 negatedidma de 12%). Ao acrescentar o
trastuzumabe ao tratamento padrdo, a taxa de pR€lesava de maneira significativa
(mediana de 35,1%) além de resultar, também, erhogade sobrevida livre de doenca
(BUZDAR et al, 2007; PIERGAet al, 2010; UNTCHet al, 2010; UNTCHet al, 2011,
GIANNI et al, 2014).

Em 2007 o painel internacional em terapia neoadjievpublica recomendacdes para a
terapia sistémica do cancer de mama primario, nas dncluem o trastuzumabe como parte

do tratamento de pacientes com doenca HER2 pgsgiva tenha sido programado menos
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seis ciclos de um regime contendo antraciclinaxan@, sugerindo o uso do trastuzumabe
associado a antraciclina somente em estudos dinidevido a possibilidade de
cardiotoxicidade grave (KAUFMANIgt al., 2007).

Apesar dos bons resultados com a associacdo dmiztragabe, a quimioterapia
neoadjuvante, a pRC ainda ndo € alcancada na tlaldde, por isso o lapatinibe foi
avaliado em associacao ao trastuzumabe no comtersljuvante demonstrando aumento da
taxa de resposta completa, mas sem impacto navgidre com grande toxicidade
(PICCART-GEBHARTEet al, 2014). Entdo novas drogas tém sido estudadas mesario,
principalmente com intuito da reversdo de possaabténcia ao trastuzumabe.

O pertuzumabe é uma das drogas que procura redsizescapes do bloqueio da
sinalizacdo via HER2. Ele € um anticorpo monoclana se liga ao dominio externo Il do
HER2, impedindo sua dimerizacao principalmente abifHER3 com o qual ele forma o
dimero de sinalizacdo mitogénica mais potente (BASE SWAIN, 2009). Sua associagado
ao trastuzumabe promove bloqueio do HER2 em daisimdos externos diferentes (duplo

bloqueio), ampliando assim o efeito anti-mitogér{legura 1.3).

Pertuzumabe

Ligante
Trastuzumabe

Citopl maz ;
bt by Proliferacdao

! Sobrevida
Nideo Mobilidade e invasdo

Figura 1.3 — Bloqueio extracelular do HER2. O trastuzumaben® anticorpo monoclonal que se liga ao
dominio extracelular 1V do receptor HER2 impediradprogressao da cascata de sinalizagdo por suBoda.
ser utilizado como anticorpo Unico ou associadpextuzumabe; anticorpo monoclonal que se ligatamIsido
dominio extracelular do HER2. O pertuzumabe iniltbnaerizacdo do HER2 com outros receptores da i@mmil
HER, especialmente HER3. O heterodimero HER2-HERBnéforte ativador de sinalizagcao através da via
PI3K-Akt-mTOR. Ele deve ser utilizado em associagdm o trastuzumabe formando o duplo bloqueio. RI3K
quinase lipidica fosfoinositida 3-quinase, Akt-tgioa quinase B, RAS — proteina indutora de sar@maato,
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RAF - receptor d&Rapidly Accelerated FibrosarcomMEK e ERK — proteinas quinase ativada por mitégen
HER - Receptor Factor de crescimento epidérmico aman HER2,3 - Receptor Tipo 2,3 do Fator de
crescimento epidérmico humanoFonte disponivel em: http://www.onclive.com/publioas/contemporary-
oncology/2014/february-2014/antibody-drug-conjugadad-t-dml#sthash.AECESYHK.dpuf Acesso em: 2@2fh7.

O duplo bloqueio com os dois anticorpos (trastuziema pertuzumabe) associados a
guimioterapia foi bem avaliado em estudo de priendintha com pacientes portadoras de
cancer de mama metastatico HER2 positivo onde &ohparado com quimioterapia,
transtuzumabe e placebo, os resultados foram isiprestes, inclusive com aumentos
significativos da sobrevida global mediana em 1B&ses a favor das pacientes que
realizaram o duplo bloqueio associado a quimiotar@®ASEFGAet al, 2012;SWAIN, et
al., 2015)

Por isso em setembro de 2013, o FDA concedeu agfiov@celerada ao pertuzumabe
como componente do tratamento neoadjuvante de op#rapia com trastuzumabe para
cancer de mama HER2 positivo inicial, localmentangado ou inflamatdrio (AMIRI-
KORDESTANI et al, 2014). Além dos 6timos resultados do estudapati CLEOPATRA,

a aprovacdo acelerada baseou-se nos resultaddgc@daedo estudo neoadjuvante fase Il
NeoSphere e nos resultados de seguranca do esRMBHAENA (GIANNI et al, 2010;
SCHNEEWEIS&t al, 2011).

No estudo NeoSphere a taxa de pCR foi de 45,8% ragobda combinacdo de
docetaxel com ambos os agentes anti-HER2 e, portaignificativamente maior, quando
comparado com a taxa de 29% no braco de trastumim@in docetaxel. Com relacdo a
seguranca, o estudo TRYPHAENA demonstrou que essaciacdo nao elevava de forma
significante a toxicidade cardiaca, maior preoc@pagm termos de toxicidade (GIANMt
al., 2010; SCHNEEWEISSt al, 2011).

No Brasil o tratamento neoadjuvante com os doiscamos foi aprovado pela
ANVISA em agosto de 2016 e vem sendo adotado coatantento padrdo deste perfil de
paciente na medicina privada, mas ainda nio digpbpélo Sistema Unico de Salde (SUS).
E uma associacdo terapéutica dispendiosa que semindoterapia pode variar de R$
22.775,00 a R$ 27.605,64 a cada 21 dias de tratappara uma paciente de 70 quilos.

Mesmo com o duplo blogueio do HER2 (trastuzumalperéuzumabe) associado a
quimioterapia, ainda existem células malignas sabeates, fazendo-se necessario novas
abordagens terapéuticas e ampliacdo do conhecinmatecular, principalmente com a
compreensao dos mecanismos de escape das celuague elas possam ser eliminadas ou

controladas de forma definitiva.
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1.7.3 Novas abordagens terapéuticas com potencial deggn® de resposta ou de

reversao da sensibilidade ao blogueio HER

1.7.3.1  Abemaciclibe - Inibidor de CDK4/6

O Abemaciclibe € um inibidor de quinase dependdateiclina (CDK4/CDK6) que,
por conseguinte inibe a fosforilagdo da proteitimablastoma (Rb) e a transi¢do da fase G1
para a S do ciclo celular (PATNAI&t al, 2016).

Goelet al, utilizando — se de modelos animais, linhagehdares e xenotransplante,
identificaram niveis anormalmente elevados de prageciclina D1 e de CDK4 em amostras
teciduais de tumores HER2 positivos recorrentesu@ mantinham a viabilidade celular
sustentada, mesmo com o blogqueio de HER2. Apdessakperimentos concluiram que este
aumento era um mecanismo importante de resistdaaélula HER2 positiva.

Esses resultados foram comprovados através deireepéos nos quais se fazia o
bloqueio da expresséo de ciclina D1 e via-se arsé&wveda resisténcia ao bloqueio do HER2.
Eles também demonstraram haver um efeito sinérgimndo se bloqueava o HER2 e a
expressdo de ciclina D1 através da associacdo dmaaliclibe com lapatinibe ou do
abemaciclibe com trastuzumabe. Estudos clinic@esn desenvolvimento para testar essa
hipotese (GOElet al,, 2016).

Palbociclibe e ribociclibe, outros inibidores de KAX% ainda tém estudos clinicos

com resultados muito iniciais.

1.7.3.2 Neratinibe — Inibidor de pan-HER

O neratinibe € um inibidor oral pan-HER irreveesiydados pré-clinicos em linhagens
celulares de cancer de mama HER2 positivas suggquenele possa transpor a resisténcia
primaria e adquirida ao trastuzumabe (CANONSCaL, 2013).

O neratinibe demonstrou atividade antitumoral tamttwe as pacientes tratadas quanto
entre as ndo tratadas previamente com trastuzunkmbeum ensaio clinico de fase Il, a
mediana da sobrevida livre de progressao obsen@daneratinibe foi de 22,3 semanas entre
as pacientes expostas previamente ao trastuzunEb8®6 semanas entre as que nao tinham
sido expostas ao trastuzumabe. As taxas de respbgtdva foram de 24% e 56%,
respectivamente(BURSTEINet al, 2012), mas um estudo de seguranga mostrou geedma
90% das pacientes apresentavam diarreia e 50%openta (JANKOWIT Zet al., 2013).

O poziotinibe, outro inibidor pan-HER esta sendtud@ado, ainda sem resultados
clinicos.
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1.7.3.3 Atezolizumabe- Anti PD-L1

O atezolizumbe é uma droga anti-PD-L1. O PD-L1 digante do receptor PD-1 que
tem papel co-inibitério do sistema imune e estéeseypresso em linfocitos do infiltrado
tumoral (TIL). Estudos de biomarcadores demonsuragae presenca de TILs e a expressao
de PD-1 no tumor estdo associados com mau progodsii cancer de mama HER2 positivo
(MUENST et al, 2013). Os efeitos dos anticorpos anti-PD-1 eRDtL1 foram investigados
em estudos pré-clinicos e o0 anticorpo anti-PD1samt®u sinergismo quando associado ao

trastuzumabe (STAGEt al, 2011). Ainda com estudos clinicos em andamento.

1.7.3.4 Ado-trastuzumabe emtansina (T-DM1)

O T-DM1 é uma droga conjugada, ou seja, um antic@imastuzumabe) associado a
uma droga citotéxica (emtansine), que no passad@tdandonada devido a sua grande
toxicidade. Ao se ligar ao HER2 esse conjugadae¥nalizado e a emtansine é liberada no
interior da célula resultando em morte celular (LBSRT; CHARI, 2014).

Estudos em linha metastatica demonstraram qu®MI-€ eficaz para as pacientes
que falharam ao uso de trastuzumabe (VERBtAal, 2012). Mas quando associado ao
pertuzumabe na neoadjuvancia os resultados forastrdntes, com uma taxa de resposta
patolégica completa inferior ao grupo controle (44%6% respectivamente) (HURVIT&t
al., 2016).

1.7.3.5 Acido Zoledrénico — Bifosfonato

O acido zoledrénico (ZOL) é um bifosfonato (BF)tdeceira geracdo utilizado para
reducdo de eventos dsseos tanto em doencas begigaa® em malignas, que ganhou mais
visibilidade no cenario do tratamento antitumorgbaatir do 33° Simpdsio de Cancer de
mama de San Antonio - Texas, quando um estudotpateanento adjuvante do cancer de
mama mostrou que a associacdo de ZOL a hormorpaderaduzia a taxa de recidiva de
doenca em relacdo as pacientes que faziam horrecayia isolada (GNANEt al, 2010).

A sua estrutura basica consiste de um carboneater@o hidrolisavel, dois grupos
fosfatos laterais e dois grupos hidroxila (R1 e R&dos a regido central desse carbono. Essa
estrutura quimica € essencial para a sua afinidas especifica com a matriz éssea. A
porcao estrutural final do grupo na posicao R2rdete a poténcia para a inibicdo da
reabsorcao 6ssea (Figura 1.4). Um grupo nitrogémiamino em R2 (N-BF), como o que tem
0 acido zoledrénico, aumenta a sua poténcia aalisac¢ao de 10 a 10.000, em relacdo aos
BF que néo os contém (DUNFORiDal, 2001).
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Figura 1.4 — Modelos da estrutura do acido zoledrénico. Adklo da estrutura quimica do acido zoledrénico,
C5H10N207P2, por cristalografia de raios X congimigm CrystalMaker 8.3. Imagem gerada em Acceligs D
Visualizer. Cédigo de cor: Carbono, C: preto; Hghoio H: branco; Nitrogénio, N: azul; Oxigénio, O:
vermelho; Fésforo, P: laranja Estrutura por crigjedfia de raios X construido em CrystalMaker &3agem
gerada em Accelrys DS Visualizer. B) Representaligiestrutura quimica do &cido zoledrdnico. Dispbeiw:
<http:/Aww.cancernetwork.com/asco-2014-breastarAess-frequent-zoledronic-acid-ok-breast-canatinis-bone-mets>.
Acesso em: 27 fev 2017.

O ZOL e os outros N-BFs inibem a reabsorcdo ¢sssdiatia por osteoclastos por
dois mecanismos de inducdo de apoptose dos odts;laestimulo a caspase 3
(MONKKONEN et al, 2006) e por inibicdo da atividade da farnesibfoisfato sintetase
(FPPS), enzima chave na via do mevalonato queeadngida promove o acumulo
intracelular de um anélogo de ATP, éster de 1-aglradh - éster 3- (3-metilbut-3-enil) éster
trifosforico (Apppl), com consequente acumulo deofpisfato de isopentenil intracelular
(IPP). Apppl! induz apoptose direta através do @amuwo nucleotideo adenina translocase
(ANT) mitocondrial MONKKONEN et al, 2006).

A integridade da via do mevalonato € importantepana série de outras funcdes da
célula, além da producéo de lipideos isoprendidesoclPP, farnesil pirofosfato (FPP) e o
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), ela também @aasavel pela producéo de colesterol. O
FPP e GGPP sé&o necessarios na modificacdo poktianal (prenilacdo) de GTPases como
Ras, Rho e Rac. Essas moléculas estdo envolvidaguacdo da proliferacdo, na sobrevida,
na formacdo de vesiculas intracitoplasmatica eraer da membrana plasmatica e na
organizacédo do citoesqueleto celular (LUCKMANaL, 1998) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Via do mevalonato. Ela produz unidades precassate isoprendides necessarias para a
biossintese de uma variedade de moléculas impestapie contribuem para diversas fungdes celuleaeando
desde a sintese de colesterol até a N-glicosilagitenilacéo de proteinas. As estatinas e bifosdersfio duas
classes de farmacos que inibem o metabolismo dalowato e assim inibem a prenilacdo das proteias.
modulacao da prenilacdo das proteinas é considaradaecanismo chave pelo qual as estatinas e tifatfs
alteram as respostas inflamatdrias e imunitariaMG&0A - hidroximetil glutaril coenzima A HMGCoA
redutase - hidroximetil glutaril-coenzima A-red@ad-PP -: farnesil pirofosfato sintase, IPP - istij®
pirofosfato, farnesilPP - difosfato de farnesileranilgeranilPP - geranilgeranil difosfato.

Proteinas da superfamilia Ras consistem de nfamaisias de GTPases monoméricas,
mas apenas as da familia Ras e da Rho estdo etamledm sinalizacdo celular. Elas tém
sido extensamente estudadas devido as suas inf@gag eventos patoldgicos e fisioldégico
das células. As proteinas Ras atuam em uma redglexade sinalizacao intracelular (Ras —
Raf (MAPKKK) — Mek (MAPKK) - Erk (MAPK)) relacionad a progressao do ciclo celular,
crescimento, migracao, alteracdes do citoesquetdtdar, apoptose e senescéncia. Mutacoes
em qualquer um dos genes que as codificam saoscaosains de tumorigenese em humanos
(FERNANDEZ-MEDARDEEet al, 2011).

Além das mutacdes génicas, a atividade oncogémigaateina Ras € dependente de
seu ancoramento na membrana plasmatica atravéscateércia de modificagcbes pos-
translacionais que inclui a farnesilaggmocesso importante para mediar as interacdes
proteina-proteina e proteina-membraAaidentificagdo desses mecanismos é fundamental
para a exploracao de alvos terapéuticos (BE&l, 2015).

A via do mevalonato € regulada pelos niveis destedel, embora os mecanismos
homeostéaticos sejam apenas parcialmente compresnditma maior oferta de colesterol
exogeno vindo da dieta reduz a produgédo enddégeamantrario uma baixa oferta alimentar
tem efeito oposto. Mas o principal mecanismo requila se d4 através da deteccdo de
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colesterol intracelular, no reticulo endoplasmatigela proteina SREBP (esterol elemento
ligacdo proteina reguladora 1 e 2) (GOLDSTEIN; BRO® al, 1990).

Entédo, na presenca de colesterol intracelular, BBFRse liga a outras duas proteinas:
SCAP (SREBP-ativacdo de clivagem da proteina) glnfuando os niveis de colesterol
caem, a Insig-1 se dissocia do complexo SREBP-S@ammitindo que o complexo migre
para o aparelho de Golgi, onde a SREBP é clival#aSi° e S2P (protease sitio 1 e 2), duas
enzimas que sao ativadas pela SCAP, quando ossnélei colesterol estdo baixos
(GOLDSTEIN; BROWNEet al, 1990).

A SREBP clivada entdo migra para o nucleo, se digaelemento regulatério de
esterol (SRE) agindo como um fator de transcrigf@, estimula a transcricdo de diversos
genes. Entre esses, estdo o0 gene receptor dadlipina de baixa densidade, o da HMG-CoA
sintetase e 0 da HMG-CoA redutase. O primeiro gram maior influxo de LDL da corrente
sanguinea e o segundo leva a um aumento da prodeg@mesterol endégeno. Quando LDL
esta disponivel, as atividades das HMG-CoAs sadidasoe a producdo de mevalonato
termina. E quando ha acumulo de colesterol ou,l@ac@ara de crescer ou, o gene do
receptor de LDL é reprimido (GOLDSTEIN; BROWAt al., 1990).

Mutacbes no gene P53 sdo extensamente estudadd@oepeesentes em mais da
metade dos canceres. Em recente estudo, utilizeedodturas 3D de células de cancer de
mama foi demonstrado que essas mutacdes podemrmdaconar com o aumento da
expressao de genes que ativam a via do mevalooatobuiindo assim, para o seu fendtipo
maligno. Os autores ainda constataram essa cdicela¢seu significado bioldgico em
pacientes com cancer de mama, ao verificarem geéewmcao da atividade da via do
mevalonato se correlacionou significativamente coma taxa mais elevada de p53 mutada, e
que estas pacientes tiveram uma sobrevida sigiivécaente diminuida (FREED-PASTOR
et al, 2012).

Estes resultados poderéo ter implicagfes terapdutianto em relacdo a descoberta de
potenciais novos alvos génicos, quanto para mellassificar as pacientes em relagédo ao
progndstico da doenca.

Atualmente o acido zoledrénico € utilizado em teEmmprimarias de doencas que
causam grande reabsorgdo 0ssea, incluindo as lasiifggmas de osteoporose (Juvenil, pos-
menopausa ou do idoso, induzida por glucocorticéiiizida por transplante, induzida por
imobilidade, relacionada a privacdo de androgenoslacionada ao uso de inibidores da
aromatase), doenca de Paget do osso, Osteogénmséeita, hipercalcemia, cancer primario

de osso e cancer de qualquer primario com metsiddsea (DRAKIEL al, 2008).
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1.7.3.5.1 Estudos pré-clinicos da acéo anti-tuahdo acido zoledrénico

Dados de estudos pré-clinicos, translacionais eneatelos animais indicam que o
(KOTO et al, 2010), inducdo de apoptose (DI SALVATORE al, 2011), efeito
sinérgico/aditivo a antraciclina, ao paclitaxel e &trozol (JAGDEV et al, 2001;
OTTEWELL et al, 2008; NEVILLE-WEBBE et al, 2010), inibicdo da angiogenese (DI
SALVATORE et al, 2011), diminuicdo da invasdo e migracdo das lagltumorais
(DENOYELLE et al, 2003; HIRAGAEet al, 2004), ativacdo da resposta imune antitumoral
celular especifica (HAMILTONet al, 2015) e repolarizacdo de macrofagos associanlos a
tumor (COSCIAet al, 2010).

Estes estudos sdo importantes para fundamentaesagiipas clinicas na busca de
alternativas terapéuticas que melhorem os reswtddosobrevida, com menor toxicidade e

custos mais acessiveis a todos.

1.7.3.5.2 Estudos Clinicos da acao anti-tumoral do acideedabnico

* Na adjuvancia

A populagdo avaliada nos grandes estudos faseolit a associacdo do acido
zoledrénico é de mulheres com cancer de mama, etantento adjuvante com
hormonioterapia, na pés-menopausa, com RH postid&R2 negativo.

O estudo Austriaco do Grupo de Estudo de Cancédaiea e Colorretal (ABCSG-
12) foi o primeiro estudo clinico fase lll, adjuv@ndesenhado para avaliacdo da sobrevida
livre de doenca (SLD) como objetivo principal. Rates na pré-menopausa, mas utilizando
analogo LHRH (menopausa quimica) e na pés-menopams&ratamento hormonal foram
randomizadas para a associacdo ou nao do &ciddréoieo. Como resultado, o estudo
demonstrou reducdo do surgimento de metastasesstanda, redugcdo de recidivas
locorregional e contralateral, bem como uma tendépara reduzir o risco de morte, no
grupo das pacientes na pré-menopausa que realizemanessao ovariana e tratamento
enddcrino associados ao acido zoledrénico (4 nmgvehosa a cada 6 meses durante 3 anos),
comparadas com as que nao fizeram o acido zoledr§@GNANT et al, 2009; GNANTet
al., 2015).

O efeito protetor do acido zoledrénico persistitsme ap0s um seguimento medio de
94,4 meses, com uma redugéao significativa no eceventos (23%) e uma redugcao no risco
de morte (34 %), quando comparadas com as quezsdarh o acido zoledrénico.

Em outro grande estudo fase Ill 0o AZURE, as paegobm tumor com RH positivo e

HER2 negativo foram randomizadas para terapia padg@alquer quimioterapia (neo)
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adjuvante e/ou terapia enddcrina), com ou sem aabmironico durante trés anos. Apesar de
também ter tido como obijetivo principal a avaliad@oSLD, seus resultados sdo mais dificeis
de serem interpretados devido aos beneficios emtsido encontrados em subpopulacdes do
estudo (COLEMANet al,, 2011). Assim, em um seguimento mediano de 5@spesio foram
encontradas diferencas significativas na DFS nailpgfo total do estudo, entretanto no
grupo de pacientes que ja estavam na pos-menopgusagis de cinco anos antes da entrada
no estudo, foi encontrado um beneficio significam termos de DFS com uma reducao de
risco de metastases a distancia de 26% e de radativ-regional de 49% (COLEMABL al.,
2011).

Os resultados destes dois estudos sugerem quaeficioes do ZOL adjuvante podem
ser maiores nas pacientes que atingem o bloqueionmodo estrogénio.

Trés outros estudos (Z-FAST, E-ZO-FAST e ZO-FAS®incdesenhos semelhantes
investigaram o efeito do acido zoledronico na diade® mineral 6ssea como objetivo
principal, em pacientes na pés-menopausa com caeemama RH positivo e HER2
negativo em uso de inibidor da aromatase (lA) atjte. Eles compararam o inicio precoce
da associacédo do ZOL com o inicio tardio, tenda@ &mo um dos objetivos secundarios.

Os resultados dos trés estudos indicam que o ipigooce do ZOL em pacientes
fazendo uso de IA é mais eficaz na prevencéo diapeEsea, em comparagdo ao inicio tardio.
Acrescido disso, o estudo ZO-FAST também demonstemeficio em relagdo a SLD com o
tratamento combinado em comparacdo do uso de IRASEBRUFSKY et al, 2012;
LLOMBART et al, 2012; COLEMANEt al, 2013).

* Na neoadjuvancia

Estudos disponiveis na literatura variam muito bigtovo principal e em sua grande
maioria sao retrospectivos, com pacientes HER2tivega receptor hormonal positivo.

O Unico estudo que incluiu pacientes HER2 positif@mspublicado em 2012 por
Chavez-MacGregor Met al e avaliou a resposta patoldgica, retrospectivéanele pacientes
gue realizaram quimioterapia e vinham em uso deatites bifosfonatos orais com intuito de
tratarem osteoporose/osteopenia. Importante retpreé as pacientes com tumor HER2
positivo ndo utilizaram trastuzumabe na neoadjugarf taxa de pRC foi maior no grupo
que usou bifosfonato em relacdo ao grupo que nam,usmbora nao tenha sido
estatisticamente significante (25.4% e 16%, p 4)).tnas esses resultados sdo discutiveis
devido a problemas na selecdo e no tratamento dagenpes incluidas (CHAVEZ-
MACGREGOREet al, 2012).
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No estudo AZURE, uma analise exploratoria, retrosp& do subgrupo de pacientes
que utilizaram ou ndo o acido zoledrbnico na napejcia, evidenciou que as pacientes que
realizaram a combinacdo tiveram menor doenca ras{gdoediana de 15.5 mm e 27.4 mm
respectivamente) e maior taxa de resposta patalogiompleta (17.7% e 6.9%
respectivamente). Esses resultados foram explicpdms autores, como consequéncia do
efeito antitumoral do ZOL (COLEMANt al, 2010).

O NEOZOTAC do grupo Holandés de Estudos do CaneeMdma (BOOG) e o
JONIE-1 da Organizacdo Japonesa de Especialistastratamentos Neoadjuvantes
Inovadores (JONIE) foram estudos clinicos prospesti neoadjuvantes, de pacientes com
tumor HER2 negativo, com objetivo primério de aagdio da resposta patoldgica
comparativa entre um grupo de tratamento de quemapta com ZOL e outro sem. No
primeiro estudo, a taxa de pRC néao foi diferenteeens dois grupos de tratamento (17% e
16% p = 0.81), entretanto, quando se analisoubgrapo de pacientes na pds-menopausa
houve beneficio a favor do tratamento combinad@o#8L1%) (CHAREHBILIet al, 2013).

No estudo JONIE-1 houve diferenca da pRC entre @is drupos a favor da
combinacéo (14,8% e 7,7%), e concordante com aedtlEOZOTAC, este beneficio foi
também mais consistentemente identificado nas magh®a pds-menopausa (18,4% e 5,1%).
Além disso, também identificou beneficio superiorsubgrupo das pacientes com tumores
triplos negativos (35.3% e 11.8%) (HASEGAWAaL, 2015).

Apesar dos inumeros estudos moleculares que deraonsin racional para o efeito
anti-tumoral do acido zoledrénico, os estudos o©li®i ainda apresentam resultados
conflitantes e nenhum biomarcardor foi claramemfindlo como preditor de resposta a essa
associacgao terapéutica.

O enfoque principal do beneficio clinico da assgimado acido zoledrbnico a
quimioterapia tem sido investigado nas pacientes sabtipo tumoral luminal A e B néo
HER. Porém quando se explora mais detalhadamesga mecanismo de acdo em relagédo ao
bloqueio da via do mevalonato, é possivel infede @ seu beneficio seja mais expressivo
para as pacientes que superexpressem o HER2 eogseam algum tipo de resisténcia ao
bloqueio da porcédo externa do receptor, pois ailpg@m de GTPases, como Ras e Rho é
muito importante para a regulacéo direta de vaiias de sinalizagdo, ou indireta através da
integracéo com outras vias, como a do HER e a 8i.PI

Apesar da evolucédo no conhecimento dos mecanisrotecuatares ligados ao cancer
de mama e dos grandes avancos tecnoldgicos, tamtelacdo ao diagnostico quanto ao

tratamento, com o surgimento de drogas direcionaaaalvos moleculares altamente
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especificas, a taxa de mortalidade por cancer dearanda é extremamente elevada. Por
isso é fundamental que se continue a estudaréggratque minimizem este quadro.

Com base no racional biolégico do qual as paciecdes tumores de mama HER2
positivo possam ter maior beneficio na associagdacdio zoledronico com quimioterapia e
com o bloqueio do HER2 na neoadjuvancia, fomos vadts a realizar um estudo
clinico/translacional voltado para a avaliacdo diaaeia dessa combinagdo terapéutica
relativamente mais barata e com pouca toxicidamepalternativa a quimioterapia associada
ao duplo bloqueio do HERZ2.

No presente estudo, Zo-NAnTax, demonstramos a oiicdo tratamento
concomitante de &cido zoledrbnico com quimioterdmgeada em antraciclina, taxane e
trastuzumabe na neoadjuvancia de pacientes conercdaanama HER2 positivo, através da

mensuracao da taxa de resposta patolégica comatetmal da neoadjuvancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario

Demonstrar a eficacia do tratamento neoadjuvantedddo zoledrdnico
associado a quimioterapia que consta de quatro osciclde
antraciclina/ciclofosfamida (AC) seguido pela condgéo de quatro ciclos de
docetaxel com quatro ciclos de trastuzumabe, enemtas com cancer de
mama estadio IIA a 1lIB, HER2 positivo, RH positiefou negativo, através da

mensuracao da taxa de resposta patologica confpRE@) ao tratamento.

2.2  Objetivos secundarios

Avaliar possiveis associacfes entre a taxa de seEspatologica completa e
variaveis clinicopatolégicas.

Avaliar a tolerancia e seguranca ao tratamento c@squema AC seguido de
docetaxel e trastuzumabe associados ao acido @oledy de acordo com
critérios de toxicidade d€@ommon Terminology Criteria for Adverse Events
verséao 4.0.

Avaliar ocompliancedas pacientes frente ao tratamento proposto.

Identificar genes diferencialmente expressos népskas pré-tratamento das
pacientes que foram a resposta patoldgica compbesaisas que ndo foram e
as vias de sinalizacéo e o0s processos biologicasrelavantes aos quais estao

relacionados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

O Zo-NAnTax é um estudo de fase Il, com braco gnioicentrico que foi desenhado

para avaliar a eficacia da terapia neoadjuvante A@n+ ZOL seguido de Doxetaxel +

trastuzumabe + ZOL em pacientes portadoras de c@lecenama estadio IlIA a IlIB, RH

positivos e ou negativos e HER2 positivo atravésntEnsuracdo da taxa de resposta
patologica completa (Figura 3.1). CEP n0 154QicalTrials.govn0 NCT01472146.

* Variaveis analisadas:

>

Bidpsia

Carcinoma
infiltrante

IIA a llIB

Resposta tumoral: - Resposta patoldégica compledR&C) e carga de cancer
residual (RCB);

Clinicas: - Idade, tamanho do tumor, estadiamelitoco, identidade étno-
racial (por autodenominacaasfatusde menopausa, histéria familiar de cancer;
Histopatoldgicas: - Por H&E: Tipo histolégicostatus dos receptores
hormonais, grau histolégico, presenca de necrosmoral, invasao
linfovascular e infiltrado linfocitico. Por imunattoquimica: Ki-67, p53, E-
caderina @ -catenina;

Seguranca: - Eventos adversos;

Compliance - Taxa de modificacdo da dose (somatério do narderreducéo
de dose, omisséo e atraso das doses expresso@mtpal);

Moleculares: - Expresséo génica.

Cirurgia

Doxorrubicina 60mg/m? + Docetaxel 100mg/m2+
Ciclofosfamida 600mg/m? IV Trastuzumabe 8mg/Kg
D1 21/21 dias + Acido D1 e 6mg/Kg D22, D43 e

Material

zoledrénico 4mg 1V 28/28 D64 + Acido zoledrdnico cirﬂcrigigae%zra

dias da quimioterapia — 4 4mg IV 28/28 dias da andlise da
ciclos quimioterapia — 4 ciclos resposta

tumoral

Figura 3.1 - Esquema do tratamento investigacional propostopaksentes apds terem assinado o termo de
consentimento livre e esclarecido realizaram osnesade estadiamento e as que tiveram todos osazitie
inclusdo e nenhum de exclusdo do estudo foram didasea uma bidpsia do tumor de mama e posteridemen
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iniciaram o tratamento conforme descrito na figacana. Ao final do tratamento neoadjuvante, a gieuda
mama foi realizada de acordo o com os padrfesuosthais e coletado material da peca cirlrgica eatudo
de avaliacao de resposta terapéutica.

3.2 Populacéo Alvo

3.2.1 Consentimento Livre e esclarecido

O Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLEhgxo 8.4) e protocolo do
estudo foram aprovados pelo comité de ética do INCEP-INCA) (Anexo 8.1), pela
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)X@\Be2) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Anexo 8.3) antes ggealquer procedimento do estudo fosse
realizado.

As pacientes triadas foram esclarecidas sobrestado procedimentos, riscos e
beneficios de participarem do estudo e oferecidoT@LE. As que concordaram
voluntariamente em participar, assinaram junto aimvestigador o TCLE em duas vias,
sendo que uma via foi arquivada no Centro de Pssqld HCIII-INCA e a outra entregue a
paciente.

O estudo foi realizado de acordo com as diretrd@<Conferéncia Internacional de

Harmonizacg&o sobre Boas Praticas Clinicas (GCH)ectaracao de Helsinki (WHO, 2005).

3.2.2 Ciritérios de incluséo
1- Pacientes do sexo feminino, idadel8 anos, com cancer de mama
invasor, estadio IIA a IlIB, confirmado em estudstbpatol6gico, com HER-2
positivo ao estudo imuno-histoquimico padréo ouf&H, RH positivo e/ou
negativo e terem assinado o TCLE.
2- Estadiamento com tomografia de térax, abdome eepelgintilografia
O0ssea para comprovacdo da ndo evidéncia de doesigstéatica. Captacdo
suspeita na cintilografia 6ssea foi avaliada padiografias simples ou

tomografia do segmento suspeito.

3- Performance StatugPS) do Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG)=<2.
4- Funcdo hematologica adequada, evidenciado atraeésidel de

hemoglobina maior que 9 g/dl, contagem de neutfihaior que 1.500/ mim
e de plaquetas maior que 100.000/imm

5- Funcdo hepética adequada, evidenciada por niveisiltdeubina
menores que 1,5 vezes o valor normal e niveis dimmes hepaticas menores

gue 2,5 vezes o valor normal.
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6- Funcéo renal adequada, evidenciada por niveis eiirtina menores
qgue 1,5 vezes o valor normal e/ daaranceestimado de creatinina (Cockroft)
superior a 50 ml/min.

7- Funcéo cardiaca dentro dos parametros de normelidadnstituicao,
avaliada por ecocardiograma + Doppler.

8- Capacidade de entendimento de um estudo clini@reedessidade de

comparecer regularmente para exames e consultasaséd

3.2.3 Ciritérios de excluséo
1- Pacientes com histéria de neoplasia prévia ou ,atxakto cancer de
pele ndo melanoma e carcinoma de colo de lrtesibu.
2- Tratamento prévio do cancer de mama atual com geaur

guimioterapia ou hormonioterapia.

3- Presenca de doenca metastética.

4- Presenca de cancer de mama bilateral.

5- Gravidez.

6- Presenca de neuropatia periférica > Grau 2.

3.3 Tratamento Proposto

Apods terem assinado o TCLE (Anexo ), as pacientestigeram todos os critérios
de inclusdo e nenhum de exclusdo permaneceramtuboesealizaram biopsia do tumor
da mama e apos iniciaram esquema de tratamento daxuorrubicina 60mg/m2 +
ciclofosfamida 600mg/m2 por via intravenosa a catlalias por quatro ciclos associados
ao acido zoledrénico 4mg por via intravenosa a @&ddias da quimioterapia seguidos de
docetaxel 100mg/m2 por via intravenosa a cada @4 jpor 4 ciclos associados ao acido
zoledrénico 4mg por via intravenosa a cada 28 dasguimioterapia e ao trastuzumabe
8mg/Kg na primeira infusdo e 6mg/Kg nas outras egbsntes a cada 21 dias por quatro
ciclos, com um total de oito ciclos de quimiotesapiquatro de trastuzumabe acrescido de
oito ciclos de &cido zoledrénico. Ao final da ngoaéncia as pacientes realizaram cirurgia
da mama (Figura 3.1) conforme a rotina institucia@aHCIII-INCA (item 3.10).

As pacientes que ndo atenderam aos critérios tlesémdo estudo ou que tinham

algum critério de exclusao receberam tratamentéocme a rotina institucional.
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3.3.1 Da descontinuacdo do tratamento/estudo

A paciente pdde sair do estudo e/ou do tratamegt@buer momento, por quaisquer
razbes que julgasse correta, sem quaisquer prsjuizseu cuidado ou na relacdo com seu
meédico e a equipe de saude responsavel pelo sdadouiCaso viesse a engravidar durante o
estudo, seria descontinuada do tratamento do estuede permaneceria no estudo para
acompanhamento de riscos e eventuais interferérsubse a fertilidade, a gravidez, o
embrido ou o feto, o trabalho de parto e o recésaida.

A descontinuidade do estudo sO poderia acontec® aajustificativa apresentada
fosse aprovada pelo CEP e ndo liminarmente pelgupesior e/ou o patrocinador, a menos
que houvesse um caso de urgéncia (evidéncia clid@cprogressdo de doenca, toxicidade
limitante), para salvaguardar a protecdo das p@seto estudo e posteriormente, na primeira

oportunidade seria comunicado ao CEP.

3.4 Avaliacao Clinica, Laboratorial e Radiolbgica

3.4.1 Avaliagéo clinica inicial
1 - Exame clinico: avaliacdo da extensédo do tunworgxame fisico, ectoscopia,
exame da cavidade oral, do sistema pulmonar, cardgastro-intestinal, urinario,
musculo-esquelético e do PS (realizado até 10 dies da 12 infusdo da
guimioterapia + ZOL e em todas as visitas);
2 - Exames laboratoriais: hemograma completo, lioga com prova de funcao
hepatica, renal, glicose e eletrolitos, (foramiraalos até trés semanas antes da 12
infusdo e antes de cada visita); beta-HCG (até sem@ana antes da 12 infusdo);
FSH, LH e Estradiol foram realizados na triagenasRla e soro das pacientes
foram armazenados no freezer -80C;
3 - Exames radioldgicos: tomografia de torax, abel@pelve, cintilografia éssea
seguido de raios-X ou tomografia, focado das dngmscaptantes (foram realizadas
até 60 dias antes da 12 infuséo e na Visita fssefaplicavel), mamografia;
4 - Eletrocardiograma (foi realizado até 60 diagesuda 12 infusédo e na Visita 9).
5 - Ecocardiograma com mensuracao de fracdo dacejéq realizado até 60 dias
antes da 12 infusédo e na Visita 5 e 9);
6 — Realizacdo de core biopsia da mama guiada poassiinografia para
avaliacao histopatologca na biopsia;
7 — Avaliacdo histopatolégica na peca cirargica apdsrmino do tratamento

neoadjuvante
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3.4.2 Avaliacao Patologica

Foram realizadas bidpsias do tumor de mama eeades &do tumorais pré tratamento
neoadjuvante guiadas por ultra-sonografia nas 6@mpi@s que participaram do estudo. Parte
do material foi colocada em parafina para analiés®ldgicas e de imuno-histoquimica, e
parte foi congelada a -80 ° C e armazenada no Bhiacional de Tumores do INCA. O
plasma, soro e leucdcitos dos pacientes tambéooleiado e armazenado.

As andlises de histopatologia e imuno-histoquin(i¢#C) foram realizadas com
biopsia de mama de pré-tratamento e a peca cialdgc mama pos-tratamento por dois
patologistas experientes em cancer de mama da mssisaicdo, que ndo possuiam nenhuma
informacao clinica sobre os pacientes.

Avaliacdo histopatoldgica para determinar a classjfio histolégica (LAKHANIet
al., 2012), grau histologico (ELSTOBt al, 1991), invaséao linfovascular (LVI) (ROSEN;
OBERMAN, 1993) necrose (GILCHRISE&t al, 1993) e infiltracdo linfocitica estromal
(TILS) (LESTERet al, 2009; DENKERTet al, 2010) foram realizadas em laminas com
hematoxilina eosina (H&E).

Os resultados das analises de LVI, TILs e necrase classificados como presentes
ou ausentes.

Para analise de imunohistoquimica, a coloracédcefdizada em secdes de tecido de 3
um de espessura que foram preparadas em laminaszadés. Foi utilizado um controle
positivo para cada anticorpo especifico nas reac@®es seccdoes de tecido foram
desparafinadas em xileno e reidratadas com aléomcuperacdo de antigénio foi realizada
por um vaporizador em tampéao Trilogy a 96 ° C dig&@® min. A atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada usando um Kit de DeteccaoPMamer MaxPolymer Bloco de
Peroxidase (Leica Microsystems) por 5 minutos. ABdavagens durante 5 minutos com
solucéo salina tamponada com Tris com TWEEN-20 {B&01%), as laminas foram
incubadas usando um Kit Protein Blocking NovolinkaxM Polymer Detection (Leica
Microsystems) por 5 minutos. As secc¢Oes foram iadab com anticorpos para receptores de
estrogénio (RE), receptor de progesterona (RPdicdrde rotulagem Ki-67, p53, HER2, E-
caderina (E-CAD) e beta catenina (BCAT) duranteitgerem diluicdes de 1: 1600 RE (clone
1D5), 1: 1600 RPg (clone PgR-636), 1: 600 KI67 rfelé/11B-1) e 1: 200 P53 (clone DO-7) e
sendo os anticorpos fornecidos pela DAKO Corponatf® 1: 500 HER2 (clone SP2) foi
fornecido pela CELL MARQUE e o 1: 1200 E-CAD (clo8PM471) e 1: 100 B-CAT (clone
E-5) foram fornecidos pela Santa Cruz Biotechnaldggsas diluicdes foram determinadas
depois de examinar varios esquemas de recuperagi#ies de diluicio para obter os
melhores resultados. No dia seguinte, as seccftm® iocubadas com um Kit de Deteccao de

67



Polimero de Novolink Maximo de Polimero Primarioeiga Microsystems) Kit por 30
minutos. Apos 3 lavagens durante 5 minutos com TBSTaminas foram incubadas usando
um Kit Polymer Novolink Max Polymer Detection (Laidicrosystems) Kit por 30 minutos.
A visualizacéo foi feita com diaminobenzidina (DAByrante 5 min. As laminas foram
desidratadas, limpas em xileno e montadas com mamat. As marcas foram visualizadas
sob um microscopio optico.

O valor de corte para se considerar RE e RPg posifoi de 1% das células tumorais
positivas com coloracdo nuclear (DEYARMI&t al, 2013. Receptores hormonais (RH)
negativos foram definidos como RE e RPg negatiRexeptor hormonal (RH) positivo foi
definido por RE e / ou RPg positivo. O Ki-67 foassificado como a percentagem de nucleos
de células tumorais positivas contando uma gama0@ecélulas, incluindo areas de pontos
quentes. A expressao de Ki-67 foi consideradacaltado> 20% das células foram marcadas
(BALAZS et al, 2017).

O status HER?2 foi definido de acordo com as dizefrida ASCO / CAP validas no
momento do diagndstico. Por diretriz da ASCO / GAPartir de 2007, a positividade do
HER2 por IHC foi definida como pontuacdo de 3+ corambrana completa e forte e
coloracao intensa uniforme de > 30% das célulatais invasivas. O HER2 duvidoso foi
definido como IHC 2+, e a hibridacdo fluorescemtesitu (FISH) deve ser realizada para
confirmar a amplificagdo do gene. O FISH amplificddi definido como uma relacdo HER2
/| CEP17 de > 2,2 ou numero médio de cépias do H&R2 > 6 sinais HER2 / nlcleo para
sistemas de teste sem uma sonda de controle ild&@aFF et al, 2013). Para as diretrizes
ASCO / CAP a partir de 2013, a positividade de HER2IHC foi definida como pontuacéo
3+ com base na coloracdo da membrana circunfetemeaé completa e intensa. O HER2
duvidiso foi definido como IHC 2+, e a hibridacddirescente in situ (FISH) deve realizada
para confirmar a amplificacdo do gene. O FISH aiopllo foi definido como uma relagcéo
HER2 / CEP1722 ou numero médio de cépias do gene HER&inais / nucleo HER2 para
sistemas de teste sem uma sonda de controle in(ié@bFFet al, 2013).

A expresséo de p53 foi avaliada de acordo com popgéo estimada de coloracéo
nuclear de células tumorais que foram positivamentadas e, expressa em porcentagem.
Uma pontuacgédo visual de coloracdo nuclear positi¥@% nas células do cancer invasivo foi
considerado positivo para o p53 (LARAaL, 2011).

A imunopositividade a E-CAD foi determinada compa@ a marcacdo de células
tumorais com células epiteliais normais adjaceatelsssificadas como expressao positiva se
as células tumorais foram coradas tao fortementmtquas células epiteliais normais e

negativas quando a coloracdo foi muito fraca olnnera (OKAet al, 1993). A intensidade
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de coloracdo para B-CAT foi determinada comparamdoearcacdo de células tumorais com
células epiteliais normais adjacentes e classdisadomo presente ou ausente para a
marcacdo nuclear e como expressao forte (> 90% addislas tumorais exibiram
uniformemente a mesma intensidade e padrao de colovacdo como as membranas de
células epiteliais normais adjacentes), expressaieradaX 10 < 90% das células tumorais
exibiu imunocoloracdo marcada heterogeneamentdtoplasma e membrana) e expressao
fraca (<10% das células tumorais apresentaram ioolm@cédo), para mar¢ado na membrana
plasmatica e o citoplasma (KARAYIANNAKIE&t al, 2001).

3.5 Avaliacdo de Resposta patoldgica

3.5.1 Resposta patologica completa (pRC)

A pRC foi definida como a auséncia de carcinomasiwo residual na mama (no
momento da ressecgdo cirdrgica definitiva) e nafotiodos sentinelas e/ou linfonodos
axilares homolaterais (tumor ndo invasivo por H&®t),seja, pacientes com carcinomaitu
residual exclusivos, também foram consideradas coemoo uma pRC GORTAZAR;
GEYER, 2015)ao0 tratamento neoadjuvante padréo associado am Zaedronico.

3.5.2 Doenca residual

Nas pacientes que nao atingiram a pRC foi mensuaadarga de cancer de mama
residual (RCB) e classificado através da calcukadilmrMDANderson(Figura 3.2) em: RCB
(carga de cancer residual) 0 (pRC), | (doencauwesighinima), Il (doenca residual moderada)
e lll (doenca residual extensa), sendo uma respuatalogica 6tima RCB 0 + RCB |
(SYMMANS et al, 2007).

MDAnderson o . noE O
Center

(2) Lymph Nodes

Figura 3.2 - Calculadora para avaliagdo da doenca residumimai(DRM), apds tratamento neoadjuvante para
o cancer de mama. Construida e validada pelo grugo estudos doMDAnNderson. Fonte:
http://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfrgeépame=jsconvert3.
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3.6 Avaliacao de seguranca e ajustes na medicacdo emdgéo da toxicidade

Para avaliacdo de seguranca, os eventos adversns ¢oletados, segundo critérios do
Common Terminology Criteria for Adverse Event.0, classificados e correlacionados com
as drogas utilizadas no estudo, em cada visitadaglene ndo agendada. Pacientes que
apresentaram toxicidade igual ou superior a grair8lacionadas a medicacdo do estudo
suspenderam seu uso até melhora do quadro (recipeat grau 1 ou nivel basal).

O ajuste de dose foi realizado de acordo com ladds de correcdo presentes nas
bulas das medicac¢bes, incluindo o ajuste para scisldbsequentes devido a toxicidade
hematoldgica.

Nos casos de neutropenia a reducao da dose deotgriapia nos ciclos subsequentes
e/ou o uso de filgrastrim 300mcg SC por 3 a 7 d@ss, ficou a critério médico.

Nos casos de neutropenia febril foi associadogpafdtrim 300mcg SC por 3 a 7 dias
apos a quimioterapia nos ciclos subsequentes,ditcas reducdes de dose da quimioterapia
dos ciclos subsequentes a critério médico.

No caso de toxicidade ndo hematoldgica, maiogaalia grau 2 péde haver ajuste de

dose ou suspensédo da quimioterapia com antecip@acéicurgia, a critério medico.

3.6.1 Coleta dos eventos adversos

Todos os dados coletados dos EAs foram registradiogzenados e recuperados por
meio de um Formulario de Relato de Caso eletro@CiRF), especialmente desenhado para
o0 estudo e monitorado pelaea Representativa de Pesquisa Clinica (ARPC/IN@A)es do
inicio do estudo, o protocolo e a eCRF foram relasgpelos investigadores e sua equipe. A
cada visita das pacientes os investigadores ragistros eventos adversos, eventos adversos

sérios e adesdo ao tratamento.

3.7 Avaliacao docompliance

Para explorar aompliancecom o tratamento do estudo, foram escolhidasvaBaveis:
namero de reducéo de dose, omisséo e atraso deabssdrogas (modificagdes da dose).

As modificacdes da dose (DM) foram expressas ernepteigem do tratamento sub-
otimo. O namero de doses atrasadas foi considgradn doses corn 3 dias de atraso em
relacdo a programacdo planejadacdinpliancefoi expresso em porcentagem e considerado
tratamento 6timo quando a soma das porcentagemnatdmento sem modificacdo da dose foi
> 85% (CHIRIVELLA et al,, 2009).
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3.8 Analise do perfil de expresséo génica nos teggltumorais

As amostras de tecidos pareadas foram coletadas a&ntapés os 08 ciclos de
quimioterapia neoadjuvante combinada (AC x 4 + AZefguidos de DOC x 4 + trastuzumabe
x 4 + ZOL x 4). As aliquotas identificadas foramenitamente congeladas (snap-frozen) em
nitrogénio liquido por um técnico, seguindo proosehtos padrdes e apoés, transferidas para

armazenamento definitivo em freezer -80C no lalboimtdo CEMO-INCA.

3.8.1 Extracédo de RNA total

Para os ensaios deicroarray, 0 RNA das bidpsias foi extraido utilizando o Rblea
Mini Kit (Qiagen, EUA) de acordo com as instruca@ks fabricante. Para isso, as bidpsias
foram lisadas com 35QL de tampdo RLT. Posteriormente foi adicionado untume de
etanol 70% e agitado gentilmente com pipeta. Mgetibssa solucdo (350uL) foi transferida
para a coluna de purificacdo que foi centrifugada(®0g por 15 segundos e o eluido foi
descartado. O restante da amostra (350uL) foi @whcdio a coluna de purificacdo e
novamente centrifugado a 8.000g por 15 segundosd@do descartado. Adicionamos 700uL
de tampdo RWL1 a coluna de purificacdo que foi navdaen centrifugada a 8.000g por 15
segundos e o eluido descartado. Adicionamos 50@uthrdpao RPE a coluna de purificacao
que foi centrifugada a 8.000g por 15 segundos laideedescartado. O processo foi repetido
e novamente 500uL de tampdo RPE foi adicionadolunapcentrifugada a 8.000g por 2
minutos e posterior descarte do eluido. Em segaidajuna foi centrifugada a 22.000g por
um minuto a fim de eliminar todo liquido remaneseerPara eluicdo do RNA, foram
adicionados 25uL de agua livre de RNAse a columanesma foi centrifugada a 8.000g por 1
minuto. O eluido correspondente ao RNA purificadioguantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific, EUA). A avgl® da integridade do RNA extraido
foi realizada com o auxilio do Agilent 2000 Bioayradr, de acordo com as instru¢des do
fabricante.
3.8.2 Microarray

Para o ensaio daicroarray, cem nanogramas (100ng) de RNA total foram mascado
e hibridizados no Agilent Human GE 4x44K microari@gilent Technologies) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. dbsysforam escaneados utilizando o Agilent
microarray scannefAgilent Technologies). Os dados obtidos foran@ierdanalisados com o
auxilio dos software$-eature Extractionvl11.0 e Agilent GeneSpringGX v12.1 (Agilent
Technologies).
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3.8.3 Analisein silico
Para as anélisds silico utilizamos o software Metacdfé (GeneGO Inc. EUA) no
intuito de identificarmos as vias de sinalizacams gorocessos bioldégicos mais relevantes nas

quais os genes diferencialmente expressos estimomhdos.

3.9 Acompanhamento clinico

Apés realizacdo dos exames st@eeninge confirmacdo dos critérios de inclusdo e
exclusdo, as pacientes iniciaram o tratamento @edaccom o esquema de tratamento
proposto. A cada consulta médica as pacientesacatetsangue para avaliacdo de toxicidade
hematoldgica e armazenamento de amostra, elasranglaéizaram exame clinico das mamas
para acompanhamento do comportamento clinico dortendas cadeias de drenagem frente
ao tratamento, da cavidade o sistema pulmonar, cardiaco, gastro-intestimahatio e
musculo-esquelético. Apos o término do tratameetmadjuvante e da realizagcéo da cirurgia

da mama, as pacientes retornaram a consulta cli@ica registro e avaliagdo da resposta

patolégica do tumor e seguimento com o tratamedtjtovante padrao.

3.10 Tratamento cirargico

O tratamento cirdrgico realizado apds a neoadjugéfioc definido de acordo com o
estadiamento inicial do tumor e a resposta cliamdratamento sistémico e foi dividido em
tratamento conservador (segmentectomia com esveatanmaxilar e segmentectomia com
pesquisa de linfonodo sentinela) e tratamento ahdicastectomia radical com esvaziamento
axilar e mastectomia radical com pesquisa de lodorsentinela).

3.11 Coleta de dados e dos eventos adversos

Todos os dados coletados para o propésito do eftrato registrados, armazenados e
recuperados por meio de um Formulario de RelatGai® eletronico (eCRF), especialmente
desenhado para o estudo e monitorado Avea Representativa de Pesquisa Clinica
(ARPC/INCA). Antes do inicio do estudo, o protoca@oo eCRF foram revisados pelos
investigadores e sua equipe. A cada visita dagpi&s 0s investigadores registraram todas as
informacdes requeridas no eCRF, incluindo dadosiaisi, dados do tratamento, dados

clinicos de seguimento, dados de laboratério endgeém.
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3.12 Anadlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com &Se&ao 18 (SPSS, Chicago, IL).
Para o calculo do numero de pacientes (n) a sarelidas foi assumido Ho (hipdtese nula)
P .1 e Ha (a hipétese alternativa) P .2 com uml rdegesignificancia de 0,1% e 80% de
poténcia e foi usado um método de Fleming de umgestresultando em um “n” de 56
pacientes para que fosse detectado um minimo eméwana taxa de pCR de 0,22 e 0,35,
respectivamente.

As respostas patologicas foram calculadas comceptagens de todos as pacientes
submetidas a cirurgia apos o tratamento neoadjev#d caracteristicas basais, 0s eventos
adversos, @ompliancee o tipo de cirurgia realizada das pacientes fapresentados como
porcentagens, medianas e intervalos.

A associacao entre caracteristicas clinicopatadesgecpRC (RCB 0) foi calculada pelo
teste do qui ao quadrado Xde Pearson ou teste exato de Fisher de acordoosom
pressupostos estatisticos.

A andlise de eficacia foi realizada para todas ageptes que foram submetidas a
cirurgia da mama e a de seguranca para todas esfescque fizeram pelo menos um curso

de tratamento neoadjuvante.
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4 RESULTADOS

4.1 Populacdo do estudo

De novembro de 2012 a julho de 2016 setenta e wmia@nges com tumor de mama
HER2 positivo assinaram o TCLE para participaremestudo Zo-NAnTax. Dez pacientes
nao permaneceram no estudo devido ao diagnéstiaoeeca metastatica nos exames de
screening,uma paciente foi falha dscreening,pois era estadio llIC e duas, ao final do
tratamento sistémico ndo concordaram em realizauggia da mama comprometida, porque
tinham atingido resposta clinica completa, apesaetem sido esclarecidas da diferenca de
resposta clinica completa e resposta patologicgplemanem relacdo aos riscos de recidiva e
morte pelo cancer de mama. Cinquenta e oito pa&asertlizaram o tratamento neoadjuvante
investigacional e a cirurgia da mama acometidagatedo com a rotina institucional (Figura
4.1).

Pacientes assinaram o TCLE d

estudo Zo-NAnTax.
(n=71)

Pacientes excluidas (n=11)
Pacientes com doenca metastatica
apos 0s exames siereening (n=10)

Paciente com desvio de inclusao
por ser estadio IlIC (n=1)

Pacientes que concluiram o tratamento sistémiocoaenf
avaliadas quanto a seguranca (n=60)

Pacientes que se recusaram a realizar a cirurgia
da mama (n=2)

Pacientes que realizaram a cirurgia da mama afrésamento
sistémicoe foram avaliadas quanto a resposta patologica  (n=58)

Figura 4.1 - Diagrama de Fluxo das pacientes que assinar@mmo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Setenta e umpacientes assinaram o TCLE. Onze pacientes fecaieening failuresendo dez por

ter doenca metastatica apés ter realizado examesgrdening e uma por ser estadio IlIC. Das sessenta
pacientes restantes, duas, ap6s o término do &atansistémico se recusaram a operar a mama por que
tinham atingido resposta clinica completa, masrafiaram o TCLE.
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As caracteristicas basais estdo sumarizadas ndaTéalie Sessenta pacientes foram
incluidas, sendo 18% estadio IIA, 37% estadio IIB% estadio IlIA e 28% estadio IIIB. O
tamanho do tumor variou de 15 a 120 mm, com medi@n@lmm. Trinta e uma pacientes
(52%) tinham axila clinicamente positivas. A idadgiou de 26 a 74 anos, com mediana de
54 anos, sendo que 67% estavam na menopausa. Eisgessentes (27%) tinham historia de
pelo menos um parente com céncer de mama ou OvArimaioria das pacientes se

autodenominaram brancas (42%), 20% pretas e 388apéfabela 4.1).

Tabela 4., — Caracteristicas clinicas basais e demogréfieatodas as pacientes tratadas
sistemicamente
Caracteristicas n%

Numero de pacientes incluidas 60 (100)*

Idade, em anos

Mediana 54 (26 — 74)
<45 15 (25)
>45 45 (75)

Tamanho do tumor inicial em mm
mediana 61 (15— 120)
Statusde menopausa
Pré-menopausa 20 (33)
Pés-menopausa 40 (67)
Comprometimento clinico da axila
NO 29 (48)
N1 + N2 31 (52)
Estadiamento
A 11 (18)
1B 22 (37)
A 10 (17)
B 17 (28)
Histéria familiar de cancer
Qualquer tipo de cancer 13 (22)
Cancer de mama/ovario 16 (27)
Sem histéria 31 (52)
Identidade étnico-racial
Branca 25 (42)
Preta 12 (20)
Parda 23 (38)

*numero de pacientes incluidas e que realizaramtarhento sistémico e N € o nimero de linfonodos
axilares comprometidos de acordo com a classifcadiV.

Dados histopatologicos e de imunohistoquimica dessesita pacientes incluidas
demonstraram que todas as pacientes tinham caraidortipo ductal infiltrante (CDI) e eram
HER2 positivas e/ou FISH positivo, quarenta e quétR%) tinham RE e/ou RPg positivos e
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dezeseis (28%) tinham os RE e RPg negativos. Ohgstalogico predominante foi o grau 2

(53%), nao haviam pacientes com tumor grau 1 (Badb&l)

Tabela 4.z — Caracteristicas histopatologicas e de imunofpitoica basais de todas as
pacientes tratadas sistemicamente
Caracteristicas n%

Ndmero de pacientes incluidas 60 (100)*
Tipo Histolégico

CDI 60 (100)
CLl 0
Outros infiltrantes 0
Grau Histoldgico
G2 31 (53)
G3 27 (47)
Receptores Hormonais
RE e/ou RPg positivos 44 (72)
RE e RPg negativos 16 (28)
HER2
Negativo 0 (0
Positivo por IHQ/FISH 60 (100)

*nimero de pacientes incluidas e que realizaramatarhento neoadjuvante sistémico. CDI — CarcinomaaDuc
Infiltrante, CLI — Carcinoma Lobular Infiltrante; REReceptor de Estrogénio, RPg — Receptor de progastero
HER2- Human Epidermal growth factor Receptor-typH&) — Imunohistoquimica, FISH - Hibridizag#&ositu
por fluorescéncia.

4.1.1 Resultados da avaliagdo dos marcadores utamles de progndéstico, por
imunohistoquimica, das pacientes que realizaramratanhento sistémico e cirdrgico
propostos.

Marcadores moleculares de prognostico foram al@dianas biopsias das cinquenta e
oito pacientes com CDI de mama incluidas no nossade, que realizaram o tratamento
sistémico e o cirargico e estdo sumarizados ndaah8. Exemplos de imunomarcacoes

positivas, em pacientes do nosso estudo, podewissas na figura 4.2.
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Figura 4.2 — Exemplo do diagndstico patolégico de CDI de mapmaH&E e dos marcadores moleculares de
prognostico com marcacao positiva por imunohistmigd de pacientes do estudo. (A) Lamina represdatan
carcinoma ductal infiltrante de mama por H&E e laasi representando imunohistoquimica positiva para o
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receptor de estrogénio (B), receptor de progeste(@), Ki-67 (D), E-caderina (EB-catenina (F), p53 (G) e
HER2 (H) @perio scan scope microscope slide scannglizado escanear as laminas — x20 + foto comtivje
x10), da biépsia de pacientes do estudo pré-tratemmeoadjuvante.

A analise dos marcadores moleculares de prognéstiodenciou que trés (5%)
pacientes tinham invaséo linfovascular, onze (18%)am necrose, trinta e quatro (59%)
tinham infiltrado linfocitico, cinquenta e trés @@} tinham ki-67> 20, trinta e trés (59%)
tinham p53> 10, quarenta e sete (84%) tinham marcacao fartederada da membrana para

B-catenina e em todas as pacientes a E-caderineagstsente (Tabela 4.3).

Tabela 4. — Distribuicdo das pacientes segundo marcadordecoiares de
prognéstico na bidpsia da mama, pré-tratamentodjiegante
Caracteristicas n%

Ndmero de pacientes incluidas 58 (100)*

Invasao linfovascular

Presente 3(5)

Ausente 55 (95)
Necrose

Presente 11 (19)

Ausente 47 (81)
Infiltrado linfocitico

Presente 34 (59)

Ausente 24 (41)
Ki-67 ¢

< 20% 5 (9)

> 20% 53 (91)
p53 (n=56)"°

<10% 23 (41)

>10% 33 (59)

B catenina (n=56)"°

Marcacao positiva:

Forte e moderada membrana 47 (84)

Positivalcleo/citoplasma 9 (16)
E-caderina

Positiva 58 (100)

*nimero de pacientes incluidas e que realizaramatarhento neoadjuvante sisttmito=56 porque
o material da biépsia de duas pacientes foi cordmrfimunohistoquimica foi realizada de acordorco
com a pratica local

4.2 Resultados da Resposta Patolégica

Na cirurgia, vinte e quatro (42%) das pacientearglaram pRC (RCB 0), nove (15%)
doenca residual minima (RCB 1), gerando uma reaguatibldgica 6tima (RCB 0 + RCB |) de
57% (Tabela 4.4). Nao houve aumento do tumor mantiniante o tratamento neoadjuvante,

e todas as pacientes tiveram condi¢cdes de seramesidbs a cirurgia mamaria. Apesar desse
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fato, duas pacientes optaram por ndo se submeleurgia porque tiveram resposta clinica

completa, mesmo apos terem sido esclarecidas aslimgplicacées de suas escolhas.

Tabela 4.4— Distribuicdo das pacientes segundo resultadossgesta patoldgica
Caracteristicas n%
Numero de pacientes incluidas 58 (100)

Resposta completa — RCB 0

Sem doenca residual 12 (21)
Com CDIS residual 12 (21)
Total de pacientes com Resposta completa 24 (42)

Resposta Parcial

RCB | 9 (15)
RCB Il 20 (34)
RCB Il 5(9)
Total de pacientes com resposta parcial 34 (58)

RCB - carga de cancer residual, CDIS — Carcinomeztddin Situ.

4.3 Avaliacdo das possiveis associacdfes entre a atage resposta
patoldgica completa e variaveis clinicopatolégicas

A andlise exploratéria da associagdo entre a taxaRL e diferentes subgrupos esta
sumarizada na tabela 4.5. Pode-se observar gxa aegoRC é significativamente maior nas
pacientes com expressao [lkeatenina em nucleo / citoplasmatica (p = 0,03@¢e uma
tendéncia a superioridade quando o Ki-67 esta @éteyp = 0,070). Nenhuma das outras

variaveis clinicopatoldgicas avaliadas no estudstroa associacdo com pRC.
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Tabela 4.5— Associacdo entre resposta patolégica completa (R@Bcaracteristicas clinicopatolégicas
basais

Resposta patoldgica

Completa Parcial
n %
Variaveis 24 (42) 34 (58) 58 (100) NA
Idade, anos
<45 4 a7 10 (29) 14 (24) 0.356
>45 20 (83) 24 (72) 44 (76)
Statusclinico do linfonodo axilar
NO 14 (58) 14 (41) 28 (48) 0.198
N1 +N2 10 (42) 20 (59) 30 (52)
Estadiamento clinico*
IIA + 1IB 15 (63) 17 (50) 32 (55) 0.346
A + 11IB 9 (37) 17 (50) 26 (45)
Grau histolégico'
2 13 (54) 18 (53) 31 (53) 0.927
3 11 (46) 16 47) 27 (47)
Receptor Hormonaf
RE e/ou RPg positivos 17 (71) 25 (74) 42 (72) 0.821
RE e RPg negativos 7 (29) 9 (26) 16 (28)
Invaséo linfovascular
Presente 1 (4 2 ( 6) 3 (5 1.000
Ausente 23  (96) 32 (94) 55 (95)
Necrose
Presente 5 (22) 6 (18) 11 (19) 0.760
Ausente 19 (79) 28 (82) a7 (81)
Infiltrado linfocitico
Presente 15 (63) 19 (56) 34 (59) 0.614
Ausente 9 37) 15 (44) 24 (41)
Indice de Ki-67°
<20 0 (0 5 (15) 5 (9 0.070
>20 24 (100) 29 (85) 53 (91)
p53 (n=56)"°
<10 7 (30) 16 (48) 23 (41) 0.177
>10 16 (70) 17 (52) 33 (59)

B-catenina (n=56)"3
Marcacéao positiva:

Forte e moderada membrana 17  (71) 30 (94) a7 (84) 0.030
Presente no nucleo/citoplasma 7 (29) 2 (6) 9 (16)
E-caderina (n=56)" *
Positiva 23  (96) 33 97) 56 (100) NA.
Negativa 0 (0 0 (0 0 (0

RE, receptor de estrogénio; RPg, receptor de pieges; RCB, carga de cancer residual, pRC, resposhpleta patoldgica; NA, ndo aplicavel.
a Para idade, invasdo linfovascular, indice Ki-67-eaderina foi utilizado o teste exato de Fisher.

* Classificagdo TNM de acordo com a Unido Interomal Contra o Cancer, 1 Classificagdo segundo BiBahardson, § A imunohistoquimica
foi realizada de acordo com a prética local.

1 n =56 porque o material foi consumido em duasepées.

4.4 Seguranca

A avaliacdo da seguranca ao protocolo propostoefaizada em todas as pacientes
que fizeram pelo menos um curso de tratamento neaade (n = 60) e demonstrou que 0s
eventos adversos gastrointestinais graus 1 e thfosamais frequentes (Tabela 4.6).
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Dezessete (28%) pacientes tiveram eventos advesasionados com o acido
zoledrénico sendo, 29% de grau 1 (mialgia; 3 paegea febre; 2 pacientes) e 71% de grau 2
(mialgia; 6 pacientes, artralgia; 4 pacientes erefel? pacientes). Nenhuma paciente
apresentou disfuncao cardiaca ou osteonecrosermtdibua em qualquer grau.

N&o houve evento adverso grau 5 no periodo da je@atia. Trés (5%) pacientes
tiveram eventos grau 4 (neutropenia febril; 2 pae® e neutropenia; 1 paciente). Trinta e
nove (65%) pacientes apresentaram eventos advgraas3; neutropenia febril (20%, 12

pacientes) e diarréia (12%, 7 pacientes) foramais oomuns (Tabela 4.6).

Grau 1

Grau 2 Grau 3

Tabela 4.6— Distribuicdo das pacientes segundo a ocorrénciaadastos adversos

Grau 4 Todos os

graus

Eventos adversos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Alopecia 0 60 (100) - - 60 (100)
Nausea 23 (38) 23 (38) 1(2) 0 47 (78)
Mialgia 12 (20) 32 (53) 0 0 44 (73)
Mucosité 23 (38) 18 (30) 1(2 0 42 (70)
Fadiga 18 (30) 20 (33) 4 (7) 0 42 (70)
Diarréia8 12 (20) 15 (25) 7(12) 0 34 (57)
Prisdo de ventfe 18 (30) 11 (18) 0 0 29 (48)
Artralgia 11 (18) 17 (28) 0 0 28 (46)
Vomito® 14 (23) 10 (17) 1(2) 0 25 (42)
Febre 17 (28) 4 (7) 1(2) 0 22 (37)
Afeccdes dos tecidos
subcutaneos e cutanéos 10 (17) 11 (18) 0 0 21 (35)
Distarbios respiratérios e
toracicos 13 (22) 5 (8) 0 0 18 (30)
Infeccdes e inflamagdes 8 (13) 6 (10) 3 (5) 0 17 (28)
Neutropenia febril 0 2 (3 12 (20) 2 (3) (P®)
Anemia 2 (3) 14 (23 0 0 16 (26)
Anorexia 6 (10) 7 (12) 0 0 13 (22)
Dor de estbmago$§ 8 (13) 3 (5) 11 (18)
Sintoma semelhante a gripe 9 (15) 1 (2 0 0 10 (17)
Dor de cabeca 7 (12) 3 (5 0 0 10 (17)
Neutropenia 0 4 (7) 4 (7) 1 (2 9)(16
Distlrbios geraid 5 (8) 2 (3) 2 (3) 0 9 (14)
Membros de edema 6 (10) 2 (3 0 0 8 (13)
Sindrome de eritrodisestesia
palmar-plantar 0 1 (2 0 0 8 (13)
Disgeusia 6 (10) 2 (3 0 0 8 (13)
Ansiedade e depresséo 5 (8) 3 (5 0 0 8 (13)
Dor no osso 2 (3 5 (8) 0 0 7 (12)
Hiperglicemia 0 5 (8) 2 (3 0 7 (12)
Dor abdominal 5 (8) 1 (2) 0 0 6 (10)
Neuropatia motora periférica 5 (8) 1 (2 0 0 6 (10)
Tontura 4 (7) 0 1 (2 0 5 (9)
Hipertensédo 0 3 (5 0 0 3 (5)
Sonoléncia 2 (3 0 0 0 2 (3
Perda de peso 1 (2 0 0 0 1 (2
Disfuncgédo cardiaca 0 0 0 0 0
Osteonecrose de mandibula 0 0 0 0 0

Os eventos gastrointestinais incluiram nauseasosas, vomitos, diarréia, constipacéo, dor estosadar abdominal.

§ As alteragdes do tecido subcutaneo e cutanewiiani eritema, prurido, acne e alterages nas unhas

TOs distarbios respiratorios e toracicos incluirama bronquica, tosse seca definitiva, dor de géaganinite alérgica.
* Infeccdes e inflamacdes incluiram infecgdes mimbcdes da pele ou dentes (sem osteonecrose débmial, infeccéo urinaria, pneumonia,

amigdalite e infecgao respiratdria do tratsuperior.
¥ Distarbios gerais incluiram hiperuricemia, dibtas hepatobiliares e disfuncéo renal.
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4.5 Complianceao tratamento proposto

Na tabela 4.6 é demonstrado a taxacdenpliancede acordo com a etapa de
tratamento realizada em 59 pacientes, atraveés rifcagdo da taxa de modificacdo de dose
(MD). Uma paciente nao foi incluida na analise fgordesistido do tratamento precocemente
(ap6s 4 ciclos de AC + ZOL). No total, foram reatips 226 (96%) ciclos de AC, 202 (86%)
ciclos de DOC, 235 (99%) ciclos de trastuzumable(932%) ciclos de ZOL.

Na fase de tratamento com docetaxel foi onde ogaarenaior taxa de MD (14%),
devido aos eventos adversos (neutropenia febatligd). Em relacdo ao acido zoledrénico, a
taxa de MD foi de 9% principalmente por efeito domgentos adversos prolongados do
docetaxel, porque, de acordo com o protocolo, o ZAph infundido 1 semana apés a
quimioterapia, periodo no qual as pacientes aipdesantavam toxicidade ao DOC.

Tabela 47 - Taxa decompliancedistribuida pelo tipo de medicamento utilizado egime de
quimioterapia neoadjuvante

Z0L
n (%)

Trastuzumabe
n (%)

Docetaxel
n (%)

ModificacBes de dose 236 (100) 236 (100) 236 (100) 472 (100)
Doses de reducao 2 15 0 0
Atraso da dose 7 18 0 21
Omisséo de dose 1 1 1 20

Total de tratamentos completos 226 (96) 202 (86) 235 (99) 431 (91)

AC, doxorrubicina e ciclofosfamida; ZOL, acido zai@dico.

* As modificagdes da dose foram apenas analisaiheS9 pacientes porque uma teve falta de ades@oqameten a
quimioterapia.
§ Foi considerada dose de atraso apenas paraases3 dias de atraso em relacdo ao cronograma plamejad

4.6 Andlise da expressao génica diferencial degiantes que tiveram pRC
ao tratamentoversusas que ficaram com doenca residual

Para avaliarmos a diferenca de expressdo génidaalgkntre as pacientes que
obtiveram pRC e as que tiveram resposta patoldgaampleta apds realizarem o protocolo
de tratamento investigacional realizamos ensaiosid®array.

Neste ensaio foram utilizadas para analise, aassdt biopsias do tumor de mama de
dezoito pacientes antes do tratamento, sendo (gsaslequatro pacientes tinham tido pRC
(sem componentén situ [CDIS]) e quatorze ficaram com doenca infiltrangsidual na
mama, apos o tratamento.

Como ponto de corte, selecionamos 0s genes difaigrente expressos com
expressao diferencial de no minimo 2 vezes para mapara menos. Assim, determinamos
0s genes aumentados e diminuidos na comparacdmogsos resultados, encontramos 267

genes diferencialmente expressos sendo que 128sdgsses foram encontrados aumentados
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nas pacientes com pRC e 138 diminuidos quando caohpsm com pacientes com doenca

residual (Figura 4.3). A lista dos genes diferdnuoggnte expressos encontra-se no anexo 8.6.

Genes aumentados nas pacientescom pRC 129

Genes diminuidos nas pacientes com pRC 138

Figura 4.3 — Distribui¢do numérica dos genes diferencialmente expressos (aumentados € diminuidos) nas
amostras do tumor das pacientes que obtiveram pRC (sem CDIS) versus as que ficaram com doenca residual na
mama.

Esses resultados foram dispostos @uoster, utilizando o programa GeneSpring, e

estdo apresentados na figura 4.4.

aissisainninnil

Figura 4.4 - Apresentacdo em forma delusterdos 267 genes diferencialmente expressos encontradm
ensaio de microarray Para esse ensaio foram utilizadas dezoito ansodéi® pacientes do estudo, sendo quatro
de pacientes com pRC (sem CDIS) ao tratamento tergeade pacientes que ficaram com doenca residuoal.
vermelhoos genes aumentados e eaide os diminuidos. RC-resposta completa; RlI-respaostanmpleta; Z-
amostras do estudo Zo-NAnTax; H-subtipo HER, LHtfabluminal HER,CDIS - carcinoma ductah situ.

Conditon
RESPOSTA COMPLETA

Z04-RI-LM txt-cy
ZOA3-RI-LH txt

ZO1-RI-LH txt cy
ZO3-RI-LM.txtcy
ZO40-RI-H txt cy
ZO10-RI-H txt cy
2025-RI-M.txt cy
ZO33-RI-LH.txt.c
ZO14-RI-LH txtc
Z08-RI-LM txt oy
ZO34-RI-LH txtc
ZO29-RI-LH txtc
ZO31-RILH tetc
ZOS-RC-LH txtc
Z024-RI-H txt cy
ZO8-RC-H.txtcy
ZO6-RC-LH txtc
ZO39-RC-H txtc
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Nesta analise é possivel ver que as pacientes B@rsp separam das que mantiveram
doenca residual pelo perfil de expressao ndo irmapdd o grau do tumor e a expressao ou néao
de RH. No entanto, uma paciente que apresentolgdoesidual se agrupou com as pacientes
com pRC.

Para tentar entender este fato analisamos os dddm®s desta paciente, que apesar
de apresentar doencga residual mostrou expressaagénpacientes com pRC. Esta paciente
tinha tumor grau 2, sem expressao de receptoresomaiis (subtipo HER). Por outro lado,
entre as quatro pacientes com pRC; duas tinham dgjdtivo (subtipo HER) e duas tinham
RH positivo (subtipo luminal HER) o que indica cqueositividade ou ndo dos RH nao pode
explicar o porque desta paciente ter se agrupadtricha diferente.

Tendo em vista estes resultados resolvemos ireduracientes com CDIS residual no
grupo considerado como pRC e comparar com aqueladiveram a presenca de doenca
residual invasiva. A clusterizacédo destas anatisesxpressao génica, considerando um ponto
de corte em 1,5X de diferenca de expressao génidi@a uma separacao perfeita entre os
dois grupos de pacientes como pode ser visualinadfigura abaixo (Figura 4.5). Nesta
analise foram encontrados 182 genes diferenciabmexpressos, sendo 91 aumentados em
sua expressdo e 91 com expressdo diminuida. Pegaeasaio foram utilizadas vinte e trés
amostras, sendo nove de pacientes com pRC (com)CidSratamento e quatorze de

pacientes que ficaram com doenca residual invasiva.
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Condition
RESPOSTA COMPLETA

ZO43-RI-LH txt cy5By
ZO14-RI-LH txt.cy5By
ZO8-RI-LH txt cy5ByC
ZO31-RI-LH txt.cy5By

ZO1-RI-LH txt:cySByC
ZO3-RI-LH txt cy5ByC
ZO10-RI-H txt cy5ByC
Z025-RI-H txt cy5ByC
ZO33-RI-LH txt:cy5By
ZO34-RI-LH txt cy5By
ZO7-RC(CDIS)-LH.txi
ZO38-RC(CDIS)-LH.t

v
>
Q
0
>
0
o
-
o
b
(o}
N

Z024-RI-H txt cy5ByC
ZO4-RI-LH txt:cy5ByC
ZO29-RI-LH txt cy5By

Figura 4.5 - Apresentacdo em forma deluster dos 182 genes diferencialmente expressos encontradm
ensaio de microarray Para esse ensaio foram utilizadas vinte e trésstas das pacientes do estudo, sendo nove de
pacientes com pRC (incluindo CDIS) ao tratamentaaayze de pacientes que ficaram com doenca résidigsiva. Em
vermelhoos genes aumentados e emdeos diminiddos.RC-resposta completa; RI-resposta incompleta; Zstna®

do estudo Zo-NAnTax; H-subtipo HER, LH-subtipo lmali HER,CDIS - carcinoma ductdh situ.

1B L] | I 8 'me I 1

4.6.1 Vias de sinalizacao e processos relacionemnsos genes diferencialmente expressos
encontrados na comparacdo entre as pacientes \ggranti pPRC ao tratamento as que
ficaram com doenca residual

No intuito de verificar em quais vias de sinal&@@ em quais processos bioldgicos os
genes diferencialmente expressos encontradosnicooarray inicial estavam inseridos,
realizamos uma anélis@ silico utilizando o software Metacor®. Interessantemente a
mesma analise realizada com todas as amostragieratas com resposta pRC (sem CDIS)
agrupadas como mostrado na figura 4.5 resultoumassnos dadas silico.

Os resultados dessas andlises mostraram que es geroontrados diferencialmente
expressos estdo inseridos em diversas vias deazsaigg@d ja conhecidas, dentre as quais

podemos destacar as vias descritas relacionadasacBrogressao de cancer de pancreas,
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Fatores de crescimento na regulacdo da proliferaQ#@erenciacdo endotelial durante o
desenvolvimento embrionario e Via de NOTCH induairtcansicdo epitélio-mesénquima
(figuras 4.6, 4.7, 4.8, 4.9).

Estes resultados sugerem que as pacientes quermediponderam sdo aquelas com
maior proliferacdo celular controlada pela via rdeeptor dePDGF, passando poLyn
quinase, P13Ke aumento de-Fos; pacientes com menor sinalizagdo de SHH alterando
angiogénese e diferenciacdo celular através daabdéx expressdo d&ie2 e Notchl
Finalmente as pacientes com pRC mostram uma imibigi TEM (Transicao Epitélio -

Mesenquima) devido a diminuicdo da sinalizacabdloehl.
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TGF-beta 1
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Figura 4.6- Via de sinalizagdo encontrada na anaksn silico relacionada com os genes diferencialmente
expressosOs genes encontrados no ensaionitroarray estdo representados com um termémetro ao lado, na
cor azul indicando diminuicdo de expressdo nos pacientesrgsponderam ao tratamento na eermmelha
indicando aumento de expressado. Nesta via valagesb aumento da expressaoRI2GF-A induzindo um
aumento da expressdo d€os
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Figura 4.7- Via de sinalizagdo encontrada na anéksn silico relacionada com os genes diferencialmente
expressosOs genes encontrados no ensaionitroarray estdo representados com um termémetro ao lado, na
cor azul indicando diminuicdo de expressdo nas pacientesregponderam ao tratamento e naveomelha
indicando aumento de expressdo. Nesta via valeaa®sgue além dos genes com expressdo aumentadas
descritas na figura anterior temos o aumento dadwnase e, também uma diminui¢cdo de expressad=iRe H

nas pacientes com pRC (sem CDIS).
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Combined BMP, Notch
and Wnt signaling induces
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Figura 4.8- Via de sinalizacdo encontrada na anaksn silico relacionada com os genes diferencialmente
expressosOs genes encontrados no ensaionitroarray estdo representados com um termémetro ao lado, na
cor azul indicando diminuicdo de expressdo nos pacientesrggponderam ao tratamento e navemelha
indicando aumento de expressao. Esta via se raacimm outros processos que ndo a proliferacatacefqui

vale destacar a diminuicdo da via de NOTCH1 encfpia derivada da diminuicdo da expresséo de Gi_tjye
significa que a sinalizacdo de SHISohic Hedgehggdiminuida altera provavelmente a angiogénese e a
diferenciagdo das células tumorais.
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Figura 4.9- Via de sinalizagdo encontrada na anékdn silico relacionada com os genes diferencialmente
expressosOs genes encontrados no ensaionitroarray estdo representados com um termémetro ao lado, na
cor azul indicando diminuicdo de expressdo nos pacientesrgsponderam ao tratamento. Nesta via temos
novamente o envolvimento da via de Notch nesteestminfluenciando a transigéo epitélio-mesenqujimmain
reducéo da sua expressao.

Os processos biolégicos alterados identificadssangnalise assim como o0s principais

genes diferencialmente expressos em cada via ®std@arizados na figura 4.10.

PROCESSOS Genes encontrados diferencialmente expressos pR@ifs CDIS) x RI

BIOLOGICOS

Collagen I, COL1A1, COL1A2, Collagen Xll, Galectin-8, Versican, Collagéf
Adesao celular Fibronectin, COL9A3, Collagen V, COL5A2, EMILIN-2Stromelysin-1, MMP-1,
MENA, ErbB2, Plexin B2, Semaphori 413K cat class IA

Transducao de sinal NOTCH1, FZD1, FrizzledPDGF-A, HES6,ErbB2, SFRP2¢-Fos PI3K cat class IA,
Adrenomedullin, C3, RIP140, RARalphzical, PERC, PERC, XBP1, COMT

Inflamacéo C3a, C3b, C3dgf3, iC3b, MBL2, SAA4, Fibronecting-Fos SERPINA3 (ACT),
PI3K cat class IA

Remodelamento de ECM Collagen I, MTCBP-1, Collagen X, FibronectlfERPINA3 (ACT), MMP-11 (Str-3),
Stromelysin-1, MMP-1

Figura 4.10 - Principais processos relacionados coos genes diferencialmente expressos das paciergas
responderam encontrados no ensaio daicroarray. A Ultima coluna da figura se refere aos genes drados
diferencialmente expressos em cada processo. O=s gigstacados estdo inseridos nas vias de sidaizag
alteradas das pacientes, sendo quevenmelho estdo representados os gemesnentados e emzul os
reduzidos.
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Além das vias de sinalizacdo e dos processos lwogo software também nos
mostra vias de interacdo relacionadas com os garasitrados diferencialmente expressos.
Nesses resultados nos chamou a atencdo o aumergapdsssdo do gene HLA-B nas
pacientes que obtiveram resposta completa (Figurh).4Além disso nesta mesma figura
podemos destacar a expressao baixa de Activindiéando que as pacientes que atingiram a
pRC apesar de terem células mais proliferativas teéo caracteristicas de célula tronco

indiferenciada.

/ANOG
L3
* Acetyl-Co acyltransferase
-3/4
pzTP fHADHB
/YACTAZ

\2 v\

Histone H1 testis
SMAD\ /

ActRIIB

' RIIA

Y e U |
HLA-Cw7. HLA-A66
HLA-B54

Y HLA-Cw2

HLA-Cw6

Y

HLAASS HLA-A33 2 COL5A1
COL5A3

@

Figura 4.11 - Vias de interacdo entre os genes difmcialmente expressosA figura mostra os genes
diferencialmente expresos entre as pacientes gamgram pRC (sem CDIS) e as que ficaram com doenca
residual ap6s o tratamento. Os genes encontradesvina de interacdo no ensaio decroarray estdo
representados com um circulo na eaul indicando diminuicdo da expressédo e, navamelha indicando
aumento de expressao.

4.7 Tratamento cirdrgico realizado

O tratamento ciruargico foi determinado de acordm s praticas institucionais na
primeira consulta cirdrgica, podendo sofrer altéescao final do tratamento neoadjuvante de

acordo com a resposta terapéutica. A cirurgia nfegjuentemente realizada foi a
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mastectomia radical modificada com esvaziamenttarakiomolateral; vinte e sete (47%)
pacientes e a menos realizada foi a segmentectooniapesquisa de linfonodo sentinela
homolateral; cinco (8.6%) pacientes (Tabela 4.8).

Tabela 48 — Tratamento cirurgico realizado ap6s a neoadgigan
Caracteristicas n%

Numero das pacientes incluidas 58 (100}

Mastectomia radical

Mastectomia Radical Modificada com EA 27 (47)
Mastectomia Radical Modificada com
pesquisa do SLN 10 (17)
Total 37 (64)

Segmentectomia (cirurgia conservadora)

Segmentectomia com pesquisa de SLN 16 (28)
Segmentectomia com EA 5 (9)
Total 24 (37)

* ndmero de pacientes incluidas na avaliacdo do tip tratamento cirdrgico realizado (duas
pacientes optaram por nao realizar a cirurgia da)nBA — esvaziamento axilar e LNS - linfonodo
sentinela.
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5 DISCUSSAO

O nosso estudo de fase Il prospectivo neoadjuvamdAnTax, realizado em pacientes
com cancer de mama HER2 positivo com tumores gsafidediana de tamanho do tumor de
61 mm) alcancou uma taxa efetiva de pRC (ypTO /ypNO0) de 42% com o esquema
terapéutico de doxorrubicina e ciclofosfamida (Afgis acido zoledrénico por quatro ciclos
seguido por uma combinacdo de docetaxel e trastzeimais acido zoledrbnico por quatro
ciclos e cirurgia da mama. O protocolo consistiu e total de oito ciclos de acido
zoledronico, sendo o primeiro ciclo junto com onmiro AC e ciclos subsequentes uma
semana apos cada ciclo de quimioterapia.

Em pacientes com cancer de mama HER2 positivocjaré que as taxas de pRC estdo
associadas a uma melhora significante na sobresiavd@nre de doenca e sobrevida global
(CORTAZAREet al, 2014; UNTCHet al, 2011; BROGLICet al, 2016).

A superexpressao/amplificacdo do HER2 em céluldsligis mamarias humanas induz
vantagem proliferativa, caracteristicas transfomsaed crescimento tumorigénico, e 0
blogueio de sua via de ativagdo persistente pronmoa®r sensibilidade a quimioterapia
(MARK, 2007).

O trastuzumabe, um anticorpo monoclonal que se dgadominio IV do segmento
extracelular do receptor HER2/neu, aumentou sigatiffamente a taxa de resposta patoldgica
completa, com consequente melhora na sobrevidadquassociado a quimioterapia
neoadjuvante, conforme demonstrado no estudo NOWdd @Adjuvant Herceptin ), em que a
taxa de pRC melhorou de 19% no braco de quimiotersqzinha para 38% no braco de
quimioterapia com trastuzumab (GIANNt al, 2010; GIANNI et al, 2014) e no estudo
TECHNO (Taxol Epirubicin Cyclophosphamide HerceptiaOadjuvant), no qual a taxa de
pRC foi de 39 % com o tratamento combinado (UNTeTHL, 2011).

Mais recentemente, o estudo Neoadjuvante de Pemalze Herceptin em um regime de
tratamento priméario (NeoSphere) demonstrou que mlodbloqueio de HER2 através da
combinacdo de pertuzumab, um anticorpo monoclamalsg liga ao dominio Il do segmento
extracelular do receptor HERZ2/neu, evitando a sumenzacdo, como tratamento
neoadjuvante, com trastuzumab e quimioterapia mostumento das taxas de pRC de 29%
para 46% (GIANNIet al, 2012) embora tenha aumentado a incidéncia eaddgide da
diarréia relacionada ao tratamento e aumentado standente a freqUéncia de toxicidades
hematoldgicas.

Em agosto de 2016 a ANVISA aprovou o duplo blogumoHER2 com pertuzumabe,

trastuzumabe e quimioterepia como opcédo terapéucedjuvante, para pacientes com
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cancer de mama localmente avancado HER2 positivestddo Zo-NAnTax comecou e
terminou antes que o duplo blogueio do HER2 fogm®vado no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria para uso no traaim neoadjuvante do cancer de mama
HER2 positivo.

Mesmo com um duplo bloqueio do HERZ2, as taxas sjgosta patoldgica completas nao
excedem mais da metade dos pacientes. Portantoedessidade de novas estratégias de
tratamento. Tais estratégias poderiam incorporarosioagentes anti-HER2 tais como
neratinib, um inibidor oral de Pan-HER, que inieversivelmente a atividade da tirosina
quinase dos receptores do fator de crescimentémpicb (EGFR ou HER1), HER2 e HERA4,
0 que leva a reducédo da fosforilacdo e ativacawviakede sinalizacdo a jusante. Esta droga
pode ser promissora em cenarios neoadjuvantes @avqestudo adjuvante, ExteNET,
demonstrou uma sobrevida livre de doenca invasva ahos significativamente melhor ao se
incluir o neratinib por 12 meses ap0s a quimioterap terapia adjuvante a base de
trastuzumabe (CHANt al, 2016).

No entanto, esses novos medicamentos tendem aagercanos e mais toxicos. O acido
zoledronico inibe a sintese de farnesil pirofosfatma enzima chave para a manutencéao da
integridade da via do mevalonato e, em ultima m8& para a modificacdo pos-traducéo de
GTPases, como Ras, Rho e Rac, moléculas envolvidasegulagcdo da proliferacéo,
sobrevivéncia, formacdo de vesiculas intracitopfdE@s e rearranjo da membrana
plasmatica (LUCKMANet al, 1998). As proteinas Ras atuam em uma rede czmple
sinalizacao intracelular (RaskKRK) - Mek (MAPKK) fke(MAPK)) relacionada a progressao,
crescimento e migracdo do ciclo celular, alteragdescitoesqueleto celular, apoptose e
senescéncia (FERNANDEZ-MEDARDE; SANTOS, 2011).

Com base nestes dados, o estudo Zo-NAnTax ofemmze aportunidade Unica para
estudar prospectivamente mecanismos bioldgicos idagds na resposta patologica
diferencial em pacientes com cancer de mama HERRiyus tratados com quimioterapia,
trastuzumabe e &cido zoledrénico.

A taxa de pRC (42%) encontrada com Zo-NAnTax nalfdo tratamento neoadjuvante
foi muito semelhante aos resultados obtidos compbodbloqueio HER2 com menos custo e
menos eventos adversos. A andlise exploratoria sudmyrupos clinicopatolégicos néo
identificou um subgrupo mais especifico que se fieae

No presente estudo, a positividade ao HER2 naarfm caracteristica associada aos
receptores hormonais negativos, maior grau histmogu idade mais nova ao diagnostico do
cancer de mama, como mostrado nas tabelas 4.1 @fér2nte dos resultados observados em
outros estudos (HUANG; NEVEN; SANTOS, 2005; KRISHEWAMY et al, 2013).
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A maioria dos estudos que tentam identificar fagreeditivos de resposta patoldgica
completa em pacientes com cancer de mama HER2vpssgao retrospectivos. Em nosso
estudo prospectivo, evidenciou-se uma maior prdidabie de resposta patolégica completa
em pacientes com Ki-67 elevado, corroborando comadss retrospectivos de 114 pacientes
com tumores HER2 positivos do estudo NOAH (NeoaalivHerceptin), que mostrou que 0s
tumores HER2 positivos com um o alto indice deifar@cao tiveram maior beneficio da
quimioterapia baseada em trastuzumabe (P&, 2014).

A literatura favorece o pRC para subgrupos déepses com cancer de mama que séao
HR negativos em relacdo aos HR positivos, comoowvigi estudo CALBG 40601 que
demonstrou uma taxa de pRC global de 46% e uma miR8ubgrupo de pacientes HR-
negativos de até 69% (CAREeX al, 2016). No estudo NeoALTTO, o brago de trastuzuema
diferiu a taxa de pRC de acordo constatusdo RH com taxas de pRC de 36,5% versus
22,7% (HR-negativoversusHR-positivo) e para a combinagcdo de trastuzumadpatinib
com 61,3% contra 41,6%, respectivamente (AZMBWJAl, 2014). No estudo NeoSphere, a
taxa global de pRC de 63,206rsus26% foi observada para a doengca HR negatersusa
HR positivo, respectivamente, e uma diferenca ¢a%aversus5,9% no braco combinado de
pertuzumabe versus o de trastuzumabe, respectivarf@RANNI et al, 2012).

A presenca de infiltrado linfocitico tem sido objete debate, com resultados mais
estabelecidos no cancer de mama triplo negativop&sientes com tumor HER2 positivo, 0s
estudos ainda ndo sdo unénimes quanto a relacé® iafittrado linfocitico e resposta
patolégica. No estudo NeoALTTO, os niveis de Tlbsam significativamente associados
com o0 aumento da resposta patolégica completa (4L et al, 2015), mas no estudo de
Heppneret al, as amostras tumorais HER2-positivas dos endioadjuvante GeparQuattro
e GeparQuinto mostraram que os tumores com nivaisres de TILs ndo apresentavam
taxas de pRC significativamente diferentes (HEPPNER, 2016).

J& os tumores mamarios que apresentam imunocatorpe@a p53 sdo mais
freqlientemente receptores de estrogénio negativeseptores de progesterona negativos.
Eles foram associados a uma alta taxa de prolderaglto grau histolégico, aneuploidia e
sobrevivéncia mais baixa (BERTHEA&1 al, 2008).

Chen MBet al conduziram a primeira meta-analise para avaligilidade de TP53 (a
expressdo da proteina ou mutacdo génica foi aelipara prever a resposta de pacientes
com cancer de mama a quimioterapia neoadjuvantala@ss suportam que o status TP53
pode ser um fator preditivo Util para avaliar aposta a quimioterapia neoadjuvante em

pacientes com cancer de mama, mas as interagcfpS3de HER2 positivos permanecem
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desconhecidas e devem ser topicos para uma inagdtignais aprofundada (CHEN MeB
al., 2012).

Diferentes abordagens para avaliar p53 em paciaues cancer de mama, como
expressdo ou falta ou mutacdo de TP53 (TROESTER.,e2006) podem ser realizadas e
podem fornecer resultados aparentemente contriagditquanto ao papel de p53 na resposta
patologica. Por exemplo, no estudo CALGB 40601ssnatura p53 foi associada de forma
independente com altas taxas de pRC em 305 paziente cancer de mama HER?2 positivo,
(CAREY et al, 2016) e no estudo GeparSixto, esta associacaofaidobservada nos
subgrupos de pacientes HER2 positivos (DARB-ESFAHA al, 2016). Nos nossos
resultados, a expresséo p53 nao foi associadoauaranto de pRC.

Quanto a expressdo dkcatenina no nucleo/citoplasmatica, em nosso esfado
associada a uma taxa maior de pRC apoés o tratameanswjuvante com acido zoledronico,
diferentemente do que Elsamagtyal demonstram em um estudo retrospectivo no qual as
maiores taxas de pRC estavam presentes quandoaxgvessao dp-catenina na membrana
(ELSAMANY et al, 2016). Talvez por haver poucos pacientes conresgfo nuclear
[citoplasmatica de3-catenina em nosso estudo, esses dados tenhantaidimversos e
necessitem ser validados em uma coorte maior dernpes.

A seguranca foi um objetivo importante analisads. r@sultados mostram que a
associagdo de antraciclina e taxano com trastuzanealacido zoledrénico na terapia
neoadjuvante é segura e nenhum efeito adverscade3gvu superior foi relacionado ao acido
zoledr6nico.

Considerando que atrasos e/ou reducbes na doseuidaotgrapia reduzem a
possibilidade de alcancar o beneficio maximo ddamnanto (CHIRIVELLA, 2006),
avaliamos ocompliancedo paciente de acordo com o tipo de medicamenliaadd no
tratamento neoadjuvante para quantificar e reptasers taxas de tratamento com dose
modificada, dose reduzida, dose adiada e dosedamiti

A reducdo daompliance(Tabela 4.7) ocorreu principalmente durante @tn&nto com
docetaxel (14%). Como esses eventos adversos fregiente persistiram por mais de sete
dias, ocompliancecom o acido zoledrénico foi comprometida em 9% gasientes. Em
geral, o tratamento proposto no estudo teve bompliancea soma das porcentagens de
tratamento sem modificacdo da dosexf@5% (CHIRIVELLA et al, 2009).

No intuito de tentar entender por que pacientes camacteristicas semelhantes
responderam de formas diferentes ao tratamentzasals ensaio dmicroarray. Quando
avaliamos os resultados, identificamos 267 gendsreticialmente expressos quando
comparamos as pacientes que obtiveram respostiégiatocompleta (sem componente de
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CDIS) e as que nao obtiveram resposta completax@ABeb). Dentre os genes encontrados
diferencialmente expressos nos chamou a atencémer#o da expressao dos geREXGF-

A, PI3K, c-FOSe HLA-B e a diminuicdo da expressao dos genes NQTOH2, GLI2e
Activina Anas bidpsias pré-tratamento de pacientes quativeesposta patoldgica completa
ao término do tratamento neoadjuvante proposto.

E importante ressaltar que esses genes ja apresentaa expressdo alterada antes
mesmo do inicio do tratamento indicando uma prediggo a resposta ao tratamento.

Um dos processos biolégicos relacionados com asésgompleta € o processo de
proliferacédo celular. Pacientes com pRC apresemtayenes relacionados com esse processo
aumentados em relacdo aos que néo tiveram pR&olferacdo tem sido relacionada com
uma melhor resposta patologica a quimioterapia neoadiiev em pacientes RE positivo
(STOVEREet al, 2016). Neste estudo de meta analise foi mostjadaa capacidade preditiva
a resposta a quimioterapia neoadjuvante esta adsoaiproliferacdo. Ainda neste aspecto, a
proliferac@o relacionada a Ki-67 (biomarcador delifaracdo celular) > 50% é um fator
preditivo para pRC apds tratamento neoadjuvanti¢cando que a proliferacdo celular esta
intimamente relacionada com a quimiosensibilid#deBA et al, 2016).

O processo de proliferacédo depende de varios fammode ser ativado por diversas
vias, dentre elas, a via de sinalizacdo de PI3KiaAle sinalizacdo de PI3K € uma via central
relacionada como diversos processos com crescimazitdar, proliferacdo, mobilidade,
sobrevivéncia a apoptose (VELLOSDal, 2017). No cancer de mama, membros desta via
sdo descritos como os mais alterados, s€P@&K o gene mais mutado ja descrito nesta
patologia (VELLOSCet al, 2017).

Em tumores de mama HER2 positivo, a dimerizagdondenbros da familia dos
receptores HER ativam a via de PI3K, resultanddaséorilacdo de AKT e ativacdo de
MTOR (DEY; DE; LEYLAND-JONES, 2017).

Nos nossos resultados, a via de PI3K parece terrsals ativada em pacientes com
pRC. No entanto, ndo ficando claro se esta ativagddeve aos parceiros dimerizados da
familia HER, ou a presenca de niveis mais altdBRIBF-A no plasma.

Com esta ativacad?I3K, PKC e c-Fos parecem ser mais expressos, induzindo um
aumento na proliferagéo.

Uma segunda via que se mostrou provavelmente @détdoa a via de sinalizagdo de
NOTCH. A sinalizacdo NOTCH é conservada evolutivai®es, durante o desenvolvimento,
regula o destino celular (VELLOS@t al, 2017). Em adultos, esta via participa de varios
processos incluindo proliferacdo, apoptose e magéte da atividade de células tronco
tumorais. Em humanos, a sinalizacdo NOTCH envolvecéptores NOTCH e 5 proteinas
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transmembrana receptores das familias JAGGED e BEKpesar de serem proteinas da
membrana plasmatica, os receptores NOTCH sofremegsamentos que culminam com o
dominio NOTCH translocado para o nucleo e funcidoanomo fatores de transcri¢do.
Alguns genes ativados por NOTCH séao conhecidostanesi de tumores, como ciclinas e
SLUG e irdo contribuir para a proliferacdo (ciclinas) dransicdo Epitélio Mesénquima.
(EMT- SLUG (ACAR et al, 2016).

Varios tém sido os relatos nos ultimos anos retesido a ativacdo da sinalizacdo de
NOTCH e o cancer de mama. Em cancer de mama, aegitieessdo de NOTCH esta
relacionada ao mal prognostico (ACAR al, 2016). Dentre as suas fungcdes no cancer de
mama, NOTCH protege as células epiteliais maméeaaspopt

ose, ativando AKT. NOTCH pode também regular a-aemovacdo das células tronco
de cancer de mama (ACAdR al, 2016).

Em particular, varios exemplos existem na litemtque mostram uma associacao
entre elevada sinalizagdo da via de NOTCH em subtgarticulares e a resposta a terapia
direcionada (BAKER; ZLOBIN; OSIPO, 2014).

No entanto, 0 que nos parece mais relevante éoaiagdo que tem sido feita entre a
via de NOTCH e a manutencéo/atividade das céltdasd tumorais de mama.

Nossas pacientes com pRC mostraram claramente nmraugtédo da via de NOTCH
ainda ao diagndstico. E possivel entdo que essasnpes tivessem menos células tronco
tumorais e, por isso, ndo mostraram resisténcidiateeao tratamento, uma vez que sabemos
que as células tronco tumorais apresentam resigtémcterapias alvo dirigidas e a
guimioterapia (MEHTA; OSIPO, 2009; VERWEf al, 2016).

Esta hipbtese fica ainda mais forte ao se verifigae estas mesmas pacientes
apresentavam membros das vias de SHH e f @mbém diminuidos.

Existem 4 vias mais reconhecidas para a manutedeaocélulas tronco, sao elas
BMP/TGF$ ,SHH, NOTCH e WNT (ANGELONEt al, 2015).

Nas nossas andlises, taAtctivina A membro da familia TGB-como GLI2, membro
da via de sinalizacdo SHH estdo diminuidos naseptes com pRC. Isto reforca a ideia de
gue menos ceélulas tronco tumorais estejam presemgsiutos mamarios destas pacientes.

O terceiro grupo de transcritos alterados que mwecg importante € o aumento de
expressao de membros da familia HLA classelLA-B.

A atividade antitumoral efetivada por linfécitosotoxicos infiltrantes (TILs) depende
da apresentacdo de antigenos pelas moléculas deld&ge | presentes nas células tumorais.
A perda de HLA classe | é um mecanismo pelo qualimor escapa do ataque imune
(KANEKO et al, 2011; LEEet al, 2016).
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Por outro lado, o alto nivel de expressao que alglelos ddHLA-B mostraram nas
pacientes com pRC, indica que nestas pacientésfosios citotoxicos estdo sendo ativados,
aumentando a capacidade das células citotoxidésantes.

Mais estudos tentando confirmar estas hipotesesnteser realizados para que as
pacientes possam ser sub-classificadas de acond@lgumas caracteristicas como antigeno
nuclear da proliferacdo celular, expressdo de mdtedas proteinas além dos subtipos
moleculares Luminal HER e HER e, desta forma, agtarkem a existéncia de estudos
clinicos com inibidores especificos hoje ja dispers (CHEWet al, 2008, HUDISet al,
2013; HANUSCHet al,, 2015; MURPHY; DICKLER, 2015; TOLANEt al, 2016)

Apesar das 6timas taxas de resposta patolégica (RERCB I= 57%), o niumero de
cirurgias radicais ainda foi superior as cirurgiasnservadoras (64%versus 37%
respectivamente) (Tabela 4.8). E possivel quedsgnexplicado pelo fato de que as nossas
pacientes tinham tumores de mama mais avancadasicGo do tratamento (mediana de
61mm), quando a proposta cirdrgica era definida.

Embora houvesse limitagbes no estudo Zo-NAnTaxqum®€ um estudo unicéntrico e
braco unico, sobre o efeito terapéutico da comBimade antraciclina e taxano com
trastuzumabe e acido zoledrbénico neoadjuvantesgai@ntes com cancer de mama HER2
positivo, os resultados demonstraram que o trataméi muito ativo e viavel, sem
toxicidade agravante. Os fatores clinicopatologijmeslitivos de resposta patoldgica parecem
ter um impacto diferente quando as vias HER2 e lopato estdo sendo bloqueadas e,
estudos futuros com ampliacdo das avaliagbes mnlalesu podem fornecer melhores

esclarecimentos.
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6 CONCLUSOES

» A associagdo de &cido zoledrdnico ao tratamentadj@gante com doxorrubicina e
ciclofosfamida seguido por uma combinagdo de dmekt® trastuzumabe em
pacientes com cancer de mama HER2 positivo, estilia 11IB se mostrou eficaz
com uma taxa de resposta patoldgica completa de #ib#pendente detatusdos
receptores hormonais;

» Nenhuma variavel clinicopatolégica se mostrourestaramente associada com a
resposta patoldgica completa;

» O tratamento proposto € seguro, ndo apresentowmeafeito colateral de grau 3 ou
superior devido a associacdo do &cido zoledrorocesguema de quimioterapia com
trastuzumabe;

» O Complianceao tratamento foi considerado muito bom, as meatifies de dose que
ocorreram foram por toxicidade a quimioterapia e dévido ao acido zoledrénico,
nao ultrapassando a taxa segura para que houvessibilidade de alterar a eficacia
do tratamento;

» Foram identificados 267 genes diferencialmente esqws quando comparamos as
amostras das biopsias das pacientes que obtivexsgpuosta patoldgica completa (sem
componente de CDIS) com as que tiveram respostéogata incompleta;

» Dentre os genes diferencialmente expressos nosocthamatencdo o aumento da
expressao dos gene®GF-A, PI3K, c-FOS® HLA-B e a diminuicdo da expressao dos
genes NOTCHTIE2, GLI2e Activina Anas bidpsias pré-tratamento de pacientes que
tiveram resposta patoldégica completa ao término tddamento neoadjuvante
proposto.
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8 ANEXOS

8.1 Carta do CEP de aprovacéo do estudo Zo-NAnTax

/ﬁuv (iNCA

10 NACIONAE D% CANCER
Memo 48/11-CEP-INCA Rio de Janeiro, 18 de abril de 2011.

A(0): Dra. Susanne Crocamo
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n* 154/10 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)
CAAE - 0007.0.007.000-11

Titulo do Estudo: Zo-Nantax — Estudo clinico de fase Il de tratamento com écido zolendronico
neoadjuvante associado ao esquema baseado em antraciclina seguido de taxane, em pacientes com
clincer de mama localmente avancado

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer aprovou
apos re-andlise o estudo intitulado: Estudo clinico de fase 11 de tratamento com dcido
zolendronico neoadjuvante associado ao esquema baseado em antraciclina seguido de
taxane, em pacientes com cincer de mama localmente avangado (protocolo versio 2.0
de 15/4/11), bem como o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (versido
versiio 2.0 de 15/4/11), em 18 de abril de 2011.

A documentagiio serd enviada 8 CONEP para andlise e registro do estudo.

Ressalto que conforme descrito na folha de rosto (item 49), o(a) pesquisador(a)
responsivel deverd apresentar relatorios semestrais a respeito do seu protocolo que
estdo previstos para as seguintes datas: outubro/2011 e abril/2012.

Atenciosamente,

YL

Dra. Adriana Scheliga
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquiss
CEP-INCA

Cle~ Dr, César Augusto Lasmar — Diretor do HC 111
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8.2 Parecer da CONEP de aprovacao do estudo Zo-NAaX

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N°, 039/2012
Registro CONEP 16488 (uste r* deve ser citado nas comespondéncias reforentes a oste projeto)

CAAE - 0007.0.007,000-11 Processo n® 25000.079699/2011-22
Projeto de Pesquisa; "Estudo clinico de fase Il de tratamento com dcido zolendrénico
necaduvanife associado ao esquema baseado em antracichna seguido de faxane, em
pacientes com cdncer de mama localments avangados”. Protocolo Versdo 2.0 de
15/4/2011; Tarmd o8 Consantimantd Lie & Easiaraciad (ICLE) Varsao 2.U da 1542011
Pesquisador Responséavel: Susanne Crocamo Ventilari da Costa

Instituigio: Instituto Naclonal de Cancer - INCA (CENTRO UNICO)

CEP de origem: Instituto Nacional de Cancer - INCA

Area Temética Especial Noves Procedimentos

Patrocinador. Instituto Nacional de Cancer - INCA

Sumario geral do protocolo

O cancer de mama é considerado um problema de saGde plblica devido a sua alta
incidéncia no mundo. No Brasil & a segunda causa de cdncer em mulheres, perde
somente para o cancer de pele n3o melanoma. Para 2010, estimou-se 49.240 novos
casos 0 que corresponderia a uma incidéncia de 49,27% por 100.000 habitantes.

A escolha do tratamento inicial cindrgico radical ou conservador, de quimicterapia
associada ou n80 a uma droga alvo melecular necadjuvante versus adjuvante elou
hormonioterapia e radiolerapia depende do estddio ou da exlensde da deenga O
tratamento sistdmico & pare integrante do tratamento multimodal do cancer de mama,
reduzindo de forma significativa o risco de recorréncia @ morte pela deenga. A busca de
arogas ou esguemas que sejam capazes de aumentar a resposta patoldgica completa é
uma tanica fundamental, porque o tipo de resposta patologica tem valor prognéstico em
cancer de mama, fraduzido por ganho de scbrevida,

Us benehcios em se optar por realzar quimioterapia necadjuvante, incluem a
possibilidade de realizagdo de um maior nimero de mastectomias conservadoras,
eliminar micrometastases, converter um tumor primano inoperavel em operavel e avaliar a
sensibilidade do tumor ao tratamento Instituido.

Priya Rastogl e colaboradores publicaram em 2008 os resultados do seguimento de
16 anos de dois estudos emblemdticos no iratamento do cancer de mama, © NSABP B18
€ 0 B27. O NSABP B18 avakava a diferenga de resultados em termos de sobrevida global
¢ sobrevida livre de doenga, em mulheres portadoras de cancer de mama operaveis,
utilizando tratamento com doxorrubicina @ ciclofosfamida (AC) adjuvante versus o mesmo
tratamento necadjuvante, mas os resultados provaram que nao havia diferencas entre os
grupos tratados.

O NSABP B27 também avaliava a possibilidade de diferenga de beneficio entre o
tratamento neoadjuvante versus adjuvante com a dferenga que o esquema era acrescido
ou néo de um taxane. Os resultados foram favordvels & Introdug8o do taxane & um
esquema com antracicina, tomando-se entdio uma op¢do padrio para o tratamento
necadjuvante. Os bifosfonatos sdo inibidores da reabsorglio éssea e lomaram-se o
padrio atual de cuidados para prevengio de complicagbes Osseas associadas a

us dnihc
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Cont. Parecer CONEP n®, 03902012

metastases Gsseas, Entre eles o acido zoledrdnico (ZOL) tem a malor atividade de
ant-reabsorclo ¢ssea e mostra diversos efeitos dietos anti-tumorals In vifro como
demonstraram Jagdev S P, @ col. Algumas caracteristicas quimicas e biologicas do ZOL
ndicam o potencial para inibigao do crescimento tumoral também in vivo.

O écido zoledrénico inibe a farnesil pirofosfato sintase, uma enzima chave na via
do mevalonato. Por 1550 é capaz de inibir a prenilagio de pequenas proteinas G, como
Ras, Rap1, Rho e Rab e os sinais mediados por elas, impedinde o crescimento, a
adesdoidisseminagao e invasdo das células tumoras,

Em relagdo ao tratamento necadjuvanie uma andlise de subgrupo do estudo
AZURE mostrou aumento significativo da resposta patologica completa nas pacientes
tratadas com ZOL. Nés postulamos que o ZOL possa aumentar o efeito necadjuvante da
quimioterapla também em mulheres portadoras de cancer de mama HER2 positivo, desta
forma propomos o presente estudo para avaliar a resposta patoldgica e radiolégica ao
tratamento e analisar pardmetros moleculares capazes de traduzir este efeito.

O objetivo primario do estudo é mensurar a a de cancer de mama residual
(RCB) apds firatamento neoadjuvante com FAC (Doxorrubicina+Ciclofosfamidass-
Fluorowracil) X 3 + ZOL seguidos de TXT (docetaxel) X 3 +trastuzumabe+ ZOL, em
pacientes do sexo ferninino com cancer de mama estagio IIA a 1IIB HER-2 positivo, RH
positive e/ou negativo,

Os objetivos secundanos incluem: Avalar a toler@ncia e seguranga ao tratamento
com o esquema FAC e docetaxel associados ao Acido zoléndronico, de acorde com
critérios de towcidade do Common Terminology Criteria for Adverse Events versdo 30;
Avaliar @ expressdo génica dferencial em tumores de pacientes responsivas e nio-
responsivas ao tratamento; Avaliar a presenga de VEGF sérico, Correlacionar a resposta
patolégica com a expressdo génica, Analisar o efeito da associagdo terapéutica, na
bidpsia antes do tratamento sistemico & na amostra do tumor na ocasido do tratamento
cirdrgico, através da quantificaco da apoplose e alteragdo da adesividade e Avaliagdo de
predigio de resposta patologica através da ressondncia nuclear magnética.

As pacientes receberdo esquema de tratamento com Doxorrubicina 5S0mgim?;
Ciclofesfamida 500mg/m® e 5-Fluorouracil 500mg/m*® por via intravenosa a cada 21 dias
por 3 cclos associados ao acido zolendrdncio 4mg por via Intravenosa a cada 28 dias,
seguidos de docetaxel 100mg/m® por via Intravencsa a cada 21 dias por 3 ciclos
associados ao acido zolendrbnico 4mg por via Intravencsa a cada 2B dias e ao
frastuzumabe (H) 8mg/Kg na primeira infusdo & Bmg/Kg nas duas outras subseqoentes a
cada 21 dias por 3 cicles, com um total de 08 ciclos de quimioterapia acrescido do dcido
zolendrdnico. O tratamento serd interrompido em caso de evidéncia clinica de progressdo
de doenga, toxicidade limitante, saida voluntira da paciente do estudo clinico ou ndo
adesdo ao protocolo, _

Os critérios de inclusio sdo os seguintes: Pacientes do sexo feminino com cancer
de mama estigio IIA a IlIB, confemado em estudo anatomo-patologico, com HER-
2positivo ao estudo imuno-histoquimico padrio ou Fish @ RH positivo @ ou negativo,
Estadiamento com radiografia de térax, ultrassonografia de abdome e cintilografia dssea
sem eviiéncia de doenga metastatica Captagio em cintilografia éssea deve ser avaliada
por radiografias simples; Performance Sfafus (PS) do Eastem Cooperative Oncology
Group (ECOG) 52, Funglo hematoldgica adeguada, evidenciado através de nivel de
hemoglobina maior que 9 gidl contagem de neutrdfilos maior que 1.500/ mm’ ¢ de
plaguetas maior que 100,000 mm”, Fungao hepatica adequada, evidenciada por niveis de
bilirubina menores que 1,5 vezes o valor normal e niveis de enzimas hepaticas menores
que 25 vezes o valor normal, Fungdo renal adequada, evidenciada por nivels de
creatinna menores que 1.5 vezes o valor normal ef ou clearance estimado de creatinina
(Cockroft) superior @ 50 mlimin; Funglo cardiaca dentro dos parmetros de normalidade
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da Instituico, avaliada por ecocardiograma + Doppler; Capacidade de entendimento de
um estudo clinico & da necessidade de comparecer regularmente para exames e
consultas médicas e Ressondncia Nuckear Magnética com seqléncia de difusdo antes do
Inicio do tratamento,

Quanto aos critérios de exclusdo pode-se citar: Pacientes com histdria de neoplasia
prévia ou atual, exceto cancer de pele ndo melanoma & carcinoma de ¢olo de Gtero in sity;
Tratamento do cancer de mama previamente ocom cirurgia, quimioterapia ou
hormonicterapia; Presenca de doenga metastitica, Presenga de cancer de mama
bilateral, Presenca de doenca cardiaca, renal ou pulmonar descompensadas; Presenca
de diabetes meitus descontrolade; Gravidez e Presenga de neuropatia periférica > G2.

A toxcidade sera avaliada em cada consulta médica, segundo critérios do Commoan
Terminology Criteria for Adverse Events v 3.0. Pacientes que apresentarem toxicidade
igual ou superior a grau 3 e relacicnadas @ medicagao em estudo deverBio suspender sey
uso até melhora do quadro (recuperacdo até grau 1 ou nivel basal). O ajuste de dose
sera realizado de acordo com tabelas de corecao definidas. incluindo ajuste para cicio
subseqDente considerando toxicidade hematologica.

Local de realizagio

Trata-se de um projeto nacional @ unicéntrico. O refendo estudo estd previsto para
envolver a paricipagdo de 1 centro de pesquisa no Brasil, Todas as amosiras serio
armazenadas e coletadas no Banco Naclonal de Tumores (BNT) do INCA,

Ao todo serdo 56 sujeitos de pesquisa, todos serdo recrutados no Brasil, no centro
em tela.

Apresentagdo do protocolo

Foram apresentados os seguintes documentos: Folha de Rosto, cronograma e
orgamento financeiro, curriculo, declaragdo de responsabilidades do pesquisador, de
confidenciabilidade e de publicagdo dos resultados (tais declaragdes ndo vieram & parte, e
sim, inseridas no projeto de pesquisa) @ Termo de Consentimento Livre & Esdarecido
(TCLE) Versio 2.0 de 15/4/2011.

Comentirios as respostas ao parecer CONEP 393111
1. Com relagdo a Folha de Rosto:

a. A area tematica do estudo foi preenchida como *Noves Procedimentos”,
entretanto. 8 Resolucdo CNS 251/87 em seus termas e definiches afirma
‘Depols que um medicamento e/ou especialidade medicinal tenha sido
comercializado, as pesquisas clinicas desenvolvidas para explorar novas
Indicagdes, novos métodos de administrago ou novas combinagdes
(associagbes) etc sdo consideradas como pesquisa de novo medicamento
elou especialidade medicinal”. Tals pesquisas, portanto, devem alender aos
requisitos dispostos no flem V.1 dessa Resoluglo. Akm disso, ainda
referente ao tema, ndo foi apresentada a Brochura do Investigador. Solicita-
se adequagao,

Resposta: ‘Como ndo foi possivel corrigir a folha de rosto fiz uma nova
folha de rosto considerando o estudo como de um novo medicamento,
ficando em acordo com a Resolucao CNS 251/97 item IV.1."

Anilise: Pendéncias atendidas. A

b. O campo da assinatura do responsével pela instituicho proponente estd
ilegivel, dificultando a identificagdo do mesmo. Solicita-se adequagdo.
Resposta: Na nova Folha de Resto isso foi comgido.

Andlise: Pendéncia atendida,

us jnidsihe
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2. O tem "Descontinuagdo do Tratamento/Estudo” ndo fol especificado, o mesmo
deve ser adequado ao disposto no item Il.3.z da Resolugdo CNS 196/96
"descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou® e ndo liminarmente pelo pesquisador e ou o patrocinador,
Ressalta-se ainda o item VIL13f da Resolugdo 196/96 “"Considera-se como anti-
ética a pesquisa descontinuada sem justificativa aceita pelo CEP gue a aprovou”,
Conforme o item |11.2.e da Resolugdo CNS 251/97, a interrupgdo do estudo podera
sar feda em caso de urgéncia, para salvaguardar a protecio dos sujeitos da
pesquisa, devendo ser comunicado ao CEP, a posterior, na primeira oportunidade.
Solcita-se adequagao.

Resposta: “Incluido o item 'Descontinuaglo do Tratamento/Estudo’ na pdg. 25 e
acrescentado o pardgrafo ‘A descontinuidade do estudo 56 poderd acontecer caso
a justificativa em questio seja aprovada pelo CEP e ndo liminarmente pelo
pesquisador @ ol 0 patmecinador, 3 menos que haja um caso de wrgdncla, para
salvaguardar a protecdo dos pacientes do estudo, devendo ser posteriorments
comunicado ao CEP, na primeira oportunidade’.”

Andlise: Pendéncia atendida.

3. Com relagdo ao orgamento é apresentado que o INCA arcard com todas as
despesas e a pagina onde apresentam-se 08 valores esta registrado OPAS, Isso
configura participagdo nternacional. AMm disso, nd@o foi localizado nenhum
documento em que a instituigdo (INCA) essuma tal responsabilidade  Solicitam-se
esclarecimentos e que, caso seja confirmada tal panticipagiio, adequagdo da Foha
de Rosto.

Resposta: "Pendéncia atendida.

4. No cronograma a previsdo de incluso da primeira paciente & em maio de 2011
Como o profocolo encontra-se ainda sob andlise da CONEP, solicita-se que tal
planejamento seja refeito e que o estudo somente se inicie apds a aprovagao em
todas as instincilas.

Resposta: ‘“No anexo Il pag, 31, refeito o planejamento.”
Andlise: Pendéncia atendida,

5. Quanto a0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) Versdo 20 de
15/4/2011;

a. Se por questdes de configuragdo tal pagina continuar constituindo-se
uma folha em separado, sclicia-ee ¢ cuidade de obter a rubrica do
sujeito de pesquisa nas demais folhas do TCLE, considerando-se a
protecao do sujeito bem como do pesquisador (Resolugo CNS 196/08
itens V.2.c). O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) apondo sua assinatura na Gltma pagina do referido
Termo, O pesquisador responsavel deverd da mesma forma, rubricar
todas as folhas do TCLE apondo sua assinatura na Otima pdgina do
referido Termo. Solicita-se adequagdo.

Resposta: “Adequacdo da solicitagdio incluindo-se no rodapé de todas as
folhas um espaco pré determinado para a rubrica do sujeito de pesquisa
Ou 0 seu representanie & para o investigador.”

Andlise: Pendéncia atendida,

b. Deve ser excluido onde consta que a paciente serd retirada do estudo se
engravidar, pois considera-se que continuar3o no estudo pelo fato de
terem que ser acompanhadas para avaliagho de riscos ¢ eventuais
interferéncias sobre a fertilidade, a gravidez, o embrifio ou o feto, o
trabalho de parto e o recém-nascido, recebendo assisténcia quande

5 jpidunihe

128



Comt. Parecer CONEP n*. 0392012

necessario, assim como o bebé. O que ccomrerd é a descontinuagao do
tratamento do estudo, ou seja, o uso do produto que estd sendo
pesquisado. Solicita-se corregao,

Resposta: “Modificade o pardgrafo da pag. 6 para ‘A senhora entende
que caso venha a engravidar durante o estudo serd descontinuada do
tratamento do estudo e que a senhora e seu filho podem ser expostos a
riscos desconhecidos, mas permanecerd em acompanhamento para
avaliagho de riscos e eventuais interferéncias sobre a fertilidade, a
gravidez, o embriao ou o feto, o trabalho de pare e o recém-nascido,
recebendo assisténcia quando necessario, assim como o bebe’ *
Anilise: Pendéncla atendida.

c. Afima-se que “Os investigadores se comprometem a publicar os dados
do estudo independentemente dos resultados obtidos” (grifo nosso). O
compromisso deve ser com a publicacdo dos resultados, sejam eles
satisfatorios ou nBo ao pesquisador; os dados sao informagdes colhidas,
gque ndo traduzem & andlise realizada e ndo devem ser divuigados.
Solicita-se adequagdo,

Resposta: ‘Feilo a corregdo na pag. 7 para ‘Os investigadores se
comprometem a publicar os resultados do estudo independentemente
dos resultados oblidos” ™

Andlise: Pendéncia atendida.

d  Foi apresentado o nimero de telefone do Centro de Pesquisa Clinica do
Hospital do Cancer lll, sem cddigo de drea e também sem ldentificagao
de qual pessoa deve ser procurada nestes casos; também fol
apresentado o nome da Coordenadora do CEP, com ndmero de telefone
sem codigo de drea e sem identficacio de hordrio em que possa ser
utilizado. Todos os esforgos e lodas as informagdes devem ser dadas a
parnticipante da pesquisa para que ela possa entrar em contato sempre
que desejar e precsar, seja para elucidar davidas, seja para informar
eventos e situvagbes de rnsco. Dessa forma, solcita-se que tas
informagdes sejam registradas no TCLE de modo claro (cddigo, hordrio,
incluindo enderego do CEP).

Resposta: ‘Tanto no item 'DIREITOS DOS PARTICIPANTE DO
ESTUDO' na pég8 quantc no #em ‘'GARANTIA DE
ESCLARECIMENTOS' na pag. 8 foram incluidos os codigos de drea aos
nimeros de telefone com o8 respectives hordrios de atendimento e
aenderego do CEP.” .
Analise: Pendéncia atendida,

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Protocolo aprovado.

Brasilia, 02 de fevereiro de 2012,

Coordenpdora da CONEP/CNS/MS

129



8.3 Carta da ANVISA de aprovacao do estudo Zo-NAnTa
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Oficio n® 0480427129/2012, COORDENACAD DE PESQUISAS E ENSAIOS CLINICOS/ANVISA
Brasilia, 12/06/2012

Aa(A) Senhor{a)

JOSE GOMES TEMPORAD

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER

PRACA DA CRUZ VERMELHA, 23 CENTRO
CEP 250660000, RIO DE JANEIRO/RI

Ral.: Processo: 25351.597852/2011-18

Mgy € 1342002

x

Geréncla Geral de Medicamentos - GGMED
Geréncla de Avaliagho da Seguranga e Eficicia - GESEF

COMUNICADO ESPECIAL EM PESQUISA CLINICA

N° 114/2012
Expediente do CE: 0480313/12-2
Brasilia, 12/06/2012

Empresa: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
Fax:
Ponsmin|a) Emdweial.

O Progeeo ce Pesguiss Oleicn, I 20005000 £ 2000vad0 oo ele peelroia. Cormpderendo que 0 meema exth de scondo coe & ROC 2004,
srrarcs 8 B8 cencach 1ol 5) CERTO(S] A0 SSo00Rada |

Local de Realizacdo do Estudo Investigador Expediente
MS INCA HC 111 HOSPITAL DO CANCER 1] | SUSARNE CROCAMO lasesenn1s
ESTUDO

Protocolo Clinico: 154/10 - Zo-NANTAX

Processo: 25351597852201118

Expediente da Anuéncia: 838969111 :
Thwlo do Estudo: ESTUDO CLINICO DE FASE 11 DE TRATAMENTO COM ACIDO
ZOLENDRONICO NEOADJUVANTE ASSOCIADO AD ESQUEMA BASEADO EM

ANTRACICLINA SEGUIDO DE TAXANE, EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA
LOCALMENTE AVANCADO,

Assunto da Anuéncia: ENSAIOS CLINICOS - Anuéncia em Processo de Pesquisa Clinica -

hittp:/fwww.anvisa gov. br/Datavisa/CaixaPostal/CaixaPostal asp 15/6/2012
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8.4 1° Termo de Consentimento Livre Esclarecido, apvado pelo CEP,
do estudo Zo-NAnTax

LEP NSTTYTE MO B (AT
Prot 15478 - Aprovads sm 292711 . — .

Y O (INCA

I  Termode Consentimento Livre ¢ Esclarecido. ]

TITULO DO ESTUDO: ESTUDO CLINICO DE FASE 11, DE TRATAMENTO COM
ACIDO ZOLENDRONICO NEOADJUVANTE ASSOCIADO AO ESQUEMA
BASEADO EM ANTRACICLINA SEGUIDO DE TAXANE, EM PACIENTES COM
CANCER DE MAMA LOCALMENTE AVANCADO — Zo-Nantax

NOME COMPLETO DA PACIENTE:

INICIAIS DA PACIENTE:

NUMERO DE IDENTIFICACAO:

CENTRO: Instituto Nacional de Clincer

NOME DO INVETIGADOR PRINCIPAL: Susanne Crocamo Ventilari da Costa
TELEFONE DE CONTATO DO INVESTIGADOR PRINCIPAL: 21 32073810

INFORMACOES GERAIS

A senhora esth sendo convidada pars participar de um estudo clinico por ter sido
diagnosticada com cancer de mama e por necessitar fazer quimioterapia antes do tratamento
cirirgico. A quimioterapin ¢ administrada em sitwagdo como a sua, com objetivo de
diminuir o tamanho do tumor na mama e facilitar a cirurgia. Ao mesmo tempo diminui a
chance do tumor voltar em outra parte do corpo. O tratamento gue a senhorm iri receber é o
tratamento padrfio associado a um remédio que j4 ¢ utilizado nas pacientes gue 1ém
QSIEOPOrOSe U Metistase nos Ossos.

¥ -

Dva Adrisas Scheligs
Cuoardensdors
7 Ltice em Peuguine
S snith de : "
CRPAINCA
Comenimeno informado
Versio 2.0 de 15011

Pagina 1 de 10
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A sua participagdo neste estudo ¢ totalmente voluntiria. Antes de decidir a respeito
de sun participagBo, a senhora receberd informagdes para compreender o estudo ¢ poder
fazer n sua escolha. Este documento, demominado Termo de Comsentimento Livie ¢
Esclarecido (TCLE), comtém todas as informagdes sobre o estudo, scus objetivos,
beneficios, riscos, desconfortos e precavgdes. Caso a senhora decida, poderd sair do estudo
a quakquer momento, por qualguer razio que julgue cometa, sem qualquer prejuizo no seu
cuidado ou na relagdo com seu médico e a equipe de saide responsivel pelo sew cuidado.

As informagdes abaixo deverSo ser lidas, ¢ a senhora poderi esclarecer todas as
&ividas que tiver, Apenas quando entender ¢ quando decidir participar do estudo, a senhora
e o médico delegado para aplicar este termo deverfio assinar duas vias deste documento.
Uma via ficari com vocé ¢ 8 outra com o médico redponsdvel pelo estudo.

DESCRICAO DO ESTUDO

OBJETIVOS DO ESTUDO:

Este estudo tem o objetivo de avaliar a resposta do tratamento padriio quando
associado a0 medicamento acido zolendrinico,

Além disso, este estudo tem o objetivo de avaliar as toxicidades (efeitos
indesejiveis) dessa associagio ¢ também estudar marcadores presentes no tumor, Mraves da
bidpsia realizada antes do tratamento ¢ do tumor retirado na boea da cinurgia, marcadores
no sangue, gue possam identificar quais as pacientes t&m maior chance de resposta com o
tratamento ¢ porque houve resposia, TMm#daMUouommdannmﬁmin
magnética das mamas serd capaz de predizer resposta #0 tratamento antes que cle termine.
A bidpsia inicial (do diagndstico), ¢ a da cirurgia (pega de tumor) serlo analisadas, assim
como as amostras de sangue no inicio, durante o tratamento de quimiotetrapia, ¢ antes da

cirurgia.
/?n‘m’
INCA d ;'l. Adrant Seweks . Pighalde 10
. ConeOearnrC viss
Consontimento infomsado comﬂ“t"‘"-'
€

Verslo 20 de 15411 EPANCA
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PROCEDIMENTOS DO ESTUDO:

Para se fazer o diagndstico de clincer, um fragmento do tumor € retirado por cirurgia
ou bidpsia. Na ocasillo dessa coleta, ¢ 50 apos a sua autorizagio, Lma pequena amostra
excedente do seu tumor poderd ser armazenada no Banco Nacional de Tumor ¢ DNA
(BNT) no INCA. Este procedimento ndo comprometerd o diagndstico uma vez que uma
parte do tumor serd encaminhada ap Servigo de Anatomia Patoldgica do INCA como &
rotina pars o diagndstico de todos 0s packentes. O seu material coletado ¢ armazenado no
BNT 0 puderd ser wtilizadu e estdus fulunos caso a senlona sega notificada, concorde ¢
um novo termo de consentimento seja oferecido,

Se a senhora concordar em participar deste projeto de pesquisa, 0s pesquisadores
participantes consultarilo seus registros médicos ¢ poderilo utilizar parte do material da
bidpsia ¢ da cirurgia assim como do material de arquivo do Servigo de Patologia do INCA
que foi utilizado pars o diagndstico (isto & blocos de parafing, Miminas, amostras de
sangue).

O TRATAMENTO DO ESTUDO:

E a combinagdo de FAC (3-Fluorouracil 500 mg/m2 + Doxorrubicina 50 mg/m2 e
Ciclofosfamida 500 mg/'m2) mais dcido zolendrdnico 4mg por 3 ciclos a cada 3 semanas,
seguido Docetaxel 100 mg/m2 mais écido zolendrdnico 4mg por 3 ciclos a cada 3 semanas
mais trastuzumabe SmE/'Kg na primeira infusho ¢ 6mg/Kg nas duas outras subseqllentes a
cada 21 dias (total de 3 ciclea do trustueamabe).

Apbs o assinaturn deste termo de consentimento serdo realizados: uma consulta
médica, exames de sangue de rotina, ressondncia magnética das mamas, radiografia de
1orax, ultrassonografia do shdome, cintilografia dssea ¢ radiografias das dreas positivas na
cimtilografia dssea, para definir corretamente a localizagdo da deenga no seu organismo,
além de um eletrocardiograma e ecocardiograma para avaliar o funcionamento do coragio.
Uma amostra do tumor ¢ do exame de sangue coletado antes do inicio do tratamento serd
utilizada no estudo Zo-Nantax e outra parte armazenada, no Banco Nacional de Tumores,

Pagea 3 de 10
INCA
Comsgmtimento informado
Verslio 20 de 15:4/11 Des. Adviaas Scheligs
Cosrdenndors
Comite de Etics em Pesguiar
CEF-INCA
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Caso a senhora no tenha uma bidpsia do tmor disponivel neste banco de tumores,
um termo adicional para coleta ¢ armazenamento deste material vai ser oferecido para &
senhora. Apds os exames iniclas, serd avaliado se a senhora estd apta a realizar a
quimioternpia do estudo.

Antes de cada consulta ¢ necessiria a realizagho de novos exames de sangue, para
avaliagBo da existéncia de algum efeito indesepivel (como anemia ou queda das defesas do
arganisma) e para dar continuidade a0 tratamento. Apds o terceiro cicko de quimioterapia
deverd ser feita outra ressondncla nuclear magnética das mamas, Ao final do tratamento,
antes da cirurgia, a senhora deverd repetir os exames: de sangue, radiografia de torax,
eletrocardiograma, ecocardiograma (exames pré-operatdrios) ¢ a ressondncia nuchear
magnética das mamas. Parte desse sangue ¢ uma amostra de tecido do tumor, coletada no
momento da cirurgia serilo também armazenadas, no Banco Nacional de Tumores e
utilizados no estudo.

METODOS ALTERNATIVOS

O traamento disponivel para pacientes com clincer de mama no seu hospital, caso
niie queira participar do estudo, ¢ o tralamento padrio com quimolerapia FAC (3.
Fluorouracil 500 mg/m2 + Doxormubicina 50 mg/m2 ¢ Ciclofosfamida 500 mg/'m2) por 3
ciclos a cada 3 semanas, seguido de Taxotere 100 mg/m2 por 3 ciclos a cada 3 semanas
mais trastuzumabe 8mg/Kg na primeira infusilo ¢ 6mg/'Kg nas duas outras subseqientes a
cada 21 dias (total de 3 ciclos do trastuzumabe). Toda a rotina de exames de sangue ¢
exames radiologicos deve ser feita, assim como a cirurgia 2o final da guimioterapia.

RISCOS )

Os nscos de toxicidade (efeitos indesejaveis) do tratamento com quimioterapia
incluem:

S-fluourouracil+doxorrubicinatciclofosfamida - nduseas, vomitos, feridas na boca
(mucosite), diarréia, reagles na pele, queda de cabelo, cansago, anemia, diminuigdo das

Pigina 4 de 10
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defesas contra infecgdes, piora da funglo do coragldio e dos rins e parada da fungdo dos
avirios (menopausa).,

Docetaxel - nduseas, vienilos, feridas na boca (mucosite), diarréia, reagdes na pele,
queda de cabelo, cansago, anemin, diminuigso das defesas contrn infecgdes, pom da
fungho dos rins e parada da funglo dos ovirios (menopausa), formigamento das méos ¢ pés
(meuropatia), dores musculares, aumento das enzimas do figado (hepatite beve) e fraqueza.

Trastuzumabe — problemas no funcionamento do comglo, infecglo ¢ efeitos
causados pela infusdo, como febee calafrio ¢ raramente enjdo, vimitos, dor de cabega,
tontura e quadro de alergia.

Acido zolendrinico — dor dssea, febre, dor muscular, arrepios ¢ necrose de
mandibula e/ou maxila. ,

A senhora realizard coleta de sangue parn ekames laboratoriais, que sllo parte de seu
tratamento regular ¢ podem resultar em doe no bocal da punglo, ou mancha roxa transitoria
chamada de equimose. A senbora também serd exposta a quantidades controladas de
radiacdo ao realizar mdiografias ou cintilografias,

A bidpsia no inkcio do estudo faz parte da rotina comum no hospital, & menos que a
senhora 4 tenha realizado uma biopsia em outro hospital, terd que fazer uma nova bicpsia
agui no INCA, antes do inicio do tratamento, Pode ocorrer dor, sangramento ou hematoma
apds o procedimento.

As equipes médicas que participam deste estudo se responsabilizam por oferecerem
acompanhamento ¢ tratamento adequado para qualguer efedto Wxico dos medicamentos em
estudo,

GRAVIDEZ

Este ¢ um tratamento que nilo permite a incluso de mulberes na gravidez devido
a0s riscos de malformagdo fetal, por isso a senbora serd solicitada a fazer um teste de
gravidez amtes de iniciar o tratamento, e caso a senhom estejn grivida, nio poderd
participar do estudo. Além disso, nio deverd engravidar durante o estudo, deste modo para

; Pigina $ de 10
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participar a senhora deve concordar em utilizar um mésodo seguro de controle de gravidez,
como:

* Métodos de barreira (por exemplo, camisinha ou dialragma);

* Dispositivo intra-uterino (DIL), que ¢ um pequeno aparelho colocado dentro do
Utero;

® Abstinéncia sexual,

O métedo contraceptivo indicado ¢ escolhido pelo seu médico em conjunto com &
senhora seri fornecido gratuitamente,

A senhora deverd accitar o risco de que a gravidez ainda assim possa ocorrer
mesmo se estiver utilizando um método contraceptivo confifivel, ¢ concordar em notificar o
médico do estudo, o mais ripido possivel caso tenha ocorrido alguma falha em relaglo ao
uso adequado do método contraceplivo, ou se engravidar a qualquer momento do estudo ou
em até 120 dias do término da Gltima dose dos tratamentos do estudo. A senhora sera
orientada pela Dra Susanne Crocamo Ventilari da Costa ou sua equipe sobre os possiveis
riscos para o feto e as opgdes disponiveis para a senhora.

A senhora entende que caso venha a engravidar durante o estudo seri retimda do
estudo ¢ que a senhora ¢ seu fitho podem ser expostos a riscos desconbecidos.

Nés nos comprometemos a acompanhar a sua gravidez até a conclusio, em
canjunto com uma unidade hospitalar especializada em gravidez de alto risco, garantindo
assisséncia integral & senhora ¢ a0 seu filbo até o nascimento ¢ apds, caso tenha ocoerido
algum evento ndo comum (evento adverso), com a senhora ou com seu filho devido a
algum procedimento ou da medicagso do eslpdo.

A snhors ndo deve amamentar nenhuma crianga enquanto estiver no estudo,
porgue os remédios do estido podem passar para o leite matemo ¢ causar danos para a
crianga amamentada.

BENEFICI08
O maior beneflicio que a senhora pode ter com o estudo € conseguir uma boa
resposta com o tratamento de quimioterapia para o clincer de mama,. atingindo uma
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resposta completa ¢ desaparecimento do tumor na pega da cirurgia, o que aumenta muito as
chances de cura. Os médicos do estudo acreditam que o tratamento em investigagio podera
aumentar essa chance de sucesso, apesar disso a senhora deve ssher que este beneficio pode
ndo acontecer. Entretanto, sua participagdo contribuird parm a aquisicio de novos
conhecimentos sobre o tratamento do cincer de mama.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

A senhorn serd acompanhada durante o estudo por médicos do hospital aonde a
senhora ji vem realizando o seu tratamento. Os responsiveis pelo seu tratamento sdo o
investigador principal do estudo ¢ os sub-investigadores. Além disso, coordenadores de
estudos clinicos estario em contato com a senbora para auxiliar na realizagdo dos exames ¢
ariemagdes sobre as consultas médicas,

CONFIABILIDADE E PRIVACIDADE DOS DADOS

A senhors lem o direito & privacidade de forma integral, respeitando as leis
estaduais ¢ federais, Esse estdo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa deste
haspital antes de estar disponivel para aplicagio aos pacientes,

Além da equipe de saGde que cuidard de & senbora, seus registros médicos poderdo
ser consultados pelo Comité de Etica deste hospital ¢ pela equipe de pesquisadores
envolvidos. Seu nome ndo serd revelado ainda que informagdes de seu registro médico
sejam utilizadas parn propdsitos educativos ou de publicagdo. Os investigadores se
comprometem a publicar os dados do estudo independentemente dos resultados obtidos,

DIREITOS DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

A senhora tem o direito fazer perguntas relacionadas ao seu trstamento € a esse
estudo. Sua participagdo no estudo ¢ voluntiria e isso significa que se a senhora nilo quiser
participar do estudo, nenhum dos seus direitos como paciente serdo perdidos por conta
disso. A senbora tem o direito de se retirar em qualquer momento do estudo e sem uma
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razho especifica. 13so ndo aletard a assisténesa futura que a senhora recebe jumo a este
haspital. Qualguer conhecimento novo a respeito do tratamento em pacientes com cdncer
de mama serd informado & senhora, que terd o direito de definir se ird permanecer ou ndo
na estudo.

A senhorm ndo serd paga parn participar desse estudo, mas serd ressarcida das
despesas de alimentagdo ¢ transpocte, dos procedimentos que serdio necessarios fora da
rotina de tratamento institucional (ressondncia nuclear magnética das mamas). Caso
necessite de qualquer esclarecimento ou haja dividas sobre o tratamento ou a forma de
condugdo do estudo, entre em contato com o Centro de Pesquisa Clinica, com o8
coordenadores do estudo, com seu médico ou com a Dra Susanne Crocamo (investigador
peincipal), através do telefone 3207-3810; ou em caso de emergéncia, no telefone 3207-
4050 (pronta Atendimento do Hospital do Cincer 111)

Se a senhora for participar do estudo, receberd uma vin desse documento e outra
ficard com o investigador responsavel.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo ¢ qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, ¢
que necessite de atendimento médico, ficarda a cargo da instituiglo. Seu tratamento ¢
ascompanhamento médico independem de sua participagio neste estudo. Caso a senhorn
tenha algum problema procure imedistamente seu médico ou o servigo de emergéncia deste

haspital,

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que & senhora cmndav.que a sua participagho neste estudo ¢
completamente voluntiria ¢ que a senhora pode recusar-se a participar ou inlemomper sus
participagho a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais a
senhora tem direito.
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nés estimulamos a senhora ou seus familiares a fazer pergumtas a qualquer
momento do estudo. Neste caso, por favor, ligue pam o Centro de Pesquisa Clinica do
Haspital do Cancer I no telefone 3207-3810. Se a senhora tiver perguntas com relagho o
seus direitos como participante do estudo clinico, também pode contar com uma terceira
pessoa imparcial, a Coordenadora do Comité de Etica do INCA, a Dra. Adriana Scheliga,
na telefone 3207-6565.
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ABSTRACT

Purpose -The aim of the present study was to evaluate tieaef/ and safety of
zoledronic acid plus anthracycline, docetaxel aasttizumab as neoadjuvant treatment in
patients with human epidermal growth factor recept(HER?2) —overexpressing locally

advanced breast cancer (LABC).

Patients and Methods 1. ABC patients who were HER2-positive were includedhe study
and received four cycles of anthracycline/cyclopha@snide (AC) with zoledronic acid
(ZOL) followed by four cycles of docetaxel with stazumab and zoledronic acid before
surgery. The primary end-point was pathologic respodefined by the residuahncer
burden index (RCB). Adjuvant treatment was completéh one year of trastuzumab with or
without radiotherapy and hormone therapy accortbripe characteristics of the tumor.
Results - Seventy-one patients were included, and 60 and && wligible for safety and
efficacy evaluations, respectively. The median tusipe was 61 mm (range, 15 to 120 mm).
Twenty-four patients (42%) achieved RCB 0 (comppetthological response). Adverse event
(AE) were mainly grades 1 and 2 (nauseas, 76%;gayal 3%). Grade 3 febrile neutropenia
(20%, 12 patients), diarrhea (12%, 07 patients) gratle 4 febrile neutropenia (3%, 2
patients) were the most commonly observed evenasidilble osteonecrosis was not observed
in any patient.

Conclusion - A neoadjuvant combination of zoledronic acid an@&mbtherapy based on
anthracycline and taxane with trastuzumab in HEB&twve LABC resulted in high
pathological complete responspCR) rates (RCB 0) with good tolerance and without

increasing chemotherapy toxicity.
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INTRODUCTION

Neoadjuvant therapy is the standard treatmentpfdrents with locally advanced
breast cancer as it allows tumor reduction andesmes the chances of eliminating micro-
metastases. Moreover, it is a perfect in vivo syste evaluate chemosensitivity and allows
the study of cellular signaling pathways and theieractions with the performed treatmént.

For HER2-positive breast cancer, neoadjuvant rireat, even in early tumors, has
become standard because the pathological comeispemse (pCR) translates into survit/al.
Trastuzumab increases th€R rate compared with isolated chemotherapy in HEBdtve
breast cancer patients when associated with negattjchemotherapy’

More recently, new therapeutic stratefjiémve been developed with the aim of
broadening the benefit of trastuzumab. One of thenpertuzumab that prevents the
occurrence of dimerization of HER2 with anotheiated ligand of the HER family.

The neoadjuvant combination of trastuzumab andtupemab results in a
complementarity effect for HER2 blockade and insesathe complete pathologic response
rates when combined with chemotherapy compared d¢oadjuvant treatment with
trastuzumab and chemotherapy, without increaseditpx® **

New interactions of other drugs with trastuzumaloider to increase the complete
pathological response rate could facilitate treatinmeanagement and reduce costs.

Zoledronic acid ZOL) is a third-generation bisphosphonate that demonstrated a
reduction in local recurrence and distant metastasewell as a tendency to reduce the risk of
death, in HER2 negative breast cancer adjuvanicalinrials’***In preclinical studies, the
use of ZOL demonstrated inhibition of the proliama of tumor cells® induction of
apoptosis, inhibition of angiogenedfsreduction of the invasion and migration of tumor

cells}”*® activation of specific cellular antitumor immunesponsées and a synergistic /

additive effect with anthracycline, paclitaxel dettozole?*#?
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The Zo-NAnTax phase Il clinical study investigatdee efficacy and toxicity of
neoadjuvant therapy with ZOL with anthracycline aagdane plus trastuzumab (Zo-NanTax)
in women with HER2-positive locally advanced nontas¢éatic breast cancer and identified

possible clinicopathological features predictiveomplete pathological response.

PATIENTS AND METHODS

The study was conducted in accordance with the dbaibbn of Helsinki, with the
guidelines of the local Ethics Committee and wasrayped by the National Cancer Institute
Ethics Committee (CEP°154/10, NCT01472146), and by thational Health Surveillance

Agency (ANVISA). All participants signed informed consent forms.

Eligibility

This study was a single-center, prospective, phiasénical trial. Eligible patients
without any treatment had confirmed non-inflammwatbreast cancer HER2-positive stage
[IA to IlIB. The initial tumor size was determiné@sed on clinical examination of the breasts
or by mammography. Distant metastases were excliyethorax, abdomen and pelvis
tomography and bone scintigraphy. The Eastern Gatipe Oncology Group (ECOG)
performance status had to ¥&, and patients were required to have adequatndtmction
(bilirubin < 1.5 x upper limits of normatransaminases 2.5 of the upper limit of normal,
hemoglobin> 9 g/dl, neutrophils> 1,500 / mm and platelets> 100,000/mm, serum
creatinine < 1.5 mg/dL, left ventricular ejectiaadtion (LVEF)> 50% and negative serum
test for pregnancy) anthe ability to understand and adhere to treatment. i@arflinction
was monitored after the fourthC cycle, at the time of surgery and every 3-morthseng
adjuvant trastuzumab therapy. Fertile women haduge non-hormonal contraceptives.
Exclusion criteria were a previous history of malgt neoplasm, active infection, peripheral

neuropathy grade 2, anydecompensated comorbidity, bilateral breast camickctation
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Collection of baseline samples and clinical dates

Core biopsies from the breast tumor and non-tumeasawere performed and were
guided by ultrasonography. Part of the material pasaffin-embedded for histological and
immunohistochemistry (IHC) analysis, and part wagén and stored at -80°C.

The patient’s clinical variables collected wereeraage, menopausal status, family
history of cancer, clinical stage at diagnosis histiopathological and immunohistochemical

tumor characteristics.

Pathology Assessment

Histopathology and IHC analyses were performed pigtreatment breast biopsy and
post-treatment surgery by two experienced breastergpathologists from our institution who
did not have any clinical information about theigats.

Histopathologyvaluationto determine histological classificatiéhhistological tumor
grade®® lymphovascularinvasion (LVI)?° necrosi€’ and stromal lymphocytic infiltration
(sTIL)*®*#were performed on hematoxylin and eosin staindeiSslides.

The results from LVI and necrosis analyses wersstfi@d as present or absent.

Tumors’ stromal lymphocyte infiltrate (STIL) wasaskified as mild (<30%), moderate
(> 30% < 60%) or lymphocyte predominant breast ca(ldeBC) if they consisted of 60%
STIL as described by Denkert et?al.

For immunohistochemistry analysis, staining wasfggered on 3um-thick tissue
sections that were prepared on polarized slilgsositive control for each specific antibody
was used in the reactions. Sections were incubaitihdestrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PgR), Ki-67 labeling index, p53, HER2¢&ttherin (E-CAD) and beta catenin (B-
CAT) antibodies overnight in dilutions of 1:1600 EBlone 1D5), 1:1600 PR (clone PR-

636), 1:600 KI67 (clone MIB-1) and 1:200 P53 (clom#D-7) supplied by DAKO
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Corporation. The 1:500 HER?2 (clone SP2) was sugplieCELL MARQUE. The 1:1200 E-
CAD (clone SPM471) and 1:100 B-CAT (clone E-5) wesepplied by Santa Cruz
Biotechnology. The markings were visualized undeoptical microscope.

The cut-off value for ER and PgR positivity was p#sitive tumor cells with nuclear
staining>® Ki-67 expression was considered high wh&0% of cells were stain€d.

HER?2 status was defined according to the ASCO/CiiBlalines 2007 and 203 A
positive nuclear staining visual score of 10% oeater for invasive cancer cells was
considered p53-positive.

Immunopositivity to E-CAD was determined by comparthe labeling of tumor cells
with adjacent normal epithelial cells and classifees positive expression if the tumor cells
that were stained as strongly as adjacent normalnsgative epithelial cells had a much
weaker or no colo# The staining intensity for B-CAT was determined dmparing the
labeling of tumor cells with adjacent normal epiidle cells and classified as strong

expression (> 90%), moderate expressitD& 90%) or weak expression (<1098).

Study Design and Treatment Regimen

Patients received four 3-week cycles of 60 nfgttoxorubicin and 600 mg/m
cyclophosphamide followed by a combination of f8uveek cycles of 100 mg/fmlocetaxel
(DOC) with 6 mg/kg trastuzumab every 3-weeks (8kggs a loading dose). They received
eight cycles of 4 mg/dose ZOL, and the first cygles administered together with the first AC
and subsequent cycles one week after each cheraptheycle (AC + ZOL— DOC +
Trastuzumab + ZOL), followed by surgery.

The use of granulocyte colony stimulating factorsvedlowed in case of febrile or
afebrile neutropenia and then continued for eacalsecutive cycle. The cycle was delayed
and 25% dose reduction of chemotherapy was pednittexicity greater than grade 2 was

observed.
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Once the treatment was discontinued due to toxtoitghemotherapy, patients could
terminate the proposed treatment using only trastab and ZOL or be referred for surgery.

After surgery, radiotherapy was performed accordimdhe institutional guidelines,
and trastuzumab continued as a single agent oricechlvith adjuvant endocrine therapy in

patients with hormone-sensitive tumors through aryd treatment.

Study End Points and Statistical Considerations

The primary end point was to measure residual desdxy quantifying the residual
cancer burden (RCB) index, as an independent psbgnmarker of distant relapse-free
survival in patients with breast cancer treatedhwi¢éoadjuvant chemotheraffyPathological
complete response (pCR) was defined as no residuakive disease in the breast and
axillary lymph nodes, regardless of non-invasiveedse after neoadjuvant treatment.

The secondary end points included were the posas#deciations between pCR and
clinicopathological variables, safety and compl@nc

For safety evaluatiorgdverse events (AE) were collected according toGbemon
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) sien 4.0, graded and correlated with
study drugs at each scheduled and non-scheduliéd vis

To explore study treatment compliance, three vé@glwere chosen: numbers of
reduction, omission and delay of doses (dose nuadifins)

The number of delayed doses was considered forsdegh >3 days of delay with
respect to the planned schedlese modification§DM) were expressed as a percentage of
sub-optimal treatment. Compliance was expressed psrcentage and considered optimal
treatment when the sum of the treatment percentaigesut dose modification was85%3’

Efficacy analysis was performed for all patientsowmderwent breast surgery, and
safety analysis was conducted for all patients whibat least one course of neoadjuvant

treatment.
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Statistical analyses were performed using SPSSovers8 (SPSS, Chicago, IL).
Assuming Ho (the null hypothesis) P.1 and Ha (tltermative hypothesis) P.2 with a
significance level of 0.1% anB0% power using a one-stage Fleming method, a ¢6t&b
patients were needed to detect a minimum and amemi pCR rate of 0.22 and 0.35,
respectively. Responses were calculated as pegsentd all patients who underwent surgery
after neoadjuvant treatment. Baseline patient dbanatics andAE were presented as
percentages, medians and ranges. Association betehedc-pathological features and pCR
(RCB 0) were calculated by Pearson's chi-squateoteBisher's Exact test according to the

statistical assumptions.

RESULTS

Patients

Between November 2012 and July 2016, 71 patienth WER2-overexpressing tumors

signed the TCLE to participate in the study, andBthem were eligible and were treated in
HCIII/INCA. All 60 patients who received at leastecycle of chemotherapy were included
in the safety analyses. Two patients who had commknical response refused to undergo
surgery after neoadjuvant treatment, even thoughtiplications of their choices had been
explained and were excluded from the efficacy agialfFig. 1).

Baseline characteristics are summarized in Tabl&hkt median age was 54 years
(range, 26-74). Breast tumors were large (mediae, §1 mm). Forty patients (67%) were
post-menopausal. Most patients had stage 1IB (37&thor grade 2 (52%) and were ER
and/or PgR positive (73%). All sixty patients wdfER2-positive through IHQ and/or
fluorescent in situ hybridization (FISH).

Thirty-one patients had a family history of breagélry cancer, and 42% were white.
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Pathological response rate and baseline clinicopatlogical features association analysis
At surgery, pCR (RCB 0) was achieved in 24 (42%)epés, and minimal residual
disease (RCB I) was achieved in 15%, generatingpdimal pathological response (RCB 0
plus RCB I) of 57% (Table 2). All patients wereeabd undergo breast surgery.
We explored the pCR in different subgroups. As giaw Table 3, there was a
significantly higher pCR rate in patients with reigtytoplasmic f-catenin expression
(p=0.030) and probable improvement in Ki67 exp@ssfp=0.070). None of the other

clinicopathological variables evaluated in the gtadowed an association with pCR.

Safety

The safety evaluation for all patients who did @ast one course of neoadjuvant
treatment (n=60) demonstrated that grades 1 ara$ointestinahE were the most frequent
(Table 4). Seventeen (28%) patients had ZOL-rel®Ed with 29% grade 1 (myalgia, 3
patients; fever, 2 patients) and 71% grade 2 (nga@patients; arthralgia, 4 patients; fever,
2 patients). No patient showed cardiac dysfunatiofaw osteonecrosis in any grade.

There was no grade 5 adverse event in the neoadjyesiod. Three (5%) patients

had grade 4 events and thirty-nine (65%) patieatsdrade 3 (Table 4).

Compliance

Table 5 presents the compliance rate accordingdadreatment step performed in 59
patients. One patient was not included in analfgsidiaving discontinued treatment early. In
all, 226 (96%) AC cycles, 202 (86%) DOC cycles, 298%) trastuzumab cycles and 431
(91%) ZOL cycles were performed.

The dose reduction and delay were necessary intal@tdreatment step doses (33-

doses) due té\E (febrile neutropenia and fatigue) and in ZOL stieges (41-doses) mainly
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due to docetaxePAE because according to protocol, the ZOL was infutedeek after
chemotherapy.
DISCUSSION

The prospective phase 2 neoadjuvant trial of ZailN#&x, conducted in HER2-
positive breast cancer patients with large tumaoredjan tumor size of 61 mm) effectively
achieved a 42% pCR (ypTO/Tis ypNO) rate with Alds ZOL forfour cyclesfollowed by a
combination of DOC anttastuzumab plus ZOL for four cycles. It was a siche with a total
of eight ZOL cycles, with the first cycle togetheith the first AC and subsequent cycles one
week after each chemotherapy cycle.

In patients with HER2-positive breast cancers ialready clear that pCR achievement
is associated with highly significant improved st disease-free and overall survivif?

Trastuzumab has significantly increased the pGR, raith consequent improvement
in survival when associated with neoadjuvant chéeratpy, as demonstrated in The NOAH
(Neo Adjuvant Herceptin) trial, in which the pCRtaaimproved from 19% in the
chemotherapy alone arm to 38% in the chemotherafly thastuzumab arm, and in the
TECHNO (Taxol Epirubicin Cyclophosphamide HerceptiaOadjuvant) trial, in which the
PCR rate was 39%3°42

More recently, the Neoadjuvant Study of Pertuzuraald Herceptin in an Early
Regimen Evaluation (NeoSphere) trial demonstrabtedl @ combination of pertuzumab with
neoadjuvant treatment with trastuzumab and chemagilyeshowed increased pCR rates from
29% to 46%° even though it increased the incidence and sgvefittreatment-related
diarrhea and modestly increased the frequencymfBhaogic toxicities.

Even with a double HER2 blockade, pCR rates doexateed more than half of
patients. Therefore, there is a need for new treatnstrategies. Such strategies could
incorporate novel anti-HER2 agents such as nebatam oral pan HER inhibitor. This drug

can be promising in neoadjuvant scenarios becahse BxteNET trial demonstrated
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significantly improved 2-years invasive diseasefsairvival when giving neratinib for 12
months after chemotherapy and trastuzumab-basedadjtherapy® However, these new
drugs tend to be more expensive and more toxic.

ZOL inhibits farnesyl pyrophosphate synthetiz&es enzyme for the maintenance of
the integrity of the mevalonate pathway and ultehator the post-translational modification
of GTPases such as Ras, Rho and Rac, moleculdsedvin the regulation of proliferation,
survival, formation of intracytoplasmatic vesickesd plasma membrane rearrangeniéfi.

The pCR (42%) found with Zo-NAnTax at the end ebadjuvant treatment was very
similar to the results obtained with HER2 doubleckhde with less cost and less AE. The
exploratory analysis of clinicopathological subgyeuhas not identified a more specific
subgroup that benefits.

In the present study, HER2 positivity was not asoaiated feature of negative
hormonal receptors, higher tumor grade, or youlagerat diagnosis as shown in Table 1 and
3, which was different from results seen in othades®® *’

Most studies that attempt to identify predictivectbrs of complete pathological
response in HER2-positive breast cancer patieetsedrospective. In our prospective study,
an increased probability of pCR was evidenced &drepts with higher Ki67, corroborating
retrospective data from 114 patients with HER24pasitumors enrolled in the NOAH
(Neoadjuvant Herceptin) trial, which showed a hpgbliferation score received the greatest
benefit from trastuzumab-based chemothefdpy.

The literature favors pCR for breast cancer patgubgroups that are Hormone
Receptor (HR)-negative compared to HR-positiveseen in the CALBG 40601 study with
an overall pCR of 46% and a pCR in the HR-negativeup of up to 69%° In the
NeoALTTO study, the trastuzumab arm differed actwydo HR status with pCR rates of
36.5% versus 22.7% (HR-negative versus HR-positigayl for the combination of

trastuzumab and lapatinib with 61.3% versus 41.@%pectively? In the NeoSphere studly,
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an overall pCR rate of 63.2% versus 26% was seerHR-negative versus HR-positive
disease, respectively, and a difference of 27.3%use5.9% in the combination arm of
pertuzumab and trastuzumab, respectively.

The presence of lymphocytic infiltrate has beea subject of debate, with more
established results in triple negative breast aannneHER2-positive patients, the studies are
not yet unanimous regarding the relation betweenphocytic infiltrate and pathological
response. In the NeoALTTO study, levels of TILs evesignificantly associated with
improved pCR! but in Heppner et al's study, HER2-positive tunsamples of the
neoadjuvant GeparQuinto trial showed that tumorth vigher TILs levels did not have
statistically significantly improvement pCR rate&sthe same occuring in our protocol.

Breast tumors showing immunostaining for p53 aceerfrequently ER-negative and
PgR-negative. They have been associated with a fmigliferation rate, high histological
grade, aneuploidy and poorer survivil.

Chen MB et al conducted the first meta-analysisageess the usefulness of TP53
status for predicting the response of breast capas@ents to neoadjuvant chemotherapy.
Their data support TP53 status as a useful preditictor for assessing treatment response to
neoadjuvant chemotherapy in breast cancer patibatsthe interactions of p53 and HER2-
positive status remain unknown and should be tdpickirther investigation?

Different approaches to assess p53 in breast caatients> can be performed and
may provide apparently contradictory results remaydthe role of p53 in pathological
response. For example, in CALGB 40601, the p53atige was independently associated
with high pCR rates in 305 patients with HER2-pwsitbreast cancér, and in the
GeparSixto study this association was not obseirvedbgroups of HER2-positive patiefits.
In our analysis, p53 expression was not associaitthda pCR increase.

In our study, nuclei/cytoplasmfzcatenin expression was associated with a higher ra

of pCR after neoadjuvant treatment with ZOL, whids different from Elsamany et34l.
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Safety was an important objective analyzed. Tlsellt® show that the association of
anthracycline and taxane with trastuzumab and Z©hdoadjuvant therapy is safe, and no
adverse effect of grade 3 or higher was relatetiab.

Considering that delays and/or reductions in chtberapy reduce the possibility of
achieving the maximal benefit, we evaluated thaep#&t’ compliance. The compliance
reduction (Table 5) occurred mainly during treatin@rih docetaxel (14%). Because these
AE often persisted for more than seven days, canpé with ZOL was compromised in
9% of patients. In general, the treatment propasede study had good patient compliance.

In conclusion, although there were limitationghe Zo-NanTax study, because it is a
single-center and single-arm study of the combamatdf anthracycline and taxane with
trastuzumab and ZOL in neoadjuvant HER2-positiveabt cancer, the results demonstrated
the treatment was active and feasible, without agging toxicity. Clinicopathological
factors predictive of pathological response seernawe a different impact when the HER2
and mevalonate pathways are being blocked, andefigiudies with molecular evaluation

may provide better clarification.
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FIGURE LEGEND

Figure 1 — CONSORT diagram for Zo-NanTax study. Seventyqoatgents were enrolled.
Eleven patients were screening failures. Ten ofmtiiead metastatic disease after having
screening exams, and one was in stage [iGter neoadjuvant treatment, two patients
refused surgery because they had achieved congbieital response but did not withdraw
ICF.

TABLES

Table 1.Patients and disease characteristics at baseline.

Table 2 Pathological response rate.

Table 3. Association between pathological complete respdif¥€B 0) and baseline

clinicopathological features.
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Table 4. Adverse Events in 60 Patients.

Table 5. Compliance rate distributed by type of duged in the neoadjuvant chemotherapy
regimen.
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8.6 Lista de genes diferencialmente expressos naépsias das amostras
pré-tratamento de 18 paciente#lo estudo Zo-NAnTax

Resposta
Completa
Abreviatua (sem CDIS) Regulagdo Descrigao
do nome X
do gene Resposta
Incompleta
C150rf48 9,86 up Homo sapiens chromosome 15 open reading frame 48 (C150rf48),
transcript variant 2, mRNA [NM_032413]
ROPN1 6,32 up Homo sapiens rhophilin associated tail protein 1 (ROPN1), mRNA
[NM_017578]
OLIG1 5,17 up Homo sapiens oligodendrocyte transcription factor 1 (OLIG1), mRNA
[NM_138983]
FAM13A 4,44 up Homo sapiens family with sequence similarity 13, member A
(FAM13A), transcript variant 1, mRNA [NM_014883]
DMKN 4,22 up Homo sapiens dermokine (DMKN), transcript variant 1, mRNA
[NM_001035516]
TRIM7 4,02 up Homo sapiens tripartite motif containing 7 (TRIM7), transcript variant
6, MRNA [NM_033342]
CD5 3,85 up Homo sapiens CD5 molecule (CD5), mRNA [NM_014207]
PM20D2 3,59 up Homo sapiens peptidase M20 domain containing 2 (PM20D2), mRNA
[NM_001010853]
c3 3,44 up Homo sapiens complement component 3 (C3), mRNA [NM_000064]
KCNN4 3,41 up Homo sapiens potassium channel, calcium activated

intermediate/small conductance subfamily N alpha, member 4
(KCNN4), mRNA [NM_002250]

AIF1L 3,40 up Homo sapiens allograft inflammatory factor 1-like (AIF1L), transcript
variant 3, mRNA [NM_001185095]

FAM20A 3,40 up Homo sapiens family with sequence similarity 20, member A
(FAM20A), transcript variant 1, mRNA [NM_017565]

TUSC3 3,33 up Homo sapiens tumor suppressor candidate 3 (TUSC3), transcript
variant 2, mRNA [NM_178234]

PLCL2 3,30 up Homo sapiens phospholipase C-like 2 (PLCL2), transcript variant 2,
mMRNA [NM_015184]

PLK2 3,24 up Homo sapiens polo-like kinase 2 (PLK2), transcript variant 1, mRNA
[NM_006622]

APCDD1 3,24 up Homo sapiens adenomatosis polyposis coli down-regulated 1
(APCDD1), mRNA [NM_153000]

ARHGEF4 3,10 up Homo sapiens Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4
(ARHGEF4), transcript variant 2, mRNA [NM_032995]

CD82 3,05 up Homo sapiens CD82 molecule (CD82), transcript variant 1, mRNA
[NM_002231]

SAA4 3,02 up Homo sapiens serum amyloid A4, constitutive (SAA4), mRNA
[NM_006512]

FAM129A 3,00 up Homo sapiens family with sequence similarity 129, member A
(FAM129A), mRNA [NM_052966]

ITGB1BP1 3,00 up Homo sapiens integrin beta 1 binding protein 1 (ITGB1BP1), transcript
variant 1, mRNA [NM_004763]

WDR86 2,97 up Homo sapiens WD repeat domain 86 (WDR86), transcript variant 1,
mMRNA [NM_001284260]

GPM6B 2,91 up Homo sapiens glycoprotein M6B (GPM6B), transcript variant 2, mRNA
[NM_001001996]

RNF166 2,91 up Homo sapiens ring finger protein 166 (RNF166), transcript variant 1,
mMRNA [NM_178841]

SEMA4D 2,88 up Homo sapiens sema domain, immunoglobulin domain (Ig),

transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic domain,
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DFNA5S

ZNF503

CXCL16

CLIP4

RASL10A

SAP30L

MANBA

HLA-B

ANKS6

HS3ST3B1

RGN

C2CD2
LDLRAP1

RNASET2
GFPT1

ADI1

ANXA1l
PRNP

ERAP1

ARMCX6

ETV5
LINC00842

BLMH
KCNQ1

KIF1B

RNF145

$100B

CD97

PRKD3
CCDC88B

TMPRSS2
Inc-TARDBP-
2

C1QTNF4

RILP

2,84

2,84

2,76

2,73

2,68

2,66

2,64

2,64

2,62

2,61

2,60

2,60
2,59

2,58
2,55

2,53

2,50
2,48

2,47

2,47

2,46
2,45

2,44
2,44

2,44

2,40

2,38

2,36

2,36
2,35

2,35

2,35

2,33

2,33

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up
up

up
up

up

up
up

up

up

up
up

up
up

up

up

up

up

up
up

up

up

up

up

(semaphorin) 4D (SEMAA4D), transcript variant 2, mRNA
[NM_001142287]

Homo sapiens deafness, autosomal dominant 5 (DFNAS), transcript
variant 1, mRNA [NM_004403]

Homo sapiens zinc finger protein 503 (ZNF503), transcript variant 1,
mRNA [NM_032772]

Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 16 (CXCL16), transcript
variant 2, mRNA [NM_001100812]

Homo sapiens CAP-GLY domain containing linker protein family,
member 4 (CLIP4), transcript variant 1, mRNA [NM_024692]

Homo sapiens RAS-like, family 10, member A (RASL10A), mRNA
[NM_006477]

Homo sapiens SAP30-like (SAP30L), transcript variant 1, mRNA
[NM_024632]

Homo sapiens mannosidase, beta A, lysosomal (MANBA), mRNA
[NM_005908]

Homo sapiens major histocompatibility complex, class I, B (HLA-B),
mRNA [NM_005514]

Homo sapiens ankyrin repeat and sterile alpha motif domain
containing 6 (ANKS6), mRNA [NM_173551]

Homo sapiens heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B1
(HS3ST3B1), transcript variant 1, mRNA [NM_006041]

Homo sapiens regucalcin (RGN), transcript variant 2, mRNA
[NM_152869]

Homo sapiens cDNA FLJ26009 fis, clone HRT03250, [AK129520]
Homo sapiens low density lipoprotein receptor adaptor protein 1
(LDLRAP1), mRNA [NM_015627]

Homo sapiens ribonuclease T2 (RNASET2), mRNA [NM_003730]
Homo sapiens glutamine--fructose-6-phosphate transaminase 1
(GFPT1), transcript variant 1, mRNA [NM_001244710]

Homo sapiens acireductone dioxygenase 1 (ADI1), mRNA
[NM_018269]

Homo sapiens annexin A1 (ANXA1), mRNA [NM_000700]

Homo sapiens prion protein (PRNP), transcript variant 1, mRNA
[NM_000311]

Homo sapiens endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 (ERAP1),
transcript variant 2, mRNA [NM_001040458]

Homo sapiens armadillo repeat containing, X-linked 6 (ARMCX6),
transcript variant 3, mRNA [NM_001184768]

Homo sapiens ets variant 5 (ETV5), mRNA [NM_004454]

Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 842
(LINC00842), long non-coding RNA [NR_033957]

Homo sapiens bleomycin hydrolase (BLMH), mRNA [NM_000386]
Homo sapiens potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily,
member 1 (KCNQ1), transcript variant 1, mRNA [NM_000218]
Homo sapiens kinesin family member 1B (KIF1B), transcript variant 2,
mRNA [NM_183416]

Homo sapiens ring finger protein 145 (RNF145), transcript variant 2,
mRNA [NM_144726]

Homo sapiens S100 calcium binding protein B (S100B), mRNA
[NM_006272]

Homo sapiens CD97 molecule (CD97), transcript variant 1, mRNA
[NM_078481]

Homo sapiens protein kinase D3 (PRKD3), mRNA [NM_005813]
Homo sapiens coiled-coil domain containing 88B (CCDC88B), mMRNA
[NM_032251]

Homo sapiens transmembrane protease, serine 2 (TMPRSS2),
transcript variant 2, mRNA [NM_005656]

LNCipedia lincRNA (Inc-TARDBP-2), lincRNA [Inc-TARDBP-2:2]

Homo sapiens C1q and tumor necrosis factor related protein 4
(C1QTNF4), mRNA [NM_031909]
Homo sapiens Rab interacting lysosomal protein (RILP), mRNA
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CARD6

VASN

LXN

RAB12

NOP9

CDKN2C

LYN

ADM
GLIPR2

RIC8B

HAPLN3

ODAM

MBP

KCTD9

PLEKHA2

PIK3CD

FOS

UBA7

DCTD

PTGS1

RRAGD

TMEM8B

PPARGC1B

APCDD1L

SLC9A6

TYSND1

AP1B1

AP5B1

MSRA

PLXNB2
IMPA2

2,33
2,33
2,32
2,32
2,31
2,30

2,29
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2,27

2,27
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2,24

2,23

2,23

2,23
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2,21
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2,17

2,16

2,15
2,15

up

up

up

up

up

up

up

up
up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up
up

[NM_031430]

Homo sapiens caspase recruitment domain family, member 6
(CARDG), mRNA [NM_032587]

Homo sapiens vasorin (VASN), mRNA [NM_138440]

Homo sapiens latexin (LXN), mRNA [NM_020169]

Homo sapiens RAB12, member RAS oncogene family (RAB12), mRNA
[NM_001025300]

Homo sapiens NOP9 nucleolar protein (NOP9), transcript variant 1,
mRNA [NM_174913]

Homo sapiens cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits
CDK4) (CDKN2C), transcript variant 2, mRNA [NM_078626]

Homo sapiens LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase (LYN),
transcript variant 1, mRNA [NM_002350]

Homo sapiens adrenomedullin (ADM), mRNA [NM_001124]

Homo sapiens GLI pathogenesis-related 2 (GLIPR2), transcript variant
1, mRNA [NM_022343]

Homo sapiens RIC8 guanine nucleotide exchange factor B (RIC8B),
mRNA [NM_018157]

Homo sapiens hyaluronan and proteoglycan link protein 3 (HAPLN3),
mRNA [NM_178232]

Homo sapiens odontogenic, ameloblast asssociated (ODAM), mRNA
[NM_017855]

Homo sapiens myelin basic protein (MBP), transcript variant 8, mRNA
[NM_001025100]

Homo sapiens potassium channel tetramerization domain containing
9 (KCTD9), mRNA [NM_017634]

Homo sapiens pleckstrin homology domain containing, family A
(phosphoinositide binding specific) member 2 (PLEKHA2), mRNA
[NM_021623]

Homo sapiens phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase,
catalytic subunit delta (PIK3CD), mRNA [NM_005026]

Homo sapiens FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
(FOS), mRNA [NM_005252]

Homo sapiens ubiquitin-like modifier activating enzyme 7 (UBA7),
mRNA [NM_003335]

Homo sapiens dCMP deaminase (DCTD), transcript variant 1, mRNA
[NM_001012732]

Homo sapiens prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin
G/H synthase and cyclooxygenase) (PTGS1), transcript variant 1,
mRNA [NM_000962]

Homo sapiens Ras-related GTP binding D (RRAGD), mRNA
[NM_021244]

Homo sapiens transmembrane protein 8B (TMEMSB), transcript
variant 3, mRNA [NM_016446]

Homo sapiens peroxisome proliferator-activated receptor gamma,
coactivator 1 beta (PPARGC1B), transcript variant 1, mRNA
[NM_133263]

Homo sapiens adenomatosis polyposis coli down-regulated 1-like
(APCDD1L), mRNA [NM_153360]

Homo sapiens solute carrier family 9, subfamily A (NHE6, cation
proton antiporter 6), member 6 (SLC9A6), transcript variant 1, mRNA
[NM_001042537]

Homo sapiens trypsin domain containing 1 (TYSND1), transcript
variant 1, mRNA [NM_173555]

Homo sapiens adaptor-related protein complex 1, beta 1 subunit
(AP1B1), transcript variant 1, mRNA [NM_001127]

Homo sapiens adaptor-related protein complex 5, beta 1 subunit
(AP5B1), mRNA [NM_138368]

Homo sapiens methionine sulfoxide reductase A (MSRA), transcript
variant 1, mRNA [NM_012331]

Homo sapiens plexin B2 (PLXNB2), mRNA [NM_012401]

Homo sapiens inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 (IMPA2),
mRNA [NM_014214]
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Homo sapiens oxysterol binding protein-like 1A (OSBPL1A), transcript
variant 2, mRNA [NM_080597]

Homo sapiens patatin-like phospholipase domain containing 7
(PNPLA?7), transcript variant 1, mRNA [NM_001098537]

Homo sapiens transmembrane BAX inhibitor motif containing 1
(TMBIM1), mRNA [NM_022152]

Homo sapiens hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA
thiolase/enoyl-CoA hydratase (trifunctional protein), alpha subunit
(HADHA), mRNA [NM_000182]

Homo sapiens RAS guanyl releasing protein 1 (calcium and DAG-
regulated) (RASGRP1), transcript variant 1, mRNA [NM_005739]
Homo sapiens TraB domain containing 2A (TRABD2A), transcript
variant 1, mRNA [NM_001277053]

Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 4 polypeptide
(ATP1A4), transcript variant 1, mRNA [NM_144699]

Homo sapiens zinc finger, FYVE domain containing 28 (ZFYVE28),
transcript variant 2, mRNA [NM_020972]

Homo sapiens zinc finger CCCH-type containing 12C (ZC3H12C), mRNA
[NM_033390]

Homo sapiens cDNA FLJ90099 fis, clone HEMBA1006016, [AKO74580]
Homo sapiens zinc finger, MYND-type containing 15 (ZMYND15),
transcript variant 2, mRNA [NM_032265]

solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:29786] [ENST00000519973]

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, N
polypeptide 2 (PTPRN2), transcript variant 1, mRNA [NM_002847]
Homo sapiens catechol-O-methyltransferase (COMT), transcript
variant 1, mRNA [NM_000754]

Homo sapiens peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E) (PPIE),
transcript variant 2, mRNA [NM_203456]

Homo sapiens egf-like module containing, mucin-like, hormone
receptor-like 2 (EMR2), transcript variant 1, mRNA [NM_013447]
Homo sapiens solute carrier family 31 (copper transporter), member 2
(SLC31A2), mRNA [NM_001860]

Homo sapiens nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)
(NFIX), transcript variant 2, mRNA [NM_002501]

Homo sapiens cleavage and polyadenylation specific factor 1, 160kDa
(CPSF1), mRNA [NM_013291]

Homo sapiens kinesin family member 13B (KIF13B), mRNA
[NM_015254]

Homo sapiens cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 (CREG1),
mRNA [NM_003851]

Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like
(HNRNPDL), transcript variant 2, mRNA [NM_031372]

Homo sapiens LRRN4 C-terminal like (LRRN4CL), mRNA [NM_203422]
Homo sapiens platelet-derived growth factor alpha polypeptide
(PDGFA), transcript variant 2, mRNA [NM_033023]

Homo sapiens tescalcin (TESC), transcript variant 1, mRNA
[NM_017899]

Homo sapiens insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2
(IGF2BP2), transcript variant 1, mRNA [NM_006548]

Homo sapiens chloride intracellular channel 3 (CLIC3), mRNA
[NM_004669]

Homo sapiens cDNA FLJ36340 fis, clone THYMU2006468, [AK093659]
Homo sapiens H2A histone family, member Y2 (H2AFY2), mRNA
[NM_018649]

Homo sapiens frizzled class receptor 1 (FZD1), mRNA [NM_003505]
Homo sapiens transmembrane and coiled-coil domains 4 (TMCO4),
mRNA [NM_181719]

Homo sapiens tripartite motif containing 50 (TRIM50), transcript
variant 1, mRNA [NM_178125]

Homo sapiens glucosidase, beta (bile acid) 2 (GBA2), mRNA
[NM_020944]
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Homo sapiens G protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER1),
transcript variant 3, mRNA [NM_001039966]

Homo sapiens ribosomal protein L41 (RPL41), transcript variant 2,
mRNA [NM_001035267]

Homo sapiens elastin microfibril interfacer 2 (EMILIN2), mRNA
[NM_032048]

Homo sapiens ring finger protein 125, E3 ubiquitin protein ligase
(RNF125), mRNA [NM_017831]

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14
(TNFRSF14), transcript variant 1, mRNA [NM_003820]

Homo sapiens CXADR-like membrane protein (CLMP), mRNA
[NM_024769]

Homo sapiens enabled homolog (Drosophila) (ENAH), transcript
variant 1, mRNA [NM_001008493]

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 8 (LGALSS),
transcript variant 1, mRNA [NM_006499]

Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 28 (SNORA28), small
nucleolar RNA [NR_002964]

zinc finger protein 692 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:26049]
[ENST00000533976]

Homo sapiens serine/threonine protein kinase 26 (STK26), transcript
variant 1, mRNA [NM_016542]

Homo sapiens SH3-domain binding protein 4 (SH3BP4), mRNA
[NM_014521]

Homo sapiens GLI family zinc finger 2 (GLI2), mRNA [NM_005270]
Homo sapiens cartilage intermediate layer protein 2 (CILP2), mRNA
[NM_153221]

Homo sapiens myeloid leukemia factor 1 (MLF1), transcript variant 1,
mRNA [NM_022443]

Homo sapiens syntaxin 2 (STX2), transcript variant 1, mRNA
[NM_001980]

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme E2T (UBE2T), mRNA
[NM_014176]

Homo sapiens B melanoma antigen family, member 4 (BAGE4), mRNA
[NM_181704]

Homo sapiens histone cluster 1, H2am (HISTIH2AM), mRNA
[NM_003514]

Homo sapiens secretory carrier membrane protein 5 (SCAMP5),
transcript variant 3, mRNA [NM_138967]

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 17 (SNORD17), small
nucleolar RNA [NR_003045]

Homo sapiens runt-related transcription factor 1 (RUNX1), transcript
variant 2, mRNA [NM_001001890]

Homo sapiens growth factor receptor-bound protein 10 (GRB10),
transcript variant 4, mRNA [NM_001001555]

Homo sapiens cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 1
(CELSR1), mRNA [NM_014246]

Homo sapiens epithelial membrane protein 2 (EMP2), mRNA
[NM_001424]

Homo sapiens AE binding protein 1 (AEBP1), mRNA [NM_001129]
Homo sapiens thrombomodulin (THBD), mRNA [NM_000361]
Homo sapiens high mobility group box 3 pseudogene 1 (HMGB3P1),
non-coding RNA [NR_002165]

Homo sapiens tuftelin 1 (TUFT1), transcript variant 1, mRNA
[NM_020127]

Homo sapiens indolethylamine N-methyltransferase (INMT), transcript
variant 2, mRNA [NM_001199219]

Homo sapiens essential meiotic structure-specific endonuclease 1
(EME1), transcript variant 2, mRNA [NM_152463]

Homo sapiens family with sequence similarity 72, member D
(FAM72D), mRNA [NM_207418]

Homo sapiens transducer of ERBB2, 2 pseudogene 1 (TOB2P1), non-
coding RNA [NR_002936]
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Homo sapiens uncharacterized LOC644656 (LOC644656), long non-
coding RNA [NR_036539]

Homo sapiens cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5), transcript
variant I, mRNA [NM_003159]

Homo sapiens histone cluster 1, H4k (HIST1H4K), mRNA [NM_003541]
Homo sapiens solute carrier family 17 (vesicular nucleotide
transporter), member 9 (SLC17A9), transcript variant 2, mRNA
[NM_001302643]

Homo sapiens nuclear receptor interacting protein 1 (NRIP1), mRNA
[NM_003489]

Homo sapiens breast cancer 1, early onset (BRCA1), transcript variant
2, mRNA [NM_007300]

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 116-19 (SNORD116-19),
small nucleolar RNA [NR_001290]

Homo sapiens C1qg and tumor necrosis factor related protein 5
(C1QTNF5), transcript variant 1, mRNA [NM_015645]

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC101928433
(LOC101928433), ncRNA [XR_241982]

Homo sapiens 1Q motif containing D (IQCD), mRNA [NM_138451]
Homo sapiens RNA, U12 small nuclear (RNU12), small nuclear RNA
[NR_029422]

Homo sapiens solute carrier family 25 (mitochondrial oxoadipate
carrier), member 21 (SLC25A21), transcript variant 1, mRNA
[NM_030631]

Homo sapiens peroxidasin (PXDN), mRNA [NM_012293]

Homo sapiens RNA, 7SL, cytoplasmic 1 (RN7SL1), SRP RNA
[NR_002715]

Homo sapiens polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 6
(GALNT6), mRNA [NM_007210]

Homo sapiens collagen, type IX, alpha 3 (COL9A3), mRNA
[NM_001853]

Homo sapiens M-phase phosphoprotein 9 (MPHOSPH9), transcript
variant 1, mRNA [NM_022782]

Homo sapiens histone cluster 1, H4l (HIST1H4L), mRNA [NM_003546]
Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 81 (SNORA81), small
nucleolar RNA [NR_002989]

Homo sapiens ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 5 (ST8SIA5), mRNA [NM_013305]

Homo sapiens collagen, type VI, alpha 1 (COL8A1), transcript variant
1, mRNA [NM_001850]

Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 73B (SNORA73B), small
nucleolar RNA [NR_004404]

von Willebrand factor A domain containing 2 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:24709] [ENST00000298715]

Homo sapiens histone cluster 1, H2ai (HIST1H2AI), mRNA
[NM_003509]

Homo sapiens LSM14B, SCD6 homolog B (S, cerevisiae) (LSM14B),
mRNA [NM_144703]

Homo sapiens palladin, cytoskeletal associated protein (PALLD),
transcript variant 2, mRNA [NM_016081]

Homo sapiens phosphoglucomutase 2-like 1 (PGM2L1), mRNA
[NM_173582]

Homo sapiens colipase-like 2 (CLPSL2), transcript variant 1, mRNA
[NM_001286550]

Homo sapiens histone cluster 1, H4j (HIST1H4J), mRNA [NM_021968]
Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4
(CACNG4), mRNA [NM_014405]

Homo sapiens hes family bHLH transcription factor 6 (HES6), transcript
variant 1, mRNA [NM_018645]

Homo sapiens versican (VCAN), transcript variant 1, mRNA
[NM_004385]

Homo sapiens choroideremia-like (Rab escort protein 2) (CHML),
mRNA [NM_001821]
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Homo sapiens prickle homolog 1 (Drosophila) (PRICKLE1), transcript
variant 1, mRNA [NM_153026]

Homo sapiens RAP2C, member of RAS oncogene family (RAP2C),
transcript variant 2, mRNA [NM_021183]

Homo sapiens copine V (CPNE5), mRNA [NM_020939]

Homo sapiens small Cajal body-specific RNA 5 (SCARNAS), guide RNA
[NR_003008]

Homo sapiens fibroblast activation protein, alpha (FAP), transcript
variant 1, mRNA [NM_004460]

Homo sapiens cDNA FLJ34440 fis, clone HLUNG2001214, [AK091759]
Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 73A (SNORA73A),
small nucleolar RNA [NR_002907]

Homo sapiens SH3 domain binding kinase 1 (SBK1), mRNA
[NM_001024401]

Homo sapiens v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog
(MYB), transcript variant 2, mRNA [NM_005375]

Homo sapiens musashi RNA-binding protein 2 (MSI2), transcript
variant 2, mRNA [NM_170721]

arylsulfatase G [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24102]
[ENST00000448504]

Homo sapiens X-box binding protein 1 (XBP1), transcript variant 1,
mRNA [NM_005080]

Homo sapiens activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM),
transcript variant 1, mRNA [NM_001627]

Homo sapiens ethanolamine kinase 2 (ETNK2), transcript variant 2,
mRNA [NM_001297760]

Homo sapiens mesoderm specific transcript (MEST), transcript variant
1, mRNA [NM_002402]

Homo sapiens scavenger receptor cysteine rich family, 5 domains
(SSC5D), transcript variant 1, mRNA [NM_001144950]

Homo sapiens pyruvate dehyrogenase phosphatase catalytic subunit 1
(PDP1), transcript variant 2, mRNA [NM_001161779]

Homo sapiens HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 2 (HECW2), mRNA [NM_020760]

Homo sapiens NIMA-related kinase 2 (NEK2), transcript variant 1,
mRNA [NM_002497]

Homo sapiens collagen, type V, alpha 2 (COL5A2), mRNA
[NM_000393]

Homo sapiens meteorin, glial cell differentiation regulator (METRN),
mRNA [NM_024042]

Homo sapiens inhibin, beta A (INHBA), mRNA [NM_002192]

Homo sapiens histone cluster 1, H3b (HIST1H3B), mRNA [NM_003537]
Homo sapiens TEK tyrosine kinase, endothelial (TEK), transcript variant
1, mRNA [NM_000459]

Homo sapiens chromosome 11 open reading frame 96 (C110rf96),
mRNA [NM_001145033]

Homo sapiens hematological and neurological expressed 1 (HN1),
transcript variant 3, mRNA [NM_001002033]

Homo sapiens F-box and leucine-rich repeat protein 20 (FBXL20),
transcript variant 1, mRNA [NM_032875]

Homo sapiens phospholipase A2, group XVI (PLA2G16), transcript
variant 1, mRNA [NM_007069]

Homo sapiens ring finger protein, transmembrane 2 (RNFT2),
transcript variant 2, mRNA [NM_032814]

ras homolog family member B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:668]
[ENST00000272233]

Homo sapiens G protein-coupled receptor, class C, group 5, member A
(GPRC5A), mRNA [NM_003979]

Homo sapiens collagen, type I, alpha 2 (COL1A2), mRNA [NM_000089]
Homo sapiens homeobox C9 (HOXC9), mRNA [NM_006897]

Homo sapiens fibronectin 1 (FN1), transcript variant 7, mRNA
[NM_054034]

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme E2C (UBE2C), transcript
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variant 4, mRNA [NM_181801]

Homo sapiens collagen, type Xll, alpha 1 (COL12A1), transcript variant
long, mRNA [NM_004370]

Homo sapiens RAD52 motif containing 1 (RDM1), transcript variant 2,
mRNA [NM_001034836]

Homo sapiens histone cluster 2, H3a (HIST2H3A), mRNA
[NM_001005464]

Homo sapiens histone cluster 1, H1b (HISTIH1B), mRNA [NM_005322]
Homo sapiens msh homeobox 2 pseudogene 1 (MSX2P1), non-coding
RNA [NR_002307]

Homo sapiens histone cluster 1, H4a (HISTIH4A), mRNA [NM_003538]
Homo sapiens transmembrane protein 63C (TMEM®63C), mRNA
[NM_020431]

Homo sapiens erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2), transcript
variant 2, mRNA [NM_001005862]

Homo sapiens histone cluster 1, H3h (HISTIH3H), mRNA [NM_003536]
Homo sapiens tubulin, beta 3 class Ill (TUBB3), transcript variant 1,
mRNA [NM_006086]

Homo sapiens collagen, type I, alpha 1 (COL1A1), mRNA [NM_000088]
Homo sapiens RAS-like, family 11, member B (RASL11B), mRNA
[NM_023940]

Homo sapiens dihydrodiol dehydrogenase (dimeric) (DHDH), mRNA
[NM_014475]

Homo sapiens centromere protein F, 350/400kDa (CENPF), mRNA
[NM_016343]

Homo sapiens retinoic acid receptor, alpha (RARA), transcript variant
2, mRNA [NM_001024809]

Homo sapiens purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 2 (P2RY2),
transcript variant 1, mRNA [NM_176072]

Homo sapiens ADP-ribosylation factor-like 4D (ARL4D), mRNA
[NM_001661]

Homo sapiens placenta-specific 1 (PLAC1), mRNA [NM_021796]
Homo sapiens solute carrier family 16, member 2 (thyroid hormone
transporter) (SLC16A2), mRNA [NM_006517]

Homo sapiens phosphatidic acid phosphatase type 2 domain
containing 1A (PPAPDC1A), mRNA [NM_001030059]

Homo sapiens lysosomal-associated membrane protein family,
member 5 (LAMP5), transcript variant 1, mRNA [NM_012261]

Homo sapiens calmegin (CLGN), transcript variant 1, mRNA
[NM_004362]

Homo sapiens secreted frizzled-related protein 2 (SFRP2), mRNA
[NM_003013]

Homo sapiens GREB1 protein, mRNA (cDNA clone IMAGE:6729261),
partial cds, [BC071853]

Homo sapiens EF-hand domain family, member D1 (EFHD1), transcript
variant 1, mRNA [NM_025202]

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 3B-1 (SNORD3B-1), small
nucleolar RNA [NR_003271]

Homo sapiens fatty acyl CoA reductase 2 (FAR2), transcript variant 2,
mRNA [NM_018099]

Homo sapiens mex-3 RNA binding family member A (MEX3A), mRNA
[NM_001093725]

Homo sapiens claudin 3 (CLDN3), mRNA [NM_001306]

Homo sapiens small nucleolar RNA, H/ACA box 23 (SNORA23), small
nucleolar RNA [NR_002962]

Homo sapiens centrosomal protein 55kDa (CEP55), transcript variant
1, mRNA [NM_018131]

Homo sapiens metallothionein-like 5, testis-specific (tesmin) (MTL5),
transcript variant 1, mRNA [NM_004923]

Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H
subunit (CACNA1H), transcript variant 1, mRNA [NM_021098]

Homo sapiens matrilin 3 (MATN3), mRNA [NM_002381]
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Homo sapiens cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6
(CYP2B6), mRNA [NM_000767]

Homo sapiens long intergenic non-protein coding RNA 1116
(LINC01116), long non-coding RNA [NR_040001]

Homo sapiens tripartite motif containing 58 (TRIM58), mRNA
[NM_015431]

Homo sapiens matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
progelatinase) (MMP3), mRNA [NM_002422]

Homo sapiens collagen, type X, alpha 1 (COL10A1), mRNA
[NM_000493]

Homo sapiens matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) (MMP11),
mRNA [NM_005940]

Homo sapiens forkhead box A1 (FOXA1), mRNA [NM_004496]
Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 3 (SERPINA3), mRNA
[NM_001085]

Homo sapiens matrix Gla protein (MGP), transcript variant 1, mRNA
[NM_001190839]
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