AVALIACAO PROSPECTIVA DA CORRELACAO ENTRE
CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES E CONTROLE DA
DOENCA ENCEFALICA APOS RADIOTERAPIA FOCAL DE
METASTASES ENCEFALICAS DE CANCER DA MAMA

DOUGLAS GUEDES DE CASTRO

Tese apresentada a Fundacio Antonio Prudente para

obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias
Area de concentracio: Oncologia

Orientadora: Dra. Ludmilla Thomé Domingos Chinen

Co-Orientador: Dr. Antonio Cassio Assis Pellizzon

Sao Paulo

2020



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pelo Ensino Apoio ao aluno da Funda¢io Antonio Prudente*

C355 Castro, Douglas Guedes
Avaliacio prospectiva da correlacio entre células tumorais circulantes

e controle da doenca encefalica apés radioterapia focal de metastases
encefalicas de cincer da mama. Douglas Guedes de Castro — Sao Paulo, 2020.
138p.
Tese (Doutorado)-Fundag¢do Anténio Prudente.
Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias - Area de concentracio: Oncologia.

Orientadora: Ludmilla Thomé Domingos Chinen

Descritores: 1. Biomarcadores Tumorais/Biomarkers, Tumor. 2. Neoplasias
Cerebrais/Brain Neoplasms. 3. Células Neoplasicas Circulantes/Neoplastic
Cells, Circulating. 4. Radiocirurgia/Radiosurgery.

Elaborado por Suely Francisco CRB 8/2207
*Todos os direitos reservados a FAP. A violagdo dos direitos autorais constitui crime, previsto no art. 184
doCodigo Penal, sem prejuizo de indenizag¢des cabiveis, nos termos da Lei n® 9.610/08.



DEDICATORIA

Aos meus pais, Cremilda e Otacilio, pelos ensinamentos e oportunidades.
A minha esposa, amiga e companheira, Luciana, pelo apoio e paciéncia.
Aos meus filhos, Camila e Felipe, pela inspiragdo e energia que nos move.

Aos familiares e amigos, pelo convivio e lembrangas.



AGRADECIMENTOS

Meu reconhecimento e gratidao,

As queridas pacientes, pela participagéo e ligdo de vida!

A minha orientadora, Ludmilla, pelo incentivo desde o primeiro momento, aprendizado e
paciéncia.

Ao meu co-orientador, Céssio, pelo apoio e parceria.

Ao Vinicius, estatistico, pelo suporte e ensinamentos.

A Elena Fidarova e Eduardo Zubizarreta, pela confianga e estimulo.

Ao grupo de CTC, Ana, Alexcia, Camila, Emne e Vanessa, por todo envolvimento e
cooperacgao.

Aos amigos e colegas do Departamento de Radioterapia, Fisica Médica e Enfermagem do
A.C.Camargo e Oswaldo Cruz, pela colaboracdo e participagao.

Aos colegas do grupo de Neuro-Oncologia, pelo convivio e aprendizado

A todos os colegas do Departamento de Radioterapia, do setor técnico e administrativo, que se
envolveram direta ou indiretamente com a pesquisa.

Ao A.C.Camargo Cancer Center e Agéncia Internacional de Energia Atdomica, pela

oportunidade, fomento e desenvolvimento.

“The beauty of research is that you never know where it is going to lead”
Richard Roberts, Bidlogo Molecular,
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, 1993



RESUMO

Castro DG. Avaliacdo prospectiva da correlacdo entre células tumorais circulantes e
controle da doenca encefalica apds radioterapia focal de metastases encefalicas de cancer

da mama. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacao Antdnio Prudente; 2020.

Introducao: Predizer o risco de progressdo encefalica distante (PED) precoce € um recurso util
e premente para a decisao terapéutica em pacientes candidatas ao tratamento local de metastases
encefalicas. Este estudo tem como objetivo analisar a correlagdo entre células tumorais
circulantes (CTCs) e controle da doenga encefalica apos radioterapia estereotatica/radiocirurgia
(RTE) de metastases encefalicas de cAncer da mama (ME). Métodos: Avaliacio prospectiva de
CTC antes (CTC1) e 4-5 semanas apos (CTC2) a RTE de ME e suas relagdes com o niimero
de lesdes sugestivas de ME (NL). As CTCs foram isoladas e quantificadas pelo método ISET
(Rarecells, Franga) e analisadas por imunocitoquimica para avaliar a expressdo das proteinas
COX2, EGFR, ST6GALNACS, NOTCHI1 e HER2. Sobrevida livre de progressao encefalica
distante (SLPED), o objetivo primario, sobrevida livre de progressao encefalica com
envolvimento difuso (SLPED-ED), definida como progressdao com mais de 4 novas ME ou
carcinomatose meningea, e sobrevida global (SG) foram estimadas pelo estimador de Kaplan-
Meier. Testes de log-rank foram aplicados a fim de comparar as curvas de sobrevida. Para
analise multivariada dos fatores prognosticos que afetaram a SPED e SG, foi ajustado o modelo
proporcional de Cox. Analise de risco competitivo para SLPED na presenga do 6bito foi
realizada. Resultados: Foram incluidas 39 pacientes entre novembro de 2016 e fevereiro de
2018. A idade mediana no momento da RTE foi 54 (34-70) anos e a avaliacdo prognostica
graduada doenca-especifica (DS-GPA) foi 1,5-2 em 17,5% e 2,54 em 82,5% das pacientes.
CTCs foram detectadas em todas as 39 pacientes antes da RTE e a CTCI1 mediana foi 2
CTC/mL. Apds a RTE, CTCs foram detectadas em 34 das 35 pacientes (4 mortes entre CTC1
e CTC2) e a CTC2 mediana foi 2,33 CTC/mL. Apos seguimento mediano de 16,6 (I1C95%:
14,8—18,4) meses, 15 pacientes evoluiram com PED, sendo 6 com progressdo encefalica
distante com envolvimento difuso (PED-ED), e 16 pacientes faleceram. A SLPED, SLPED-ED
e SG mediana foram 15,3, 14,1 e 19,5 meses, respectivamente. A incidéncia cumulativa, com
a morte como risco competitivo, de PED em 6 meses foi 40% nas pacientes com CTCI1 <0,5 e

8,82% nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (p =0,007) e a de PED-ED em 6 meses foi 40%



nas pacientes com CTC1 < 0.5 e 0 nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (p = 0,005) e 25%
nas pacientes com NL/CTC1 > 6,8 e 2,65% com NL/CTCI1 < 6,8 (p = 0,063). Na analise
mutivariada, a SLPED foi inferior nas pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL (HR 8,27,
1C95%:2,12-32,3; p = 0,002) e superior nas pacientes com imunofen6tipo HER2-positivo (HR
0,128, 1C95%:0,025-0,534; p = 0,013), a SLPED-ED foi inferior nas pacientes com CTC1 <
0,5 CTC/mL (HR 10,22, 1C95%:1,99-52,41; p = 0,005) e a SG foi superior nas pacientes com
imunofendtipo HER2-positivo (HR 0,073, 1C95%:0,018-0,288; p < 0,0001) e luminal B (HR
0,224, 1C95%:0,062-0,816; p = 0,023) e nas pacientes com NL/CTC1 < 2,2 (HR 0,159, 95%
CI 0,05-0,505; p = 0,002). Nao houve associagdo entre a expressao das proteinas nas CTCs e
PED e SG. Conclusées: CTC1 foi um fator prognostico independente de SLPED e SLPED-ED
e NL/CTCI1 foi um fator prognostico independente de SG e um potencial fator prognostico de
PED-ED em 6 meses. Estes dados sugerem que CTC1 e NL/CTC1 podem ter um papel como
biomarcador da PED-ED precoce, auxiliando a definir o momento e o tipo da radioterapia de

resgate a fim de otimizar o controle das ME.

Descritores: Biomarcadores Tumorais. Neoplasias Cerebrais. Células Tumorais Circulantes.

Radiocirurgia.



ABSTRACT

Castro DG. [Prospective assessment of the correlation between circulating tumor cells and
control of brain disease after focal radiotherapy of breast cancer brain metastases].

[Tese]. Sao Paulo; Fundacdo Anténio Prudente; 2020.

Introduction: Predicting the risk of early distant brain failure (DBF) is a useful and demanding
resource for management decisions in patients who are candidates to local treatment of brain
metastasis. This study aims to analyze the correlation between circulating tumor cells (CTCs)
and brain disease control after stereotactic radiotherapy/radiosurgery (SRT) for breast cancer
brain metastasis (BM). Methods: Prospective assessment of CTCs before (CTC1) and 4-5
weeks after (CTC2) SRT for BM and its relations with the number of suggestive lesions of BM
(NL). CTCs were isolated and quantified by the ISET method (Rarecells, France) and analyzed
by immunocytochemistry to evaluate the expression of the proteins COX2, EGFR,
ST6GALNACS, NOTCHI1 e HER2. Distant brain failure-free survival (DBFFS), the primary
endpoint, diffuse distant brain failure-free survival (D-DBFFS), defined as progression with
more than 4 new BM or meningeal carcinomatosis, and overall survival (OS) were estimated
by Kaplan-Meier estimator. Log-rank tests were applied in order to compare the survival
curves. For multivariate analysis of prognostic factors that affected DBFFS and OS, the Cox
proportional model was adjusted. Competing risk analysis for DBFFS in the presence of death
was performed. Results: 39 patients were included between November 2016 and February
2018. The median age at SRT was 54 (34-70) years and the diagnosis-specific graded
prognostic assessment (DS-GPA) was 1.5-2 in 17.5% and 2.5—4 in 82.5% of them. CTCs were
detected in all 39 patients before SRT and the median CTC1 was 2 CTC/mL. After SRT, CTCs
were detected in 34 of 35 patients (4 deaths between CTC1 and CTC2) and the median CTC2
was 2.33 CTC/mL. After a median follow-up of 16.6 (95% CI: 14.8—18.4) months, there were
15 patients with DBF, being 6 with diffuse distant brain failure (D-DBF), and 16 deaths. The
median DBFFS, D-DBFFS and OS were 15.3, 14.1 and 19.5 months, respectively. The
cumulative incidence, with death as competing risk factor, of DBF at 6 months was 40% in
patients with CTC1 < 0.5 and 8.82% in patients with CTC1 > 0.5 CTC/mL (p = 0.007) and of
D-DBF at 6 months was 40% in patients with CTC1 < 0.5 and 0 in patients with CTC1 > 0.5
CTC/mL (p =0.005) and 25% in patients with NL/CTC1 > 6.8 and 2.65% with NL/CTC1 < 6.8



(p=0.063). On multivariate analysis, DBFFS was inferior in patients with CTC1 <0.5 CTC/mL
(HR 8.27, 95% CI 2.12-32.3; p = 0.002) and superior in patients with immunophenotype
HER2-positive (HR 0.128, 95% CI 0.025-0.534; p = 0.013), D-DBFFS was inferior in patients
with CTC1 <0.5 CTC/mL (HR 10.22, 95% CI 1.99-52.41; p = 0.005) and OS was superior in
patients with immunophenotype HER2-positive (HR 0.073, 95% CI 0.018-0.288; p < 0.0001)
and luminal B (HR 0.224, 95% CI 0.062—0.816; p = 0.023) and in patients with NL/CTC1 <
2.2 (HR 0.159, 95% CI 0.05-0.505; p = 0.002). There was no association between protein
expression in CTCs and DBF and OS. Conclusions: CTC1 was an independent prognostic
factor of DBFFS and D-DBFFS and NL/CTC1 was an independent prognostic factor of OS and
a potential prognostic factor of D-DBF at 6 months. These data suggest that CTC1 and
NL/CTC1 may have a role as a biomarker of early D-DBF, helping define the timing and type

of salvage radiotherapy in order to optimize the control of BM.

Keywords: Biomarkers, Tumor. Brain Neoplasms. Circulating Tumor Cells. Radiosurgery.
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1 INTRODUCAO

1.1 METASTASES ENCEFALICAS

As metastases encefalicas (ME) sdo os tumores mais prevalentes do Sistema Nervoso
Central (SNC), com propor¢ao de 10:1 em relagdo aos tumores primarios. Ocorrem em 20-40%
dos pacientes com cancer ¢ estdo relacionadas a importante morbi-mortalidade. Os sitios
originarios mais frequentes de metéstases para o SNC sdo o pulmao (cerca de 50%), mama (15-
25%), melanoma (5-20%) e trato gastrointestinal (4-6%) (Patchell 2003). Em cerca de 15% dos
casos, o sitio primdrio ¢ indeterminado (Soffietti et al. 2006). Estima-se que aproximadamente
258.000 novos casos de ME foram diagnosticados nos Estados Unidos em 2009 (Fox et al.
2011).

Cerca de 80% das ME ocorrem no cérebro, 15% no cerebelo ¢ 5% no tronco. No cérebro,
a localizacdo mais frequente ¢ na transi¢do cortico-subcortical. Metastases multiplas ocorrem
em 80-90% dos casos. Metastase unica no SNC ¢ definida quando ha um foco no SNC,
independente do estado da doenca em outros sitios do organismo. Metastase isolada do SNC ¢
definida quando nao ha outros sitios de metéstase no organismo (Patchell 2003).

Relatos sugerem que a incidéncia de ME vem aumentando devido ao maior controle dos
tumores primarios e refinamento das técnicas de imagem cerebral (Wen e Loeffler 1999;
Clayton et al. 2004). No cancer da mama, por exemplo, ME sdo cada vez mais frequentes no
curso da doenga metastatica devido a maior expectativa de sobrevida e melhorias nos métodos
de diagnodstico (Stemmler e Heinemann 2008). Pacientes com cincer da mama metastatico
HER2-positivo tém propensdo para desenvolver mais frequentemente ME e estas ocorrem em
30-50% dos casos (Leyland-Jones 2009).

O progndstico dos pacientes com ME ¢ usualmente pobre e a sobrevida global (SG)
mediana estimada ¢ de 1 més e 4-6 meses em pacientes, respectivamente, sem ou com
tratamento (Zimm et al. 1981; Sundstrom et al. 1998) nos casos de pior prognostico e até 36
meses nos casos de melhor progndstico (Sperduto et al. 2020) . Além da curta sobrevida, as ME
estao associadas a deterioragdo neurolédgica e diminuigdo da qualidade de vida (Cruz-Mufioz e
Kerbel 2011).

A definicdo do prognostico de SG tem sido cada vez mais desafiadora devido a

heterogeneidade dessa populagdo. Diversos parametros clinicos, como idade, performance



status, nimero de metastases e situacdo da doenga extraencefalica sdo relatados como fatores
prognosticos relevantes. A analise desses fatores, por sua vez, tem sido utilizada na elaboracao
de escalas prognosticas que possam auxiliar na decisdo terapéutica.

O Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) publicou e validou, na década de 90,
um indice prognoéstico de SG baseado na idade, performance status de Karnofsky (KPS),
controle do tumor primario e presenga ou auséncia de metastases extraencefalicas. A partir
desses critérios, foi possivel estratificar os pacientes em trés grupos com diferengas
significativas de sobrevida. Conhecido como RPA (Recursive Partitioning Analysis), esse foi

o primeiro indice prognostico de SG para pacientes com ME (Gaspar et al. 1997) (Tabela 1).

Tabela 1 - Recursive Partitioning Analysis (RPA)

Classe Descricao SG mediana
< 65 anos, primario controlado, auséncia de doenga
! extraencefalica, KPS > 70 7.1 m
11 Demais 42 m
111 KPS <70 23 m

O RPA foi validado por outros autores e, posteriormente, diferentes indices prognosticos
foram elaborados com a utilizagdo de parametros variados, tais como o nimero e volume das
lesdes, resposta ao uso de esterdides anteriormente a radioterapia holoencefalica (RTHE) e o
intervalo entre o diagnostico de ME e RTHE (Weltman et al. 2000).

Sperduto et al. (2008) publicaram uma anélise dos dados de cinco estudos prospectivos
¢ aleatorizados do RTOG e compararam um novo indice prognéstico, o GPA (Graded
Prognostic Assessment), a outros trés indices conhecidos, entre eles 0o RPA. O GPA foi definido
por quatro parametros: idade, KPS, numero de lesdes e status da doenga extraencefélica. Dentre

os indices prognosticos, o GPA foi considerado o mais objetivo e de facil utilizacao (Tabela 2).



Tabela 2 - Graded Prognostic Assessment (GPA)

Score
Parametros
0 0,5 1.0
1 — Idade > 60 50-59 <50
2 —-KPS <70 70-80 90-100
3 — Numero de metastases >3 2-3 1
4 — Metastase extraencefalica Presente - Ausente
Score cumulativo SG mediana (meses) Numero de pacientes
0-1 2.6 143
1.5-2 3.8 666
3 6.9 168
3.5-4 11 102

Entretanto, ha evidéncias de que os fatores progndsticos e a aplicabilidade dos indices

prognosticos podem variar conforme o diagnostico primario e, portanto, faz-se necessario o

desenvolvimento de indices prognosticos diagndstico-especificos (Golden et al. 2008).

Com esse objetivo, Sperduto et al. (2010) analisaram, de maneira retrospectiva, os dados
de 4259 pacientes com ME tratados em 11 instituicdes entre 1985 e 2007. Os fatores
prognoésticos e resultados por sitio primario e tratamento foram avaliados e um indice
prognostico GPA diagnostico-especifico (DS-GPA) foi elaborado (Tabela 3). Para todos os

diagnosticos primarios, o somatorio do DS-GPA igual a 4 indica melhor progndstico e, quando

igual a 0, o pior prognostico.



Tabela 3 - Diagnosis-Specific Graded Prognostic Assessment (DS-GPA)

Sitio primario Fatores progndsticos Critério de score de GPA
0 0,5 1
Idade >60 50-60 <50 - -
Pulmao KPS <70 70-80 90-100 - -
(Células ) )
no-pequenas) Metastase extra-encefalica Sim - Nao - -
Numero de metastases >3 2-3 1 - =
0 0,5 1 1,5 2
Idade 260 <60 - - -
Mama KPS <50 60 70-80 >90 -
Imunofenétipo Basal - LumA Her LumB
0 1 2 - -
Melanoma/ Rim KPS <70 70-80 90-100 - -
Numero de metastases >3 2-3 1 - -
0 1 2 3 4
Gastrointestinal KPS <70 70 80 90 100
Score cumulativo SG por sitio primario (meses)
Gastrointestinal Mama Melanoma Pulmio Rim
0-1 3,1 3.4 34 3 3.3
1,5-2 4.4 7,7 4,7 5,5 7.3
2,5-3 6,9 15,1 8,8 9,42 11,3
3,5-4 13,5 25,3 13,2 14,8 14,8

Sugere-se que a utilizagdo de indices prognosticos de facil aplicagdo deva ser
considerada na selecdo do tratamento mais apropriado da ME, uma vez que ndo se espera
diferenga em termos de SG entre as diversas modalidades de radioterapia, mas na sobrevida
livre de progressao encefalica (SLPE) e toxicidade.

Por exemplo, se um paciente com cancer do pulmado tem um DS-GPA de 1, é provavel
que sobreviva menos que 3 meses e, portanto, uma abordagem que esteja associada a maior
controle da possivel doenga microscopica disseminada no encéfalo e maiores riscos de efeitos
tardios cognitivos, como a RTHE, pode ser empregada. No outro extremo, uma paciente com
cancer de mama que tenha um DS-GPA de 3,5 provavelmente sobreviverd mais do que 18
meses € a decisdo terapéutica ocorrerd entre os métodos de tratamento focal da ME, seja
cirurgia, radiocirurgia (RC) ou radioterapia estereotatica hipofracionada (REHF), a fim de se

evitar toxicidade nas regides nao comprometidas, uma vez que ha baixo risco de falha em outro



sitio do encéfalo devido ao controle da doenca extraencefalica (Chang et al. 2009; Linskey et
al. 2010).

Além dos fatores utilizados no DS-GPA, outros critérios sao levados em consideragao
na defini¢do da abordagem terapéutica da ME. O volume e a localizac¢do da lesdo, bem como a
eventual presenca de efeito de massa com consequente desenvolvimento de sintomas sugestivos
de hipertensdo intracraniana sio fatores que podem favorecer a abordagem cirtrgica inicial.
Portanto, seguindo algumas recomendagdes de grupos cooperativos e observando a
experiéncia institucional do A.C.Camargo Cancer Center previamente publicada, uma
possivel estratégia de abordagem terapéutica das pacientes ME sintomaticas esta representada
abaixo (Tsao et al. 2012; Kocher et al. 2014; De Azevedo Santos et al. 2015; Soffietti et al.
2017) (Figura 1).

DS-GPA
1,5-4
Lesao Unica Lesoes Multiplas
£35cm >3,5cm <10 lesdes > 10 lesoes
RC/ Cirurgia Todas 1 ou mais RC/ RC/
REHF <3,5cm >3,5cm REHF RE:IF
e 50" RTHE
Sim: Nao: C ou
REHF pés-op REHF REHF REHF

Figura 1 - Algoritmo para abordagem terapéutica das ME.

A utilizagdo do tratamento sistémico nas ME tem sido mais restrita, principalmente pela
baixa taxa de resposta associada a quimioterapia com drogas tradicionais. Mais recentemente,
numerosos relatos e estudos fase II t€ém demonstrado taxas de resposta mais acentuadas das ME
a terapias-alvo e imunoterapia (Soffietti et al. 2017).

Especificamente nas pacientes com cancer da mama, observou-se resposta objetiva das
ME com a associacdo de capecitabina ao lapatinibe, que ¢ um inibidor da tirosina-quinase
HERI e HER2. No estudo fase I LANDSCAPE, resposta objetiva foi relatada em 66% das 44
pacientes com ME de cancer da mama HER2-positivo (Bachelot et al. 2013).



1.2 MODALIDADES DE RADIOTERAPIA FOCAL E CONTROLE DAS
METASTASES ENCEFALICAS

A radioterapia focal ¢ uma técnica ndo-invasiva que utiliza localizagdo estereotatica e
que emprega alta dose de radiagdo com precisao submilimétrica nos alvos intracranianos. Pode
ser realizada em unica sessao, definida como RC, e, em caso de lesdes volumosas (diametro >
3 cm), em poucas sessoes, definida como REHF (5-10 fragdes), proporcionando um controle
local da lesao irradiada acima de 80% (Wiggenraad et al. 2011; Yamamoto et al. 2014; De
Azevedo Santos et al. 2015).

A dose méaxima tolerada de RC foi definida no estudo RTOG 90-05, que incluiu grupos
heterogéneos de pacientes com tumores encefalicos primarios ou ME previamente irradiados.
As doses sugeridas foram 24 Gy para lesdes com didmetro maximo < 20 mm, 18 Gy para 21-
30 mm e 15 Gy para 31-40 mm (Shaw et al. 2000). A definicao da dose na RTEH ¢ proveniente
da experiéncia publicada em poucos estudos prospectivos e retrospectivos, com dose usual de
25-30 Gy em 3-5 fragdes (Masucci 2018).

Embora o candidato ideal a radioterapia focal seja o paciente com doenga
oligometastatica (até quatro lesdes), tem sido cada vez mais frequente a sua utilizacdo em
pacientes com maior nimero de lesdes, pois o melhor controle da doenga extraencefalica tem
proporcionado maior sobrevida e, portanto, torna-se interessante evitar a RTHE e seu potencial
impacto cognitivo.

Chang et al. (2009) avaliaram a funcdo neurocognitiva, principalmente memoria e
aprendizagem, em pacientes com 1-3 ME que foram aleatorizados para RC isolada ou associada
a RTHE. O estudo foi interrompido precocemente, apds o recrutamento de 58 pacientes, devido
a andlise interina que mostrou probabilidade significativamente maior de deterioracdo nas
fungdes de memoria e aprendizagem (declinio cognitivo de 52%) em 4 meses nos pacientes
tratados com o regime combinado quando comparado aos pacientes tratados com RC (declinio
cognitivo de 24%).

Com o mesmo objetivo primario, Brown et al. (2016) comparam 213 pacientes com 1-
3 ME aleatorizados para RC isolada ou associada 8 RTHE e observaram reducao significativa
da deterioragdo cognitiva em 3 meses (63,5% versus 91,7%) e melhor qualidade de vida a favor
dos pacientes submetidos a RC, mas sem diferenga na SG. Yamamoto et al. (2014) compararam
a utilizacdo de RC como abordagem inicial em pacientes com Unica lesdo, 2-4 ou 5-10 ME.

Nessa série prospectiva, nao houve diferenga na SG mediana, de 10,8 meses, entre os grupos



com 2-4 e 5-10 lesdes. Além disso, os pacientes com 5-10 lesdes apresentaram resultados nao
inferiores aos pacientes com 1-4 lesdes em termos de morte neuroldgica, controle local,
manutengdo do status neurologico e necessidade de repeticdo da RC por novas metastases.
Kayama et al. (2018) avaliaram se RC de resgate nao foi inferior a RTHE ap06s a cirurgia em
pacientes com 1-4 ME, tendo a SG como objetivo primario, e observaram que a SG mediana
foi 15,6 meses em ambos os grupos. Entretanto, 16,4% dos pacientes submetidos 8 RTHE
apresentaram alteragcdo cognitiva graus 2-4 apds 91 dias do recrutamento, enquanto 7,7% dos
pacientes tratados com RC de resgate aprsentaram a mesma evolugdo (p = 0,048).

A despeito dos indices prognosticos, como o DS-GPA, permitirem uma estimativa da
SG e, consequentemente, auxiliarem na decisao do tratamento irradiante, ndo € possivel estimar
SLPE e tampouco o seu padrao de falha. Diante de um paciente com 4-10 ME, por exemplo,
além do DS-GPA, procura-se verificar o controle da doenga extraencefélica e a perspectiva de
novas terapias sistémicas para a definicao entre RTHE e radioterapia focal. Contudo, ha o risco
de perda do controle da doenga encefélica caso a opcao seja radioterapia focal em um pacientes
com possiveis micrometastases presentes ou que possam surgir em curto prazo. Por outro lado,
ha o risco de exposicdo desnecessaria aos efeitos cognitivos da RTHE nos pacientes que so
possuam as 4-10 ME macroscopicas e doenga extraencefalica controlada.

Com o intuito de estimar o risco de surgimento de novas ME ap6s a RC, Ayala-Peacock
et al. (2017) desenvolveram e validaram um nomograma a partir dos dados de 1354 pacientes
tratados com RC isolada para novas ME entre 2000 e 2013 em oito institui¢des académicas.
Numero de ME, minima dose marginal prescrita de RC e sitio primario foram os principais
fatores preditivos de novas ME em 3, 6 ¢ 9 meses apds a RC e a indicagdo de RTHE de resgate
apods a RC variou de 5-20% entre as instituicdes. Além disso, foi possivel identificar um limiar
de risco dobrado para a necessidade de RTHE precoce, 3 meses apds a RC. A identificagdo dos
pacientes sob maior risco de falha encefélia precoce e consequente necessidade de RTHE de
resgate permitiria ponderar a indicagdo de RTHE em lugar da RC desde o momento inicial,
com potencial otimizacao do controle da doenca encefélica.

Press et al. (2017) criaram um nomograma para estimar o risco de progressao encefalica
distante precoce (< 6 meses) apds a RC e validaram em 247 pacientes com 388 ME submetidos
a RC entre 2010 e 2013. Identificaram quatro fatores de risco, conferindo 1 ponto assinalado a
cada um dos fatores: auséncia de RTHE prévia, ME origindrias de cancer da mama ou
melanoma, multiplas ME e volume total de ME < 1,3 cm?®. O grupo de baixo risco (0-1 ponto)
teve um risco significativamente menor de progressao encefalica distante precoce em relagdo

ao grupo de alto risco (3-4 pontos), com 22,6% versus 44% (p = 0,004). Também houve uma



tendéncia para maior indicacdo de RTHE de resgate no grupo de alto risco, quando comparado
ao de baixo risco, mas sem significancia estatistica.

Portanto, os métodos atuais da avaliacdo clinica, imagenologica € mesmo a jungao
dessas informagdes em escalas progndsticas ndo oferecem uma definicdo adequada da biologia
e heterogeneidade tumoral, bem como da presenca de micrometéastases, limitando a
possibilidade de estimar o risco de doenca metastatica. Nesse contexto, a existéncia de um
marcador prognostico do potencial de progressao metastatica teria aplicagdo impactante na
pratica clinica, principalmente se restrito a um sitio tumoral priméario especifico e considerando-

se as suas respectivas peculiaridades.

1.3 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

As células tumorais circulantes (CTCs) sdo originarias do tumor primario e presentes
em numero escasso na corrente sanguinea, de onde podem migrar para 6rgaos distantes, como
o cérebro, pulmdo ou figado. Representam a principal causa de doenca intratavel e sdo
consideradas essenciais para a formagdo de metastases (Cristofanilli et al. 2004; Mego et al.
2011; Alix-Panabicres et al. 2012; Zhang et al. 2013).

Ashworth (1869) foi o primeiro a descrever as CTCs, apos observar células na corrente
sanguinea de aspecto idéntico aquelas do tumor primario em um homem com cancer
metastatico. Todavia, o isolamento e a caracterizacdo das CTCs representam um desafio
técnico, uma vez que o numero de CTCs geralmente ¢ de 1-10 por mL de sangue, comparado a
alguns milhdes de leucdcitos e poucos bilhdes de hemacias (Yu et al. 2011). Algumas técnicas
desenvolvidas, principalmente na ultima década, tornaram possivel detectar e quantificar as
CTCs (Giuliano et al. 2014).

A andlise das CTCs de maneira isolada, célula a célula, requer trés etapas:
enriquecimento ou purificagdo, deteccao de célula inica e caracterizagao molecular. As técnicas
de purificacao sao divididas entre antigeno-dependentes, baseados na expressao de marcadores
na superficie celular, e antigeno-independentes, baseados, por exemplo, no tamanho, densidade
ou deformabilidade das células. Apos a purificagdo, técnicas de fluorescéncia, microdissec¢ao
por captura a laser ¢ micromanipulagdo manual ou automatizada podem ser utilizadas para
detectar a célula. A caracterizacao molecular ¢ definida por técnicas que permitem a andlise do
DNA, RNA, proteinas e metabolitos da célula isolada (Keller e Pantel 2019).

A maioria dos métodos para analise das CTCs utiliza técnica antigeno-dependente

baseada em sele¢do imuno-magnética de CTCs com expressdo de marcadores epiteliais. O



unico método de detec¢do de CTCs aprovado pelo U.S. Food an Drug Administration (FDA),
o CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, EUA), é baseado na separagdo de células
expressoras das moléculas de adesao das células epiteliais (EpCAM). Contudo, esses métodos
sao inadequados para detectar CTCs sem expressao epitelial como, por exemplo, células cujos
fenotipos foram alterados pelo processo de transicdo epitélio-mesenquima (TEM) ou que
tenham a caracteristica de célula-tronco (Bielcikova et al. 2017).

Um dos métodos antigeno-independentes utilizados ¢ baseado no tamanho das CTCs.
Vona et al. (2000) desenvolveram o método ISET (lsolation by SizE of Tumors; Rarecells
Diagnostics, Franga), que ¢ cacracterizado pela separacao de células com didmetro maior que
11 pum, incluidas as CTC nesse grupo, dos leucdcitos (eritrocitos sdo lisados). Posteriormente,
as CTC purificadas sao coradas e contadas precisamente apoOs avaliagao citopatologica e, entao,
podem receber a caracterizacdo molecular por diferentes técnicas (Paterlini-Brechot e Benali
2007).

Farace et al. (2011) realizaram uma comparag¢ao direta dos métodos CellSearch ¢ ISET
em 60 pacientes com cancer metastatico da mama, prostata e pulmao. Observaram resultados
concordantes em 55% das pacientes com cancer da mama, 60% dos pacientes com cancer da
prostata e 20% dos pacientes com cancer do pulmdo. A discordincia dos resultados,
principalmente nos pacientes com cancer do pulmao, pode ser explicada pela limitagdo do
método antigeno-dependente, que s6 detecta CTCs com expressao de marcadores epiteliais.
Portanto, o método ISET pode ser mais acurado para detec¢do das CTCs e, consequentemente,
apresentar maior poder preditivo e progndstico, o que necessita ser avaliado em séries com
maior nimero de pacientes. Sendo a unica plataforma aprovada pela FDA para a deteccdo das
CTCs, a maioria dos estudos publicados utiliza 0 método CellSearch. Varios estudos seminais
com esse método demonstraram que o nimero de CTCs, a partir de um valor de corte
determinado, foi fator prognostico de sobrevida global (Krebs et al. 2010). Contudo, a utilizagao
de diferentes plataformas, com técnicas dependentes ou independentes dos marcadores
epiteliais e consequente alteragdo no nimero de CTCs detectadas, pode levar a definicao de
valores de corte variaveis nos diferentes estudos.

O potencial de indicagdes clinicas de andlises das CTCs ¢ abrangente e elas podem ser
utilizadas como fator progndstico de sobrevida e progressdo de doenga em doenga inicial e
metastatica, fator preditivo de resposta a tratamentos locais e sistémicos, avaliagdo de doenga
residual apos tratamento, definicdo da periodicidade de exames de seguimento e método

diagnéstico pouco invasivo. Mais recentemente, diversos estudos mostraram o valor
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prognodstico das CTCs e sua associagdo com o volume e potencial doenga metastatica
(Cristofanilli et al. 2004; Smerage et al. 2014).

Giordano et al. (2013) desenvolveram e validaram um nomograma que combinou a
quantidade basal de CTCs a outros fatores prognosticos a fim de avaliar o desfecho de pacientes
com cancer da mama metastatico antes do tratamento inicial. A utilizacdo das CTCs como
variavel continua no nomograma possibilitou estimar a SG e sobrevida livre de progressao
(SLP), suportar decisoes terap€uticas e estratificar as pacientes em grupos de risco para ensaios
clinicos.

No entanto, a caracterizagdo das CTCs que induzem metastases permanece indefinida,
muito devido a dificuldade de definicdo de plataformas para captura dessas células e a
heterogeneidade fenotipica das mesmas. A eventual correlagao entre CTCs e incidéncia de ME
poderia auxiliar na indicacdo da radioterapia focal em pacientes com doenga oligometastatica
(até quatro lesdes) ou ndo tdo disseminada (até dez lesdes) no encéfalo. Porém, ha raros estudos
que avaliam esses cenarios.

Em um estudo prospectivo envolvendo 112 pacientes com diagnostico de cancer do
pulmdo de pequenas células estadio clinico 111, as CTCs foram quantificadas através do sistema
CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, EUA) antes do inicio € apds o primeiro e quarto
ciclos de quimioterapia. Observou-se que o numero de CTCs antes do tratamento foi fator
prognostico independente de SLP e que pacientes com valor acima de 218 por 7,5 mL de sangue
apresentaram significativa reducdo da SLP e SG. Em casos com niimero de CTC maior que
218, os autores sugerem que a dose de RTHE profilatica de 30 Gy em 15 fragdes seja
insuficiente (Fu et al. 2014).

Pierga et al. (2013) avaliaram o impacto das CTCs no desfecho das pacientes com ME
de cancer da mama HER2-positivo tratadas com lapatinibe e capecitabina, sem RTHE, em um
estudo fase II (LANDSCAPE trial). As CTCs foram avaliadas antes do inicio do tratamento e
21 dias apo6s, por meio do sistema CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, EUA). Verificou-
se que a taxa de resposta objetiva no SNC foi significativamente maior (80% versus 21%, p =
0,01) em pacientes sem evidéncia de CTCs no dia 21 quando comparada as pacientes com
CTCs. A SG em 1 ano foi de 83,9% em pacientes sem CTC no dia 21 e 42,9% nas pacientes
com CTCs > 1 (p = 0,02). Este foi o primeiro estudo a demonstrar a correlacdo entre a
mensuracao precoce das CTCs e resposta das ME a terapia dirigida a pacientes com HER-2
positivo.

Portanto, infere-se que a quantificacdo das CTCs talvez possa ser utilizada como um

biomarcador de ME em pacientes com cancer da mama. Contudo, faz-se necessario descobrir
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também um marcador nessas células que indique sua migragdo preferencial para esse sitio, o
que seria util ndo s6 como ferramenta diagnodstica, mas também como perspectivas de novas
abordagens terapéuticas.

Acredita-se que a fragdes de CTCs que extravasem e sejam capazes de gerar metastases
distantes tenham passado pela TEM, o que resulta na regulacdo negativa de marcadores de
células epiteliais, como a E-caderina, claudinas, citoqueratinas e EpCAM (Sieuwerts et al.
2009; Konigsberg et al. 2011; Pecot et al. 2011) e na regulagdo positiva de marcadores
mesenquimais, associados a TEM, como vimentina, Twist, N-Caderina (Zhang et al. 2013;
Chinen et al. 2014). Varios grupos relataram também que CTCs podem expressar marcadores
de células tronco tumorais (Sieuwerts et al. 2009; Mego et al. 2010; Konigsberg et al. 2011),
no entanto, ndo esta claro se CTCs que ja ndo expressam EpCAM sao metadstase-competentes.

O arraste das CTCs para a circulacdo e sua chegada em tecidos-alvo constitui um dos
passos limitantes para a metastase (Felding-Habermann et al. 1996). Para identificar os
determinantes moleculares que medeiam o arraste e extravasamento de células neoplasicas de
mama para o cérebro, Bos et al. (2009) aplicaram expressao gendmica comparativa em modelos
experimentais. Os resultados apontaram algumas moléculas como mediadoras da passagem da
célula tumoral através da barreira hematoencefalica, tais como: ciclo-oxigenase 2 (COX2),
EGFR (epidermal growth factor receptor) e a 2, 6- sialiltransferase (STOGALNACS). Pode ser
que COX2 aumente a permeabilidade da barreira hemato-encefalica, enquanto a ativagao
autocrina do EGFR das células tumorais da mama pelo seu ligante promova a capacidade de
invasdo destas células. A expressao de STOGALNACS pode estar ligada ao aumento da adesao
das células ao endotélio cerebral (como observado in vitro), levando consequentemente ao
aumento das ME, como visto in vivo. Ainda ndo esta claro se outros tipos de tumores que
metastatizam para o cérebro utilizam ST6GALNACS para facilitar a sua entrada no SNC.

Zhang et al. (2013) conseguiram desenvolver linhagens celulares a partir de CTCs
provenientes de trés pacientes com cancer da mama ¢ ME. Identificaram uma potencial
assinatura de desenvolvimento de ME em CTCs EpCAM-negativas com expressao de
HER2/EGFR/NOTCH 1/heparanase. A capacidade de invasdo e a competéncia metastatica das
células positivas para esses marcadores foram testadas in vivo. As CTCs que expressavam essa
assinatura foram altamente invasivas e capazes de gerar ME e pulmonares quando implantadas
em camundongos.

Portanto, o aumento da expectativa de sobrevida das pacientes com cancer da mama
metastatico associado a maior disponibilidade e acesso a métodos mais acurados de diagndstico

por imagem tém tornado mais frequente a deteccao de ME.
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Paralelamente, o surgimento e refinamento das escalas progndsticas de SG e SLPE
possibilitam a sele¢ao de pacientes que t€ém potencial beneficio com as diferentes modalidades
de radioterapia, seja focal ou holoencefalica. A decisdo entre essas abordagens, por sua vez,
segue a estratégia de priorizar a radioterapia focal e protelar a RTHE a fim de evitar o seu
impacto cognitivo, mas indica-la no momento oportuno para a otimizagao do controle da doenga
encefalica.

Embora os indices prognosticos de SG estejam cada vez mais especificos, com avaliagao
de aspectos moleculares do sitio primario, nao € possivel estimar SLPE e tampouco o seu padrao
de falha. Por sua vez, os nomogramas para estimativa de risco de progressao encefalica precoce
ndo sdo doenga-especificos.

Portanto, essas evidéncias sugerem a possibilidade da utilizacao da avaliagdo precoce
das CTCs como ferramenta prognoéstica do controle da doenga encefélica no cancer da mama.
Adicionalmente, consideramos que as CTCs podem auxiliar na decisdo mais apropriada do
momento e modalidade de radioterapia para o controle da doenga encefalica. Com o intuito de
testarmos nossa hipotese, avaliamos, de maneira prospectiva, os niveis de CTCs antes (inicial)
e apos (final) a radioterapia focal e os correlacionamos com os desfechos da doenca encefalica.
Avaliamos, também, a correlagdo com potenciais marcadores da capacidade de invasao

cerebral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Realizar andlise quantitativa de CTCs antes (CTC1) e ap6s (CTC2) a radioterapia focal,

em Unica ou multiplas fragdes, nas metastases encefalicas de pacientes com cancer da mama e

correlacionar com a sobrevida livre de progressao encefalica distante.

2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a correlagdo entre a quantidade de CTC1 e CTC2 com a sobrevida livre de
progressdo encefalica distante com envolvimento difuso, sobrevida global e livre de
progressao encefalica local.

Avaliar a correlagdo entre variacdo da quantidade de CTC1 e CTC2 (cinética das CTCs)
com sobrevida livre de progressao encefalica distante, e progressao encefalica distante
com envolvimento difuso e sobrevida global.

Avaliar a correlagdo entre o imunofenotipo, DS-GPA, niimero de metéstases
encefalicas, isoladas ou relacionadas a CTC1 e CTC2, e numero de sitios metastaticos
com a sobrevida livre de progressao encefalica distante, livre de progressao encefalica
distante com envolvimento difuso e sobrevida global.

Avaliar a correlagdo entre a expressao de moléculas mediadoras da passagem das CTCs
através da barreira hemato-encefalica (COX2, EGFR e ST6GALNACS), marcadoras da
TEM (NOTCH1) e HER2 com a sobrevida livre de progressao encefélica distante, livre

de progressao encefalica distante com envolvimento difuso e sobrevida global.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo prospectivo, unicéntrico, desenvolvido no Departamento de Radioterapia e

Centro Internacional de Pesquisa (CIPE) do A.C.Camargo Cancer Center.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Apds a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa - CEP do A.C.Camargo Cancer
Center (n° 2258/16), em 04/10/16, e o registro no sitio ClinicalTrials.gov (identificador
NCT02941536), o estudo foi iniciado (Anexo 1). Todas as pacientes foram esclarecidas quanto
aos objetivos, métodos e riscos associados a participagdo na pesquisa e incluidas somente apos

concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Apéndice

1.

3.3 PACIENTES

Pacientes com idade minima de 18 anos e indica¢do de radioterapia focal, RC ou
RTEHF, por ME de cancer da mama de qualquer imunofenétipo foram convidadas a participar
do estudo. Os quatro imunofenotipos clinicos foram definidos como luminal A, caracterizado
por forte expressao dos receptores de estrégeno e progesterona, auséncia de expressao do HER2
e baixo indice mitdtico; luminal B, caracterizado por expressdo menos intensa dos receptores
de estrogeno e progesterona em relacdo ao luminal A, auséncia de expressao do HER2 e alto
indice mitotico, HER2-positivo, caracterizado pela expressio do HER2; triplo negativo,
caracterizado pela auséncia de expressdo dos receptores de estrégeno e progesterona e do
HER2.

Os critérios de exclusdo restringiram a participagdo de pacientes gestantes, submetidas
a RTHE hé4 menos de 30 dias da coleta de CTC1 ou terapia sistémica hd menos de 7 dias da

coleta de CTC1 ou CTC2.
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3.4 RADIOTERAPIA

A radioterapia focal foi realizada em pacientes com ME presentes ou ressecadas e
indicada, prioritariamente, aquelas com doenga oligometastatica no encéfalo; multiplas lesdes
(>4 ME) e expectativa de sobrevida, determinada pelo DS-GPA, acima de 6 meses ou historico
de RTHE prévia.

O planejamento da radioterapia envolveu a confeccdo de mascara estereotatica
termoplastica rigida, realizagdo de tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética
(RM) do encéfalo, esta com aquisicao volumétrica e utilizagdo de contraste endovenoso.

Pacientes portadoras de lesdes volumosas, com didmetro maximo acima de 30 mm, ou
em areas eloquentes que limitassem a administracdo de RC a 15 Gy, foram submetidas a
RTEHF. A RTEHF foi realizada com dose de 25-30 Gy em cinco fragcdes e a RC em dose
unica de 16-24 Gy, cuja descrigdo técnica no A.C.Camargo Cancer Center foi previamente
publicada (De Azevedo Santos et al. 2015). A dose foi prescrita no volume-alvo de
planejamento, que foi definido com uma margem de 1 ¢ 2 mm sobre a lesdo ou cavidade
cirargica no caso de RC e RTEHF, respectivamente.

Todas as pacientes foram posicionadas com localizagdo estereotatica confirmada por
cone beam TC e tratadas no acelerador linear com colimador de multiplas microfolhas de 2,5
mm e fotons de energia 6 MV com intensidade modulada em campos estaticos ou arcos

volumétricos até 1 semana ap0s a realizagdo da TC e RM do encéfalo de planejamento.

3.5 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DAS CTC

A coleta de CTC1 foi oportunamente feita no mesmo dia da realizagdo da RM do
encéfalo para o planejamento da radioterapia focal e a CTC2 entre 4-5 semanas apds a
radioterapia, também oportunamente no mesmo dia da primeira RM do encéfalo de seguimento.

Amostras de 10 mL sangue coletadas em tubos de EDTA (Ethylenediaminetetraacetic
acid) foram processadas dentro de 4 horas, diluidas a 1:10 em tampao de lise de eritrocitos e
filtradas no sistema ISET. O método ISET isola as CTCs intactas do sangue pela filtracao direta
através de uma membrana de policarbonato com poros cilindricos de 8 pm de didmetro e sem
o uso de anticorpos, pois explora o maior tamanho das CTCs em relagdo aos leucocitos.

Apds a filtragdo, as membranas foram lavadas com PBS (phosphate buffered saline),

secas a temperatura ambiente, protegidas da luz e estocadas a -20° C até o momento da analise.
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3.6 IMUNOCITOQUIMICA NAS MEMBRANAS DE ISET

Para a realizacdo da imunocitoquimica e andlise de expressdo proteica, os Spots das
membranas foram cortados e colocados em placas de 24 pogos. Cada spot foi hidratado com
TBS (tris-buffered saline) por 10 minutos. As células foram permeabilizadas com TBS 0.2%
Triton X-100 por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds uma nova lavagem com TBS, as
membranas foram incubadas por 15 minutos, no escuro e a temperatura ambiente, com uma
solucdo a 3% de perdxido de hidrogénio, e lavadas novamente com TBS. Em seguida, os
anticorpos pesquisados foram aplicados aos spots e incubados por 1 hora. Para o controle
negativo, o anticorpo primario foi omitido. A revelacdo foi feita com Dual long system HRP
(Dako™) e pelo cromdgeno Diaminobenzidina 3,3' (DAB) (Dako™). Para leitura, os spots
foram corados com hematoxilina por 1 minuto e aderidos as laminas com meio de aquoso.

Para a realiza¢do da dupla marcag¢do imunocitoquimica, o mesmo protocolo descrito
acima foi realizado. No entanto, apos a utilizagao do DAB, realizou-se uma incubacao de 1 hora
com o segundo anticorpo primdrio, seguida por outra incubagdo de 20 minutos com o
Rabbit/Mouse (LINK) (Kit Envision™ G/2 System/AP). Apds lavagem com TBS, o spot foi
incubado por 30 minutos com AP Enzyme (Enhancer). O segundo anticorpo foi revelado por
Permanent Red. Para finalizar, o spot foi corado com hematoxilina. Os anticorpos utilizados
nessa dupla marcagdo imunocitoquimica foram anticorpos anti-CD45 (1:100 — CusaBio,
Polyclonal antibody, Lot: G0227Y). Com o anticorpo anti-CD45, espera-se uma marcagao em
leucdcitos, excluindo a possibilidade de reagdo inespecifica e confirmando que as células
marcadas pelos demais anticorpos nao sao leucdcitos.

Os anticorpos utilizados para avaliar a expressdo de COX2, EGFR, STO6GALNACS,
NOTCHI1, HER2 e CD45 estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Descrigdo dos anticorpos testados nas CTC

Linhagem de
Anticorpo Marca Referéncia Lote Diluicao
padronizacio

COXx2 CusaBio CSB-PA001764 G0213Y 1:100  HUVEC (endotelial)

FaDu (carcinoma
EGFR CusaBio CSB-PA007479GA01HU Y311212 1:50

escamoso)
STGAL CusaBio CSB-PA022765GA01HU G0207G 1:50 PC3 (prostata)
NOTCH1 CusaBio CSB-PA084572 GO508A 1:100 HCTS8 (colon)
HER2 CusaBio CSB-PA084572 G0207S 1:50 SKBR3 (mama)
CD45 CusaBio CSB-PA010546 F12122Y 1:100 Leucocitos

As CTCs foram caracterizadas de acordo com os seguintes critérios: auséncia da
expressdo de CD45, tamanho nuclear igual ou maior que 12 um, irregularidade do contorno
nuclear, presenca de citoplasma visivel e alta propor¢do nucleo-citoplasma (> 0,5), de acordo
com o descrito por Krebs et al. (2012). Quando faltaram qualquer dos critérios descritos, as
células foram classificadas como atipicas. Os resultados foram dados em niimero de CTC por

mL de sangue.

3.7 SEGUIMENTO

O controle clinico-radioldgico foi realizado com anamnese, exame fisico e RM do
encéfalo, sendo a primeira avaliag@o realizada entre 4-5 semanas apos a radioterapia. A partir
de entdo, as avaliagdes ocorreram a cada 3 meses no primeiro ano e a cada 4 meses durante o

segundo ano apds o tratamento.

3.8 DESFECHOS

Nos objetivos primarios e secundarios, a SLPE foi diferenciada entre local e distante
(SLPEL e SLPED). SLPEL foi caracterizada conforme os critérios da RANO (Response
Assessment in Neuro-Oncology), sendo que progressdo de doenga local foi definida como
aumento de pelo menos 20% na soma do maior didmetro em relagcdo ao nadir (Lin et al. 2015).
SLPED foi definida como auséncia de novas lesdes encefalicas adicionais as existentes no
momento da radioterapia e estratificada entre oligoprogressao, com até quatro lesdes (SLPED-
OP) ou envolvimento difuso, mais de quatro lesdes ou disseminagdo leptomeningea (SLPED-

ED).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Em se tratando de um estudo descritivo e exploratorio, o tamanho amostral foi obtido a
partir da relagdo sugerida de 15 eventos de progressdo encefalica distante (PED) por variavel
de interesse (CTC) (Halabi e Owzar 2010). Tendo em vista a estimativa de que os eventos
ocorram em metade das participantes da pesquisa no periodo avaliado bem como a
possibilidade de desisténcia ou perda de seguimento, um total de 40 pacientes foi definido como
o tamanho amostral.

Incialmente, realizou-se uma analise descritiva dos dados e, para as variaveis
qualitativas, as frequéncias absolutas e relativas foram calculadas. Para as variaveis de natureza
quantitativa, as medidas-resumo, como média, mediana, minimo, maximo e desvio padrdo
foram obtidas.

As taxas de SLPE e SG foram estimadas inicilmente a partir do estimador de Kaplan-
Meier (1958). Em ambas as situacdes, as curvas de sobrevivéncia foram comparadas em relagao
aquelas pacientes com ou sem CTC inicial. A SLPEL e SLPED atuarial foram também
estimadas e o tempo foi obtido a partir da data da radioterapia focal a data de Gltima RM (se
resposta parcial, completa ou doenga estavel) ou para a data da RM que mostrar progressdo. A
SG foi calculada a partir do dia da radioterapia focal até¢ a data da morte ou a data da ultima
avaliacdo clinico-radiolégica.

Testes de log-rank foram aplicados a fim de comparar as curvas de sobrevida. A fim de
determinar um valor de ponto de corte para CTC1 ¢ CTC2 em relacdo aos desfechos de
interesse, 0 método proposto por Lausen e Schumacher (1992) foi aplicado. Essa proposta visa
obter o valor de ponto de corte (cut-off) otimizado para discriminar as curvas de sobrevivéncia.

O modelo de riscos proporcionais de Cox (1972) foi ajustado aos dados para descrever
a relagdo entre as variaveis independentes e o tempo até o Obito ou progressdo. Todas as
variaveis com valor p inferior a 0,10 no modelo de Cox simples foram consideradas no modelo
de Cox multiplo, sendo que outras variaveis poderiam ser incluidas de acordo com a relevancia
clinica. As variaveis do modelo de regressdo de Cox multiplo foram selecionadas a partir do
método de stepwise backward (teste da razdo de verossimilhanga) com p de entrada de 0,05 ¢
remocdo de 0,10. Em todos os modelos, a suposi¢do de riscos proporcionais foi avaliada por
meio dos residuos de Schoenfeld (1982) e por meio de um teste global (Grambsch e Therneau
1994). Em todos os casos, temos evidéncias de que o efeito das covaridveis sdo constantes ao
longo do tempo. Posteriormente, o modelo de Fine-Gray (1999) foi ajustado aos dados

considerando PED e PED-ED como desfechos na presenca do ébito como risco competitivo.
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Esse modelo de riscos proporcionais de subdistribui¢do foi ajustado aos dados a fim de
investigar os efeitos das variaveis independentes na ocorréncia desses eventos.

O nivel de significancia adotado foi de 5%. Assim, resultados cujos valores p foram
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O software IBM SPSS
versao 24 e o software livre R versdo 3.5 foram utilizados nas analise dos dados. A Tabela com

as variaveis analisadas estpa no Apéndice 2.

3.10 FINANCIAMENTO

Este estudo foi financiado pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (contrato

de pesquisa n° 20541).
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4 RESULTADOS

4.1 PACIENTES

Durante o periodo de 23/11/16 a 07/02/18, 40 pacientes foram convidadas a participar
do estudo e 39 foram incluidas e tratadas (uma paciente retirou o consentimento por
impossibilidade de prosseguir o tratamento na institui¢ao).

A idade mediana foi 54 (34-70) anos e o imunofenétipo do cancer da mama foi HER2-
positivo em 20 (51%), luminal B em 12 (31%) e triplo negativo em 7 (18%) pacientes. A
distribui¢do das frequéncias das demais varidveis qualitativas das pacientes estd descrita na
Tabela 5.

Foram irradiadas 119 lesdes e o nimero mediano de ME tratada por paciente foi 2 (1-
15), sendo que o volume mediano das mesmas foi 0,9 cc (0,027-39,18).

Radionecrose foi observada e caracterizada por RM com espectroscopia e perfusdo em
uma Unica paciente, assintomatica, com imunofenétipo HER2-positivo e histoérico de trés RC
prévias. A lesdo surgiu na regido parietal direita cerca de 3 meses apos RTEHF com dose de 30
Gy em cinco fracdes em duas lesdes contiguas e reduziu de maneira significativa apds

tratamento com quatro ciclos de bevacizumabe.



Tabela S - Distribuicao das frequéncias das variaveis qualitativas relativas as pacientes.

Variavel Categoria n %
70 4 10.0
80 3 8
Status de Karnofsky 90 24 61,5
100 8 20,5
Total 39 100
Ausente 6 15
Doenca extra-encefalica Presente 33 85
Total 39 100
1 1 2,5
1,5 2 5
2 4 10
2,5 1 2,5
DS-GPA 3 5 3
3.5 22 57
4 4 10
Total 39 100
Cirurgia e RTHE 1 2,5
Cirurgia e RC 1 2,5
Cir., RTHE e RTEHF 1 2,5
Cirurgia 5 13
Tratamento prévio RTHE 4 10
RC 6 15
RTEHF 1 2,5
RTHE e RC 2 5
Nenhum 18 47
Total 39 100

RC (radiocirurgia); RTEHF (radioterapia estereotatica hipofracionada); RTHE (radioterapia holoencefalica)



22

4.2 RADIOTERAPIA

A modalidade de radioterapia focal mais utilizada foi a RC, realizada em 27 pacientes
(69,2%); as demais 12 pacientes (30,8%) receberam RTEHF em cinco fracdes. A dose média
prescrita foi 20 Gy (15-22) com RC e 27,5 Gy (25-30) com RTEHF.

Radioterapia adjuvante foi realizada em quatro cavidades cirargicas de quatro pacientes.

RTEHF foi a tinica modalidade adjuvante realizada, com dose de 25 Gy em cinco fragdes.

43 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

A taxa de detec¢ao de CTC1 foi 100% nas 39 pacientes e de CTC2 foi 97% (34/35) nas
35 pacientes (4 pacientes faleceram entre CTC1 e CTC2).

O namero mediano da contagem de CTC1 foi 2 células/mL (0,25 - 20,5) e de CTC2 foi
2,33 células/mL (0-13), sem diferenga significativa na contagem de CTCs entre os dois

momentos nas 35 pacientes (p = 0,357), conforme demonstrado na Figura 2.
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Figura 2 - Grafico de box-plot mostrando a comparacao entre a contagem de CTC1 e CTC2.
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As frequéncias de expressdo, por imunocitoquimica, dos biomarcadores COX2, EGFR,

ST6GALNACS, NOTCHI1 ¢ HER2 nas CTC1 e CTC2 estao demonstradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribui¢ao das frequéncias de expressao dos biomarcadores nas CTC1 e CTC2.

CTC1 CTC2
Biomarcadores

Categoria n % Categoria n %

Negativo 1 3,6 Negativo 1 2,5

COX2 Positivo 27 96,4 Positivo 24 96
Total 28 100 Total 25 100

Negativo 22 78,6 Negativo 9 50

EGFR Positivo 6 21,4 Positivo 9 50
Total 28 100 Total 18 100
Negativo 12 46,2 Negativo 6 333
ST6GALNACS Positivo 14 53,8 Positivo 12 66,7
Total 26 100 Total 18 100
Negativo 13 40,6 Negativo 11 40,7
NOTCH1 Positivo 19 59,4 Positivo 16 59,3
Total 32 100 Total 27 100
Negativo 29 90,6 Negativo 19 70,4
HER2 Positivo 3 9.4 Positivo 8 29,6
Total 32 100 Total 27 100

Todas as pacientes com CTCs detectaveis foram avaliadas para cada um dos
biomarcadores. Entretanto, nem todas as pacientes tinham CTCs nos spots quando da leitura de
alguns dos biomarcadores. Por esse motivo, o nimero de pacientes testadas variou de 18 a 32

(Figura 3).
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Figura 3 - Fotomicrografias de CTCs isoladas do sangue de pacientes com cancer da mama

metastatico. Observam-se as CTCs marcadas para diversos biomarcadores e os poros da membrana de

policarbonato com 8 um de didmetro. A) NOTCHI; B) ST6GALNACS; C) COX2; D) CTC com expressdao

negativa e corada somente com hematoxilina e eosina; E) HER2; F) EGFR.

Em relacdo a expressdo do HER2 nas CTCs, houve discordiancia em relagdo ao
imunofendtipo do tumor primario em 15 das 32 pacientes testadas na coleta inicial: 14 das 15
pacientes com imunofen6tipo HER2-positivo tiveram expressdo negativa e 1 das 17 sem
imunofendtipo HER2-positivo teve expressdo positiva do HER2 nas CTC. Dentre as 27
pacientes testadas na coleta final, houve discordancia em 14 delas: 12 das 14 pacientes com
imunofenétipo HER2-positivo tiveram expressdo negativa e 2 das 13 sem imunofendtipo

HER2-positivo tiveram expressao positiva do HER2 nas CTCs.

44 IMPACTO PROGNOSTICO DE CTC1 E CTC2 NA SOBREVIDA LIVRE
DE PROGRESSAO ENCEFALICA DISTANTE (SLPED)

Dentre as 39 pacientes tratadas, 36 foram avalidveis para SLPED, com um seguimento
mediano de 14,6 meses (IC95%: 11,1-18,1). A SLPED mediana foi 15,3 meses (IC95%: 12,2—
ndo atingida) (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de SLPED estimada pelo método de Kaplan-Meier (area cinza corresponde

ao intervalo de confianga de 95%).
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A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do valor
de CTC1 e CTC2 para analise da correlagdo com SLPED. O valor do ponto de corte sugerido
para CTC1 foi 0,5 CTC/mL (Figura 5).

1,5

a]

.
o

0\0/\/0\%,%/

1 2 3 4 9 6
CTC 1

05
|

Standardized log-rank statistic
1,0
|
D.__‘_\‘-_-_-’-—-\-‘
D/

o

Figura S - Estimativa do ponto de corte para CTC1 e SLPED.
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A SLPED mediana foi 6 meses nas pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL e ndo atingida
nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (HR = 4,97; 1C95%:1,48-16,69; p = 0,0041) (Figura

6).
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Figura 6 - SLPED atuarial estratificada por CTC1 (< ou > 0,5 CTC/mL).
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A incidéncia cumulativa de progressao encefalica distante (PED) aos 6 meses, tendo o

obito como risco competitivo, foi de 40% nas pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL e 8,82% nas

pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (p = 0,007) (Figura 7).
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Figura 7 - Incidéncias cumulativas de PED e obito estratificadas por CTC1 (< ou > 0,5

CTC/mL).
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O valor do ponto de corte sugerido pelo teste de Lausen e Schumacher para CTC2 foi

3,75 CTC/mL (Figura 8).
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Figura 8 - Estimativa do ponto de corte para CTC2 e SLPED.
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A SLPED mediana foi 13 meses nas pacientes com CTC2 < 3,75 CTC/mL e ndo atingida
em pacientes com CTC2 > 3,75 CTC/mL (HR = 1,89; 1C95%:0,53-6,74; p = 0,31) (Figura 9).
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Figura 9 - SLPED atuarial estratificada por CTC2 (< ou > 3,75 CTC/mL).
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45 IMPACTO PROGNOSTICO DE CTC1 E CTC2 NA SOBREVIDA LIVRE
DE PROGRESSAO ENCEFALICA DISTANTE COM ENVOLVIMENTO
DIFUSO (SLPED-ED)

Dentre as 39 pacientes tratadas, 36 foram avalidveis para SLPED-ED, com um
seguimento mediano de 14,1 meses (IC95%: 11,1-18,1). A SLPED-ED mediana nio foi
atingida (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de SLPED-ED estimada pelo método de Kaplan-Meier.

Dentre as 15 pacientes que evoluiram com progressao encefélica distante durante o
periodo de seguimento, seis (40%) apresentaram envolvimento difuso, sendo trés pacientes com
disseminag¢do leptomeningea (DLM) e trés com mais de quatro novas ME.

O tempo médio para progressao encefalica distante com envolvimento difuso foi 6,2

meses (1-12) e o tratamento de resgate foi realizado em 4 pacientes: RC em uma paciente,
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reirradiacdo com RTHE e dose de 20 Gy em 10 fragdes em duas pacientes com mais de quatro
novas lesdes € RTHE com 30 Gy em 10 fragdes em uma paciente com DLM.

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do valor
de CTC1 e CTC2 para analise da correlagdo com SLPED-ED. O valor de corte sugerido para
CTCl1 foi 0,5 CTC/mL (Figura 11).
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Figura 11 - Estimativa do ponto de corte para CTC1 e SLPED-ED.



34

A SLPED-ED mediana foi 6 meses nas pacientes com CTCI1 < 0,5 CTC/mL e nao
atingida pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (HR = 10,22; 1C95%:1,99-52.4; p = 0,005)
(Figura 12).
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Figura 12 - SLPED-ED atuarial estratificada por CTC1 (< ou > 0,5 CTC/mL).
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A incidéncia cumulativa de progressdao encefalica distante com envolvimento difuso
(PED-ED) aos 6 meses, tendo o 6bito como risco competitivo, foi de 40% nas pacientes com

CTCI £0,5 CTC/mL e zero nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (p = 0,005) (Figura 13).
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Figura 13 - Incidéncias cumulativas de PED-ED e o6bito estratificadas por CTCI1 (< ou > 0,5
CTC/mL).

A andlise dos demais fatores associados a PED e PED-ED pelo modelo de FINE-GRAY

(1999), considerando-se 6bito como risco competitivo, esta disponivel no Apéndice 3.



36

O valor do ponto de corte sugerido pelo teste de Lausen e Schumacher para CTC2 foi 1

CTC/mL (Figura 14).
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Figura 14 - Estimativa do ponto de corte para CTC2 e SLPED-ED.
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A SLPED-ED mediana foi 13 meses nas pacientes com CTC2 < 1 CTC/mL e ndo
atingida em pacientes com CTC2 > 1 CTC/mL (HR = 1,83; 1C95%:0,37-1,26; p = 0,67) (Figura

15).
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Figura 15 - SLPED atuarial estratificada por CTC2 (< ou> 1 CTC/mL).
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4.6 IMPACTO PROGNOSTICO DE CTC1 E CTC2 NA SOBREVIDA
GLOBAL (SG)

Dentre as 39 pacientes tratadas, o seguimento mediano foi 16,6 meses (IC95%: 14,8—

18,4 meses) e a SG mediana foi 19,5 meses (1C95%: 16,1-22,9) (Figura 16).
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Figura 16 - Curva de SG estimada pelo método de Kaplan-Meier.

Dentre as 16 mortes observadas durante o periodo de seguimento, 11 (68%) ocorreram

por progressao da doenga fora do sistema nervoso central, predominantemente no pulmao (9

das 11 mortes).
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A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte da
contagem de CTC1 e CTC2 para analise da correlagdo com SG. O valor do ponto de corte

sugerido para CTCI1 foi 0,5 CTC/mL (Figura 17).
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Figura 17 - Estimativa do ponto de corte para CTC1 e SG.
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A SG mediana foi 8,6 meses nas pacientes com CTC1 <0,5 CTC/mL e 19,5 meses nas

pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (HR = 3,07; 1C95%:0,95-9,82; p = 0,047) (Figura 18).
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Figura 18 - SG atuarial estratificada por CTC1 (< ou> 0,5 CTC/mL).
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O valor do ponto de corte sugerido pelo teste de Lausen e Schumacher para CTC2 foi

1,5 CTC/mL (Figura 19).
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Figura 19 - Estimativa do ponto de corte para CTC2 e SG.
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A SG mediana foi 17,6 meses nas pacientes com CTC2 > 1,5 CTC/mL e nao atingida
nas pacientes com CTC2 < 1,5 CTC/mL (HR = 0,37; 1C95%:0,09-1,38; p = 0,13) (Figura 20).
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Figura 20 - SG atuarial estratificada por CTC2 (< ou> 1,5 CTC/mL).



43

47 IMPACTO PROGNOSTICO DE CTC1 E CTC2 NA SOBREVIDA LIVRE
DE PROGRESSAO ENCEFALICA LOCAL (SLPEL)

Dentre as 119 lesdes irradiadas, 97 foram avalidveis, uma vez que trés pacientes
faleceram antes da realiza¢ao da primeira RM de seguimento. Observou-se estabilidade em 33
(34%) lesdes, resposta parcial em 58 (60%) lesdes, resposta completa em 3 (3%) lesdes e
progressdo da doenca em 3 (3%) lesdes irradiadas.

As trés lesdes que progrediram localizavam-se no cerebelo de trés pacientes com
imunofendtipo HER2-positivo e foram tratadas com RC, sendo duas com dose de 18 Gy e uma
com dose de 21 Gy. A progressdo ocorreu aos 7, 9 e 15 meses apds a RC e, posteriormente,
duas dessas lesdes foram reirradiadas: uma com RTEHF e dose de 30 Gy em cinco fracdes e
outra com RC e dose tnica de 18 Gy.

A SLPEL atuarial foi 100% em 6 meses, 97,93% em 1 ano ¢ 96,89% em 2 anos. Tendo
em vista o pequeno niimero de eventos (trés) relativos a falha local no periodo observado, nao
se realizou andlise dos potenciais fatores prognosticos associados. Dentre as trés pacientes que
evoluiram com progressdo encefalica local, o nimero médio da contagem de CTC1 foi 0,58

células/mL (0,25-0,75) e de CTC2 foi 2,13 células/mL (0,66-4,75).
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48 IMPACTO PROGNOSTICO DA VARIACAO DA QUANTIDADE DE
CTC1 E CTC2 (CINETICA DAS CTCs) NA SLPED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte da razao
entre CTC2 e CTC1 para andlise da correlacdo com SLPED. O valor do ponto de corte sugerido
para CTC2/CTCI1 foi 0,3 (Figura 21).
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Figura 21 - Estimativa do ponto de corte para CTC2/CTC1 e SLPED.
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A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com CTC2/CTC1 < 0,3 e foi 14,2
meses nas pacientes com CTC2/CTC1 > 0,3 (HR = 2,78; 1C95%:0,36-21,18; p = 0,3) (Figura

22).
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Figura 22 - SLPED atuarial estratificada por CTC2/CTC1 (< ou > 0,3).



46

49 IMPACTO PROGNOSTICO DA VARIACAO DA QUANTIDADE DE
CTC1 E CTC2 (CINETICA DAS CTCs) NA SLPED-ED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte da razao
entre CTC2 e CTC1 para andlise da correlacdo com SLPED. O valor do ponto de corte sugerido
para CTC2/CTCI1 foi 1,5 CTC/mL (Figura 23).
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Figura 23 - Estimativa do ponto de corte para CTC2/CTC1 e SLPED-ED.

A SLPED-ED mediana nao foi atingida nos dois grupos (HR = 6,95; 1C95%:0,81-59,6;
p =0,077) (Figura 24).
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Figura 24 - SLPED-ED atuarial estratificada por CTC2/CTC1 (<ou> 1,5 CTC/mL).
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410 IMPACTO PROGNOSTICO DA VARIACAO DA QUANTIDADE DE
CTC1 E CTC2 (CINETICA DAS CTCs) NA SG

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte da razao
entre CTC2 e CTCI para analise da correlacdo com SG. O valor do ponto de corte sugerido

para CTC2/CTCI1 foi 0,3 CTC/mL (Figura 25).
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Figura 25 - Estimativa do ponto de corte para CTC2/CTC1 e SG.
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A SG mediana nao foi atingida nas pacientes com CTC2/CTC1 < 0,3 CTC/mL e foi
19,5 meses nas pacientes com CTC1 > 0,3 CTC/mL (p = 0,1; regressao de Cox nao foi possivel,

pois nao houve evento no grupo CTC2/CTCI1 <0,3 CTC/mL) (Figura 26).
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Figura 26 - SG atuarial estratificada por CTC1 (< ou> 0,3 CTC/mL).
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4.11 IMPACTO PROGNOSTICO DO IMUNOFENOTIPO NA SLPED

A SLPED mediana foi 7 meses nas pacientes com imunofenotipo triplo negativo e ndo

foi atingida nas pacientes com imunofendtipo luminal B (HR = 0,20; 1C95%:0,04-0,94; p =
0,04) e HER2-positivo (HR = 0,25; 1C95%:0,07-0,89; p = 0,03) no tumor primario (Figura 27).
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Figura 27 - SLPED atuarial estratificada pelo imunofenotipo.
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4.12 IMPACTO PROGNOSTICO DO IMUNOFENOTIPO NA SLPED-ED

A SLPED-ED mediana ndo foi atingida nos trés grupos. Nao houve diferenca

significativa entre nas pacientes com imunofenotipo triplo negativo e luminal B (HR = 0,377;

1C95%:0,023-6,15; p = 0,49) e HER2 -positivo (HR = 0,71; 1C95%:0,076—6,62; p = 0,76) no

tumor primario (Figura 28).
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Figura 28 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo imunofenotipo.
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A SG mediana foi 4,8 meses nas pacientes com imunofendtipo triplo negativo e ndo foi

atingida nas pacientes com imunofendtipo luminal B (HR = 0,29; 1C95%:0,08—-1,0; p = 0,05) e

HER2-positivo (HR = 0,15; 1C95%:0,04—-0,5; p = 0,002) no tumor primario (Figura 29).
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Figura 29 - SG atuarial estratificada pelo imunofenotipo.
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4.14 IMPACTO PROGNOSTICO DO DS-GPA NA SLPED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do DS-
GPA para analise da correlagdo com SLPED. O valor do ponto de corte sugerido foi 3 (Figura
30).
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Figura 30 - Estimativa do ponto de corte para DS-GPA e SLPED.
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A SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com DS-GPA > 3 e foi 7,47 meses
nas pacientes com DS-GPA <3 (HR = 0,34; 1C95%:0,12-0,95; p = 0,04) (Figura 31).
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Figura 31 - SLPED atuarial estratificada pelo DS-GPA (< ou > 3).
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4.15 IMPACTO PROGNOSTICO DO DS-GPA NA SLPED-ED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do DS-
GPA para analise da correlagdo com SLPED-ED. O valor do ponto de corte sugerido foi 3,5
(Figura 32).
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Figura 32 - Analise do valor do ponto de corte para DS-GPA e SLPED-ED.
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A SLPED-ED mediana nao foi atingida nos dois grupos (p = 0,37; regressao de Cox nao

foi possivel, pois ndo houve evento no grupo DS-GPA > 3,5) (Figura 33).
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Figura 33 — SLPED-ED atuarial estratificada pelo DS-GPA (< ou > 3,5).
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4.16 IMPACTO PROGNOSTICO DO DS-GPA NA SG

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do DS-

GPA para analise da correlacdo com SG. O valor do ponto de corte sugerido foi 2 (Figura 34).
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Figura 34 - Estimativa do ponto de corte para DS-GPA e SG.



Sobrevida global
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A SG mediana foi 19,54 meses nas pacientes com DS-GPA > 2 e 7,6 meses nas pacientes

com DS-GPA <2 (HR =0,23; 1C95%: 0,08-0,65; p = 0,006) (Figura 35).
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Figura 35 - SG atuarial estratificada pelo DS-GPA (< ou > 2).
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417 IMPACTO PROGNOSTICO DO NUMERO DE METASTASES
ENCEFALICAS NA SLPED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do
numero de metastases encefalicas para analise da correlacdo com SLPED. O valor do ponto de

corte sugerido foi 5 lesdes (Figura 36).
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Figura 36 - Estimativa do ponto de corte para numero de metéstases encefalicas e SLPED.
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A SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com < 5 lesdes e foi 10,6 meses nas

pacientes com > 5 lesoes (HR = 3,60; 1C95%:1,08-12,05; p = 0,037) (Figura 37).
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Figura 37 - SLPED atuarial estratificada pelo nimero de metéstases encefalicas (< ou > 5).
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418 IMPACTO PROGNOSTICO DO NUMERO DE METASTASES
ENCEFALICAS NA SLPED-ED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do
numero de metastases encefalicas para analise da correlacdo com SLPED. O valor do ponto de

corte sugerido foi 6 lesdes (Figura 38).
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Figura 38 - Analise do valor do ponto de corte para numero de metastases encefalicas e

SLPED-ED.
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A SLPED-ED mediana nao foi atingida nas pacientes com < 6 lesoes e foi 10,6 meses

nas pacientes com > 6 lesdes (HR = 10,72; 1C95%:2,13-53,82; p = 0,004) (Figura 39).
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Figura 39 - SLPED atuarial estratificada pelo nimero de metéstases encefalicas (< ou > 6).
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419 IMPACTO PROGNOSTICO DO NUMERO DE METASTASES
ENCEFALICAS NA SG

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos de corte do
numero de metastases encefalicas para analise da correlagao com SG. O valor do ponto de corte

sugerido foi 3 lesdes (Figura 40).
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Figura 40 - Estimativa do ponto de corte para nimero de metéstases encefalicas e SG.



pacientes com > 3 lesoes (HR = 2; 1C95%:0,73-5,55; p = 0,178) (Figura 41).
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A SG mediana ndo foi atingida nas pacientes com < 3 lesdes e foi 8,65 meses nas
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Figura 41 - SG atuarial estratificada pelo numero de metéstases encefalicas (< ou > 3).
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420 IMPACTO PROGNOSTICO DA RELACAO ENTRE O NUMERO DE
LESOES E CTC1 OU CTC2 NA SLPED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre
o numero de lesdes e CTC1 (NL/CTC1) para andlise da correlagdo com SLPED. O valor do
ponto de corte sugerido foi 2 (Figura 42).
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Figura 42 - Estimativa do ponto de corte para NL/CTC1 e SLPED.
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A SLPED mediana foi 10,59 meses nas pacientes com NL/CTC1 > 2 e 15,33 meses nas
pacientes com NL/CTCI1 <2 (HR = 2,6; 1C95%:0,93-7,29; p = 0,067) (Figura 43).
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Figura 43 - SLPED atuarial estratificada por NL/CTCI (< ou > 2).
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A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre
o numero de lesdes e CTC2 (NL/CTC2) para andlise da correlagio com SLPED. O valor do
ponto de corte sugerido foi 0,1 (Figura 44).
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Figura 44 - Estimativa do ponto de corte para NL/CTC2 e SLPED.
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A SLPED mediana foi ndo foi atingida nas pacientes com NL/CTC2 > 0,1 e foi 1,8
meses nas pacientes com NL/CTC2 < 0,1 (HR = 0,17; 1C95%:0,036-0,81; p = 0,026) (Figura
45).
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Figura 45 - SLPED atuarial estratificada por NL/CTC2 (< ou > 0,1).
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421 IMPACTO PROGNOSTICO DA RELACAO ENTRE O NUMERO DE
LESOES E CTC1 OU CTC2 NA SLPED-ED

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre
o numero de lesdes e CTC1 (NL/CTC1) para andlise da correlacio com SLPED-ED. O valor
do ponto de corte sugerido foi 6,8 (Figura 46).
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Figura 46 - Estimativa do ponto de corte para NL/CTC1 e SLPED-ED.
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SLPED-ED
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A SLPED-ED mediana foi 12,1 meses nas pacientes com NL/CTCI > 6,8 e ndo foi
atingida nas pacientes com NL/CTC1 < 6,8 (HR = 7,37; 1C95%:1,34-40,5; p = 0,022) (Figura
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Figura 47 - SLPED-PD atuarial estratificada por NL/CTC1 (< ou > 6,8).
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A incidéncia cumulativa de progressdao encefalica distante com envolvimento difuso
(PED-ED) aos 6 meses, tendo o 6bito como risco competitivo, foi de 25% nas pacientes com
NL/CTC1 > 6,8 e 2,86% nas pacientes com NL/CTC1 < 6,8, com tendéncia a significancia
estatistica (p = 0,063) (Figura 48).
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Figura 48 - Incidéncias cumulativas de PED-ED e 6bito estratificadas por NL/CTC1 (< ou >
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A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre
o numero de lesdes e CTC2 (NL/CTC2) para andlise da correlagdo com SLPED-ED. O valor
do ponto de corte sugerido foi 0,8 (Figura 49).
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Figura 49 - Estimativa do ponto de corte para NL/CTC2 e SLPED-ED.
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A SLPED-ED nio foi atingida nos dois grupos (HR = 5,75; 1C95%:0,67—49,28; p =
0,11) (Figura 50).
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Figura 50 - SLPED-PD atuarial estratificada por NL/CTC1 (< ou > 0,8).
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4.22 IMPACTO PROGNOSTICO DA RELACAO ENTRE O NUMERO DE
LESOES E CTC1 OU CTC2 NA SG

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre
o numero de lesdes e CTC1 (NL/CTC1) para analise da correlagdo com SG. O valor do ponto

de corte sugerido foi 2,2 (Figura 51).
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Figura 51 -: Estimativa do ponto de corte para NL/CTC1 e SG.
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A SG mediana foi 8,65 meses nas pacientes com NL/CTC1 > 2,2 e 19,54 meses nas

pacientes com NL/CTCI1 <2,2 (HR = 3,32; 1C95%:1,19-9,26; p = 0,02) (Figura 52).
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Figura 52 - SG atuarial estratificada por NL/CTC1 (< ou > 2,2).



76

A partir do teste de Lausen e Schumacher, foram estimados os pontos da relagdo entre

o numero de lesdes e CTC2 (NL/CTC2) para analise da correlagdo com SG. O valor do ponto

de corte sugerido foi 0 (Figura 53).
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Figura 53 - Estimativa do ponto de corte para NL/CTC2 e SG.
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A SG mediana foi 19,4 meses nas pacientes com NL/CTC2 > 0 e ndo foi atingida nas
pacientes com NL/CTC2 igual a 0 (p = 0,33; regressao de Cox nao foi possivel, pois ndo houve

evento no grupo NL/CTC2 igual a 0) (Figura 54).
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Figura 54 - SG atuarial estratificada por NL/CTC2 (< ou > 5,5).



4.23 IMPACTO
METASTATICOS NA SLPED

PROGNOSTICO DO

NUMERO

DE

78

SITIOS

A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com unico sitio metastatico e foi 14

meses nas pacientes com 2 ou mais sitios metastaticos (piogrank = 0,29) (Figura 55).
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Figura 55 - SLPED atuarial estratificada pelo nimero de sitios metastaticos (1 ou > 2).
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424 IMPACTO PROGNOSTICO DO NUMERO DE SITIOS
METASTATICOS NA SLPED-ED

A SLPED-ED mediana nao foi atingida nas pacientes com Unico sitio metastatico e ou

com 2 ou mais sitios metastaticos (piogrank = 0,29) (Figura 56).
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Figura 56 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo nimero de sitios metastaticos (1 ou > 2).
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METASTATICOS NA SG

PROGNOSTICO DO

NUMERO
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SITIOS

A SG mediana ndo foi atingida nas pacientes com unico sitio metastatico e foi 19,8

meses nas pacientes com 2 ou mais sitios metastaticos (piogrank = 0,91) (Figura 57).
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Figura 57 - SG atuarial estratificada pelo namero de sitios metastaticos (1 ou > 2).
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4.26 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE EGFR NA SLPED

A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao ausente ou presente de

EGFR nas CTC1 (HR = 0,9; 1C95%:0,1-7,61; p = 0,93) (Figura 58).
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Figura 58 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de EFGR nas CTCI1.
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A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao presente ¢ foi 15,1
meses nas pacientes com expressao ausente de EGFR nas CTC2 (HR = 0,94; 1C95%:0,23-3,79;
p = 0,93) (Figura 59).
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Figura 59 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de EFGR nas CTC2.
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4.27 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE EGFR NA SLPED-ED

A SLPED-ED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressdo ausente ou
presente de EGFR nas CTC1 (p = 0,52; regressdo de Cox nao foi possivel, pois ndo houve

evento no grupo com expressao presente) (Figura 60).
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Figura 60 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo status da expressdo de EFGR nas CTC1.
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A SLPED-ED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressdo ausente ou

presente de EGFR nas CTC2 (HR = 1,75; 1C95%:0,15-19,57; p = 0,64) (Figura 61).
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Figura 61 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo status da expressdo de EFGR nas CTC2.
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4.28 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE EGFR NA SG

A SG mediana foi de 6,8 meses nas pacientes com expressao presente e foi 19,8 meses
nas pacientes com expressao ausente de EGFR nas CTCI1 (HR =2,91; 1C95%:0,69—-12,26; p =
0,13) (Figura 62).
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Figura 62 - SG atuarial estratificada pelo status da expressao de EFGR nas CTCI.
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A SG mediana nao foi atingida nas pacientes com expressao presente e foi 17,4 meses
nas pacientes com expressao ausente de EGFR nas CTC2 (HR = 0,73; 1C95%:0,16-3,32; p =
0,69) (Figura 63).
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Figura 63 - SG atuarial estratificada pelo status da expressao de EFGR nas CTC2.
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429 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE ST6GALNAC5 NA
SLPED

A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao presente ¢ foi 10,3
meses nas pacientes com expressdao ausente de STOGALNACS nas CTC1 (HR = 0,46;
1C95%:0,13-1,67; p = 0,24) (Figura 64).
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A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressdo presente ¢ foi 12,6
meses nas pacientes com expressdo ausente de STO6GALNACS nas CTC2 (HR = 0,42;
1C95%:0,09-2,01; p = 0,28) (Figura 65).
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430 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE ST6GALNAC5 NA
SLPED-ED

A SLPED-ED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressdo ausente ou

presente de STOGALNACS nas CTC1 (HR = 0,25; 1C95%:0,023-2,83; p = 0,26) (Figura 66).
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A SLPED-ED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressdo ausente ou

presente de ST6GALNACS nas CTC2 (HR = 0,61; 1C95%:0,05-7,4; p = 0,69) (Figura 67).

STEGALNACS nas CTC2
- Ausente —— Presente
1,001
0,751
[
L
0 0501
(W
1
(]
0,251
0.004 p=07
0o 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (meses)
NUmero em risco
Alusente [ 5 5 4 4 1 1 1 1 0 0 0 0

12 12 12 11 9 ) ] ] L 2 1 0 0

0o 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (meses)
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431 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE ST6GALNAC5 NA SG

A SG mediana foi de 17,6 meses nas pacientes com expressao presente e foi 19,8 meses
nas pacientes com expressao ausente de STOGALNACS nas CTC1 (HR =0,53; 1C95%:0,15—
1,87; p=0,33) (Figura 68).
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A SG mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao presente ¢ foi 9,7 meses
nas pacientes com expressao ausente de STOGALNACS nas CTC2 (HR = 0,54; 1C95%:0,14—
2,06; p = 0,37) (Figura 69).
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4.32 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE NOTCH1 NA SLPED

A SLPED mediana foi de 14,6 nas pacientes com expressao ausente e foi 15,3 meses
nas pacientes com expressao presente de NOTCHI1 nas CTC1 (HR = 1,01; 1C95%:0,31-3,21;
p = 0,98) (Figura 70).
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Figura 70 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de NOTCHI1 nas CTCI.
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A SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com expressdo ausente e foi 13,2
meses nas pacientes com expressao presente de NOTCH1 nas CTC2 (HR =2,18; 1C95%:0,57—
8,29; p=0,25) (Figura 71).
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Figura 71 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de NOTCH1 nas CTC2.
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4.33 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE NOTCH1 NA SLPED-
ED

A SLPED-ED mediana nao foi atingida nos dois grupos (HR = 0,16; 1C95%:0,018—
1,46; p=0,1) (Figura 72).
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Figura 72 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo status da expressao de NOTCH1 nas CTCI.
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A SLPED-ED mediana ndo foi nos dois grupos (HR = 1,74; 1C95%:0,18-16,75; p =
0,63) (Figura 73).
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Figura 73 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo status da expressao de NOTCH1 nas CTC2.
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4.34 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE NOTCH1 NA SG

A SG mediana foi de 17,8 meses nas pacientes com expressao presente e foi 19,7 meses
nas pacientes com expressao ausente de NOTCHI1 nas CTC1 (HR =1,31; 1C95%:0,43-3,96; p
=0,63) (Figura 74).
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A SG mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao ausente e foi 18 meses nas
pacientes com expressao presente de NOTCHI1 nas CTC2 (HR = 1,98; 1C95%:0,52-2,06; p =
0,43) (Figura 75).
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4.35 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE HER2 NA SLPED

A SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao presente e foi 14,8
meses nas pacientes com expressao ausente de HER2 nas CTCI (p = 0,21; regressdo de Cox
ndo foi possivel, pois ndo houve evento no grupo com expressdo de HER2 presente) (Figura

76).
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Figura 76 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de HER2 nas CTCI.
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A SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com expressao presente e foi 13 meses

nas pacientes com expressao ausente de HER2 nas CTC2 (p = 0,032; regressao de Cox nao foi

possivel, pois ndo houve evento no grupo com expressao de HER2 presente) (Figura 77).
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Figura 77 - SLPED atuarial estratificada pelo status da expressao de HER2 nas CTC2.

Dentre as nove pacientes com expressao positiva de HER2, seja nas CTC1 ounas CTC2,

nenhuma evoluiu com PED e somente uma paciente, com imunofenotipo triplo negativo do

tumor primario, faleceu por progressao de doenga pulmonar no periodo de seguimento.
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436 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE HER2 NA SLPED-ED

A SLPED-ED mediana nao foi atingida nos dois grupos (p = 0,42; regressdo de Cox nao

foi possivel, pois ndo houve evento no grupo com expressao de HER2 presente) (Figura 78).
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Figura 78 - SLPED-ED atuarial estratificada pelo status da expressdo de HER2 nas CTCI.
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A SLPED-ED mediana nao foi atingida nos dois grupos (p = 0,17; regressao de Cox nao

foi possivel, pois ndo houve evento no grupo com expressao de HER2 presente) (Figura 79).

1,001

0,751

0,501

SLPED-ED

0,251

0,001

HER-2 nas CTCA

- Ausente Presente

hpan

Ausente

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (meses)

28 28 25 23 19 16 14 11 & 4 2 0 0

3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 0 0 0

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (meses)
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103

4.37 IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO DE HER2 NA SG

A SG mediana ndo foi atingida nas pacientes com expressao presente e foi 17,1 meses
nas pacientes com expressao ausente de HER2 nas CTC1 (p = 0,22; regressao de Cox nao foi

possivel, pois ndo houve evento no grupo com expressao de HER2 presente) (Figura 80).
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Figura 80 - SG atuarial estratificada pelo status da expressao de HER-2 nas CTCI1.
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A SG mediana nao foi atingida nas pacientes com expressao presente e foi 17,6 meses

nas pacientes com expressao ausente de HER2 nas CTC2 (HR = 0,30; 1C95%:0,03-2,43; p =

0,26) (Figura 81).
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4.38 FATORES PROGNOSTICOS SIGNIFICATIVOS DE SLPED, SLPED-ED
E SG

Os fatores prognosticos significativos de SLPED, SLPED-ED e SG estdo listados
abaixo (Tabela 7).

Tabela 7 — Fatores Prognosticos Significativos de SLPED, SLPED-ED e SG

Desfecho Fatores Prognosticos

CTC1 (£0u>0,5 CTC/mL)
Imunofenotipo
DS-GPA (< ou>3)
SLPED .
Numero de metastases encefalicas (< ou > 5)
NL/CTC2 (< ou>0,1)

HER2 nas CTC2 (expressao ausente ou presente)

CTCI1 (£ ou> 0,5 CTC/mL)
SLPED-ED Nuamero de metéstases encefalicas (< ou > 6)

NL/CTCI (< ou > 6,8)

Imunofenotipo
SG DS-GPA (fou>2)
NL/CTC1 (€ ou>2,2)

439 MODELO DE REGRESSAO MULTIPLO PARA SLPED

A fim de avaliar os possiveis fatores de risco para SLPED, o modelo de regressao de
Cox foi ajustado aos dados. As variaveis significativas no modelo de Cox simples foram
consideradas: nimero de ME (< 5 ou > 5), DS-GPA (< 3 ou > 3), imunofendtipo (triplo
negativo, luminal B ou HER2) e contagem de CTC1 (> 0,5 ou <0,5). A variavel NL/CTC2 nao
foi considerada devido ao nimero limitado de pacientes com evento e a varidvel expressao de
HER2 nas CTC2 nao foi considerada pelo fato de ndo ter ocorrido nenhum evento no grupo
com expressdao de HER2.

As varidveis independentes mencionadas anteriormente foram inseridas no modelo
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inicial e, a partir da técnica de sele¢do de variaveis stepwise (backward), o modelo final foi
obtido. A partir dos resultados, podemos dizer que o imunofenétipo e a contagem de CTC1

foram fatores prognosticos independentes significativos da SLPED (Tabela 7).

Tabela 8 — Estimativa dos pardmetros do modelo de Cox multiplo para SLPED

IC (95%) para RR
Variavel Categoria RR valor p
Inferior Superior
Triplo Negativo Ref
Imunofendtipo Luminal B 0,924 0,239 3,588 0,908
HER2 0,128 0,025 0,645 0,013
>0,5 Ref
CTC1
<0,5 8,278 2,121 32,308 0,002

RR (razao dos riscos); Ref (categoria de referéncia)

Os modelos de regressdo com as estimativas dos parametros do modelo de riscos
proporcionais para PED e PED-ED, tendo 6bito como risco competitivo, estao disponiveis nos

Apéndices 4 e 5.

440 MODELO DE REGRESSAO MULTIPLO PARA SLPED-ED

A fim de avaliar os possiveis fatores de risco para SLPED-ED, o modelo de regressao
de Cox foi ajustado aos dados. As variaveis significativas no modelo de Cox simples foram
consideradas: NL/CTCI1 (< 6,8 ou > 6,8), numero de ME (< 6 ou > 6) e contagem de CTCI1 (>
0,5 0u<0,5).

As varidveis independentes mencionadas anteriormente foram inseridas no modelo
inicial e, a partir da técnica de sele¢do de variaveis stepwise (backward), o modelo final foi
obtido. A partir dos resultados, podemos dizer que a contagem de CTC1 foi o Unico fator

progndstico independente significativo da SLPED-ED (Tabela 8).

Tabela 9 — Estimativa dos pardmetros do modelo de Cox multiplo para SLPED-ED

IC (95%) para RR
Variavel Categoria RR valor p
Inferior Superior
>0,5 Ref
CTC1
<0,5 10,228 1,996 52,414 0,005

RR (razdo dos riscos); Ref (categoria de referéncia)
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441 MODELO DE REGRESSAO MULTIPLO PARA SG

A fim de avaliar os possiveis fatores de risco para SLPED-ED, o modelo de regressao
de Cox foi ajustado aos dados. As variaveis significativas no modelo de Cox simples foram
consideradas: DS-GPA (varidvel continua), imunofendtipo (triplo negativo, luminal B ou
HER2) e NL/CTCI1 (> 2,2 ou<2,2).

As variaveis independentes mencionadas anteriormente foram inseridas no modelo
inicial e, a partir da técnica de sele¢do de variaveis stepwise (backward), o modelo final foi
obtido. A partir dos resultados, podemos dizer que o imunofenétipo e NL/CTCI1 foram fatores

prognosticos independentes significativos da SG (Tabela 9).

Tabela 10 — Estimativa dos parametros do modelo de Cox multiplo para SG

IC (95%) para RR

Variavel Categoria RR valor p
Inferior Superior
Triplo Negativo Ref
Imunofenétipo Luminal B 0,224 0,062 0,816 0,023
HER2 0,073 0,018 0,288 <0,0001
>22 Ref
NL/CTC1
<22 0,159 0,050 0,505 0,002

RR (razao dos riscos); Ref (categoria de referéncia)
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5 DISCUSSAO

5.1 PACIENTES

Em se tratando de um estudo prospectivo envolvendo pacientes com ME de cancer da
mama candidatas a radioterapia focal dentro de um contexto pragmatico e com abordagem
multidisciplinar atual, h4 a oportunidade de avaliarmos e validarmos os dados demogréficos e
clinico-patologicos encontrados.

Nesta coorte, a idade mediana foi 54 anos e o imunofenotipo mais frequente foi o HER2-
positivo, em 51%, seguido do luminal B e triplo negativo, em 31% e 18% das pacientes,
respectivamente. A idade mediana e a ordem de frequéncia dos imunofendtipos observadas
foram similares as do estudo que refinou o DS-GPA para cancer da mama e relatou idade
mediana de 53 anos e frequéncia dos imunofenotipos de 31%, 26%, 24% e 20% para HER2-
positivo, luminal B, triplo negativo e luminal A, respectivamente (Sperduto et al. 2012). A
diferenga entre as séries ¢ que, neste estudo, a propor¢cdo da frequéncia do imunofenotipo
HER2-positivo entre as pacientes com ME foi maior, 51% versus 31%. De fato, maior
incidéncia de ME em pacientes com imunofenétipo HER2-positivo tratadas com trastuzumabe
tem sido relatada em publicacdes mais recentes, o que provavelmente estd relacionada ao
aumento da SG consequente a melhora do controle sistémico proporcionada pela droga (Witzel
et al. 2016).

A maior propor¢do de pacientes com imunofendtipo HER2-positivo e melhor
performance status, como resultado da evolucdo das opgdes de tratamento sistémico e
consequente incremento do controle da doenga, observados nesta série sdo fatores que podem
explicar a maior propor¢ao de pacientes com DS-GPA favoravel, posto que o DS-GPA foi de
2,5-4 em 82,5% das pacientes. A mesma tendéncia foi observada em uma série recente de
pacientes com 1-10 ME tratadas com RC entre 2012 e 2017, na qual o DS-GPA foi de 2,54

em 55% das pacientes com cancer da mama (Nagtegaal et al. 2019).

5.2 RADIOTERAPIA

A RTHE foi o método mais utilizado no manejo das ME por varias décadas e essa

tendéncia mudou rapidamente na ultima década devido a preocupagdo com o seu impacto
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cognitivo deteriorante associado (Suh et al. 2020). Pelo mesmo motivo, a estratégia de protelar
a RTHE e empregar multiplos cursos de radioterapia focal para o tratamento de novas ME pode
ser empregada de maneira segura e efetiva (Schultz et al. 2015).

Radioterapia focal como abordagem primaria foi realizada em 18 pacientes (46%),
como resgate apds RTHE em 8 (20%) e resgate apos tratamento focal inicial (cirurgia, RC ou
RTEHF) em 13 (33%) das 39 pacientes.

A modalidade de radioterapia focal mais utilizada foi a RC, realizada em 27 (69,2%)
pacientes com dose média de 20 Gy. As demais 12 pacientes receberam RTEHF com dose
média de 27,5 Gy em 5 fragdes. As doses médias empregadas com RC e RTEHF correspondem
a uma dose biologica efetiva, com o/pf de 12 Gy (BED12), equivalente a 40 Gy, o que esta
associada a um controle local em 12 meses acima de 70% (Wiggenraad et al. 2011).

Além da dose prescrita, o volume mediano das lesdes tratadas est4 associado ao controle
local. Nesta série, o volume mediano das 97 lesOes avaliaveis dentre as 119 lesGes irradiadas
foi 0,9 cc. Wolf et al. (2018), em um estudo prospectivo observacional de 220 pacientes com
1237 ME submetidos a RC, relataram um controle local de 100% em lesdes com volume menor
do que 0,1 cc ou didmetro menor do que 6 mm. Em lesdes com volume de 0,5-1 cc ou didmetro
menor do que 10,1-15 mm, similares ao volume mediano deste estudo, a dose mediana prescrita
foi de 18 Gy e o controle local em 12 e 18 meses foi de 100 e 89%, respectivamente.

Portanto, a dose média prescrita (20 Gy com RC e 27,5 Gy com RTEHF) e o volume
mediano (0,9 cc) das ME irradiadas nesta série sdo os provaveis determinantes da SLPEL de

100% em 6 meses, 97,93% em 12 meses ¢ 96,89% em 24 meses.

5.3 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

As CTCs sao fator prognostico independente de SLP ¢ SG no cancer da mama
metastatico (Cristofanilli et al. 2004; 2019). Entretanto, as CTCs sdo indetectaveis em cerca de
30-35% dessas pacientes (Riethdorf et al. 2007; Huebner et al. 2018) e em aproximadamente
50% das pacientes com ME (Pierga et al. 2013).

Neste estudo, a taxa de detecc¢do foi de 100% nas 39 pacientes avaliadas antes e de 97%
nas 35 pacientes avaliadas apos a radioterapia focal. As altas taxas de deteccdo podem estar
relacionadas ao método ISET de isolamento por filtragdo das CTCs quando comparado ao
método CellSearch, que é o mais utilizado ¢ baseado na separacdo de células expressoras de

marcadores epiteliais (Farace et al. 2011; Huebner et al. 2018).
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Um método confidvel para identificar as CTCs deve apresentar, idealmente, alta
sensibilidade e especificidade clinica e analitica, requisitos que sdo fortemente influenciados
pela escolha dos anticorpos e ensaios imunocitoquimicos. Portanto, um método que se utiliza
da expressdo de EpCAM como mecanismo primario para a selecao positiva das CTCs terd uma
sensibilidade limitada devido a expressao heterogénea dessas moléculas (Riethdorf et al. 2007).
As CTCs que passam pela TEM sofrem alteracdes fenotipicas reversiveis a fim de alcangar a
intravasao, sobrevida intravascular e extravasao. Ao adquirirem o fen6tipo mesenquimal, as
CTCs perdem as caracteristicas epiteliais, com redu¢do ou auséncia da expressao de EpCAM
e/ou citoqueratinas, e essa subpopulacdo mais agressiva e clinicamente relevante nao ¢
reconhecida pelos métodos de identificagdo de CTCs que sejam dependentes de marcadores
epiteliais (Tayoun et al. 2019).

O ntmero mediano da contagem de CTC1 foi 2 células/mL e o de CTC2 foi 2,33
células/mL nas 35 pacientes com 2 coletas (p = 0,357). Neste estudo, a realizagdo da
radioterapia focal entre as coletas ndo alterou significativamente o numero de CTCs, uma vez
que todos os outros fatores foram reproduzidos em cada coleta, inclusive o intervalo minimo
de 7 dias desde o tltimo tratamento sistémico. Além do método aplicado para a deteccdo, outros
fatores podem influenciar o nimero de CTCs, como, por exemplo, o tipo de puncao (venosa ou
arterial), periodo do dia e at¢é mesmo a eventual mobilizacio de CTCs por intervengao
terapéutica, como bidpsia, cirurgia ou radioterapia (Fabisiewicz et al. 2020).

Martin et al. (2014) observaram o aumento do ntimero de CTCs apo6s o inicio da
radioterapia em pacientes com cancer do pulmdo de células ndo-pequenas com doenga
locorregional e metastatica; além disso, relataram aumento da capacidade proliferativa dessas
CTCs. Embora ndo se tenha estabelecida uma ligagdo direta entre o surgimento de metéstases
e a mobiliza¢do das CTCs pelo inicio tratamento, esses achados indicam uma associagdo entre
eles. Em relagdo a radioterapia, a maior mobilizagdo das CTCs foi verificada na fase inicial,
com dose subletal e em fracionamento convencional. E provavel que, com o escalonamento de
dose, a mobiliza¢ao ou o numero de CTCs viaveis seja menor. Porém, ha auséncia de dados a
respeito da associacdo entre dose ablativa de radioterapia e a mobilizagdo da CTCs (Martin et
al. 2017). Sendo assim, os achados do nosso estudo ajudam a compor o corpo de evidéncia da
possivel auséncia de relacdo entre radioterapia com dose ablativa e a mobilizagdo das CTCs.

A avaliacao da expressao de moléculas mediadoras da passagem das CTCs através da
barreira hemato-encefalica (COX2, EGFR e ST6GALNACS), marcadoras da TEM (NOTCH1)
e HER2 por imunocitoquimica foi realizada em todas as pacientes com CTCs detectdveis em

cada coleta. A detec¢do de multiplas proteinas por imunocitoquimica € um processo desafiador,
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principalmente pela variacdo da sensibilidade e risco de reagdes cruzadas entre os diferentes
anticorpos (Keller e Pantel 2019). Neste estudo, a avaliagdo imunocitoquimica nio foi
automatizada e as CTCs foram analisadas separadamente para cada biomarcador. Tal fato
elimina o risco de reacdo cruzada; por outro lado, ha o risco de ndo se observar CTCs em cada
um dos spots para os diferentes biomarcadores, o que justifica a variagdo do numero de
pacientes testadas para cada um deles, de 18 a 32, dentre as 39 avaliadas. Portanto, a variagao
do nimero de pacientes testadas foi uma limitagcdo para avaliacao da alteragdo da frequéncia de
expressao dos biomarcadores.

Especificamente em relagdo a expressdo do HER2 nas CTCs, quase metade das
pacientes testadas apresentou discordancia em relacdo ao imunofenotipo do tumor primario,
tanto na coleta inicial (discordancia em 15 das 32 pacientes testadas) quanto na coleta final
(discordancia em 14 das 27 pacientes testadas). A taxa de pacientes com tumor primario
imunofendtipo HER2-negativo e CTCs com HER2-positivo foi 12% e 46% e a taxa de pacientes
com tumor primario imunofendtipo HER2-positivo e CTC com HER2-negativo foi 93% e 86%
nas coletas inicial e final, respectivamente. Fehm et al. (2010), em um estudo prospectivo e
multicéntrico, avaliaram o status do HER2 nas CTCs e compararam dois métodos de detecgado
das CTCs em 254 pacientes com cancer da mama metastatico. A taxa de pacientes com tumor
primario imunofenotipo HER2-negativo e CTCs com HER2-positivo foi 32%e 49% e a taxa de
pacientes com tumor primario imunofenétipo HER2-positivo e CTCs com HER2-negativo foi
42% e 59% com os métodos CellSearch e AdnaTest BreastCancer, respectivamente.

Nao ¢ possivel definir se a mudanca do status da expressao do HER2 nas CTCs ocorreu
devido a eventual inacuracia dos métodos de avaliagdo, seja no tumor primario ou nas CTCs,
ou se foi devido ao crescimento de subclones HER2-positivos inicialmente presentes no tumor
primario HER2-negativo ou a supressao clonal de CTCs HER2-positivas pelo tratamento
sistémico empregado. Entretanto, observamos que a taxa de discordancia entre o imunofendtipo
do tumor primario e as CTCs nesta série oscilou entre os momentos das coletas e foi similar ao
observado na literatura, com excecao das pacientes com tumor primario HER2-positivo e CTCs
com HER2-negativo, que apresentaram taxas de 93% e 86% nas coletas inicial e final,
respectivamente. O fato de 17 das 20 pacientes com imunonef6otipo HER2-positivo estarem na
vigéncia de terapia anti-HER2, sendo oito delas até com duplo bloqueio, talvez justifique a alta
taxa de discordancia pela inibicdo do subclone de CTCs com imunofenotipo HER2-positivo.

Jordan et al. (2016) analisaram CTCs de 19 mulheres com cancer da mama metastatico
com receptor de estrogeno-positivo e HER2-negativo e observaram que 84% adquiriu

expressio do HER2 nas CTCs. A cultura dessas CTCs evidenciou subclones com
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imunofendtipo HER2-negativo e positivo que podem se interconverter espontaneamente; além
disso, mostrou ativacdo do NOTCH nas CTC com imunofenétipo HER2-negativo. A inibigao
do HER2 com o uso do lapatinibe levou ao aumento da expressao do NOTCHI1. Embora ambos
os imunofenotipos tenham apresentado potenciais de iniciagdo tumoral comparaveis, a
proliferacdo diferencial favoreceu o status HER2-positivo, enquanto o stress oxidativo ou
quimioterapia citotoxica estimularam a transicdo para o status HER2-negativo. No nosso
estudo, 21 das 32 (66%) pacientes testadas na coleta inicial e 14 das 27 (52%) testadas na coleta
final apresentaram expressao inversa entre HER2 e NOTCHI.

A expressao de NOTCHI1 no nosso estudo foi observada em 19 das 32 (59,4%) pacientes
testadas na coleta inicial e em 16 das 11 pacientes (59,3%) testadas na coleta final. Boral et al.
(2017) revelaram expressdao do NOTCH1 em 72% das CTCs das pacientes com ME e em 24%
das CTCs das demais pacientes.

A expressdo do EGFR nas CTCs EpCAM-negativas esta associada a um maior risco de
progressdo metastatica para o encéfalo (Zhang et al. 2013). Rimawi et al. (2010) verificaram o
status do EGFR nos tumores primarios da mama de 2567 pacientes e identificaram expressao
do EGR em 18% delas, sendo mais comum em jovens e negras e associada a alta taxa de
proliferacao, instabilidade gendmica e hiperexpressao de HER2. Na nossa série, a expressao de
EGFR foi observada em 6 das 28 (21,4%) pacientes testadas na coleta inicial e em 9 das 18
pacientes (59%) testadas na coleta final. Entretanto, ndo houve relagdo com a expressdo de
HER2 nas CTCs, uma vez que somente uma das seis pacientes com expressdo do EGFR
apresentou expressao do HER2 na coleta inicial e somente duas das nove pacientes com
expressdo do EGFR apresentaram expressdo do HER2 na coleta inicial.

A enzima COX2 esta associada a migragdo intercompartimental entre o encéfalo, liquor
e circulacdo sistémica e pode representar um importante mecanismo de evasdo e persisténcia
tumoral das CTCs pelo mecanismo de auto-semeadura (Allen et al. 2014). Em uma série
populacional de 1576 pacientes com cancer da mama, Ristimidki et al. (2002) observaram alta
expressao de COX2 em 37,4% dos tumores e que foi associada a pior SLP da doenca a distincia
(p <0,0001). Na nossa série, houve alta frequéncia da expressdo de COX2 nas CTCs avaliadas,
que foi observada em 27 das 28 (96,4%) pacientes testadas na coleta inicial e em 24 das 25
pacientes (96 %) testadas na coleta final.

A molécula ST6GALNACS ¢ uma mediadora especifica da passagem das CTCs pela
barreira hemato-encefélica, mas sua suprarregulagdo em células de cancer da mama diminuiu
sua adesdo ao componente endotelial em um modelo in vitro da barreira hemato-encefalica

(Drolez et al. 2016; Pedrosa et al. 2018). Na nossa série, a expressao de STOGALNACS nas



113

CTCs foi observada em 14 das 26 (53,8%) pacientes testadas na coleta inicial e em 12 das 18

pacientes (66,7 %) testadas na coleta final.

5.4 SOBREVIDA LIVRE DE PROGRESSAO ENCEFALICA DISTANTE

A estimativa da SLPED e sua correlagdo com fatores clinicos e bioldgicos tem potencial
impacto na decisdo entre radioterapia focal e RTHE e consequente otimizacdo do controle da
doenca encefilica. Torna-se ainda mais oportuna essa defini¢do com a evidéncia recente do
estudo fase IIl NRG CC001, que mostrou a possibilidade de mitigar o efeito cognitivo da RTHE
ao utilizar a técnica de radioterapia de intensidade modulada para preservagao do hipocampo,
além da memantina. Esse estudo comparou o impacto cognitivo da RTHE e memantina com a
RTHE associada a preservacdo hipocampal e memantina. Este braco evoluiu com redugdo
significativa do impacto cognitivo (HR = 0,74; 1C95%:0,58-0,95; p = 0,02), mas sem diferenca
em relagdo a SLPED mediana (5,3 versus 5,0 meses, respectivamente; HR = 1,14; 1C95%:0,93—
1,41; p=0,21) e SG mediana (7,6 versus 6,3 meses, respectivamente; HR = 1,13; 1C95%:0,90—
1,41; p=0,31), quando comparado ao outro grupo, apoés um seguimento mediano de 7,9 meses
(Brown et al. 2020).

Dentre as 39 pacientes tratadas neste estudo, 36 foram avaliaveis para SLPED ap6s um
seguimento mediano de 14,6 meses. A SLPED mediana foi 15,3 meses (IC95%: 12,2-ndo
atingida). Ao estratificarmos pela contagem de CTC1, a SLPED mediana foi 6 meses nas
pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL e ndo atingida nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL
(HR =4,97;1C95%:1,48-16,69; p=0,0041). Se considerarmos o dbito como risco competitivo,
a incidéncia cumulativa de PED aos 6 meses foi 40% nas pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL
e 8,82% nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (p = 0,007). Nao houve correlacao
significativa entre a contagem de CTC2 e a SLPED.

A associagdo entre menor numero de CTC1 e menor SLPED vai de encontro ao que os
principais estudos com CTCs em pacientes com cancer da mama metastatico t€ém demonstrado.
Cristofanilli et al. (2004) evidenciaram, em um estudo prospectivo e multicéntrico com
dosagem de CTCs antes e apos nova linha de tratamento sistémico em pacientes com cancer da
mama metastatico, que o numero de CTCs antes do tratamento foi um fator progndstico
independente da SLP e SG. Bidard et al. (2104) e Cristofanilli et al. (2019), em analises
retrospectivas multi-institucionais de dados individuais de milhares de pacientes com cancer da
mama metastatico e CTC detectadas pelo método CellSearch, mostraram associagdo entre

maior numero de CTCs e menor SLP e SG.
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Entretanto, os resultados dos escassos estudos referentes a associacdo do nimero de
CTCs e presenga ou controle de ME, especificamente em pacientes com cancer da mama, sao
mais heterogéneos. PIERGA et al. (2013) avaliaram CTCs de pacientes com ME de cancer da
mama HER2-positivo sem RTHE prévia e que participaram de um estudo fase II que investigou
a eficacia da terapia sistémica com a combinacdo de lapatinibe e capecitabina nas ME
(LANDSCAPE trial). As CTCs foram detectadas pelo método CellSearch antes e 21 dias apos
o inicio do tratamento (D21), ainda antes do segundo ciclo. Dentre as 38 pacientes com CTC
avalidveis no D21, a taxa de resposta objetiva no SNC foi significativamente maior (80% versus
21%, p = 0,01) em pacientes sem evidéncia de CTCs quando comparada as pacientes com
CTCs. A SG em 1 ano foi de 83,9% em pacientes sem CTCs no D21 e 42,9% nas pacientes
com CTC > 1 (p = 0,02). O tempo mediano para progressao, definida como o aumento das
lesdes existentes > 40% ou o surgimento de novas lesdes intra ou extraencefalicas, foi 6 meses
versus 4,3 meses nas pacientes sem ou com CTCs antes do inicio do tratamento,
respectivamente (p = 0,11), e 5,6 meses versus 2,8 meses nas pacientes sem ou com CTCs no
D21, respectivamente (p = 0,25). Apesar do pequeno numero de pacientes, os resultados de SG
foram similares aos encontados nos estudos estudos seminais (Cristofanilli et al. 2004, 2019;
Bidard et al. 2014). Porém, o desfecho tempo de progressao, que engloba a avaliacdo de novas
lesdes encefalicas, ndo apresentou relagdo signifificativa com o numero de CTCs, antes ou apos
o tratamento.

Mego et al. (2011) fizeram uma analise retrospectiva de 292 pacientes consecutivas com
cancer da mama metastatico com o objetivo de avaliar os fatores progndsticos nas pacientes
com CTCs indetectaveis. As CTCs foram enumeradas antes do inicio de uma nova linha de
tratamento sistémico através do método CellSearch e ndo foram detectadas em 105 (35,96%)
pacientes, enquanto 119 (40,75%) pacientes apresentaram CTCs > 5. Ap6s um seguimento
mediano de 17,7 meses, pacientes com CTCs indetectaveis tiveram SG significativamente
superior as pacientes com CTCs > 5 (HR = 0,61; 1C95%:0,42-0,90; p = 0,01). Somente 22
(7,5%) pacientes no estudo tinham ME; entretanto, as CTCs foram indetectaveis em 70% dessas
pacientes. O status de CTCs indetectaveis foi positivamente relacionado com a presenga de ME
(HR = 6,17; 1C95%:2,14-17,79; p = 0,001) e inversamente relacionado com a presenca de
metastases 0sseas (HR =0,47; 1C95%:0,27-0,80; p = 0,01).

De maneira similar ao estudo de Mego et al. (2011), Hanssen et al. (2018) identificaram
que pacientes com ME de cancer do pulmao tiveram um ntimero reduzido de CTCs detectadas
pelo método CellSearch (n =52, 12,5% > 2 e 8,9% > 5 CTCs), especialmente naqueles com

ME como tnico sitio de doenca metastatica, definidos como doenga oligometastatica (n = 34,
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5,9% >2 e 2,9% > 5 CTC). Também, valores de corte de CTCs > 2 ou > 5 foram fatores
prognosticos independentes de pior SG.

Dentre os poucos estudos publicados, acima descritos, que correlacionaram a contagem
de CTCs com a presenca de ME, observou-se uma relagdo entre ME e numero menor de CTCs.
O tnico estudo que descreveu um desfecho que permite inferéncia do controle da doenga
encefalica foi o publicado por Pierga et al. (2013), que ndo mostrou diferenca significativa no
tempo mediano para progressao entre as pacientes sem ou com CTCs antes do inicio do
tratamento. Neste estudo, utilizamos a SLPED como desfecho para avaliar o controle da doenca
encefalica, que ¢ o desfecho utilizado nos principais estudos que desenvolveram nomogramas
para a estimativa do risco de PED precoce (Ayala-Peacock et al. 2017; Press et al. 2017). Até
a elaboragao desta discussao, nao se encontrou nenhum estudo publicado que avaliasse a relagao
entre CTCs e controle das ME em pacientes submetidos a tratamento focal; além disso, o fato
deste estudo ter sido desenvolvido em um contexto pragmatico torna ainda mais relevante
nossos achados.

Sperduto et al. (2020), em uma recente atualizagdo do DS-GPA em pacientes com ME
de cancer da mama tratadas entre 2006 e 2017, observaram um menor tempo entre o diagnostico
do tumor primario e o surgimento de ME nas pacientes sem doenga extra-encefalica quando
comparadas aquela com doenca extra-encefalica presente. Ao descreverem essa interessante
observagao, sugeriram que algumas pacientes poderiam ter ME oculta ao diagnostico de um
cancer da mama inicial ndo adequadamente tratadas pela terapia sist€émica ou ter um cancer de
mama com um fendtipo com tropismo para o desenvolvimento de ME.

O achado da associagao significativa entre menor nimero de CTC1 e pior controle da
doenca encefalica com menor SLPED neste estudo pode ser definido como contraintuitivo e,
eventualmente, ter sido enviesado pelo nimero limitado de pacientes avaliados. Contudo,
algumas hipoteses com plausibilidade biologica devem ser consideradas. E plausivel, por
exemplo, que micrometastases encefalicas ja estivessem presentes na fase precoce da
progressao neoplasica e que, portanto, o nuimero de CTCs nao reflita a real atividade da doenga
no encéfalo no momento da avaliacio. Em nossa série, apenas 4 das 39 pacientes foram
detectadas com ME no mesmo momento ou até 4 meses apds o diagnostico do cancer primario
da mama, o que torna invidvel uma comparacao entre dois grupos com diferentes momentos de
progressao da doencga para o encéfalo. Outra possibilidade ¢ que a barreira hemato-encefalica
restrinja o retorno das CTCs para a circulagdo sanguinea sistémica, conforme sugerido por
Mego et al. (2011). Entretanto, somente seis mulheres neste estudo tinham ME exclusivas.

Além disso, em pacientes com ME, a barreira hemato-tumoral ¢ mais permeavel que a barreira
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hemato-encefalica e, portanto, a passagem das CTCs ndo seria tdo comprometida (Arvanitis et
al. 2020). H4, ainda, a possibilidade da terapia anti-HER2, vigente em quase metade das
pacientes, ter normalizado o nimero de CTCs durante o tratamento, também de acordo com o
que foi aventado por Mego et al. (2011).

Recentemente, Zhang et al. (2020) demonstraram, em um modelo experimental de ME
originarias de linhagens celulares de cancer da mama e melanoma em camundongos, que
neutréfilos imunossupressores infiltrados no encéfalo propiciam um ambiente pré-metastatico
e que sua quantidade foi diretamente associada a proliferag¢do celular tumoral das ME de cancer
da mama. Portanto, ¢ possivel que o ambiente pré-metastatico mais avido de algumas das
pacientes com ME recrute mais CTCs da circulagdo e, por consequéncia, justifique a relagio
inversa entre o nimero de CTCs e PED.

Adicionalmente, a auséncia ou menor nimero de CTCs na circulagdo periférica nao
exclui a possibilidade de que as CTCs sejam liberadas por uma lesdo tumoral em progressdo e
imediatamente aprisionadas no primeiro leito capilar adiante. Esse cendrio seria consistente
com uma alta habilidade das CTCs em disseminar a sitios distantes e aderir as células
endoteliais nos capilares antes de atingir a periferia, possivelmente levando ao estabelecimento
de novas metéstases (Aceto 2019). Nesse contexto, ¢ plausivel ponderarmos que, além da
quantidade, a analise qualitativa pode refinar o prognostico do controle da doenga encefalica.

A avaliagdo da cinética das CTCs tem sido utilizada na monitorizagao da resposta ao
tratamento do cancer da mama. Neste estudo, nao houve correlagao entre a razao CTC2/CTCI1,
com o valor do ponto de corte sugerido em 0,3, e a SLPED. Yan et al. (2017) realizaram uma
metanalise de estudos publicados com a mensuragdo das CTCs antes ¢ apds o tratamento em
pacientes com cancer da mama e observaram uma redugao significativa da taxa de positividade
das CTCs, seja definida como > 1 CTC/7,5 mL ou > 5 CTC/7,5 mL, apds o tratamento (HR =
0,68; 1C95%:0,61-0,76; p < 0,00001). A reducdo da positividade das CTCs foi associada a
menor probabilidade de progressao da doenca (OR = 0,54; 1C95%:0,33-0,89; p = 0,01), maior
SG (diferenca média = 11,61 meses, 1C95%:8,63-14,59; p < 0,00001) e maior SLP (diferenca
média = 5,07 meses, [C95%:2,70-7,44; p <0,0001). Entretanto, anélises de subgrupo revelaram
que tratamentos sistémicos com finalidade neoadjuvante, adjuvante ou na doenga metastatica
reduziram a positividade das CTCs, mas a cirurgia ndo provocou alteragdo. Em se tratando de
uma abordagem local, como a cirurgia, a radioterapia focal realizada em nosso estudo
provavelmente pouco influenciaria na quantidade de CTCs.

O imunofendtipo do tumor primdrio foi correlacionado a SLPED neste estudo. A

SLPED mediana foi 7 meses nas pacientes com imunofenotipo triplo negativo e ndo foi atingida
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nas pacientes com imunofen6tipo luminal B (HR = 0,20; 1C95%:0,04—0,94; p = 0,04) e HER2-
positivo (HR = 0,25; 1C95%:0,07—-0,89; p = 0,03). Miller et al. (2017) fizeram uma analise
retrospectiva de 547 pacientes com ME de cancer da mama e, entre as aquelas que receberam
RC sem RTHE associada, a incidéncia cumulativa de ME distante em 1 ano foi 24% para
luminal A (IC95%, 8%-41%), 38% para luminal B (IC95%, 13%-62%), 53% para HER2-
positivo (IC95%, 26%-81%) e 34% para triplo negativo (IC95%, 18%-49%), sem diferenga
significativa entre as mesmas (p = 0,87). Vern-Gross et al. (2012) avaliaram,
retrospectivamente, 154 pacientes com ME de cancer da mama submetidas a RC e o
imunofendtipo foi fator preditivo da SLPED em 1 ano, com taxas de 24%, 53%, 53% e 64%
nos imunofenotipos, triplo negativo, luminal A/B, HER2 e luminal HER2, respectivamente (p
< 0,001). O imunofenotipo triplo negativo também foi correlacionado a pior SLPED em nossa
série, mas ndo observamos o mesmo nas pacientes com imunofendtipo HER2-positivo, embora
estejam mais propensas a progredir com ME, conforme discutido anteriormente. A radioterapia
focal realizada e a quebra da barreira hemato-encefalica associada pode ter propiciada a
penetracao da terapia anti-HER2 no SNC (Stemmler et al. 2007). Tal fato justificaria a maior
SLPED nesse subgrupo.

Observou-se correlagdo significativa entre a SLPED e o DS-GPA neste estudo. A
SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com DS-GPA > 3 e foi 7,47 meses nas pacientes
com DS-GPA <3 (HR = 0,34; 1C95%:0,12—-0,95; p = 0,04). Até o momento desta revisdo, nao
se identificou nenhum estudo que mostrasse associa¢do entre o DS-GPA, indice prognostico
elaborado para a estimativa da SG, e o controle da doenga encefalica. Um dos motivos ¢ que os
principais grupos que elaboraram nomogramas com fatores preditivos para estimar o risco de
PED os fizeram com ME originarias de diferentes sitios primarios (Ayala-Peacock et al. 2017,
Press et al. 2017). Tendo em vista a maior SLPED nas pacientes com imunofendtipo HER2-
positivo e que este ¢ um dos trés fatores que compdem o DS-GPA, ¢ provavel que o
imunofendétipo tenha contribuido para essa correlagao entre o DS-GPA e a SLPED.

Diferentemente do DS-GPA, diversos estudos mostraram a associagdo entre 0 nimero
de ME e o controle da doenga encefélica. Em nossa série, a SLPED mediana ndo foi atingida
nas pacientes com < 5 lesdes e foi 10,6 meses nas pacientes com > 5 lesdes (HR = 3,60;
1C95%:1,08-12,05; p = 0,037). O maior nimero de ME como fator preditivo de pior SLPED
em pacientes submetidos a radioterapia focal inicial foi demonstrado em diferentes avaliagdes
multi-institucionais (Ayala-Peacock et al. 2017, Press et al. 2017). Mctyre et al. (2018)
avaliaram 2657 pacientes provenientes de 8 centro académicos tratados com RC isolada como

abordagem inicial das ME e, apds analise multivariada de riscos competitivos dos fatores
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preditivos de SLPED, identificaram o nimero crescente de ME como principal fator preditivo
da progressdo encefalica distante, com maior nimero de ME no momento da falha e maior
probabilidade de RTHE de resgate precoce.

A necessidade da identificacdo de fatores de risco associados @ SLPED ou ao tempo
para a indicacdo de RTHE de resgate, com o intuito de auxiliar a decisdo entre RT focal ou
RTHE, levou ao desenvolvimento de nomogramas, ja descritos, e, mais recentemente, de uma
nova métrica denominada velocidade de ME (VME). A VME foi definida como o numero
cumulativo de novas ME que surgem no periodo, em anos, desde a primeira RC e elaborada a
partir de uma base de dados de 737 pacientes tratados com RC sem RTHE entre 2000 e 2014
em unica instituigdo (Farris et al. 2017). A VME classificada como baixa (<4) foi
correlacionada, apds analise multivariada, a maior SG (p < 0,0001), menor necessidade de
RTHE de resgate (p = 0,02) e morte neuroldgica (p = 0,008) apds progressao encetilica distante
depois da RC isolada. Dentre as 53 pacientes com ME de cancer da mama, uma andlise
exploratdria mostrou que o imunofenotipo HER2-positivo foi associado a menor VME. A VME
foi validada em um estudo multi-institucional com 2092 pacientes provenientes de nove centros
académicos (Mctyre et al. 2020). Embora seja uma potencial ferramenta para o auxilio na
tomada de decisdo, a VME foi elaborada a partir de uma coorte retrospectiva de pacientes com
diferentes tumores primarios tratados em um periodo prolongado e, objetivamente, somente
possivel de calcular apo6s a primeira RC. Por esse motivo, o mesmo grupo desenvolveu uma
nova métrica, denominada VME inicial, que foi calculada como o nimero de ME no momento
da primeira RC dividido pelo periodo, em anos, do diagndstico inicial do cancer até a primeira
RC e mostrou correlagdo com VME e SG (Soike et al. 2018).

O surgimento de nomogramas e fatores prognosticos como a VME, elaborados com a
finalidade de estimar a SLPED, mostraram a lacuna existente na identificagao de um fator ou
marcador mais robusto e nos estimulou a considerar a avaliagao da relagao entre duas variaveis
quantitativas que tiveram correlacdo com SLPED. Trata-se da relagdo entre o numero de ME e
CTC, definida como NL/CTCs. Essa relagao embute uma andlise qualitativa, pois, quanto maior
a relagdo, podemos inferir que um menor nimero de CTCs estd associado a um maior numero
de ME e, que, portanto, essas CTCs sao mais propensas a gerar ME. A SLPED mediana foi
10,59 meses nas pacientes com NL/CTC1 > 2 e 15,33 meses nas pacientes com NL/CTC1 <2
(HR = 2,6; 1C95%:0,93-7,29; p = 0,067). Em relagdo a avaliacdo apds a radioterapia focal, a
SLPED mediana ndo foi atingida nas pacientes com NL/CTC2 > 0,1 e foi 1,8 meses nas
pacientes com NL/CTC2 <0,1 (HR =0,17; 1C95%:0,036-0,81; p = 0,026), porém o numero de

pacientes foi muito pequeno no grupo com NL/CTC2 <0,1.
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O momento de maior interesse para a avaliagdo de um eventual fator associado a SLPED
¢ anterior ao tratamento, uma vez que poderia auxiliar na decisao da modalidade mais adequada
de radioterapia, entre focal ¢ RTHE. Apesar de NL/CTCI1 com ponto de corte de 2 ndo ter
mostrado correlagdo significativa com a SLPED, houve uma tendéncia a maior SLPED nas
pacientes NL/CTC1 < 2. Portanto, ¢ um fator que merece ser explorado em futuros estudos
prospectivos que envolvam CTCs e ME.

A identificacdo de CTCs associadas com ME do cancer da mama ¢ desejavel para a
detec¢do precoce e avaliagdo da resposta terapéutica das ME. Zhang et al. (2013) descreveram
a potencial assinatura proteica das CTCs competentes para o desenvolvimento de ME, que
foram confirmadas e caracterizadas pela expressio de HER2/EGFR/NOTCH1/heparanase.
Mais recentemente, Boral et al. (2017) avaliaram 10 pacientes com cancer da mama metastatico,
dentre as quais 5 tinham lesdes sugestivas de ME identificadas pela RM e, por andlise do
transcriptoma e imunocitoquimica das CTC, identificaram uma assinatura genética das CTC
associadas com ME, que também foram confirmadas e caracterizadas pela expressao de Ki67,
do receptor do ativador de plasminogénio tipo uroquinase, da integrina beta-1 e/ou de
NOTCHI.

Neste estudo, fizemos uma analise qualitativa das CTCs a partir da expressdo de
moléculas mediadoras da passagem através da barreira hemato-encefalica (COX2, EGFR e
ST6GALNACS), marcadoras da TEM (NOTCHI) e de HER2 e avaliamos a correlagdo com
SLPED. A molécula COX2 foi expressa em quase todas as CTC1 (27 em 28 pacientes) e CTC2
(24 em 25 pacientes) e, portanto, ndo foi possivel fazer a correlagdo com SLPED. Nao houve
correlacdo entre a expressao de EGFR, ST6GALNACS e NOTCHI1 com a SLPED, tanto nas
CTCI1 quanto nas CTC2. Entretanto, a SLPED mediana nao foi atingida nas pacientes com
expressao presente e foi 13 meses nas pacientes com expressao ausente de HER2 nas CTC2 (p
=0,032). A mesma tendéncia, embora ndo significativa, foi observada na avalia¢dao das CTCI.

O fato da molécula COX2 ter sido expressa em uma alta proporcdo das pacientes
avaliadas em ambos os momentos da coleta sanguinea e o achado da associacao significativa
entre menor nimero de CTC1 e pior controle da doenga encefalica com menor SLPED neste
estudo ¢ uma relacdo que deve ser explorada. Se COX2 estd associada a migragdo
intercompartimental entre o encéfalo, liquor e a circulagdo sistémica é plausivel ponderarmos
que CTCs com expressao de COX2 tenham maior mobilidade para migra¢do do sistema
circulatdrio sanguineo para o encéfalo. Desse modo, embora o niimero de CTCs no sangue seja
baixo, as pacientes estariam sujeitas a progressdao no SNC. Além do estudo de Allen et al.

(2014), ja citado, Liu at al. (2013) identificaram mediadores inflamatdrios derivados de células
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mieloides e estimulados por COX2 que propiciam um ambiente pré-metastatico no cérebro de
camundongos.

A utilizagdo de um biomarcador que possa predizer o controle da doenga encefalica apds
o tratamento focal de ME, embora tenha um apelo evidente, ainda ndo foi devidamente
explorada. H4 um unico trabalho, recentemente publicado, que avaliou a expressao de CD138,
um marcador celular plasmocitario, em linfocitos infiltrantes de tumor presentes nas ME
ressecadas de 13 pacientes (Soike et al. 2019). O tecido tumoral de pacientes com altos niveis
de plasmocitos com expressao de CD138 foi associado a melhora significativa da SG quando
comparado ao tecido de pacientes com baixa expressdo de CD138 (p =0,01). Somente 1 dos 4
pacientes com alta expressdo plasmocitaria evoluiu com PED e 7 dos 9 pacientes com baixa
expressao plasmocitaria de CD138 evoluiram com PED (p = 0,11). O fato de ser um estudo
retrospectivo, com pequeno numero de pacientes e diferentes tipos de tumores primarios
(mama, melanoma e pulmao) traz limitacdes que o fazem ser visto com ressalva, mas traz
resultados geradores de hipotese.

Em nosso estudo, houve tendéncia de correlagdao entre a expressao presente de HER2
nas CTCs e maior SLPED, o que vai ao encontro da correlacio demonstrada entre
imunofenétipo HER2-positivo do tumor primario e maior SLPED. Dado que Jordan et al.
(2016) evidenciaram a possibilidade de interconversao da expressao de HER2 nas CTCs,
independentemente do imunofenotipo do tumor primario, a determinacao do status da
expressdo de HER2 nas CTCs com um método confidvel e reprodutivel e sua correlagdo com o
controle da doenga encefalica merece ser explorada em estudos subsequentes.

Apesar de ndo considerarmos o status da expressdo de HER2 nas CTCs de maneira
agrupada, ou seja, definirmos como positivo se expressao presente nas CTC1 ou CTC2, a
analise exploratoria das nove pacientes com expressdo positiva de HER2 em um dos dois
momentos, sendo que sete ndo apresentavam imunofendtipo HER2-positivo no tumor primario,
evidenciou que nenhuma evoluiu com PED e somente uma paciente, com imunofendtipo triplo
negativo do tumor primario, faleceu por progressao de doenga pulmonar no periodo de
seguimento

Entretanto, importante ressaltar que, apos a andlise multivariada, o imunofenotipo do
tumor primario e a contagem de CTCI1 prevaleceram como os fatores prognosticos
independentes significativos da SLPED em nosso estudo.

Apos a avaliacdo dos multiplos fatores associados a SLPED e revisdo dos nossos
resultados e evidéncias clinicas e experimentais da literatura recente, acreditamos que o achado

da associacdo significativa, e contraintuitiva, entre menor nimero de CTC]1 e pior controle da



121

doenga encefalica com menor SLPED neste estudo nao seja, embora possivel, resultado de viés
estatistico devido ao limitado numero de pacientes. Ponderamos que, nas pacientes com ME de
cancer da mama, e provavelmente de outros sitios primarios também, ocorra o desenvolvimento
de um ambiente cerebral pré-metastitico que envolve a infiltracio de neutréfilos
imunossupressores e a reducao de células T citotdxicas (Zhang et al. 2020), além da infiltragao
de células mieldides que produzem quimiocinas e atraem células mieloides adicionais e CTCs,
com consequente proliferacao das ME (Liu et al. 2013). As células mieloides sdao estimuladas
pela COX2 dos tumores primarios e observamos sua elevada expressdo nos 2 momentos de
coleta das CTCs no nosso estudo. Tendo em vista que COX2 estd associada a migragao
intercompartimental entre o cérebro, liquor e sangue (Allen et al. 2014), podemos inferir que o
ambiente cerebral ja favoravel a formagao de metastases, lembrando que todas as pacientes do
estudo ja apresentavam ME, tende a atrair as CTCs para o encéfalo e reduzir sua quantidade na
circulagdo sanguinea. Desse modo, pacientes com ME e menor contagem de CTCs no sangue
teriam maior risco de novas ME, pois ¢ provavel que o maior volume de CTCs esteja no
compartimento cerebral. Por outro lado, pacientes com maior nimero de CTCs no sangue
teriam um mecanismo de evasdo do ambiente de atragdo cerebral. O caminho que se vislumbra
para continuar este projeto e testar nossa hipotese ¢ realizar um estudo para avaliar e comparar

CTCs no sangue e no liquor de pacientes com ME de cancer da mama.

5.5 SOBREVIDA LIVRE DE PROGRESSAO ENCEFALICA DISTANTE-
ENVOLVIMENTO DIFUSO

Diante de uma paciente com progressdo da doenga metastitica no encéfalo, tdo
importante quanto o numero das ME ¢ o padrdo de progressdo da doenga encefalica. O
desenvolvimento dos métodos de imagem e de radioterapia tem permitido a indicagdo de
irradiagdo focal em pacientes com um numero cada vez maior de ME e o consequente
adiamento da RTHE sem impacto negativo na SG.

Yamamoto et al. (2014) mostraram que nao houve diferenga na SG entre pacientes
submetidos a RC para 2-4 ¢ 5-10 ME, conforme descrito previamente. Entretanto, houve risco
significativamente maior de progressao com DLM nos pacientes com 5-10 ME quando
comparados aqueles com 2-4 ME (HR = 1,58; 1C95%:1,04-2.,40; p = 0,035). Uma vez que os

pacientes com mais do que 4 lesdes tém maior risco de DLM e que esta ¢ usualmente tratada
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com RTHE, consideramos avaliar o desfecho sobrevida livre de progressao enceféalica distante
com envolvimento difuso (SLPED-ED).

A SLPED-ED foi definida como progressao com o surgimento de mais do que 4 novas
ME ou DLM e, em ultima anélise, ¢ um indicador de potencial indicacio de RTHE. Neste
estudo, dentre as 12 pacientes com PED, 6 apresentaram envolvimento difuso, sendo 3
pacientes com DLM e 3 com mais de 4 novas ME. Nenhuma das pacientes que evoluiu com
DLM havia recebido radioterapia focal pos-operatoria

A SLPED-ED mediana foi 6 meses nas pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL e nao
atingida pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL (HR = 10,22; 1C95%:1,99-52,4; p = 0,005). Ao
considerarmos o 6bito como risco competitivo, a incidéncia cumulativa de PED-ED aos 6 meses
foi 40% nas pacientes com CTC1 <0,5 CTC/mL e zero nas pacientes com CTC1 > 0,5 CTC/mL
(p = 0,005). Nao houve correlagdo significativa entre a contagem de CTC2 e SLPED-ED.

Além da contagem de CTC1, o nimero de ME e a relagdo NL/CTC1 tiveram correlagio
significativa com SLPED-ED. A SLPED-ED mediana nio foi atingida nas pacientes com < 6
lesdes e foi 10,6 meses nas pacientes com > 6 lesdes (HR = 10,72; 1C95%:2,13-53,82; p =
0,004). A SLPED-ED mediana foi 12,1 meses nas pacientes com NL/CTC1 > 6,8 e ndo foi
atingida nas pacientes com NL/CTC1 < 6,8 (HR = 7,37; 1C95%:1,34-40,5; p = 0,022). A
incidéncia cumulativa de progressao encefalica distante com envolvimento difuso (PED-ED)
aos 6 meses, tendo o dbito como risco competitivo, foi de 25% nas pacientes com NL/CTC1 >
6,8 e 2,86% nas pacientes com NL/CTC1 < 6,8, com tendéncia a significancia estatistica (p =
0,063).

Em uma analise de fatores de risco associados a DLM em 805 pacientes submetidos a
RC por ME entre 1999 e 2012, a incidéncia cumulativa de DLM em 795 pacientes avaliaveis
foi 6,2%, com um tempo mediano de 7,4 meses entre a RC e a DLM. Dentre os fatores de risco
analisados, ME de cancer colorretal ou mama, PED, idade menor e ME em maior nimero foram
independentemente associados a maior risco de DLM (Huang et al. 2014).

Trifiletti et al (2015) avaliaram 126 pacientes submetidas & RC por ME de cancer da
mama entre 1995 e 2014 e identificaram 18 pacientes (14%) que evoluiram com DLM apo6s a
RC. Dentre os fatores de risco analisados, a presenc¢a de doenga pulmonar ativa no momento da
RC foi o unico associado ao desenvolvimento de DLM (p = 0,038).

Gorovets et al. (2017) desenvolveram um nomograma preditivo da sobrevida livre de
RTHE ap6s a RC a partir de dados multi-institucionais de 895 pacientes com 2095 ME, sendo
que a RTHE foi geralmente recomendada para pacientes com mais de 4 lesdes ativas,

performance status do Eastern Cooperative Oncology Group > 2 ou expectativa de SG < 3



123

meses. Observaram uma sobrevida livre de RTHE de 8 meses (0,1 — 139 meses) e os fatores
preditivos independentes para menor sobrevida livre de RTHE foram maior idade, diagndstico
de cancer da mama HER2-negativo ou cancer colorretal, maior nimero de ME, presenga de
sintomas neurologicos, doenca sistémica progressiva e maior volume de doenca extra-
encefélica. Ao aplicarmos esse nomograma nas seis pacientes que evoluiram com PED-ED na
nossa série e, consequentemente, com potencial indicagdo de RTHE, verificamos que a
probabilidade estimada de sobrevida livre de RTHE em 6 e 12 meses foi, em média, 64% e
45%, respectivamente. Portanto, além dos potenciais fatores de viés presentes em uma analise
retrospectiva e com variagdo na definicdo da indicagdo de RTHE entre diferentes institui¢des,
a auséncia de um marcador bioldgico tumoral no momento da indicagdo da RC no nomograma
de Gorovets et al. (2017) provavelmente nao permitiu uma estimativa da sobrevida livre de
RTHE condizente com a PED-ED observada no nosso estudo.

Em nosso estudo, dentre as pacientes com PED, trés evoluiram com DLM, o que
corresponde a cerca de 8,3% das 36 pacientes avaliaveis. O tempo médio entre a RC ¢ a PED-
ED foi 6,2 meses. O numero de ME, a relagdo NL/CTC1 e contagem de CTC1 como fatores de
risco para PED-ED sdo coerentes com os achados relativos a PED e evidenciam que a
associacdo entre o nimero de ME e a contagem de CTCs antes do tratamento focal merece ser
explorada em futuros estudos.

Nao houve correlacao entre a expressao de EGFR, STOGALNACS e NOTCHI1 e HER2
com a SLPED-ED, tanto nas CTC1 quanto nas CTC2. Como a molécula COX2 foi expressa
em quase todas as CTC1 e CTC2, nao foi possivel fazer a correlacdo com a SLPED-ED.

Apbs a analise multivariada, o modelo final ajustado mostrou a contagem de CTCl1

como unico fator prognoéstico independente significativo da SLPED-ED.

5.6 SOBREVIDA GLOBAL

A SG mediana nesta coorte foi 19,5 (IC95%: 16,1-22,9) meses e compativel com uma
atualizacdo recente dos resultados do DS-GPA em pacientes com ME de cincer da mama.
Sperduto et al. (2020) avaliaram 2473 pacientes ME recém-diagnosticadas tratadas entre 2006
e 2017 e relataram uma SG mediana de 16 meses, sendo que os fatores prognosticos
significativos foram o imunofendtipo, KPS, idade, nimero de ME e o status da doenca
extraencefalica.

Em nossa série, que ndo foi restrita a pacientes com ME recém-diagnosticadas, os

fatores prognosticos com impacto significativo na SG, apos analise univariada, foram o DS-
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GPA, como variavel continua e discreta, o imunofenoétipo e a relagdo NL/CTC1. A SG mediana
foi 19,54 meses nas pacientes com DS-GPA > 2 e 7,6 meses nas pacientes com DS-GPA <2
(HR = 0,23; IC95%: 0,08-0,65; p = 0,006) e foi 4,8 meses nas pacientes com imunofenotipo
triplo negativo e nao foi atingida nas pacientes com imunofenotipo luminal B (HR = 0,29;
1C95%:0,08-1,0; p = 0,05) e HER2-positivo (HR = 0,15; 1C95%:0,04-0,5; p = 0,002).

Sperduto et al. (2020) relataram SG mediana de 6 (2,5-12,3) meses nas pacientes com
DS-GPA 0-1, 12,9 (5,6-27) meses com DS-GPA 1,5 — 2, 23,5 (11,1-47) meses com DS-GPA
2,5-3e36,3(18,5—78,1) meses com DS-GPA 3,54 (p <0,001). Em relacdao ao imunofendtipo,
a SG mediana foi 27 (13-55) meses no luminal B, 25 (11-47) meses no HER2-positivo, 14 (5—
30) meses no luminal A e 9 (4-19) meses no triplo negativo (p < 0,001). O fato de nossos
resultados de SG, estratificados pelo DS-GPA e imunofenotipo, se apresentarem similares aos
recentemente relatados por Sperduto et al. (2020), ¢ uma amostra da qualidade assistencial e
validagdo dos dados coletados.

A contagem de CTCs em ambos os momentos ndo apresentou correlagdo significativa
com a SG neste estudo. No entanto, houve uma tendéncia a maior SG nas pacientes com CTC1
> 0,5 CTC/mL quando comparadas as pacientes com CTC1 < 0,5 CTC/mL (SG mediana de
19,5 versus 8,6 meses; HR = 3,07; 1C95%:0,95-9,82; p = 0,047). Mais uma vez, esse achado
pode estar relacionado ao pequeno numero de pacientes avaliados. Embora tenha sido coerente
com o achado de correlacdo significativa entre maior contagem de CTC1 e maior SLPED e
SLPED-ED relatado previamente, a eventual correlagdo entre a contagem de CTCI1 e SG foi
marginal. Essa auséncia de correlagdo entre a contagem de CTCs e a SG vai de encontro a
importantes estudos prospectivos que mostraram correlagdo significativa entre maior contagem
de CTCs e pior SG em pacientes com cancer da mama metastatico (Cristofanilli et al. 2004;
2019).

Porém, quando se observam somente as pacientes com cancer da mama metastatico que
tenham ME, a correlagdo entre CTCs e SG ¢ mais heterogénea. Mego et al. (2011) avaliaram
22 pacientes com ME e nao evidenciaram correlagao entre a contagem de CTCs e SG (HR =
0,68; 1C95%:0,27-1,72; p = 0,34). Riebensahm et al. (2019) compararam dois métodos de
purificag@o para analise de CTCs em pacientes com ME de cancer da mama. No método de
purificagdo EpCAM-dependente, houve piora significativa da SG entre as pacientes com CTC
detectaveis > 5 (p < 0,001, log-rank), confirmada ap6s analise multivariada (HR = 7,19;
1C95%:1,73-29,95; p = 0,0067). No método EpCAM-independente, também houve piora da
SG entres as pacientes com CTCs detectaveis (p = 0,41, log-rank), mas sem significancia apos

analise multivariada. Esses dados sugerem que em um método de purificagio EpCAM-
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independente das CTCs, como o método ISET utilizado em nosso estudo, a qualidade das CTCs
tem uma importancia maior do que a quantidade na estimativa da SG. De fato, em nossa série,
a SG mediana foi 8,65 meses nas pacientes com NL/CTC1 > 2,2 e 19,54 meses nas pacientes
com NL/CTC1 <2,2 (HR =3,32; 1C95%:1,19-9,26; p=0,02), sendo que essa relagdo NL/CTCs
representa um indicador qualitativo do risco de novas ME.

Também ndo houve correlagdo entre a expressao de EGFR, STOGALNACS e NOTCH1
com a SG, tanto nas CTC1 quanto nas CTC2. Entretanto, embora sem significancia, foi possivel
observar uma tendéncia a maior SG nas pacientes com expressao presente de HER2, tanto nas
CTCI1 quanto nas CTC2, o que ¢ coerente com os achados anteriormente descritos a respeito da
associagdo entre o imunofenotipo HER2-positivo do tumor primario e maior SG.

Apos analise multivariada, o modelo final ajustado revelou o imunofenoétipo e a relagao
NL/CTCI como fatores prognoésticos independentes significativos da SG. O método ISET, que
¢ EpCAM-independente, tende a detectar maior niimero de CTC com caracteristicas
mesenquimais, que ¢ um padrao tipico nas pacientes com imunofendtipo triplo negativo. Além
disso, pode identificar CTC EpCAM negativas que tenham propensdo a desenvolver ME e
pulmonares (Zhang et al.2013).

Curiosamente, dentre as 16 mortes observadas durante o periodo de seguimento em
nossa série, 11 (68%) ocorreram por progressao da doenca fora do sistema nervoso central,
predominantemente no pulmao (9 das 11 mortes). Podemos inferir, portanto, que a identificacao
de CTC mesenquimais competentes tanto para a progressao encefalica quanto pulmonar por um
método EpCAM-independente, como o ISET, serviria como fator prognostico de morte por
progressdo nesses sitios e estimativa da SG. Em nosso estudo, a progressdo encefalica ou
pulmonar foi a causa de 14 das 16 (87,5%) mortes observadas.

A relagdo entre CTCs, identificadas por um método EpCAM-independente, e o padrao
de progressao da doenca encefalica e pulmonar e sua associagdo com a sobrevida livre de
progressdo encefalica, pulmonar e SG em pacientes com cancer da mama metastatico, com

dados pragmaticos e contemporaneos, merece ser explorada em estudos subsequentes.
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6 CONCLUSOES

A contagem de CTCI1 foi fator prognoéstico independente da sobrevida livre de
progressao encefalica distante e sobrevida livre de progressdo encefalica distante com
envolvimento difuso.

O imunofendtipo do tumor primario foi fator progndstico independente da sobrevida
livre de progressao encefalica distante e da sobrevida global.

O DS-GPA foi potencial preditor da sobrevida livre de progressao encefalica distante e
sobrevida global.

O nimero de metdstases encefalicas foi potencial preditor da sobrevida livre de
progressdo encefalica distante e sobrevida livre de progressdo encefalica distante com
envolvimento difuso.

A relagdo entre o nimero de lesdes e a contagem CTC1 (NL/CTC1) foi fator prognostico
independente da sobrevida global e potencial preditor da sobrevida livre de progressao
encefélica distante com envolvimento difuso

A avaliagao de biomarcadores nas CTCs através de imunocitoquimica foi factivel.
Houve forte expressdao de COX2 nas CTCs e a expressao de HER2 nas mesmas mostrou

potencial papel preditor da sobrevida livre de progressao encefalica distante.
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4. DURACAO DA PESQUISA: 12 meses.

III - INFORMACOES A PARTICIPANTE

A senhora estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa “Avaliagdo prospectiva da
correlagdo entre células tumorais circulantes e controle da doenca encefalica apds radioterapia focal de
metastases de cancer da mama no sistema nervoso central”, que sera realizada no A.C.Camargo
Cancer Center.

Este convite ¢ realizado as pacientes com diagnostico de cancer da mama que tenham indicagao
de radioterapia focal em campos restritos as lesdes metastaticas no cérebro no momento da avaliagdo
inicial no Departamento de Radioterapia do A.C.Camargo Cancer Center.
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IV - OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o numero de células tumorais circulantes (CTC) antes ¢ 4 a 5
semanas apos a radioterapia focal e correlacionar esses dados com resultados clinicos (controle da doenca
cerebral e sobrevida).

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA
As CTC tém potencial fator de previsao desses resultados clinicos e de implementacao na pratica
clinica para avaliacao do tratamento mais adequado das metastases cerebrais.

VI - DESENHO DA PESQUISA

Estudo prospectivo (procedimentos realizados e dados coletados conforme protocolo de
pesquisa previamente definido), unicéntrico (A.C.Camargo Cancer Center) em um grupo unico de
participantes da pesquisa.

VII - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

As CTC serao avaliadas no sangue periférico, que sera coletado através da puncao da veia no
braco. A coleta do sangue sera realizada em 2 momentos: no mesmo dia do planejamento da radioterapia
e entre 4 a 5 semanas ap0s a radioterapia focal.

Nao havera nenhuma mudanca na técnica dos exames de imagem necessarios ao procedimento
ou mesmo na técnica da radioterapia focal em relacdo aos pacientes que ndo participam da pesquisa.
Portanto, os unicos procedimentos adicionais, serdo as 2 coletas do sangue periférico, que serdo
oportunamente realizadas no momento em que vier para o planejamento da radioterapia (coleta inicial)
e, posteriormente, quando retornar para realizar a ressonancia de seguimento 4 a 5 semanas apds a
radioterapia focal (coleta final). A sua participagdo no estudo ndo implicara em nenhum custo para vocé
ou convenios.

As amostras coletadas serao processadas e armazenadas pelo Banco de Macromoléculas do
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, ¢ o excedente ndo utilizado por este projeto de pesquisa
podera ser utilizado em outros projetos no futuro, apés a aprovagao dos mesmos pelo Comité de Etica
em Pesquisa desta Instituigao.

VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO
PROCEDIMENTO

Os riscos envolvidos estdo relacionados a quebra de confidencialidade dos participantes de
pesquisa. H4, também, os riscos inerentes a pun¢ao endovenosa para a coleta do sangue periférico no
brago. No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pungdo.
Complicacdes de coleta de sangue sdo raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver
extravasamento de sangue da veia no local da puncao geralmente ha uma mancha roxa (hematoma) e
um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serdo realizadas por
profissionais especialmente treinados, o que diminui as chances de complicagoes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

Os resultados obtidos neste estudo poderdo beneficiar todos os pacientes com metastases
encefalicas que tenham indicagdo de radioterapia, uma vez que poderd auxiliar na tomada de decisao
entre radioterapia focal ou de todo o encéfalo.
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X - CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informagdes serd mantida e sua identidade serd preservada, sendo
que somente os membros da equipe médica e do Comité de Etica em Pesquisa terdo acesso aos registros.
A sua participacao neste estudo € voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer momento. A recusa
ou desisténcia da participagao neste estudo ndo ird prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento.

XI - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Qualquer dano resultante da sua participacdo no estudo serd avaliado e tratado de acordo com
os beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de consentimento vocé nao
esta abrindo mao de qualquer um dos seus direitos legais.

XII - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informagdo atualizada
ao longo do estudo, caso este seja o seu desejo. TELEFONES PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS, REACOES ADVERSAS OU QUALQUER DUVIDA SOBRE O
ESTUDO: (011) 2189-5000 — ramais: 5104, 5105, entrar em contato com Douglas Guedes de Castro.

XIII. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

As amostras coletadas serdo processadas pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. O
excedente, ndo utilizado por este projeto de pesquisa, podera ser descartado ou, se autorizado pelo
part1c1pante ser armazenado e utilizado em outros projetos, apds a aprovagao dos mesmos pelo Comité
de Etica em Pesquisa desta Instituicdo, e quando necessario, da Comissio Nacional de Etica em
Pesquisa. Dependendo da escolha do participante, podera ser ou ndo necessaria a assinatura de novo
TCLE. Para isso, pedimos que a senhora escolha uma das seguintes op¢des quanto ao armazenamento
de sua amostra biologica:

() Autorizo o armazenamento da minha amostra bioldgica excedente ao final deste estudo para que a
mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa.

( ) Nao autorizo o armazenamento da minha amostra bioldgica excedente ao final deste estudo para que
a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. Desta forma, compreendo que o
excedente sera inutilizado pelo Biobanco da instituigao.

Em caso da utilizagdo das suas amostras em outras pesquisas, favor assinalar uma das opgdes:
() Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C.Camargo Cancer Center. ( )
Nao quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C.Camargo Cancer Center. Portanto,
concordo que este TCLE, uma vez assinado, valera também para os demais protocolos de pesquisa

Em casos de o6bito ou condigdes incapacitantes, a senhora tem a possibilidade de ceder os
direitos sobre sua amostra bioldgica armazenada aos seus sucessores ou outras pessoas de sua confianca.
Para isso, pedimos que expresse a sua vontade com base nas opgdes abaixo:

() Cedo os direitos sobre minha amostra biolégica armazenada nas situagdes acima referidas.
Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

Nome:
Grau de Parentesco:
Telefone: ()

Nome:
Grau de Parentesco:
Telefone: ()

( ) Nao cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situacdes acima referidas.
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Os dados fornecidos, coletados e obtidos neste protocolo de pesquisa, poderao ser utilizados em
estudos futuros. A partir de seu material biolégico armazenado, futuras pesquisas poderdo realizar novas
abordagens cientificas com o intuito de, por exemplo, investigar a ocorréncia de outras alteracdes em
seu DNA;

Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, vocé tera o direito de acesso as informagdes e
resultados obtidos com a utilizagdo de seu material bioldgico armazenado, recebendo orientagdes quanto
as suas implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando necessario.

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizagdo e apds o aval do CEP da
instituicao, em casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situagdo possa
por em risco a seguranca do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de
maneira eticamente inaceitavel.

XIV. QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dr. Douglas Guedes de Castro.

Departamento de Radioterapia do A.C.Camargo Cancer Center - Sdo Paulo.
Telefones para contato: (11) 2189-5000 ramais 5104 / 5105.

Enderego: Rua Professor Antdnio Prudente, 211 — Liberdade — Sdo Paulo.

Se o pesquisador responsavel ndo fornecer as informagdes/ esclarecimentos suficientes, por
favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Ant6nio
Prudente — A.C.Camargo Cancer Center pelo telefone (11) 2189-5000, ramal 5020 de segunda-feira a
quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas.

Na impossibilidade de contato com as referéncias acima, o senhor (a) pode solicitar informagdes
do estudo para a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) através do telefone (61) 3315-2951
/ fax (61) 3226-6453 / ou e-mail conep@saude.gov.br.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) recebera uma das vias originais ¢ a
outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu,

declaro ter lido, compreendido e discutido o contetdo do presente Termo de Consentimento e concordo
em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos acima
relacionados:

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do responsavel pela pesquisa

(Douglas Guedes de Castro)



Apéndice 2 — Tabela com as variaveis analisadas

1 23/11/2016 60 90 1 0,027 1 2 3,5 1 1 1 4 4 0,25 1
2 24/11/2016 46 90 4 0,9 1 2 4 1 0 1 0,67 0,76 5,25 3,5
3 14/12/2016 44 90 2 0,7 1 3 3,5 0 0 0 1 1,33 L5 1,5
4 30/12/2016 49 90 8 1,05 1 3 35 1 1 0 3 32 0,25 0,75
5 06/01/2017 40 90 8 14,1 1 3 3,5 0 0 1 0,57 4,57 1,75 1
6 23/12/2016 53 90 1 3,88 1 3 35 0 0 1 0,6 0,2 5 3
7 12/01/2017 56 70 15 39,18 1 4 1,5 1 15 1

8 01/02/2017 47 100 1 0,345 2 4 2 1 0 1 3 0,23 4,25 13
9 10/02/2017 57 100 6 1,57 1 3 3,5 1 0 0 0 2,18 2,75 0
10 09/03/2017 40 100 2 0,59 1 2 4 0 0 0 0,21 0,57 3,5 0,75
11 07/04/2017 50 90 1 14,13 1 4 2 1 0 0 0,55 0,44 2,25 1,25
12 06/04/2017 42 90 1 0,37 1 2 4 1 0,57 1,75

13 30/03/2017 55 90 3 0,69 2 3 3,5 0 0 0 1,33 4 0,75 1
14 31/03/2017 54 90 2 0,66 1 4 2 1 1 1 1,78 0,44 4,5 8
15 18/04/2017 57 100 5 12,63 2 3 3,5 0 0 0 1,33 6,67 0,75 1
16 11/04/2017 54 90 3 18,46 1 2 4 0 0 0 4,17 2 1,5 6,25
17 12/04/2017 45 80 1 0,34 1 3 2,5 0 0 0 6,33 1,33 0,75 4,75
18 05/05/2017 38 90 1 0,08 1 3 35 1 1 0 0,67 1,33 0,75 0,5
19 19/05/2017 48 90 7 1,13 1 3 3,5 1 1 0 1,83 4,67 1,5 2,75
20 23/05/2017 34 100 4 3,86 1 3 3,5 1 0 0 1 533 0,75 0,75
21 24/05/2017 49 90 1 0,46 1 3 3,5 0 0 0 0,2 0.4 2,5 0,5
22 07/06/2017 54 70 3 3,97 1 3 3 1 0 0 3,77 0,92 3,25 12,25
23 23/06/2017 37 90 3 15,21 2 4 2 0 0 1 1,8 2.4 1,25 2,25
24 30/06/2017 62 90 7 1,13 1 3 3 1 1 1 7,5 14 0,5 3,75
25 07/07/2017 68 80 1 5,6 2 2 3 0 0 0 1,23 0,15 6,5 8
26 19/07/2017 45 90 2 0,31 1 3 3,5 0 0 0 4,75 2 1 4,75
27 28/07/2017 37 90 1 13,9 1 3 3,5 0 0 0 35 1 1 3,5
28 26/07/2017 61 100 1 2,23 1 2 35 0 0 0 2,12 0,5 2 4,25
29 27/09/2017 60 90 4 1,29 1 4 1,5 0 0 1 0,8 5

30 20/10/2017 49 90 1 0,46 2 3 35 0 0 0 0,3 0,05 20,5 6,25
31 20/10/2017 56 100 1 0,04 1 3 3,5 1 0 1 0,4 0,2 5 2
32 25/10/2017 69 70 6 0,9 1 2 3 1 2.4 2,5

33 23/10/2017 56 90 2 5,72 1 3 3,5 0 0 0 0,4 0.4 5 2
34 01/11/2017 49 90 4 0,69 1 3 3,5 0 0 1 2,64 16 0,25 0,66
35 17/11/2017 60 90 2 0,11 1 2 3,5 0 0 0 0,07 0,14 13,75 1
36 22/12/2017 70 80 1 0,17 1 4 1 1 0 1 1,05 0,28 3,5 3,66
37 06/12/2017 64 70 1 8,28 1 2 3 1 0 1 9,32 4 0,25 2,33
38 07/02/2018 61 100 1 0,14 1 2 3,5 0 0 0 2,33 0,27 3,75 8,75
39 31/01/2018 62 90 1 0,37 1 2 3,5 0 0 0 0,64 0,18 5,5 3,5

Dc¢a Extra: 1 sim, 2 ndo; Imunof :1 lum B, 3 HER2, 4 TN; Status SLPED: 1 progressio, 2 sem progressiao; PadraoPDE: 1 difusa, 2
oligoprog.

Status SG: 1 morto, 2 vivo



Apéndice 3 — Riscos competitivos

Tabela 10 - Teste de Fine-Gray entre as fung¢des de incidéncias.

Variavel Evento valor p Evento valor p
PED 0,007 PED-ED 0,005
CTC 1 (<0,5vs >0,5)
Morte 0,984 Morte 0,734
PED 0,568 PED-ED 0,085
NL/CTC1 (£2,2 vs >2,2)
Morte 0,063 Morte 0,144
PED 0,341 PED-ED 0,121
NL/CTCI (22 vs >2)
Morte 0,097 Morte 0,410
PED 0,430 PED-ED 0,063
NL/CTC1 (6,8 vs >6,8)
Morte 0,093 Morte 0,325
PED 0,545 PED-ED 0,353
Numero de lesdes (<3 vs >3)
Morte 0,011 Morte 0,249
PED 0,505 PED-ED 0,142
Numero de lesdes (<5 vs >5)
Morte 0,783 Morte 0,612
PED 0,825 PED-ED 0,244
Numero de lesdes (<6 vs >6)
Morte 0,713 Morte 0,931
PED 0,396 PED-ED 0,752
Imunofendtipo
Morte 0,158 Morte 0,022
PED 0,210 PED-ED 0,875
DS-GPA (<2 vs >2)
Morte 0,060 Morte 0,009
PED 0,214 PED-ED 0,958
DS-GPA (<3 vs >3)
Morte 0,293 Morte 0,026
PED 0,381 PED-ED 0,364
DS-GPA (3,5 vs >3,5)
Morte 0,830 Morte 0,693




Apéndice 4 — Modelo de regressao PED

Tabela 11 - Estimativas dos pardmetros do modelo de riscos proporcionais para a
subdistribui¢do (desfecho PED na presenga do 6bito).

. . 1C(95%)
Variavel Categoria RR - - valor p
Inferior Superior
CTC 1 Continua 0,919 0,772 1,090 0,340
<0,5 Ref
TC 1 -
c1e >0,5 0,227 0,069 0,745 0,014
NL/CTC1 Continua 1,03 0,992 1,070 0,120
<22 Ref
NL/CTC1 >2.2 1,47 0,523 4,150 0,460
<2 Ref
NL/CTCI >2 1,77 0,649 4,82 0,270
<6,8 Ref
NL/CTCI >6,8 1,520 0,339 6,84 0,580
Numero de lesdes Continua 1,000 0,862 1,170 0,970
, ~ <3 Ref
Némero de lesdes >3 1,500 0,564 3,980 0,420
Numero de lesd =3 Ref
umero de fesoes >5 1,620 0,531 4,960 0,400
, ~ <6 Ref
Némero de lesdes >6 1,210 0,381 3,820 0,750
HER2 Ref
Imunofenétipo Luminal B 0,656 0,180 2,390 0,520
TN 1,719 0,542 5,450 0,360
DS-GPA Continua 0,679 0,378 1,220 0,200
<2 Ref
DS-GPA N
S-G >2 0,508 0,168 1,54 0,230
<3 Ref
DS-GPA >3 0,508 0,191 1,350 0,180
< Ref
DS-GPA =35 ©

>3.5 0,430 0,076 2,440 0,340




Apéndice 5 — Modelo de regressdao PED-ED

Tabela 12 - Estimativas dos pardmetros do modelo de riscos proporcionais para a
subdistribui¢cdo (desfecho PED-ED na presenca do 6bito).

.. . IC(95%)
Variavel Categoria RR - - valor p
Inferior Superior
CTC1 Continua 0,582 0,237 1,430 0,240
<0,5 Ref
TC1 ’
cTc >0,5 0,109 0,024 0,486 0,004
NL/CTC1 Continua 1,070 1,040 1,110 <0,0001
<22 Ref
L/CTC1 -
NL/CTC >272 4,230 0,832 21,500 0,082
<2 Ref
NL/CTCI >2 3,710 0,729 18,900 0,110
<6,8 Ref
NL/CTCI >6,8 5,120 1,080 24,200 0,040
Numero de lesdes Continua 1,110 0,932 1,320 0,240
, ~ <3 Ref
Némero de lesdes >3 2,190 0,482 9,970 0,310
Numero de lesd =35 Ref
HMETo de 1esoes >5 3,510 0,739 16,700 0,110
, ~ <6 Ref
Niimero de lesdes >6 2,740 0,565 13,300 0210
HER2 Ref
Imunofenétipo Luminal B 0,442 0,051 3,860 0,460
TN 0,698 0,085 5,760 0,740
DS-GPA Continua 1,060 0,462 2,440 0,890
<2 Ref
DS-GPA >2 1,140 0,142 9,190 0,900
<3 Ref
DS-GPA >3 1,010 0,183 5,550 0,990
< Ref
DS-GPA =35 ©

>3.5 NA




