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1 ASPECTOS GERAIS

A despeito dos importantes avancos ocorridos na curabilidade de varios tipos de
neoplasias malignas avancgadas, como as leucemias da infancia, os linfomas e os tumo-
res de células germinativas, resultados semelhantes nao tém sido observados na gran-
de maioria dos tumores sdlidos comuns do adulto (1). Para estes, as modalidades de
tratamento disponiveis produzem um impacto ainda muito limitado nas curvas de sobrevida
(2).

Além disso, os tratamentos sistémicos disponiveis que utilizam drogas citotoxicas
classicas — 0s quimioterapicos — apresentam baixo indice terapéutico, possuem um ris-
co de importante toxicidade nas doses utilizadas na rotina e estao, via de regra, associ-
ados a efeitos adversos significativos. Isto decorre, sobretudo, devido a sua baixa
especificidade pelo tecido tumoral em relagéo aos tecidos sadios. Da mesma forma,
atuando em tecidos com atividade proliferativa, esses agentes produzem toxicidade em
tecidos normais que apresentam altas taxas de renovacao, como o trato gastrointestinal,
a medula 6ssea e os foliculos pilosos. Soma-se a isso a ocorréncia de novas mutacoes
induzidas pelos efeitos toxicos das drogas no DNA, o gue acaba por conferir um risco
adicional de resisténcia aos agentes quimioterapicos classicos (3).

Portanto, € de fundamental importancia que novos agentes e/ou estratégias de
tratamento, agindo por intermédio de novos mecanismos de acdo, sejam incorporados a
prética clinica de pacientes com neoplasias malignas. O principal mecanismo responsa-
vel pelo crescimento tumoral centra-se na ativagdo anormal de genes, cujos produtos

sinalizam no sentido da proliferagao tumoral. Normalmente, esses produtos ou fatores
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de crescimento tumoral estabelecem algcas de auto-estimulagéo tumoral (autderina) ou
alcas de estimulacao a células tumorais vizinhas (paracrina). A identificacéo das mes-
mas constitui-se em uma oportunidade para que sejam desenvolvidos tratamentos com
maior seletividade contra o tumor através de substancias que possam bloquear essa via
de estimulacao especificamente sobre as células tumorais (4).

A bombesina é um peptideo que foi primeiramente isolado por Anastasi e colabora-
dores a partir da pele do sapo Bombina bombina em 1971 (5). Possui atividade biol6gica
especialmente no trato gastrointestinal e no sistema nervoso central. Um analogo mami-
fero da bombesina, com potente atividade liberadora de gastrina, o peptideo liberador de
gastrina (GRP), foi caracterizado quimicamente em 1978 a partir do tecidc gastrico de
suinos por McDonald e colaboradores (6). O GRP e a bombesina tém em comum nove
de dez aminoacidos C-terminais.

Com base na observacgéo de que fatores de crescimento semelhantes a bombesina
podem ser importantes na estimulagéo da proliferacdo em varios modelos tumorais de
ratos e humanos, em especial no cancer de pulmao de pequenas células, Schally e seu
grupo sintetizaram uma série de antagonistas da bombesina com finalidade terapéutica
contra o cancer. Os antagonistas da bombesina constituem uma nova abordagem expe-
rimental no tratamento do cancer cujo objetivo € a interferéncia em mecanismos de
estimulacao autdcrina e/ou paracrina criticos para a manutencao da atividade proliferativa
de varios tumores humanos (7). O RC-3095 é um desses agentes, tendo sido selecionado
para estudos clinicos iniciais em pacientes portadores de neoplasias avanc¢adas devido
ao seu perfil de atividade antiftumoral e toxicidade favoraveis em modelos animais (8).

Nesta tese, o autor descreve inicialmente os resultados de uma avaliacéo confirmaté-
ria da seguranca toxicoldgica do RC-3095 para estudos em seres humanos, utilizando
camundongos Balb-C e, posteriormente, ratos Wistar. O RC-3095 foi administrado por
via subcutanea, diariamente, por 21 dias nas doses de 8, 16 e 32 ug/Kg, respectivamen-
te, e ndo produziu letalidade nem efeitos adversos locais ou sistémicos detectaveis nes-

ses animais. Os animais dos bracos experimentais foram comparados com animais que
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receberam os mesmos esquemas de administracdo e volumes de solugéo de NaCl a
0,9%.

Uma vez confirmados os resultados quanto a seguranga do RC-3095, procedeu-se
a realizagdo de um estudo de Fase | em pacientes com tumores sélidos avancados.
Para tal, o RC-3095 foi administrado por via subcutanea em diferentes niveis de dose em
grupos consecutivos de pacientes, visando a avaliar sua segurancga para uso em seres
humanos e identificar uma dose recomendave! para estudos clinicos de Fase 1. Foram
estudados cinco niveis de dose, nos quais nao foram observados efeitos toxicos signifi-
cativos devido a administracao do RC-3095.

E interessante observar que houve regressao tumoral objetiva em uma paciente
portadora de carcinoma medular de tiredide refratario a varios tipos de tratamento, con-
siderando-se, sobretudo, que as doses estudadas so totalmente livres de toxicidade
clinica limitante. infelizmente, o estudo teve de ser interrompido temporariamente devido
a problemas de formulagéo do agente RC-3095 no quinto nivel de dose estudado. Isto
nos levou novamente a estudos de laboratdrio, com vistas a obter uma nova formulacao
do RC-3095 para que pudéssemos dar continuidade a este estudo.

Este € o primeiro estudo clinico com o agente RC-3095 a ser publicado na literatura
e foi realizado em colaboragéo com o laboratério do Dr. Andrew Schally, prémio Nobel de

Medicina, da Universidade de Tulane, EUA.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Bombesina e peptideos liberadores de gastrina

A bombesina é um peptideo 14-aminoacido que foi primeiramente isolado por
Anastasi e colaboradores (5) a partir da pele do sapo Bombina bombina em 1971. A
bombesina tem muitas atividades bioldgicas, especialmente no irato gastrointestinal e
no sistema nervoso central. Um analogo mamifero da bombesina, com uma potente

atividade liberadora de gastrina (peptideo liberador de gastrina, GRP em inglés) foi ca-
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Bombesina

pGlu - Gin - Arg - Leu - Gli - Asn - Gin - Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 40 11 12 13 14

Peptideo Liberador de Gastrina - GRP (humano)
Val - Pro-Leu-Pro-Ala-Gli- Gli- Gli-Thr-Val-Leu-Thr- Lis -
Met - Tir - Pro - Arg - Gli - Asn - His -Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 1 Estruiura da bombesina e do GRP.

racterizado quimicamente em 1978 a partir do tecido gastrico de suinos por McDonald e
colaboradores. O GRP e a bombesina tém em comum nove de dez aminoacidos C-
terminais (6).

A estrutura da bombesina e do GRP é mostrada na Figura 1. E digno de nota que
existe uma regido a-aminada C-terminal idéntica na bombesina, peptideos relacionados
a bombesina de outros anfibios e aves, bem como o GRP de mamiferos (9). Broccardo
e colaboradores (10) demonstraram que o nonapetideo C-terminal da bombesina é tao
potente quanto o peptideo natural. Outros estudos demonstraram que a estrutura mini-
ma associada a atividade biolégica é o haptapetideo C-terminal da bombesina.

Alguns trabalhos posteriores demonstraram que o efeito central dos peptideos bom-
besina-similares sobre a liberagao pituitéria do hormbnio de crescimento e do hormonio
luteinizante € provavelmente mediado por receptores especificos da bombesina no sis-
tema nervoso central (8,11). Em 1985, verificou-se que os peptideos bombesina-simila-
res podem funcionar como fatores de crescimento autécrinos no cancer pulmonar de
pequenas células (CPPC) humano, ou seja, que as células do CPPC produzem e secretam
peptideos bombesina-similares gue interagem com receptores especificos de membra-

na na sua propria supetficie celular, induzindo, assim, a proliferacao celular (12).
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Siegfried e colaboradores sugeriram o papel da bombesina/GRP como fator de
crescimento autécrino também em cancer pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC)
(13). Estudos recentes, como o de Yoshida e colaboradores, confirmaram tais achados
em células de cancer de pulmao (14). Gokhale e colaboradores, estudando linhagens de
cancer gastrico humano, encontraram evidéncias de participacdo da bombesina na pro-
liferacdo dessas células através da estimulagao autdcrina (15).

Gugger e colaboradores, ao realizarem um estudo para analisar o papel da
bombesina/GRP no cancer de mama humano, detectaram um alto percentual de recep-
tores de bombesina/GRP em tecido mamario neoplasico (16). Boid e colaboradores,
estudando linhagens de células de cancer de mama humano estrégeno-dependentes,
concluiram que a bombesina tem efeito trofico sobre essas células (17).

Esse mecanismo também foi demonstrado em linhagens de células fumorais pan-
credticas por Wang e colaboradores (18) e prostaticas por Han e colaboradores (19). Em
estudos recentemente publicados, Markwalder e colaboradores (20} e Sun e colabora-
dores (21) identificaram uma expressiva presenca de receptores de bombesina/GRP em
células tumorais prostaticas, o que sugere a participacao destes na modulacéo da pro-
gressao tumoral.

O mesmo foi verificado no céncer colorretal humano por Saurin e colaboradores
(22), bem como por Chave e colaboradores (23). Uma vez que varios antagonistas da
bombesina inibem o crescimento de indmeros tumoeres em modelos de tumores experi-

mentais, alguns apresentam a possibilidade de ter aplicagbes clinicas (24).

2.2 O antagonista da bombesina RC-3095

Existe um interesse crescente no desenvolvimento de novas estratégias experi-
mentais visando a obteng¢ao de maior seletividade para tecidos tumorais. A modulagéo
das atividades dos fatores tumorais autdcrinos e paracrinos constitui-se em uma dessas

abordagens. Os peptideos bombesina-similares e GRP-similares podem agir como fato-
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res de crescimento autdcrino na proliferagéo de células tumorais, como as do tubo di-
gestivo, do pancreas, ’da prostata, da mama e do cancer pulmonar de pequenas células.

0O RC-3095 — um antagonista pseudo-nonapeptideo da bombesina, [D-Tpi®, Leu™Y
(CH,NH)-Leu'] bombesina e analogos sintetizados em laboratorio — inibe significativa-
mente o crescimento tumoral em varios tipos de céncer. Além disso, sua atividade
antitumoral in vitro, bem como em experimentacao animal, suas caracteristicas
farmacoldgicas e seu padrao toxicoldgico aumeniam o interesse para novos estudos.
Fol sintetizado por meio de uma técnica de fase sdlida da resina benzidrilamina no labo-
ratério de Schally, na Universidade de Tulane, em New Orleans (7).

A estrutura desse pseudo-nonapeptidec antagonista da bombesina é mostrada na
Figura 2. Na posicao 6, a forma D do analogo Trp 2,3,4,9 tetraidro-1H-pirido (3, 4-b)
acido indol-3-carboxilico (Tpi) foi introduzido no nonapeptideo Leu 13 y (Ch,-NH) Leu
14- bombesina. A reducao da ligagao peptidea entre a posigdo 13 e 14 fol introduzida
utilizando-se uma reac¢do de alquilagao redutiva (25). O antagonista da bombesina foi
sintetizado como dois diferentes sais: o D-21663 é um sal trifllor-acetato e 0 D-22213
um sal acetato. O primeiro mostrou-se mais adequado e passou, entao, a ser testado.

O RC-3085 (D-21663) fol testado para sua capacidade de inibir a ligacao de Tir+
bombesina em células 3T3 e H-345 em comparagao com a Tir-bombesina, GRP e ou-
tros antagonistas bombesina/GRP. A dissociagédo constante do RC-3085 para células

373 foi 13 vezes maior comparativamente a Tir*- bombesina e 6 vezes maior comparati-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11t 12 183 14

Bombesina Glp - GIn-Arg-Leu-Gli- Asn-Gln - Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,

GRP . Arg - Gli - Asn - His
RC-3095 = D-21663 D-Tpi Leuwy Leu - NH,
RC-3095 = D-22213

Figura 2 Estrutura do RC-3095.
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vamente ao GRP, respectivamente, o que significa que a afinidade de ligacé&o do RC-
3095 foi 13 vezes e 6 vezes menor em comparacao a Tir-bombesina e ao GRP, respec-
tivamente. No experimento da ligagdo com o receptor na linha celular H-345 do cancer
pulmao de pequenas células, o antagonista RC-3095 da bombesina evidenciou um grau
de dissociagao constante que foi 20 vezes maior comparativamente a Tir‘-bombesina e
novamente 6 vezes maior comparativamente ao GRP, respectivamente. O RC-3085 ini-
biu 0 aumento induzido por GRP da incorporacao da (°H) tiamidine no DNA de células
3173 com um valor da Cl 50 de 10 (Tabela 1).

O RC-3095 possivelmente inibe o crescimento em alguns tipos de tumores por meio
da diminuigdo da regulagao dos receptores dos fatores de crescimento epidérmico, uma
vez que a bombesina e o GRP agem como mitégenos autécrinos, estimulando o cresci-
mento de tecidos e tumores através da amplificacdo da fosforilacao responsavel pelo
fator de crescimento epidérmico (EGF em inglés) (26, 27).

Em 1995, Groot e colaboradores (28) desenvolveram uma técnica de radioimuno-

ensaio para a determinacéo serica do RC-3095 com alta sensibilidade para a monitoriza-

Tabela 1 Inibicio pelos antagonistas da bombesina/GRP da ligaco de (%J)-Tir*-bombesina em
células suicas 3T3 e H-345 e da incorporagio GRP-estimulada de (°H)-timidina para células 3T3.

Peptideos ligacdo K, (nM) Cl,, (nM)
Cels 3T3 NCiH - 345 Cels 3T3
Tir'-bombesina 0,6 0,5 —
GRP 1,3 1,6 —
RC-3125 10,6 21,0 18
RC-3095 8,0 10,0 10
RC-3420 1.0 4.6 0,8
RC-3105 71,0 22,0 80
RC-3110 1,0 5,0 NT
RC-3400 5,0 30,0 NT

K, constante de dissociagéo de ligantes para receptores. Os resultados de cada experimento de ligacao foram calculados
de dados a partir de tubos triplicados em um ensaio de 10-2 pontos para células suicas 3T3 e em ensaio de 6-pontos para
células NCI H-345, O coeficiente de variac8o das determinagbes variaram de 10 a 30%. Os valores de Cl,, representam
a concentracao de peptideos, causando metade da inibicdo maxima do crescimento estimulado de 3nM GRP. NT significa
néo-testado.
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cao da droga, facilitando a avaliagéo clinica e experimental desse antagonista da bom-

besina/GRP.

2.3 Estudos de toxicidade

2.3.1 Em caes Beagle

Nos laboratérios de Schally (Toxicology Report: data on file; Asta Laboratories, Frank-
furt, Germany), realizou-se um estudo de toxicidade do RC-3095 através da administra-
¢ao subcuténea por duas semanas em caes da raca Beagle. O objetivo era obter informa-
cao sobre o perfil toxicoldgico da substancia apés a administracdo repetida, diaria e
subcutanea em nao-roedores. Trés grupos com dose diferentes (grupos 2-4) e um gru-
po-controle (grupo 1) foram estudados. Cada grupo era composto de trés machos e trés
fémeas.

O RC-3095 foi administrado como uma soluc@o aguosa em manitol (0,3 molar) nos
grupos 2, 3 e 4 em um volume constante de injecao de 1 mi/Kg de peso. Os caes do
grupo 1 receberam uma solucao de manitol de 1 mi/Kg de peso (0,3 molar). A variacéo
da dose foi de 0,316 mg/Kg de peso como limite inferior (grupo 2), 0,562 mg/Kg de peso
como dose meédia (grupo 3) e 1 mg/Kg de peso como limite superior (grupo 4).

O comportamento e as condigbes gerais dos caes ndo foram alterados durante o
periodo de tratamento. Contudo, os animais mostraram sinais de intolerabilidade nos
locais das injecoes. Isto ocorreu com a dose maxima em um macho (N2 19) e em uma
fémea (N°22) do grupo 4 na segunda semana e em duas fémeas do grupo 3 (N° 16, 17),
com dose meédia, na segunda semana. Os locais das inje¢des subcutdneas estavam
moderadamente edemaciadas devido as propriedades irritantes da substancia testada.
Nenhum outra evidéncia clinica foi observada nos grupos tratados ou no grupo-controle,
e nenhuma morte ocorreu durante o periodo de tratamento.

O habito alimentar dos caes nao foi influenciado significativamente durante o estu-

do, 0 mesmo ocorrendo com o ganho ponderal dos animais. Outros aspectos clinicos
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examinados, como reflexos, condigdes oftalmoldgicas e auditivas, dentes, temperatura
corporal e freqiiéncia cardiaca, também néo sofreram alteragbes.

Tanto os parametros de analise hematoldgica quanto os exames bioguimicos e os
de urina ndo revelaram alteracbes relacionados ao tratamento. O exame macroscépico
nao revelou qualquer achado relacionado ao tratamento, com excecdo daqueles encon-
trados nos locais das injecOes. Estes mostravam areas avermelhadas e estavam espes-
sados nos animais tratados. Os casos mais graves eram 0s dos animais do grupo da
maior dose. As fémeas do grupo 4 de maior dose revelaram uma redugdo estatistica-
mente significativa do peso do trato genital tanto absoluto quanto relativo.

O exame macroscopico nao mostrou qualquer achado sistémico relacionado ao
tratamento. Os locais das injecbes evidenciaram uma incidéncia aumentada de infiltrados
inflamatérios, necrose focal e fibrose, cuja gravidade estava relacionada a dose adminis-
trada. Nos animais controle, existiam apenas achados minimos com alguma hemorragia
focal, fibrose/fibroplasia e inflamac8o, evidéncias que refletem o carater traumatizante
da administracéo parenteral.

Os animais dos grupos 2 a 4 também demonstraram infiltrados inflamatorios relaci-
onados a dose adminisirada. Esses infilirados variavam, por suas caracteristicas, de
agudos a cronicos. Nos grupos 3 e 4, a inflamacgéao cronica tinha um carater granulomatoso
focal e estava presente ao redor de material eosinofilico (presumivelmente material tes-
tado). A lesao aguda apresentava areas centrais com necrose. Esses achados
correlacionavam-se com 0s achados macroscopicos das areas espessadas. Todos 0s
outros achados foram considerados como n&o sendo relacionados ao tratamento e inter-
pretados como lesbes comuns observadas em caes jovens da raca Beagle.

Concluiu-se como resultado deste estudo de toxicidade de duas semanas com
injecdes subcut@neas diarias e repetidas do RC-3095 e caes Beagle, observando-se
que o teste da substancia nao induziu toxicidade especfifica em uma dose que variou de

0,316 e 1,000 mg/Kg por quilo de peso. Isto ocorreu tanto na avaliaggo clinica quanto
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nos exames clinico-patolégicos, inclusive na analise urinaria. Os exames macro e mi-

croscopicos ndo revelaram qualquer toxicidade aos érgaos-alvo.

2.3.2 Em ratos Wistar

Nos laboratérios de Schally (Toxicology Report: data on file; Asta Laboratories, Frank-
furt, Germany), realizou-se um estudo de toxicidade durante quatro semanas com admi-
nistracao didria subcuténea de RC-3095 em ratos Wistar. Tal estudo foi executado com
vistas a obtencéo de informacao sobre o perfil de toxicidade do RC-3095 apds adminis-
tracdo diaria repetida e ao registro do nivel do efeito tdxico ndo-observavel.

A rota de administrac@o subcutanea foi escolhida por ser a mais plausivel de aplica-
caoc em seres humanos. Quatro grupos de ratos Wistar foram usados no estudo, todos
constituidos de 10 machos e 10 fémeas. Cinco animais adicionais por sexo foram usa-
dos exclusivamente para amostragem de sangue nos grupos 1, 2 e 4 para identificar o
pertfil toxicocinético da substéncia testada. O RC-3095 foi administrado em uma solucéo
0,3 molar de D-manitol nos animais dos grupos 2, 3 e 4. Os ratos do grupo 1 receberam
soluc@o de manitol a 0,3 molar como animais controle. A dose variou de 0,64 mg/Kg de
peso como a menor dose (grupo 2), 1,00 mg/Kg de pesoc como dose intermediaria (grupo
3) e 2,5 mg/Kg de peso como dose maxima (grupo 4).

Durante as quatro semanas de tratamento subcuténeo com RC-3095, nao foram
observados sintomas clinicos ou mortalidade. Nenhuma influéncia no consumo alimen-
tar ou no peso corporal foi regisirada. O teste de reflexos, o controle de audicao, a den-
ticao, os olhos e as investigacdes oftalmoldgicas nao revelaram quaisquer alteragdes
gue pudessem ser atribuidas ao tratamento com o RC-3095. Da mesma forma, nao
houve alteragdes dos parametros hematoldgicos nem influéncia nos parametros
bioquimicos durante o estudo. Igualmente, nao se observaram alteracdes toxicologicas
relevantes na analise urindria que pudessem ser atribuidas ao tratamento.

O exame macroscopico revelou achados relacionados ao tratamento apenas nos

locais das inje¢des em todos os grupos, incluindo os controles. Os locais das injegbes
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apresentaram rubor focal, hemorragia ou eritema. Alguns animals tratados (grupos 3 e
4) também tenderam a apresentar um leve espessamento no local da injegéo. Nenhuma
mudanca absoluta ou relativa de peso dos 6rgaos foi observada nos ratos em qualquer
grupo.

Os achados microscopicos relacionados ao tratamento estavam presentes ape-
nas nos locais da injecdo. Todos os animais, incluindo os controles, tinham hemorragias
focais de grau minimo a moderado, fibrose/fibroplasia focal, necrose focal e infiltrados
celulares inflamatérios agudos ou cronicos. Os animais tratados tenderam a apresentar
uma gravidade desses achados relacionada a dose administrada, bem como a ocorrén-
cia de granulomas focais tipo corpo estranho ao redor de pequenos depésitos focais de
um material eosinofilico amorfo (substancia testada).

Portanto, durante o estudo de toxicidade de quatro semanas com administragéo
subcutanea de RC-3095 em ratos Wistar, ndo se observou nenhum sintoma clinico rele-
vante ou mortalidade. Os parametros patoldgicos clinicos e o peso dos 6rgaos também
nao foram influenciados pelo tratamento. Os achados relacionados ao tratamento esta-
vam presentes exclusivamente nos locais das injecoes. Estes ocorreram tanto nos ani-
mais tratados quanto nos controles. Tal fato reflete o carater traumatizante de injecdes
subcuténeas repetidas. A extens@o e a gravidade desses achados foram limitados, o
que se correlaciona bem com a excelente tolerancia clinica do material testado.

Concluiu-se, com base no presente estudo de toxicidade em ratos Wistar, que o
teste com a substéncia RC-3095 é bem tolerado no modelo proposto. A nao-observancia
de efeitos toxicos ocorreu nas doses mais altas de 2,5 mg/Kg de peso em administra-
cOes diarias repetidas. A aplicabilidade de doses mais elevadas ficou limitada pela baixa
solubilidade aguosa do material testado no volume de administracao maximo diario

injetavel.
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2. 4 Estudos experimentais em tumores

2.4.1 Céncer pulmonar de pequenas células (CPPC)

Em 1978, Wharton e colaboradores publicaram que a bombesina/GRP foi detecta-
da no epitélio bronquial e bronquiclar de células humanas (29). Niveis significativos po-
dem ser detectados nos pulmbes de fetos recém-nascidos, conforme demonstraram
Yamagushi e colaboradores (30). Assim, Carney e colaboradores sugeriram que, na
arvore pulmonar, a bombesina/GRP desempenha um importante papel na fungéo e no
desenvolvimento pulmonar fetal (31).

Em 1981, Moody e colaboradores demonstraram que linhagens de células de CPPC
humanas produzem bombesina/GRP (32) e, posteriormente, que muitas linhas celulares
de CPPC apresentam na superficie alta afinidade por receptores bombesina/GRP (33).

Como ja foi referido, em 1985, Cuttitta e colaboradores (12) publicaram que peptideos
bombesina-similares podem funcionar como fatores de crescimento autéerinos em CPPC
humano, ou seja, as células do CPPC produzem e secretam peptideos bombesina-simi-
lares que interagem com receptores especilicos de membrana na sua propria superficie
celular, induzindo, assim, a proliferacao celular. Esse mecanismo levaria a uma alga de
retroalimentacao: a célula cancerosa estimularia o seu proprio crescimento. Para inter-
romper tal mecanismo, foram festados anticorpos e antagonistas da bombesina/GRP.
Demostrou-se, ainda, que um anticorpo monoclonal para a bombesina (2A11) liga-se a
regido C-terminal dos peptideos bombesina-similares e bloqueia a ligagao do peptideo
com seu receptor. Conseqguentemente, a inibicdo do crescimento tumoral in vifro e in
vivo podiam ser observadas.

Em um estudo posterior, Layton e colaboradores (34) demonstraram gque antagonis-
tas do GRP inibiam o crescimento celutar em CPPC in vitro. Em 1988, Trepel e colabora-
dores evidenciaram que o RC-3095 provocava a inibicac da formacgao de colénias in

vitro (35). No ano seguinte, Mahmoud e colaboradores (36) demonstraram que o mesmo
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antagonizava a estimulag@o de crescimento clonal em linhagens de células do CPCP
causados por bombesina exégena adicionada.

Finalmente, em 1991, foi publicado pelo mesmo grupo que o RC-3095 também ini-
bia o crescimento de xenotransplantes de CPCP in vivo, na dose de 10 pg/animal/dia no
tecido subcutanec adjacente ao nddulo tumoral por cinco semanas, com redugao do
volume tumoral de 50% (37).

O grupo de Schally testou o RC-3095 para aferir a capacidade do mesmo para inibir
in vivo o crescimento de uma linhagem celular do CPPC humano. Camundongos atimicos
com xenotrasplantes de células H-128 de CPPC humanos foram tratados por cinco se-
manas com esses compostos em diferenties doses. Houve uma reducao significativa do
crescimento tumoral apos duas semanas de administracdo de RC-3095 em uma dose
diaria de 20 pg/animal e, no final do tratamento, a reducao do crescimento tumoral foi de
cerca de 70% comparativamente ao grupo-controle, bem como a redugéo da concentra-
cao de receptores bombesina/GRP na membrana dos tumores (38).

No ano seguinte, Koppan e colaboradores realizaram um experimento semelhante
em células H-69 de CPPC, com dose de 10 ug/animal/dia, tendo observado uma redu-
cao do volume tumoral de aproximadamente 50%, uma reducéo da concentracao de
receptores bombesina/GRP na membrana dos tumores de 29% e de 62,3% nos niveis

de EGF (39).

2.4.2 Céancer de péncreas

Em 1985, Lhoste e colaboradores (40, 41) publicaram gque a administrag@o prolon-
gada de bombesina induziria a hipertrofia e a hiperplasia das células pancreaticas. Damge
e colaboradores (42) evidenciaram que tanto a bombesina quanto o GRP eram
equipotentes no efeito tréfico do pancreas de rato.

Em 1988, Avis e colaboradores (43) publicaram que a bombesina e o GRP podiam
estimular as células do cancer do pancreas exogeno. Esse achado foi confirmado poste-

riormente por outros estudos, como o de Jaworek e colaboradores (44).
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Tabela 2 Efeito do tratamento com o antagonista da bombesina/GRP RC-3085 em animais
sobreviventes, peso do pancreas e peso do péncreas tumoral em hamsters com cancer de pan-

creas induzido por nitrosamina.

Grupo Ne de animais Ne total de Peso do Peso do % da inibicio
falecidos durante animais com péncreas (g)  péncreas do peso do
o tratamento carcinoma tumoral (g) pancreas
(histologia) tumoral
Controle 2/12 12/12 4,32 £2,75 432275 0
RC-3085 20 pg/dia 0/10 6/10° 052+008  056+0,/12= 8698
RC-160 150 pg/dia 12 7/128 0,46 +0,04° 0,49:0,06° 8856
RC-160 30 ug/dia 2/12 10/12 1,05+ 0,30 1,18 £ 0,35 72,7
[D-TrpsitL.H-BH 112 a/12 0,87 +0,12 1,01 20,12 76,6
RC-16011 30 pg/dia 32 9/12 1,03+0,23 1,20 + 0,28 72,1

Valores de peso expressos em + erro padréo.
2p < 0,05.

Szepeshazi e colaboradores testaram o RC-3085, tendo em vista a possibilidade do
envolvimento da bombesina/GRP no desenvolvimento de cancer pancreatico induzido
por nitrosamina em hamsters (45, 46, 47). No primeiro experimento, o RC-3095 foi admi-
nistrado via bombas de infusao osmdtica em uma dose diaria de 20 pg/animal por oito
semanas. Ao final desse experimento, aferiu-se o peso do pancreas e realizou-se a
diferenciagao entre tecido normal e tumoral baseada na respectiva histologia (Tabela 2).

O peso do pancreas tumoral foi significativamente reduzido em 87% comparado ao
grupo-controle. A incidéncia de tumor foi reduzida em animais tratados com o RC-3085
(6/10) comparativamente ao grupo-controle (12/12). O estudo de receptores (Tabela 3)
mostrou que nao houve redugao da regulacao de receptores da bombesina nos tumores
pancreaticos ap6s o tratamento com RC-3095, embora tenha sido observada redugao
da regulacéo de receptores de Fator de Crescimento Epidérmico (EGF).

Estudos mais recentes, como o de Qin e colaboradores, confirmaram o efeito inibi-
tério do RC-3095 na proliferacéo de células cancerosas pancreaticas humanas (48,49).
Szepeshazi e colaboradores, analisando hamsters com cancer pancredtico induzido por

nitrosamina e tratados com 20 ug/dia desse agente por oito semanas, observaram uma
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Tabela 3 Caracteristicas dos sitios de ligagBo da bombesina e do EGF em membranas de
cancer de pancreas induzidos por nitrosamina de hamsters, apés tratamento in vivo com o anta-
gonista da bombesina RC-3095.

Bombesina EGF
Tratamento Constante de Capacidade maxima Constante de Capacidade maxima
dissociacéo de ligagao dissociagéo de ligagéo
{K,nM) B, ..fmolimg (K nMj B .fmol/mg
Grupo-controle 1,39 x 0,81 305+ 35 0,9+0,23 77,16 + 149
RC-3095 3,27 + 0,66 283 + 48 0,13 = 0,120 14,89 + 5,3°
RC-160 — — 0,2+0,12 18,10 + 12,62

Valores expressos em erro padrao médio de experimentos de deslocamento em tubos triplicades.
ap < 0,01, °p < 0,0001.
EGF = Fator de crescimento epidérmico.

acentuada redugao (71%) dos EGF que voltavam aos niveis prévios dias apés a suspen-
sdo do tratamento (50). Da mesma forma, Alvaro-Alonso e colaboradores tiveram resul-

tados semelhantes em ratos Wistar (51).

2.4.23 Tumores gastrointestinals

Em 1986, Singh e colaboradores (52) descreveram que a proliferacéo das células
colorretais normais € um processo gastrina-dependente e que a proliferagao de tumores
gastricos e colorretais também pode ser influenciada pela gastrina. No mesmo ano, os
estudos experimentais de Kusyk e colaboradores (53) demonstraram que baixas doses
de gastrina estimularam o crescimento de linhas celulares L.oVo do cancer de colon.

Em 1988, Tache e colaboradores demonstraram que o GRP estimulava a liberacao
do horménio gastrointestinal enteropancreatico e dos fatores de crescimento epitelial
intestinal e pancreatico (54). Em 1990, Narayan e colaboradores (55) descreveram a
presenca de receptores especificos para peptideos bombesina/GRP- similares em li-
nhas celulares de cancer de célon MC-26. Anteriormente, Smith e colaboradores publi-
caram que a linha de células humanas de cancer de colon HT-29 apresentava recepto-
res de gastrina (56) e, um ano apés, Watson demonstrou que a gastrina estimulava o

crescimento dessas células in vitro e in vivo em xenotransplantes (57).
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Culouscou (58) detectou que essa linha de células secreta os fatores de crescimen-
fo epidérmico. Posieridrmente, Radulovic e colaboradores (59) realizaram um experimento
em camundongos atimicos com xenotransplantes de linha de células humanas de can-
cer de colon HT-29, os quais foram tratados por 27 dias com o antagonista da bombesina
RC-3095 em dose diaria de 20 g administradas por duas injegBes subcuténeas por dia
ou por infusBo contfnua através de minibombas osmdticas. O crescimento tumoral foi
reduzido significativamente em 55% (injecdes 2 x sc¢) ou em 41% (bombas osmdticas).
Ao final do tratamento, a administracao via bombas osméticas resultou na reducio de
36% nos valores do peso tumoral e as injecbes subcuténeas em uma inibigao de 49%.

Esses achados foram confirmados pelo mesmo grupo em em estudo posterior (60).

Alguns estudos experimentais posteriores, como o de Halmos e colaboradores (61),
confirmaram a presenca de receptores para bombesina/GRP em membranas géstricas
humanas. Qutros, como os de Pinski e colaboradores (62) e deQuin g colaboradores
(63), demonstraram que o RC-9035 inibe, in vitro e in vivo, o crescimento do cancer

gastrico humano.

2.4.4 Cancer de mama

Em 1984, Jahnke e Lazarus (64) detectaram imunorreatividade similar a bombesina
em leite de vaca, e Ekman e colaboradores (65) confirmaram a mesma reatividade em
feite humano. Em 1988, Sunday (66) reportaram o mesmo achado no epitélio de glandu-
la mamaria bovina. Em 1986, Gaudino e colaboradores (87) ja haviam identificado
imunorreatividade em fumores mamarios experimentais de ratos.

Em 1985, Sainsbury e colaboradores(68) publicaram que o EGF tinha um importan-
te papel no desenvolvimento e na progresséo do cancer de mama. A inibicao tumoral de
cancer pancreatico de hamsters induzido por nitrosamina e em xenotransplantes células
HT-29 de cdlon em camundongos atimicos, que fora descrita por Szepeshazi e colabo-
radores e por Radulovic e colaboradores (69, 70), estava associada a uma importante

reducao da regulacao de receptores EGF.
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lgualmente, Yano e colaboradores evidenciaram a existéncia de receptores
bombesina/GRP em tumores humanos de mama (71). Shirahige e colaboradores, por
sua vez, demonstraram que os antagonistas bombesina/GRP — inclusive o RC-3095 —
produziam redugéo na regulagdo de receptores de EGF no crescimento tumoral (72).

Posteriormente, Szepeshazi e colaboradores testaram em trés experimentos o efei-
to do RC-3095 em carcinomas de mama estrogeno-dependentes em ratos (73). Contra-
riamente aos tumores nao estrégeno-dependentes, ndo foram detectados receptores de
EGF nagueles tumores. Os animais foram tratados por 33 dias com uma dose diaria de
20 pg administrados por bombas osmdéticas. Ao final do tratamento, o crescimento tumoral
fora inibido em 63%, tendo ¢ volume tumoral como pardmetro, e o peso tumoral em 58%.

Da mesma forma, Schally e seu grupo (Schally, comunicacao pessoal) testaram o
RC-3095 no que se refere a inibicao de xenotransplantes de cancer de mama humano
MDA-MB-231 em camundongos atimicos. O crescimento tumoral foi inibido em cerca de
83% apéds quatro semanas de tratamento. Em outro experimento, realizado por Yano e
colaboradores (74), camundongos atimicos com xenotransplantes de cancer de mama
humano da linha MCF-M71ll foram tratados por sete semanas com RC-3085, administra-
dos por via subcutanea em dose diaria de 20 pg. Houve reducéo de 58% no volume
tumoral final e de 48% no peso tumoral.

Miyazaki e colaboradores, estudando o efeito inibidor do RC-3095 em doses de 10
pg/animal/dia por cinco semanas sobre linhagens de células MDA-MB-231 de céancer de
mama humano, observaram uma reducao de 57,7% do volume e também de peso tumoral
(75). Recentemente, Kahan e colaboradores realizaram um estudo semelhante em tumo-

res de mama tipo MDA-MB-468 com importante supressao do crescimento tumoral (76).

2.4.5 Cancer de préstata

Schally e seu grupo testaram o RC-3095 em varias linhas celulares de tumores de
prostata humanos devido ao fato de as mesmas secretarem EGF e peptideos similares

e exibirem respostas a eles. Adicionalmente, tem sido demonstrado que algumas delas
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Tabela 4 Efeito do tratamento com RC-3095 no peso de tumor prostatico humano andrégeno-
independente DU-1435, em camundongos.

Grupo tratado volume tumor peso corporal (g} peso tumor (mg) tempo
(mm?®) duplicacéo
inicial final tumor (dias)
Controle 72x14 111+ 14,0 24012 78,4 + 10,2 11.2+1,7
RC-3085 102+24 853473 24810 57353 43«12

Valores séo médias + desvio padréo.
*p < 0,05 ™p <0,01.

possuem receptores para bombesina/GRP e que a proliferacao dessa linha de células
pode ser estimulada pela bombesina in vitro, conforme demonstrado no estudo de Bologna
e colaboradores (77).

O RC-3085 foi administrado por meio de bombas osmdticas em dose de 100 my/
dia em ratos portadores do adenocarcinoma prostatico androgeno-independente
anaplasico de Dunning R-3327-AT-1 (78). O RC-3095 reduziu significativamente o cres-
cimento do tumor entre os dias 7 e 15 (Tabela 4), ndo ocorrendo 0 mesmo apés esse
periodo. O efeito antagonista a bombesina foi acompanhado de uma completa reducao
de receptores de bombesina/GRP; porém, contrariamente a outros experimentos, nao
foram detectadas alteracbes na capacidade de ligacao do EGF. Estudos mais recentes
confirmaram a inibicdo do crescimento de tumores humanos de prostata pelo RC-3095

(79, 80, 81,82, 83).

2.4.6 Outros tumores

Estudos tém mostrado que o RC-3095 inibe o crescimento de células de glioblastoma
humano. Pinski e colaboradores, investigando o efeito desse antagonista da bombesina/
GRP sobre o crescimento de linhagens de células de glioma maligno humano em ca-
mundongos, evidenciaram uma reducao dos volumes tumorais de até 79% (84). Kiaris e
colaboradores obtiveram uma redugao de cerca de 80% dos volumes tumorais apos a

administracdo de RC-3095, durante quatro semanas, em camundongos (85).
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Kozacko e colaboradores reportaram que a administragao do RC-3095 em hamsters
submetidos a incisdes bucais com laser de CO, em células malignas implantadas apre-
sentaram uma total interrupcéo do desenvolvimento dos tumores. A descontinuidade do
uso desse agente coincidia com a retomada da progressao das lesdes. Os aulores con-
cluiram, entdo, que o RC-3095 eliminava a liberac@o de fatores de crescimento tumoral
e poderia prevenir o desenvolvimento desse tipo de cancer induzido (86). Kingsbury e
colaboradores confirmaram achados semelhantes posteriormente (87).

Em recente estudo, Chatzistamou e colaboradores (88) publicaram os resultados
de estudo sobre os efeitos do RC-3095 no crescimento de carcinoma de ovario humano,
em doses de 20 pg/dia, em camundongos. Reportaram uma reducéo de 47,7% do volu-

me tumoral.

3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Estudar a seguran¢a e a viabilidade do uso do RC-3095 em pacientes portadores

de tumores sdlidos avancados.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Realizar um estudo confirmatério em roedores dos dados toxicologicos ja
existentes quanto a seguranca do uso do RC-3095 no esquema de administragao a ser
aplicado nos estudos clinicos de Fase | em pacientes com tumores solidos.

3.2.2 Realizar estudo clinico de Fase | com o RC-3095 no esquema de administra-
cao recomendado em estudos toxicolégicos prévios em pacientes com tumores sélidos

refratarios, visando acs seguintes objetivos:

a) Determinar o perfil e a reversibilidade dos efeitos toxicos do RC-3095 na popu-

lacao estudada.
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b) Identificar toxicidades dose-limitantes ao uso do RC-3095 em seres humanos.

c) Determinar a Dose Maxima Tolerada (DMT) e, se possivel, uma Dose
Modulatéria Otima (DMO) do RC-3095 no mesmo estudo.

d) Estudar o efeito do RC-3095 nos niveis plasmaticos de gastrina nos pacientes
incluidos no estudo.

e) Recomendar uma dose segura do RC-3095 para ser aplicada em estudos clini-
cos de Fase |l

f)  Documentar a ocorréncia de efeitos antitumorais do RC-3095 na populagéo

estudada.
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ABSTRACT

Following an initial confirmatory safety study in mice and rats, the author describe a
phase | trial of the new bombesin-like antagonist RC-3095 in patients with advanced solid
tumors. The starting dose of RC-3095 was 8 ug/weight once daily and the dose was
escalated to 16 and 32 pg/Kg once daily in consecutive groups of 3 patients with no
toxicity. Following a protocol amendment, the dose was further escalated to 64 and 96
ng/Kg/weight daily (divided in twice daily administrations). RC-3095 was administered to
the patients as a bolus subcutaneous injection in cycles of 21 consecutive days. Toxicity
was evaluated using to the NCI Common Toxicity Criteria, while tumor responses were
graded using the WHO criteria. So far, fifteen patients were included in the phase | trial.
Patients had a median of 55 years (range, 32-80), male/female ratio 6/9, median
performance status 1 of 4 (range 0-3), 11 had previous chemotherapy, 11 surgery, 6
radiotherapy, 4 hormone therapy, 1 immunotherapy for the following tumor types: 2
colorectal, 2 renal, 2 pancreas and 2 breast carcinomas, 1 prostate carcinoma, 1 small
cell lung cancer, 1 squamous cell carcinoma of the esophagus, 1 medullary
adenocarcinoma of the thyroid, 1 malignant melanoma (choroid), 1 malignant
fibrohistiocytoma and 1 malignant schwannoma (thigh). All patients had to sign a written
informed consent prior to study entry. A total of 40 treatment courses were evaluable for
toxicity and response, with a median of 2 courses per patient (range 1-5). No significant
toxic effects were observed so far in the study, apart from occasional mild pain a the
injection site. One minor regression was documented in a patient with medullary carcino-
ma of the thyroid which lasted for 12 weeks. Formulation problems became a limiting
factor for the continuation of the study at the completion of dose escalation level five (96
mg/Kg). The trial was therefore discontinued to allow further formulation studies to

circumvent the above mentioned problem.
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INTRODUCTION

Although cytotoxic therapy has changed dramatically the curability of various types
of cancer, specially in children and young adults, a similar impact was not observed in
most advanced tumors of adulthood (1). Therefore, there is an urgent need for new active
therapeutic agents, specially those acting through more tumor-specific pathways (2). By
having a low selectivity for the cancer cell, classical cytotoxic agents usually possess a
narrow therapeutic index, producing significant side-effects at the therapeutic dose ran-
ges, besides the presence of mutations that confer resistance to these agents (3).

Over the last years, the role of autocrine and/or paracrine growth-stimulatory factors
has been clearly demonstrated in various murine and human tumors. The identification of
these mechanisms creates the opportunity for the development of more selective
freatments against tumors, through substances that can block this stimulation pathways
specifically in malignant cells (4). Using small-cell lung carcinoma cell lines, Moody and
cols. have shown the expression of high-affinity bombesin-like cell surface receptors (5,6).
Furthermore, Cutlitta and cols. have confirmed the role of bombesin-like growth factors in
this tumor, suggesting that this autocrine pathway could be critical for the maintenance of
tumor growth in that model (7).

Bombesin is a 14-amminoacid peptide which was initially isolated by Anastasi and
cols. from the skin of the frog Bombina bombina (8). bombesin was shown to possess
various biological effects, specially in the gastrointestinal tract and in the central nervous
system. It is structurally related to the gastrin-releasing peptide (GRP), which was initially
isolated from gastric tissue in pigs (9). bombesin-like peptides were shown to have a
stimulatory effect on the release of growth hormone (GH) and luteinising hormone (LH)
through specific receptors present in the central nervous system (10,11).

The chemical structure of bombesine and GRP is shown in Figure 1.

Over the last decade, various studies have documented the occurrence of growth

stimulatory effects of bombesin-like peptides in experimental tumors (12, 13, 14, 15, 16).
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Bombesine

pGiu - Gln - Arg - Leu - Gli - Asn - GIn - Trp - Ala - Val - Gl - His - Leu - Met - NH,
i 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1t 12 313 14

Gastrin-Release Peptide-GRP (human)
Val - Pro-Leu-Pro-Ala-Gli- Gli- Gli-Thr-Val-Leu-Thr- Lis —
Met - Tir - Pro - Arg - Gli - Asn - His -Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figure 1 Chemical structure of RC-3095 and the Gastrin-Releasing Peptide (GRP).

Recently, more studies were published about this subject (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24)
These observations have clearly confirmed the autocrine and/ or paracrine properties of
bombesin-like peptides in both murine and human tumors suggested by Cuttitta and cols.
in 1985 (7).

Furthermore, the use of bombesin antagonists was associated with the production of
objective tumor regressions and even cures in certain human tumors, such as small-cell
fung (25, 26, 27, 28) pancreatic (29, 30, 31), gastrointestinal (32, 33, 34), breast (35, 36,
37), prostatic (38, 39) and other types of tumors (40, 41) implanted as xenografts in
murins.

The above mentioned observations have led some investigators to consider the
evaluation of the therapeutic potential of bombesin-like antagonists in the clinic (42). For
that purpose, Schally and cols. have synthesized a series of bombesine-like analogues,
of which RC-3095 have shown a favorable preclinical profile. RC-3095 was able to
significantly inhibit tumor growth in various cancer models and its antitumour activity in
vitro, as well as in animal experimentation.

Toxicological studies of RC-3095 given as a daily subcutaneous injection failed to
show any significant adverse effects, apart from some local irritation at the injection site.

Considering that no maximum tolerated dose (MTD) was observed in animal studies
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(RC-3095 was administered subcutaneously to rats and beagles up to the doses of 1.0
and 2.5 mg/Kg, respéctiveiy)} the starting dose for human trials was based on a dose
level that produced objective responses in tumor-bearing mice studies (32) and that was
around 8 ug/Kg given once daily for 21 consecutive days.

In this report, the authors present additional data confirming the lack of significant
toxicity of RC-3095 in mice and rats receiving the dose and schedule of this agent that
was chosen to start the first Phase | trial of RC-3095 in patients with advanced solid
tumors. Thereafter, the data obtained from the first series of patients included in the trial
is presented. Unfortunately, the study was prematurely discontinued due to precipitation
of the RC-3095 solution at the highest dose levels. This problem is now being circumvented

by modification in its formulation for clinical use.

MATERIAL AND METHODS

a) Design of the animal studies

Balb-C mice (males) were obtained at 6-8 weeks of age from the animal breeding
station of the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. They were
used between 3-6 months of age and kept in an area of standardized light-dark cycle in
the same facility. Mice were randomized in 2 groups, a control arm with 10 mice receiving
0.9% saline solution and one treatment arm divided in four sub-groups A B, Cand D of 10
mice each receiving RC-3095 in different dosages. Saline or RC-3095 were administered
by subcutaneous daily injection for 21 days at similar volume and conditions. The treatment
sub-groups A, B, C and D received daily doses of RC-3095 of 8, 16, 32 and 64 ng/Kg,
respectively. All animals were fed according to the standard routine of the animal facility
and were kept in individual cages with 10 animals each. The animals were inspected
daily for signs of any abnormal behavior in the cage and/or signs of clinical toxicity. In
case of lethality, the investigator was instructed to separate the organs (liver, gut, hearth,

brain, lung and spleen) and prepare it for pathological examination.
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For additional experiments, Wistar rats (adults) were obtained from the animal facility at
the Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul and transported to the same
facility and conditions described above. Controls (10 rats) received 0.9% saline, while treated
animals (sub-groups A and B with 10 rats each) received RC-3095 at the lowest and highest

doses applied in mice experiments (8 and 64 pg/Kg daily for 21 consecutive days, respectively).

b) Design of the Phase | Clinical Study

Once the safety of starting dose of RC-3095 was confirmed, the Phase | trial in
patients with advanced and refractory solid tumors was initiated. This was a non-
randomized phase | study, in which consecutive patients received RC-3095 with the
observation of an interval of at least one week between trial entry. Groups of 3-5 patients
will be entered at each dose level; with no intra-patient dose-escalation.

Doses were escalated initially by 100%, as no foxic effects were observed in preclinical
toxicology studies. If clinical toxicity appeared, dose escalation would follow a modified
Fibonacci scale. At the toxic levels, a larger number of patients would be accrued, in
order to establish the maximum tolerated dose (MTD). Thereafter, a dose level below the
MTD (15-20% lower) would be evaluated in an additional series of patients to determine
a recommended dose for Phase Il trials.

In parallel, measurements of serum gastrin levels were to be determined in same
patients, aiming at its utilization as a surrogate marker of a RC-3095 anti-bombesin effect.
As both gastrin and bombesin share a high homology of sequences, gastrin release can
be potentially inhibited by RC-3095 and the inhibition of gastrin release may indicate a

biclogically meaningful dose of RC-3095 in humans.

c¢) Inclusion criteria for the Phase | Clinical Study

Patients should fulfill all of the following criteria: histologically-proven diagnosis of a

solid tumor, such as small cell lung cancer (in this case, a positive cytology was also
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acceptable), pancreatic cancer, colon cancer, breast cancer or prostate cancer; clinical
progression of the disease; life expectancy greater than three months; performance status
0-3 (WHQO); liver function tests and bilirubin within two times the upper limit of normal
range; blood counts within normal limits: leukocytes > 4.0 x 10% |, Platelets > 100 x 108/
I, hemoglobin > 6.8 mmol /| ; serum creatinine, 1,2 mg/ dl ; no evidence of active uncon-
trolled infection; stable chronic disease; absence of mental iliness; cancer with no
conventional treatment available or in which conventional has failed; informed consent

from the patient and expected cooperation for treatment and follow up.

d) Exclusion criteria for the Phase | Clinical Study

The following exclusion criteria were used : patients with known CNS disease;
pregnancy or lactation; serious concomitant physical or psychiatric disease which would
jeopardize the study or the patient’s tolerance of the treatment and treatment with drugs

affecting bone marrow function which cannot be discontinued.

e) Pretreatment and follow-up studies

Prior to the start of each treatment course (not longer than 7 days), patients had to
undergo a complete history and physical examination, performance status evaluation,
assessment of measurable lesions (when available), complete blood cell counts and
urinalysis. Serum chemistry inciuded electrolytes, total protein, albumin, glucose, bilirubin,
alkaline phosphatase, yGT, SGOT, SGTP, lactic dehydrogenase, creatinine and uric acid.
An EKG and a chest X — ray was done. Complete blood counts was repeated at least
twice weekly; serum chemistry every week; EKG and chest X — ray every three weeks.

Performance status and toxicity (WHO) was evaluated at weekly intervals.
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f) Dose escalation procedure and toxicity evaluation

RC-3085 was obtained from Asta Pharmaceuticals, Germany, as standard vials for
subcutaneous administration by as a freeze-dried preparation. The agent was reconstituted
in sterile water for injection USP. Reconstituted vials were maintained in 4° centigrades
and administered to the patients subcutaneously daily for 21 consecutive days. The starting
dose was 8 pg/Kg body weight administered by one subcutaneous injection daily for
three weeks. Treatment was to be continued in the absence of evidence of disease
progression.

At least three patients were included per dose level. Dose escalation in individual
patients was not allowed. The dose was given once daily and escalated by 100% in each
group of patients in dose levels |, Il and Ill. Dose levels IV and V included a 50% dose
escalation and a twice daily administration. This dose escalation procedure was planned
thereafter on the basis of a modified Fibonacci scheme (dose escalation of 50%, 33%
and 25%, respectively) until the maximum tolerated dose (MTD) or an optimal modulatory
dose (OMP) was reached.

If dose-limiting toxicity (meaning a dose level that caused severe and life-threatening
toxic effects) was observed at a given dose level, additional patients were included in that
dose level (at least 5 patients) to further evaluate these effects. The MTD was defined as
the dose in which limiting toxicity was observed at a given dose level in 3 or more of the
5 patients. The OMD meant a dose of RC-3095 which would cause plasma gastrin levels
to drop at least 50% from baseline levels. For patients receiving RC-3095 at tolerable
dose levels (no grade 4 toxicity), courses were repeated at the same dose level at the
completion of three-week interval.

The aims of the study were to define the pattern of toxicity, dose-limiting toxicities
(DLT), MTD and/ or an OMD and the establishment of a recommended dose for Phase i
trials. Toxicities were scored according to the NCI Common Toxicity Criteria (NCI-CTC).

DLT was defined as at least one of the following events: a) ANC (absolute neutrophil
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count) of < 500/UL for > 7 days or associated with fever exceeding 38° C; b) platelet count
of < 25.000/ul; or ¢) grade 3-4 mucositis, nausea and vomiting and/or diarrhea.

Once the MTD was reached, further groups of patients would be treated at a reduced
dose level (about 20% reduction) in order to determine the recommended dose for phase
II studies. The suggested dose for phase Il trial was defined as a dose below the MTD
that displayed reversible toxicity and could be considered tolerable to the patients by the

investigators upon repeated courses.

g) Measurements of gastrin levels in plasma

Five ml of heparinized blood for plasma preparations were obtained immediately
before drug administration, at 1, 2, 8 and 24 hours, as well as weekly after drug
administration. The samples were immediately centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes.
The separated plasma was transferred to plastic tubes identified by the patient name, the
date and time of blood collection. The plasma was stored at —20C until analysis. Gastrin
levels were measured by radio-immune-assay (RIA) at the Biochemical Section,
Laboratorio Failace, Porto Alegre, Brazil. For the Phase | study, a dose of RC-3095 that
could produce at least a 50% decrease in plasma gastrin levels in relation to its baseline

in the same patient was considered as an evidence of a biological effect.

h) Ethical considerations

This study protocol was submitted to the Ethical and Scientific Committee of HCPA,
as well as to the Ministry of Health of Brazil, as well as the Scientific Depariment of the
sponsor, for their approval. All study entry procedures and decisions were taken in
accordance with the Brazilian law and international ethical and scientific recommendations.

The responsible physician had to inform the patient about the bacKground and present
knowledge of the drugs under study with special reference to known activity and toxicity.

It was emphasized that the patient was allowed to refuse the treatment at any time during
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the study. Before the patient was entered into the study, a written informed consent was
obtained according to Good Clinical Practice (GCP) recommendations. The principal
investigator had to ensure that the study was being carried out in agreement with the
declaration of Helsinki and it had obtained the approval by the local Ethical Committee

and the governmental regulatory authorities.

i) Statistical considerations

In this Phase | trial, the methodology of study were based on the standard guidelines
published by NCI, EORTC and CRC for clinical testing of new anticancer agents in humans.
Only procedures considered acceptable by international institutions on the basis of ethics

and proper scientific conduct were applied.

RESULTS

a) Animal studies

The results of mice toxicological studies in the control and treatment group are
summarized In Table 1. There were no detectable changes in behavior, activity or weight
between the groups. One animal died in the control group at day 18. No lethality was
observed in the treatment sub-groups. Two animals were removed from sub-group B due
to technical problems during drug administration at days 8 and 13.

Considering that no lethality nor significant toxic effect were observed in our mice
studies, confirming the full animal foxicology report (described in details in the review
section), pathological examination of the animals was not performed. In order to confirm
the safety profile of RC-3095, similar studies were performed in rats using the planned
starting dose for human studies of 8 ug/Kg/day as well as the maximum dose level applied

in mice, i.e., 64 ng/Kg/day.
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Table 1 Summarized results of confirmatory toxicology studies of RC-3095 in mice.”

Type of effect Behavior Local Hair loss Plloerection  Weight loss Lethality

Control (n=10) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 1/10
(0.9% saline)

RC-3095**
(n=10 per sub-group)

A (8 pg/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
B (16 pug/Kg) 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 o/8

C (32 ug/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
D (64 ng/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

* No statistical differences between control and treated animals.

** Daily treatment for 21 consecutive days.

Table 2 Summarized results of confirmatory toxicology studies of RC-3095 in rats.”

Type of effect Behavior Local Hair loss Piloerection Weight loss Lethality

Control (n=10) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 1/10
(0.9% saline)

RC-3085*
(n=10 per sub-group)

A (8 ug/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
B (64 g/Kg) 0/10 1/10# 0/10 0/10 0/10 0/10

*

No statistical differences between control and treated animals.
Daily treatment for 21 consecutive days.
# Slight irritation and edema at the injection site that disappeared thereafter with no scar or residual lesion.

ke

The results of rat studies are therefore presented In Table 2. Again, no cases of
lethality were observed in the study groups. The only abnormality observed was a slight
irritation and edema at the injection site in one animal of the treated sub-group B around
days 6-7, that recovered spontaneously thereafter. The animal was maintained on treatment

for the 21-day period with no detectable toxic effects.
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b) The Phase | trial

Once the safety of the starting dose of RC-3095 was again confirmed in mice and
rats, we initiated a phase | trial in patients with advanced solid tumors, in which the toxicity
profile, DLT, MTD, OMD (if possible) and the recommended doses for phase |l trials of
RC-3095 had to be defined. The characteristic of patients entered on the study are listed
in Table 3. Fifteen patients were included, representing the spectrum of refractory solid
tumors usually seen in the paricipating institutions. There were 6 males and 9 females,
with a median age of 60 years (range32-80). The median WHO performance status was
1 (range0-3). Tumor types were 7 adenocarcinomas (colon 2, kidney 2, pancreas 2 and
prostate 1), 2 invasive ductal carcinoma (breast), 1 small cell lung cancer, 1 squamous
cell carcinoma (esophagus), 1 medullary adenocarcinoma (thyroid) 1 malignant melanoma

{choroid), 1 malignant fibrohistiocytoma (gluteus) and 1 malighant schwannoma (thigh).

Table 3 Characteristics of patients included in the Phase | trial.

Type Number of patients
Male/female 6/9

Median age 60 (32-80)

Median WHO Performance status 1 (0-3)

Tumor types
Breast

Colon

Kidney
Pancreas
Esophagus
Lung
Thyroid
Prostate
Malignant melanoma
8T8~

PO wb ok b e D) PO NI O

Prior therapy

Surgery 11
Chemotherapy 11
Radiotherapy 6
immunotherapy 1

Hormone therapy 4

*STS: Soft Tissue Sarcoma.
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Eleven patients had chemotherapy, 11 surgery, 6 radiotherapy, 4 hormonetherapy and 1
immunotherapy.

A total of 40 treatment courses were administered, with a median of 2 (range 1-5)
courses per patient. RC-3095 was administered to consecutive groups of patients as a
subcutaneous injection at five different dose levels. Dose levels |, Il and lll were of 8, 16
and 32 ug/Kg once daily. A protocol amendment was decided following the completion of
patient accrual at the totally non-toxic dose levels i, I and Il RC-3095 was then escalated
using a twice-daily administration in dose levels IV and V, following observation in the
laboratory that the interaction of RC-3085 with bombesin-like receptors in various tumor
models was more favorable in terms of autocrine growth-stimulatory effect inhibition when
given more frequently to tumor-bearing mice (Schally AV, personal communication).
Therefore, dose levels IV and V were of 64 and 96 pg/Kg (total dose) given in divided
doses twice daily, respectively. Each course of RC-3095 meant a daily treatment for 21
consecutive days. The dose escalation administered in this study is shown in Table 4.

Up to dose level V, the only hematological toxicity observed was anemia, which was
probably disease-related (Table 5). Mild anorexia, fatigue and pain at the injection site
were also observed in some cases (Table 6). No cases of DLT were documented and the
MTD was not yet reached at that dose level.

Notably, one minor tumor regression was documented in a patient with the diagnosis
of metastatic medullary carcinoma of the thyroid who was treated at dose level lll. The

patient was a woman of 72 years-old who developed multiple pulmonary and liver

Table 4 Dose escalation levels in the Phase | trial.

Dose level RC-3095 (ug/Kg)
I 8
i 16
i 32
v 64 (32 twice daily)

\ 96 (48 twice daily)
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Table 8 NCI-CTC Maximum Graded Toxicities for All Cycles.

44

Dose level

]

Number of patients

Number of courses

Anemia (%)
Grade 3
Grade 4

v )
3
5
1 1
1 1

NCI-CTC = National Cancer Institute — Common Toxicity Criteria

Table 6 NCI-CTC Graded Toxicities for All Cycles in the Phase | trial.

(N =15 PTS; 40 cicles)

Me %
Anemia
Total & 15.0
Grade 1-2 3 7.5
Grade 3 1 2.5
Grade 4 2 5.0
Pain (%)
Total 9 22.5
Grade 1-2 9 22.5
Grade 3 0 0
Grade 4 0 0
Anorexia (%)
Total 7 17.5
Grade 1-2 7 17.5
Grade 3 0 0
Grade 4 O 0
Fatigue (%)
Total 5 12.5
Grade 1-2 5 125
Grade 3 0 0
Grade 4 0 0
Pain at injection site (%)
Total 4 10
Grade 1-2 4 10
Grade 3 0 0
Grade 4 0 0

PTS = Patients.
NCI-CTC = National Cancer Institute — Common Toxicity Criteria.
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metastasis and failed Interferon-alpha and somatostatin-analogue therapy. She had a
reduction of about 30% in the product of the diameter of measurable lesions in both lung
and liver. She reported a marked improvement in her shortness of breath following about
4 weeks from starting therapy. The duration of the response was of 12 weeks. Unfortunately,
she then progressed in the liver and treatment of discontinued. The remaining patients
showed clinical progressive disease after 1-2 treatment courses.

Plasma gastrin levels were measured in 11 out of the 15 patients included in the
study and agreed to participate in that part of the study. The analysis of plasma gastrin
levels failed to demonstrate any significant changes from basal levels following RC-3095
administration. Unfortunately, no plasma was collected from the patient with medullary
carcinoma of the thyroid who had a minor tumor regression following RC-3095
administration. The reason for refusal was because the patient was very symptomatic
and confined to bed and the family specifically requested the avoidance of repeated blood
sampling.

The planned dose level VI represented again a 50% dose escalation, i.e., RC-3095
was to be given at the dose of 144 nug/Kg divided in 72 ng/Kg twice daily administrations.
Unfortunately, formulation problems were observed during preparation at our pharmacy
department. The solution was easily precipitating following its standard dissolution in
water. The use of a larger volume was also considered inadequate because it could
cause local pain and irritation. In consequence, the Phase | trial of RC-3095 was temporarily
discontinued and the compound was sent back to the laboratory for further formulation

tests.

DISCUSSION

RC-3095 is the first bombesin-like antagonist to enter clinical trials. The decision to
bring this agent into clinical development was based on its novel mechanism of action,

impressive antitumor activity in preclinical models, including small cell lung cancer, breast,
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prostate and gastrointestinal tumors of human origin implanted as xenografts in nude
mice, as well as the lack of toxicity of this compound in animal toxicology studies (4,7).
Similarly, the choice of the route, schedule of administration and starting dose of RC-
3095 for human studies was based on several studied performed in animal models
(36,37,38).

Considering that this agent was going to be tested for the first time in humans, we
decided to initially confirm the animal toxicology data that suggested a totally non-toxic
profile of this agent. Therefore, we performed a series of experiments in mice and rats in
the dose range of the recommended dose to initiate Phase | trials. The resulis of our
confirmatory toxicological studies in Balb-C mice and Wistar rats gave support to previous
observations that RC-3095 is indeed devoid of any detectable toxic effect when
administered to mice and rats subcutaneously, in our case, for 21 consecutive days.

When our Phase [ trial of RC-3095 was being planned, it became also clear to us
that the classical methodology of Phase | trials, in which toxicity is used to guide the
identification the DLT, the MTD, and the recommended dose for additional studies, might
not be appropriate for the study of a compound like RC-3095. In fact, this compound
differs significantly from the classical cytotoxic agents commonly used in cancer therapy,
because it is not cytotoxic to the normal tissues, and exerts its antitumor effect through
the inhibition of a tumor-dependent growth-factor stimulatory mechanism (25).

Therefore, we decided to add to the standard Phase | methodology the measurements
of plasma gastrin levels in the patients. The rationale for that was that RC-3095 inhibits
bombesin-like receptors in tumor cells, and that would also potentially interfere with GRP
receptors in various tissues. As gastrin release is dependent on GRP stimulation, the
measurement of plasma gastrin levels in patients receiving RC-3095 in the Phase | trial
could be potentially used as a surrogate marker of its biological effect (43).

That might also provide us an opportunity to maybe stop the Phase | trial when an
OMD, meaning a dose that produces significant inhibition of gastrin levels in plasma,

would be identified. This strategy was considered of extreme importance in this study,



Estudo sobre o RC-3095 47

because of the risk that the dose escalation of a non-toxic compound such as RC-3095
could lead to a non-realistic high number of dose escalation steps and no MTD observed.
The variability of gastrin plamatic levels could explain the fact that no inibition was found
with RC-3085. We plan, in the next step of this study, a GRP stimulation in order to get a
more adequate gastrin measure.

Our results so far confirm that RC-3095 is indeed a non-toxic compound also for
humans. Following the detailed evaluation of its potential toxic effects in the first series of
15 patients, distributed in five different dose levels, no clinically relevant toxicity was
observed. The limiting factor, however, for the continuation of the study was on iis
formulation for human use. As this compound is being injected twice daily subcutaneously
in a total maximum volume of 2-3 ml of sterile water for 21 consecutive days in each
treatment cycle, higher dose levels of RC-3095 would demand a larger volume of the
diluent. That was considered unpractical in terms of the logistics of the study. In addition,
it caused precipitation rapidly after dilution in volumes up to 3 ml of sterile water. That
would certainly cause discomfort, pain or local irritation at the injection site. Therefore, it
was decided 1o stop temporarily the trial and bring it back to the laboratory for the develop
of a new formulation.

The observation of a tumor regression in one patient with advanced refractory
medullary carcinoma of the thyroid, which was also associated with relief of clinical
symptoms is also of importance. Although this tumor type is not clearly associated with
the expression of bombesin-like cell membrane receptors, it certainly stimulates us to
continue the study and look more deeply into this condition. There is no form of systemic
therapy for this disease that is clearly effective or is able to produce gain in patient overall
survival. Therefore, we look forward to the inclusion of additional patients with this diagnosis
in the study.

We are very enthusiastic in having documented signs of a biological effect of RC-
3095 in the above mentioned patient, because that suggests we might be reaching

meaningful dose levels for the achievement of antitumor effects. Hopefully, similar positive
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effects may be observed within this dose range in the future, specially in patients with
tumor types such as small-cell lung cancer, as there is a clear rationale for the use of RC-
30895 in these patients whose tumors were shown to express bombesin-like receptors (5).

The field of growth-factor receptor antagonists as potential anticancer therapies is
still in its infancy. There is a large number of publications that illustrate the strong interest
of the scientific community in bombesin-like receptor physiclogy and the therapeutic use
of its antagonists.

Siegfried and cols. (44), for example, based on the fact that Gastric-Releasing Peptide
(GRP) has mitogenic activity in small cell lung carcinoma (SCLC) and that it is produced
by SCLC cells, demonstrated that GRP is also a autocrine growth factor for non-smail cell
lung carcinoma (NSCLC). Using the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR), they have detected GRP receptors expressed in various NSCLC cell lines. By
immunoblotting using SDS-PAGE gradient gels fixed in trichloroacetic acid, GRP was
found in fractions of culture medium that had been purified by high pressure liquid
chromatography (HPLC) from NSCLC cell lines. These results suggest that GRP are
autocrine growth factors for NSCLC.

In another study, Sun and cols. (45) investigated the presence and characteristics of
the functional receptors for bombesin/GRP in human prostate adenocarcinoma specimens
by radio-receptor assay and the mRNA expression of the three bombesin receptor subtypes
by RT-PCR. They found that approximately 63% showed high-affinity, low-capacity binding
sites for bombesin/GRP, and some of the receptor-positive specimens also showed a
second binding site. The authors concluded that the detection of a wide distribution of
bombesin/GRP receptors in human prostate carcinomas supports the view that they may
be involved in modulation of tumor progression and suggests that approaches based on
binding of bombesin receptor antagonists or new targeted cytotoxic bombesin analogs to
prostate cancers could be considered for the therapy.

Chatzistamou and cols. (46) investigated the effects RC-3095 on the growth of human

ovarian carcinoma cell line OV-1063, xenografted into nude mice. RC-3095 at a dose of
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20 mug per day reduced the volume of OV-1063 tumors by 47.7%. They concluded that
these results indicate that antagonists of bombesin/GRP inhibit the growth of OV-1063
ovarian cancers by mechanisms that probably involve the downregulation of c- jun and c-
fos proto-oncogenes.

Finally, Kiaris and cols. (47) evaluated the effects of RC-3095 on the growth of human
malignant glioblastoma cell line U-87MG xenografted into nude mice. RT-PCR analysis
showed that U-87MG xenografts expressed mRNA for bombesin receptor subtype BRS-
1 (GRP receptor) and BRS-2 (neuromedin-B receptor), but the mRNA for GRP ligand
was not detected in U-87MG cells suggesting that GRP may stimulate the growth of U-
87MG glioblastomas by a paracrine mechanism. The levels of mRNA for ¢-fos oncogene
were decreased by 30-40% in U-87MG tumors treated with RC-3095. In U-373MG
glioblastoma cells, which also express BRS-1, and U-87MG cells, cultured in vitro, GRP
induced the expression of ¢c-fos mRNA, and some c-jun mRNA, in a time-dependent
manner with the maximal effect occurring 2 h after the stimulation and a return to basal
levels after 8 h. The authors concluded that these results indicate that antagonists of
bombesin/GRP inhibit the growth of U-87MG glioblastomas by a mechanism that may
involve the downregulation of c-fos oncogene.

As observed from the above mentioned studies, the list of human tumor types for
which a rationale to the experimental use of RC-3095 was established is expanding
tremendously. Therefore, we look forward to the reactivation of our Phase | trial in patients
with advanced solid tumors and to the identification of a biologically meaningful dose of

RC-3095 to be recommended for Phase |l trials in patients with several types of cancer.
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RESUMO

Os autores descrevem um estudo de Fase | do RC-3095, um novo antagonista da
bombesina, em pacientes com tumores solidos avancados. A dose inicial do RC-3095 foi
de 8 ug/Kg de peso e escalonada em grupos consecutivos de, no minimo, 3 pacientes
até a dose diaria de 96 nug/Kg. O RC-3095 foi administrado através de injegbes em bolo
subcuténeas diarias em ciclos consecutivos de 21 dias. A toxicidade foi avaliada utilizan-
do-se o Criterio Comum de Toxicidade do Instituto Nacional do Cancer dos EUA (Anexo
l) e a resposta tumoral de acordo com os Critérios de Resposta Tumoral da Organizacéo
Mundial de Sadde (Anexo ). Até o presente, 15 pacientesforam incluidos neste estudo
de Fase |. A mediana de idade dos pacientes foi de 80 anos (variac@o de 32 a 80 anos),
a razao de pacientes homens/mulheres foi de 6/9, a mediana do estado de desempenho
foi 1 de 4 (variagao de 0-3), 11 tinham quimioterapia prévia, 11 cirurgia, 6 radioterapia, 4
hormonioterapia e 1 imunoterapia para os seguintes tumores: 7 adenocarcinomas (célon
2, rim 2, pancreas 2 e préstata 1), 2 carcinomas invasivos ductais (mama), 1 carcinoma
de pequenas células (pulmao), 1 carcinoma epidermoide (esbdfago), 1 adenocarcinoma
medular (tiredide), 1 melanoma maligno (cordide), 1 fibrosarcoma maligno e 1 Schwanoma
maligno (partes moles). Todos os pacientes assinaram um consentimento informado antes
do estudo (Anexo ). Um total de 40 ciclos foram considerados validos para avaliagao
de toxicidade e resposta, com uma mediana de 2 ciclos por paciente (variacdo de 1-5).
Nao foi observado qualquer efeito tdxico significativo até o presente, apenas dor leve no
local da injecao em 4 pacientes. Uma pequena regressado, que permaneceu por 12 se-
manas, foi constatada no paciente com adenocarcinoma medular de tiredide. Problemas
de formulagao tornaram-se um fator limitante para a continuacgao do estudo no nivel 5 de
escalonamento de dose (96 11g/Kg). O estudo foi, entéo, suspenso até que haja a solu-

cao do problema mencionado.
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INTRODUGAD

Apesar da ocorréncia de importantes evolucdes na cura de varios tipos de neoplasias
malignas através da terapia citotoxica, especialmente em criangas e adultos jovens, nao
t&m sido observados resultados semelhanies na maior parte dos tumores incidenies em
adultos. Infelizmente, a sobrevida total dos pacientes com essas doencas nao foi signifi-
cativamente alterada pelo tratamento nas uUltimas décadas (1). Assim, € de grande im-
porténcia que novos agentes e abordagens, agindo por intermédio de novos mecanis-
mos de acdo, especialmente aqueles que ajam através de vias de a¢ao antitumorais
mais especificas (2). Por possuirem uma baixa seletividade em relagado a célula tumoral,
0s agentes citotoxicos classicos possuem uma estreita margem terapéutica, ocasionan-
do efeitos colaterais importantes em doses terapéuticas, em adigéo a ocorréncia de
mutacdes que conferem resisténcia em relacfo a esses agentes (3).

Ao longo dos dltimos anos, o papel dos fatores de estimulacdo de crescimento
autocrinos e paracrinos tem sido claramente demonstrado em tumores experimentais e
humanos (4). Utilizando linhagens de carcinoma pulmonar de pequenas celulas, Moody e
colaboradores demonstraram a expressao de alta afinidade de receptores de superficie a
bombesina (5, 6). Posteriormente, Cuttitta e colaboradores confirmaram o papel dos fato-
res de crescimento tumoral tipo bombesina-similares, sugerindo que esse mecanismo
autécrino possa ser critico para a persisténcia do crescimento tumoral naquele modelo (7).

Os antagonistas da bombesina representam uma nova abordagem ao tratamento
do cancer e merece uma avaliacao clinica apropriada. Neste protocolo, propomos um
estudo de Fase | e de farmacocinética clinica do RC-3095, um composto que tem reve-
lado uma atividade antitumoral promissora em modelos preclinicos, bem como um pa-
drao de toxicidade favoravel em animais.

A bombesina é um peptideo 14-aminoacido que foi primeiramente isolado por
Anastasi e colaboradores (8) a partir da pele do sapo Bombina bombina em 1971. A

bombesina tem muitas atividades biolégicas, especialmente no trato gastrointestinal e
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no sistema nervoso central. Um andlogo mamifero da bombesina, que possui uma po-
tente atividade iiberadbra de gastrina (Peptideo Liberador de Gastrina, GRP em inglés)
foi caracterizado quimicamente inicialmente a partir do tecido gastrico de suinos (9).
Demonstrou-se que os peptideos semelhantes a bombesina tém um efeito de estimuio
para a liberacéo do hormodnio de crescimento e do hormobnio luteinizante por intermédio
de receptores especificos existentes no sistema nervoso central (10, 11).

A estrutura da bombesina e do GRP € mostrada na Figura 1.

Ao longo da Ultima década, varios estudos tém registrado a ocorréncia de efeitos
estimulatérios ao crescimento de tumores experimentais por parte dos peptideos seme-
thantes a bombesina (12, 13, 14, 15, 16). Recentemente, foram publicados outros estu-
dos sobre o assunto (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24). Tais achados demonstram claramen-
te as propriedades autdcrinas e/ou paracrinas desses peptideos tanto nos tumores ex-
perimentais quanto nos fumores humanos, sugeridas por Cuttitta e colaboradores em
1985 (7). Alem disso, a administracao de antagonistas da bombesina evidenciou a re-
gressao objetiva de tumores e até mesmo cura em alguns tumores humanos, como
carcinoma pulmonar de pequenas células (25, 26, 27, 28), pancreatico (29, 30, 31),
gastrointestinais (32, 33, 34), mamarios (35, 36, 37), prostaticos (38, 39) e outros tumo-

res xenotransplantados em roedores (40, 41).

Bombesina

pGlu - Gln - Arg - Leu - Gli - Asn - Gin - Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,
it 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Peptideo Liberador de Gastrina - GRP (humana)
Val- Pro-Leu-Pro-Ala-Gli- Gli- Gli- Thr-Val- Leu-Thr - Lis —
Met - Tir - Pro - Arg - Gli - Asn - His -Trp - Ala - Val - Gli - His - Leu - Met - NH,
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 1 Estrutura da bombesina e do GRP.
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As observacbes acima mencionadas levaram alguns pesquisadores a considerar a
avaliacéo do potencial "terapéuticc: do uso clinico de antagonistas da bombesina (42).
Com esse cbjetivo, Schally e colaboradores sintetizaram uma série de analogos da
bombesina, dos quais o RC-3095 tem mostrado um perfil pré-clinico favoravel. Foi
registrada a capacidade do RC-3095 inibir de forma significativa o crescimento de varios
modelos experimentais de tumor e a sua alividade antitumoral in vitro, bem como em
experimentacdo animal. Adicionalmente, os estudos toxicolégicos com o RC-3095, ad-
ministrado em uma dose subcutanea diaria, ndo demonstraram qualquer efeito téxico
importante, ocorrendo apenas alguma irritacao no local da injecao da substancia. Consi-
derando-se gue néo foi constatada uma dose de tolerancia maxima (DTM) em estudos
com animais (o RC-3095 foi administrado em ratos e caes em doses de até 1,0 e 2,5 mg/
Kg, respectivamente), a dose inicial em humanos foi estimada a partir do nivel de dose
gue produziu respostas em estudos com camundongos portadores de tumores humanos
(32), a saber 8 ng/Kg de peso diarios por 21 dias consecutivos.

Neste estudo, os aulores apresentamn dados confirmatdrios da inexisténcia de
toxicidade significativa do RC-3095 em camundongos e ratos que receberam a dose e 0
escalonamento do agente que foi escolhido para iniciar o primeiro o primeiro estudo de
Fase | do RC-3095 realizado em pacientes com tumores solidos avancados. A seguir,
sdo apresentados os dados obtidos a partir das primeiras séries de pacientes incluidos
no estudo. Infelizmente, o estudo foi temporariamente suspenso devido a precipitacdo
da solucao de RC-3095 nos niveis mais altos de dose. Esse problema esta sendo con-

tornado através da modificagdo na formulagao para uso clinico.

MATERIAL E METODOS

a) Desenho do estudo em animais

Foram obtidos ratos Balb-C (machos) com idade de 6 a 8 semanas do biotério da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil. Os animais foram utiliza-
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dos com idade entre 3 a 6 meses de idade e mantidos em ambiente com fuminosidade
controlada. Os ratos foram randomizados em 2 grupos, um brago controlado com 10 ratos
recebendo solugdo salina a 0,9% e um brago de tratamento dividido em 4 subgrupos A, B, C
e D de 10 ratos cada um, recebendo o RC-3095 em diferentes doses. A solugéo salinaou o
RC-3095 foram administrados através de injecbes subcutaneas diarias por 21 dias em con-
dicdes e volume semelhantes. Os subgrupos de tratamento A, B, C e D receberam doses
diarias de RC-3095 correspondentes a 8, 16, 32 e 64 ug/Kg, respectivamente. Todos os
animais foram alimentados de acordo com a rotina padronizada e mantidos em gaiolas
separadas com 10 animais cada. Os animais eram inspecionados diariamente para deteccao
de sinais ou de qualquer comportamento anormal na gaiola e/ou sinais de toxicidade clinica.
Em caso de mortalidade, o investigador foi instruido para separar os 6rgaos (figado, intesti-
no, coragao, cérebro, pulmao e baco) e prepara-los para exame patologico.

Visando a experimentos adicionais, foram obtidos ratos Wistar (adulios) do biotério
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul e transportados para o mesmo
ambiente e condigbes descritas acima. Os controles (10 ratos) receberam solugdo salina
a 0,9%, ao passo que os animais tratados (subgrupos A e B com 10 ratos cada) recebe-
ram RC-3095 nas doses mais baixas e mais elevadas aplicadas nos ratos do experimen-

to anterior (8 e 64 pg/Kg diarios por 21 dias consecutivos, respectivamente).

b) Desenho do estudo clinico de Fase |

Uma vez confirmada a seguranga da dose inicial do RC-3095 em animais, iniciou-se
o estudo de Fase | em pacientes com tumores sélidos refratarios. Este foi um estudo de
Fase | ndo-randomizado, em que pacientes consecutivos receberam o RC-3085 em um
intervalo de pelo menos uma semana até a inclusao de outros pacientes. Grupos de 3 a
5 pacientes foram testados em cada nivel de dose, sem escalonamento intrapaciente.

As doses foram escalonadas inicialmente em 100%, j& que nao foram observados

efeitos toxicos em estudos toxicologicos pré-clinicos. Se fosse detectada toxicidade clinica,
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o escalonamento da dose seguiria uma escala modificada de Fibonacci. Em niveis {0xi-
COS, um numero maior de pacientes seriam admitidos com o objetivo de ser estabelecida
a Dose Tolerada Maxima (DTM). Posteriormente, uma dose de 15 a 20% abaixo da DTM
seria avaliada em um grupo adicional de pacientes para determinar a dose recomenda-
da para estudos de Fase Il

Paralelamente, foram dosados niveis de gastrina em cada paciente, visando a sua
utilizagdo como marcador do efeito antibombesina do RC-3095. Como a gastrina e a
bombesina tém uma alta semelhanga de seqiéncias, a liberagao de gastrina pode ser
potencialmente inibida pelo RC-3095, indicando uma dose biologicamente aplicavel dessa

substancia em seres humanos.

¢) Critérios de incluséo para o estudo de Fase |

Os pacientes preencheram todos 0s seguintes critérios: diagnéstico comprovado
histoldgica ou citologicamente de tumor sdlido, preferencialmente cancer pulmonar de
pequenas células, cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de mama ou céncer de
prostata; progressao clinica da doenca; expectativa de vida maior que trés meses; esta-
do de desempenho de 0 a 3 (OMS — Anexo 1V); testes de fungao hepatica e bilirrubinas
até duas vezes o limite superior da normalidade; contagem de células sangliineas den-
tro dos limites da normalidade: leucécitos > 4,0 x 10% |, Plaquetas > 100 x 10°/ |, hemo-
globina > 8 g/d | ; creatinina serica igual ou inferior a 2 mg/dl; auséncia de infecgao ativa
e/ ou descontrolada; doenca cronica estavel; auséncia de doenca mental; cancer sem
tratamento convencional possivel ou para o qual o tratamento convencional tenha fatha-

do; consentimento informado do paciente.

d) Critérios de exclusao para o estudo de Fase |

Foram aplicados os seguintes critérios de exclusao: pacientes com doenca prévia

no sistema nervoso central; gravidez ou lactacao; enfermidade grave, fisica ou psiquiatri-
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ca concomitante que pudesse interferir no estudo ou na toleréncia do paciente ao tratamen-

to; tratamento com drogas que afetem a medula 6ssea e que n&o possa ser interrompido.

e) Avaliacéo pré-tratamento e avaliag@o de seguimento

Previamente ao inicio de cada ciclo (nao mais que 7 dias), os pacientes foram sub-
metidos a exame fisico, contagem completa de células sanglineas e analise da urina.
Os exames bioquimicos incluiram eletrélitos, proteina total, albumina, glicose, bilirrubinas,
fosfatase alcalina, Gama GT, aminotransferases, desidrogenase lactica, creatinina e aci-
do urico. Foram realizados também eletrocardiograma e RX de toérax. A contagem de
células sanglineas foi executada pelo menos duas vezes por semana, 0s exames
bioguimicos semanalmente e o ECG e o RX a cada trés semanas. O estado de desem-

penho e a toxicidade foram avaliados em intervalos semanais.

f) Procedimento de dosagem e avaliacao de toxicidade

O RC- 3085 foi obtido da Asta Farmacéutica, Alemanha, em frascos padronizados
para administracéo subcuténea em preparacdes liofilizadas. O agente era reconstituido
em agua esterilizada para injecao em um volume de 2 ml. Os frascos reconstituidos
eram mantidos a 4°C e administrados nos pacientes por via subcutlnea, diariamente,
por 21 dias consecutivos. A dose inicial foi de 8 pg/Kg de peso administrados através de
uma injecao subcutanea diaria por 3 semanas. O tratamento prosseguia na auséncia de
evidéncia de progressao da doenca.

A cada nivel de dose foram incluidos pelo menos 3 pacientes. O escalonamento
da dose em um mesmo paciente nao foi permitido. A dose foi administrada uma vez ao
dia e escalonada em 100% em cada grupo de pacienies nos niveis de dose |, i e lll. Os
niveis de dose IV e V incluiram um escalonamento de 50% da dose e a administracao
era realizada 2 vezes ao dia. Esse procedimento de escalonamento de doses foi planejado

com base em uma escala modificada de Fibonacci (escalonamento de doses em 50%,
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33% e 25%, respectivamente) até que a Dose Méxima Tolerada (DMT) ou a Dose Modu-
latéria Otima (DMO) fossem atingidas.

A DMT foi definida como a dose na qual uma toxicidade limitante fosse observada
em um determinado nivel de dose em 3 ou mais pacientes. A DMO significava a dose do
RC-3095 que provocasse a queda da gastrina plasmatica do nivel basal superior a 50%.
Para os pacientes que receberam RC-3095 em niveis de doses toleraveis (toxicidade
inferior ao grau 4), os ciclos foram repetidos no mesmo nivel de dose até gue o intervalo
de 3 semanas fosse completado.

Os objetivos do estudo eram definir o perfil de toxicidade, a Toxicidade Dose-Limitante
(TDL), a Dose Méaxima Tolerada (DMT) e/ou a Dose Modulatéria Otima (DMO) e as
doses recomendadas para estudos de Fase |l do RC-3095. As toxicidades foram
quantificadas de acordo com o Critério Comum de Toxicidade do Instituto Nacional do
Cancer (NCI-CTC). A TDL foi definida como pelo menos um dos seguintes eventos:
contagem absoluta de neutrdfilos (CAN) néo inferior a 500/UL por mais de 7 dias ou
associada a febre superior a 38°C; contagem de plaquetas inferior a 25.000/UL ou mucosite
grau 3-4; nausea e vomitos e/ou diarréia.

Uma vez atingida a DMT, outros grupos de pacientes seriam tratados em um nivel
reduzido de dose (cerca de 20% de reducao) para determinar a dose recomendada para
o estudo de Fase ll. A dose sugerida para estudos de Fase |l foi definida como a dose
abaixo da DMT que ocasionasse toxicidade reversivel e pudesse ser considerada tolera-

vel para os pacientes, de acordo com os investigadores, em repetidos ciclos.

g) Medidas dos niveis de gastrina no plasma

Cinco mi de sangue heparinizado foram obtidos imediatamente antes da adminis-
tracao da droga para preparacao de plasma 1, 2, 8 e 24 horas ap0s a administracao,
bem como semanalmente. As amostras eram imediatamente cetrifugadas a 3000 rpm

por 10 minutos. O plasma separado era transferido para tubos plasticos identificados
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com o0 nome do paciente, a data e a hora de coleta do sangue. O plasma era entao
armazenado a -20°C até a analise. Os niveis de gastrina eram medidos por radioimunoen-
saio (RIE) no Setor de Bioquimica do Laboratério Faillace, Porto Alegre, Brasil. Para este
estudo de Fase |, a dose do RC-3095 suficiente para reduzir em pelo menos 50% dos
niveis de gastrina plasmatica, em relacao ao padrao em um mesmo paciente, seria consi-

derada como uma evidéncia de efeito bioldgico.

h) Consideracoes éticas

O protocolo deste estudo foi submetido ac Comité Etico e Cientffico do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e ao Ministério da Salde. Todos os procedimentos e decisbes
estavam de acordo com a legislagéo brasileira e com as recomendacgdes éticas internacio-
nais.

O médico responsavel deveria informar o paciente sobre o conhecimento passado e
presente da droga estudada com especial referéncia ao que se sabe sobre a atividade e
a toxicidade da mesma. Enfatizou-se que o paciente poderia desistir do tratamento em
qualquer momento do estudo. Antes da inclus8o no estudo, o paciente assinava um
termo de consentimento informado, de acordo com as recomendagbes da Boa Pratica
Ciinica. O principal investigador tinha de assegurar que o estudo estava sendo conduzi-
do em consonancia com a Declaragéo de Helsinki e que havia sido aprovado pelo Comi-

té de Etica local e pelas autoridades governamentais responsaveis.

i) Consideracoes estatisticas

Neste estudo de Fase |, os aspectos metodologicos foram baseados em padroes
internacionalmente estabelecidos publicados pelo INC, OERTC e CPC para a pesquisa
de novos agentes anticdncer em seres humanos. Foram aplicados somente procedi-
mentos considerados aceitaveis por instituicdes internacionais com base em condutas

eéticas e padroes cientificos apropriados.
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RESULTADOS

a) Estudo com animais

Os resultados dos estudos toxicolégicos nos grupos-controle e de tratamento estéo
resumidos na Tabela 1. Nao houve alteragbes detectaveis de comportamento, de atividade
ou de peso entre 0s grupos. Um animal morreu no grupo-controle no dia 18. Nenhuma
mortalidade foi observada nos subgrupos de tratamento. Dois animais foram retirados
do subgrupo B devido a problemas técnicos durante a administracao da droga nos dias
8eis.

Considerando-se que nenhuma mortalidade ou efeito téxico significativo foram ob-
servados em nossos estudos com ratos, fato que confirma o relatério toxicolégico animal
prévio (descrito em detalhes na revisdo da literatura), o exame patoldgico dos animais
nao foi realizado. Com a finalidade de confirmar o perfil de seguranca do RC-3095, estu-
dos similares foram realizados em ratos, utilizando-se a dose inicial planejada para estu-
dos humanos de 8 pg/Kg/dia, bem como o nivel maximo administrados aos ratos, ou
seja, de 64 ng/Kg/dia.

Os resultados dos estudos em ratos s&o apresentados na Tabela 2. Novamente,

nenhum caso de mortalidade ocorreu nos grupos estudados. A Unica anormalidade ob-

Tabela 1 Resultados resumidos dos estudos toxicolégicos confirmatorios do RC-3095 em ratos.”

Tipo de efeito Comportamento Local Queda-pélo Piloerecdo Perda peso Mortalidade
Controle (n=10) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 110

(0,9% sol. salina)

RC-3095**

(n=10 por subgrupo)

A (8 ug/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

B (16 ng/Kg) 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 /8

C (32 png/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

D (64 pg/Kg) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

*

Sem significancia estatistica entre controles e animais tratados.
**  Tratamento diario por 21 dias consecutivos.
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Tabela 2 Resultados resumidos dos estudos toxicoldgicos confirmatdrios do RC-3085 em ratos.
Nivels minimos e maximos.”

Tipo de efeito Comportamento Local Queda-pélo PiloerecBo Perda peso Mortalidade
Controle (n=10) 0/10 0/10 010 0/10 0/10 110

{0,9% sol. salina)

RC-3085™

{n=10 por subgrupo)

A (8 ug/Kg) 0/10 0/10  0/M10 0/10 0/10 0/10

B (64 g/Kg) 0/10 110#  0/10 0/10 0/10 o/10

*

Sem significAncia estatistica entre controles e animais tratados.
Tratamento didrio por 21 dias consecutivos.

>

# lrritacéo leve e edema no local de injecdo que desapareceu posteriormente sem cicatriz ou les&o residual,

servada foi uma leve irritacéo e edema no local da inje¢do em um animal fratado no
subgrupo B em torno dos dias 6-7, com recuperagéo espontanea posterior. O animal foi

mantido em tratamento pelo periodo de 21 dias sem efeitos téxicos detectaveis.

b) O estudo clinico de Fase |

Uma vez reconfirmada a segurancga da dose inicial do RC-3095 em camundongos e
ratos, iniciamos um estudo de Fase | em pacientes com tumores solidos avancgados no
qual se procurou definir o perfil de toxicidade, a TDL, a DMT e a DMO (se possivel) € as
doses recomendadas para estudos do RC-3095. As caracteristicas dos pacientes avali-
ados no estudo encontram-se na Tabela 3. Foram incluidos 15 pacientes, representando
um espectro de tumores sdélidos refratarios usuaimente observados nas instituicdes par-
ticipantes. Destes, 6 eram do sexo masculino e 9 do sexo feminino, com mediana de
idade de 60 anos (variacao de 32-80 anos). A mediana do estado de desempenho da
OMS foi 1 (variacao de 0-3). Os tipos de tumor foram 7 adenocarcinomas (célon 2, rim 2,
pancreas 2 e prostata 1), 2 carcinomas ductais invasivos (mama), 1 carcinoma pulmonar
de peguenas células, 1 carcinoma epidermdide (esbfago), 1 adenocarcinoma medular

(tiredide), 1 melanoma maligno (cordide), 1 fibroistiocitoma e 1 schwanoma maligno (partes
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Tabela 3 Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo de Fase |,

Caracteristicas Namero de pacientes
Masculino/feminino 6/9
Mediana de Idade 60 (32-80)
Mediana do estado de desempenho (OMS) 1 (0-3)
Tipo de tumor

Mama 2
Célon 2

Rim 2
Péancreas 2
Esbfago 1
Pulmé&o 1
Tiredide 1
Pragstata 1
Melanoma maligno 1
SPM* 2
Teraplas prévias

Cirurgia 11
Quimioterapia 11
Radioterapia 6
Imunoterapia 1
Hormonioterapia 4

* SPM: Sarcoma de Partes Moles.

moles). Onze pacientes tinham radioterapia prévia, 11 cirurgia, 6 radioterapia, 4
hormonioterapia e 1 imunoterapia.

Foi realizado um total de 40 ciclos, com uma mediana de 2 ciclos por paciente
(variagao de 1-5). O RC-3095 foi administrado em grupos consecutivos de pacientes em
um bolo Unice através de inje¢tes subcutaneas em 3 diferentes niveis de dose (8 pug/Kg
de peso, 16 pg/Kg de peso, 32 ng/Kg de peso). Uma emenda ao protocolo foi introduzida
a partir desse nivel de dose devido 2 total auséncia de toxicidade nos niveis |, i e Il A
partir desse ponto, o RC-3095 foi escalonado através da administrag@o do agente 2
vezes ao dia nos niveis de dose IV e V devido a observacao em laboratorio de que a
interacao deste com receptores bombesina-similares é mais favoravel com tal sistemati-
ca, em varios modelos de tumores, em termos de inibicao do efeito estimulatorio de
crescimento autocrino, quando administrado mais freqlientemente em camundongos com

tumores transplantados (Schally AV, comunicacao pessoal). Assim, os niveis de dose 1V
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e V foram de 64 ug/Kg de peso e 96 ug/Kg de peso (dose total) administrados em 2
doses diarias, respecti\/amente. Cada ciclo do RC-3095 foi administrado diariamente por
21 dias consecutivos. O escalonamento de doses administradas neste estudo esta de-
monstrado na Tabela 4.

Até o nivel de dose V, a uUnica toxicidade hematolégica observada foi anemia, era
provavelmente relacionada a doenca (Tabela 5). Anorexia moderada, fadiga e dor no
local da injecao também foram observados em alguns casos (Tabela 6). Nenhum caso
de TDL foi documentado, e a TDM nao foi alcancada nos niveis de dose estudados.

Uma regresséo menor foi documentada em uma paciente com carcinoma medular
de tiredide que foi tratada no nivel de dose lll. Essa paciente, uma mulher de 72 anos de
idade, desenvolveu metastases pulmonares e hepaticas multiplas e néo respondeu ao
tratamento com Interferon-alfa e analogos da Somatostatina. Apresentou ainda uma re-
ducg&o de cerca de 30% no produto do dimetro das lesbes mensuraveis em ambos 0s

pulmdes e no figado. Concomitantemente, houve uma marcada melhora da dispnéia

Tabela 4 Escalonamento dos niveis de dose no estudo de Fase .

Nivel de dose RC-3085 (ug/Kg de peso)
| 8

i 16

i 32

v 64 (32 duas vezes ao dia)
\ 96 (48 duas vezes ao dia)

Tabela 5 Graus de toxicidade maximo para todos os ciclos (NCI-CTC).

Nivel de dose I H H v Vv
Numero de Pacientes 3 3 3 3
Numero de Ciclos 12 7 7 5 9
Anemia (%)
Grau 3 0 0 0 1 1
Grau 4 8 0 0 1 1

NCI-CTC = Instituto Nacional do Cancer ~ Critérios Comuns de Toxicidade.
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Tabela 6 Grau de toxicidade (NCI-CTC) em fodos os ciclos no estudo de Fase 1.

(N = 15; 40 ciclos)

Ne %
Anemia (%)
Total 6 15,0
Grau 1-2 3 7,5
Grau 3 1 2.5
Grau 4 2 5,0
Dor (%)
Total 9 225
Grau 1-2 9 22,5
Grau 3 0 0
Grau 4 0 0
Anorexia (%)
Total 7 17,5
Grau 1-2 7 17,5
Grau 3 o 0
Grau 4 0 0
Fadiga (%)
Total 5 12,5
Grau 1-2 5 12,56
Grau 3 0 0
Grau 4 0 0
Dor local injecéo (%)
Total 4 10
Grau 1-2 4 10
Grau 3 0 0
Grau 4 0 0

NCI-CTC = Instituto Nacional do Cancer — Critérios Comuns de Toxicidade.
N = Numero de pacientes.

cerca de 4 semanas apos o inicio do tratamento. A duracéo da resposta foi de 12 sema-
nas. Infelizmente, houve evolugao posterior da doenga no figado e o tratamento foi inter-
rompido. Os demais pacientes evoluiram com progresséo clinica progressiva da doenga
apos 1-2 ciclos de tratamento.

Os niveis plasmaticos de gastrina foram medidos em 11 dos 15 pacientes incluidos
no estudo, os quais concordaram em participar dessa fase do mesmo. A analise dos
niveis de gastrina plasmatica ndo demonstrou qualquer alteracao significativa dos niveis
basais apos a administracao do RC-3095. Infelizmente, nenhum plasma foi coletado da

paciente com carcinoma de tiredide. A razao disso foi o fato de ela apresentar-se muito
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sintomatica e presa ao leito e de a familia ter solicitado a n&o-realizagdo de coletas
repetidas de sangue. |

O nivel de dose VI planejado representava novamente um escalonamento de 50%
da dose, ou seja, o RC-3095 seria administrado na dose de 144 ng/Kg divididos em 72
ng/Kg duas vezes ao dia. Entretanto, problemas de formulagéo da droga foram observa-
dos durante a preparac¢do no nosso setor de farméacia. A solugéo precipitava faciimente
ap6s a diluicao padrao em agua. O uso de um volume maior também foi considerado
inadequado, uma vez que podeira causar dor e irritacdo locais. Em conseqgliécia disso, o
estudo de Fase | do RC-3095 foi temporariamente suspenso e o composto mandado de

volta ao laboratério para novos testes de formulagéo.

DISCUSSAO

O RC-3095 é o primeiro antagonista da bombesina-similar a fazer parte de estudos
clinicos. A decis@o de trazer esse agente para 0 emprego clinico foi baseado em seu
inovador mecanismo de acao, em sua impressionante atividade antitumoral em modelos
pré-clinicos — incluindo carcinoma pulmonar de pequenas células, mama, prdstata e
tumores gastrointestinais de origem humana xenotransplantados em camundongos —
bem como na falta de toxicidade desse composto em estudos toxicoldgicos com animais
(4, 7). Da mesma forma, a escolha da via, do esquema de administracéo e da dose inicial
do RC-3095 para estudo em humanos baseou-se em diversos estudos realizados previ-
amente em animais (36, 37, 38).

Considerando o fato de que esse agente seria testado pela primeira vez em huma-
nos, decidimos confirmar previamente os dados de toxicidade animal, os quais sugeriam
um perfil totalmente atéxico. Assim, realizamos uma série de experimentos em camun-
dongos e ratos no espectro de dose recomendado para inicio de estudos de Fase [. Os
resultados dos nossos estudos toxicologicos confirmatérios em camundongos Balb-C e

ratos Winstar corroboraram as observagdes prévias de que o RC-3095 é realmente isen-
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to de qualquer efeito téxico detectavel quando administrado em camundongos e ratos
pela via subcutanea, em nosso caso, por 21 dias consecutivos.

Quando iniciamos o planejamento do nosso estudo de Fase |, tornou-se claro para
nés que a metodologia classica dos estudos de Fase |, na qual a toxicidade é utilizada
para balizar a identificacdo da TDL, da DMT e da dose recomendada para estudos adici-
onais, poderia ndo ser apropriada para o estudo de um composto como o RC-3095. De
fato, este difere de modo significativo dos agentes quimioterapicos cléssicos rotineira-
mente utilizados no tratamento do cancer, uma vez que nao é citotéxico para os tecidos
normais e exerce seu efeito antitumoral por meio da inibicdo de um mecanismo
estimulatorio de crescimento tumor-dependente (25).

Dessa forma, decidimos acrescentar a metodologia do estudo de Fase | padrao a
dosagem dos niveis de gastrina dos pacientes. A argumentacao para tal procedimento
foi de que o RC-3095 inibe os receptores nas células tumorais, o que também poderia
interferir potencialmente em receptores GRP de varios tecidos. Como a liberagdo de
gastrina e dependente da estimulagao do GRP, a dosagem dos niveis de gastrina sérica
em pacientes recebendo RC-3095 no estudo de Fase | poderia ser potencialmente em-
pregado como uma op¢ao de marcador do efeito bioldgico da mesma (43).

Essa mensuracao também poderia nos oferecer a oportunidade de talvez interrom-
per o estudo de Fase | quando a DMO, representando a dose que produzisse uma inibi-
cao significativa dos niveis plasmaticos de gastrina, fosse identificada. Tal estratégia foi
considerada de extrema importancia em nosso estudo devido a possibilidade do risco de
que o escalonamento de dose de um composto atdxico como o RC-3095 pudesse ocasi-
onar um alto numero de etapas de escalonamento sem a constatacao da DMT. A varia-
bilidade dos niveis séricos de gastrina talvez justifiquem o fato de nao ter sido encontra-
da inibigao com o uso do RC-3095. Planejamos realizar, no seguimento desse estudo, a
dosagem apods estimulo com GRP, o que tornard os resultados mais fidedignos.

Até o momento, nossos resultados confirmaram que o RC-3095 é realmente um

composto atoxico tambem em humanos. O seguimento da avaliacdo detalhada de seus
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potenciais efeitos toxicos nas primeiras séries de 15 pacientes, distribuidos em 5 dife-
rentes niveis de dose, néo evidenciou gualquer toxicidade relevante. No entanto, o fator
limitante para a continuagdo do estudo constituiu-se na sua formula¢ao para uso em
humanos. Como o composto estava sendo injetado 2 vezes por dia pela via subcutanea,
em um volume maximo de agua estéril de 2-3 ml por 21 dias consecutivos em cada ciclo
de tratamento, doses mais elevadas demandariam um volume maior do diluente. Isto foi
considerado impraticavel em termos da logistica do estudo. Em acréscimo, causou a
precipitacao do composto imediatamente apds a diluicdo em volume superiores a 3 mi
de agua estéril. Esses fatos causariam, muito provavelmente, desconforto, dor ou irritagao
no local da injecao. Por isso, decidiu-se suspender temporariamente o estudo e retornar
ao laboratério para desenvolver uma nova formulagao.

A constatac@o da ocorréncia de regressao tumoral em uma paciente com carcino-
ma medular de tiréide avancado e refratdrio, que também foi acompanhado de melhora
dos sintomas, reveste-se de igual importancia. Embora esse tipo de tumor néo esteja
claramente associado a expressao de receptores bombesina-similares nas membranas
celulares, tal fato certamente nos estimula a continuar o estudo e a analisar com mais
profundidade as circunstancias. Sabe-se que nao existe um esquema de tratamento
sistémico para essa enfermidade que seja claramente efetivo e que seja capaz de ga-
rantir um ganho significativo de sobrevida para os pacientes. Assim, encaramos com
grande expectativa a inclus@o de pacientes adicionais com esse diagnoéstico no estudo.

Ficamos muito entusiasmados por termos documentado sinais de atividade bioldgica
do RC-3095 na paciente acima mencionada, pois isso sugere que podemos estar atingin-
do doses satisfatérias para o desencadeamento de efeitos antitumorais. Esperamos que,
no futuro, efeitos positivos semelhantes possam ser observados dentro desse espectro de
doses, especialmente em pacientes com tumores, como o carcinoma pulmonar de peque-
nas células, ja que existe um claro embasamento para o emprego do RC-3095 em pacien-

tes cujos tumores demonstram expressar receptores bombesina-similares (5).
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As perspectivas para os antagonistas dos receptores de fatores de crescimento
como potenciais tratamentos anticancer ainda sao incipientes. Apesar disso, existe um
grande numero de publicagbes que ilustram o forte interesse da comunidade cientifica
na fisiologia dos receptores bombesina-similares e no uso terapéutico dos seus antago-
nistas.

Siegfried e colaboradores (44), por exemplo, baseando-se no fato de que o Peptideo
Liberador de Gastrina (GRP) tem atividade mitogénica no carcinoma pulmonar de pe-
quenas celulas (CPPC) e de que é produzido por essas células tumorais, demonstraram
que o GRP também é um fator de crescimento autéerino para carcinomas de ndo peque-
nas células (CPNPC). Utilizando-se da reagéo em cadeia de transcricdo da polimerase
reversa (RT-PCR), detectaram receptores GRP expressos em varias linhagens de célu-
las de CPNPC, sugerindo que o GRP seja fator de crescimento autécrino para CPNPC.

Em outro estudo, Sun e colaboradores (45) investigaram a presenca e as caracteris-
ticas dos receptores funcionais para bombesina/GRP em espécimes de adenocarcinoma
prostatico humano, através de ensaio radiorreceptor e da expressao do mRNA dos trés
subtipos de receptor por RT-PCR. Os autores observaram que aproximadamente 63%
mostraram alta afinidade, locais de ligagéo de baixa capacidade para bombesina/GRP e
alguns dos espécimes receptor-positivo também evidenciaram um segundo local de liga-
¢do. Assim, concluiram gue a detecgao de uma ampla distribuicdo de receptores de
bombesina/GRP em carcinomas prostaticos humanos favorece a impressao de que es-
tes possam estar envolvidos na modulacao da prolifera¢éo tumoral e sugere que aborda-
gens baseadas na ligacao dos receptores por antagonistas da bombesina ou de novos
analogos-alvo citotoxicos da bombesina para o céncer de prostata devem ser considera-
dos para o tratamento dessa enfermidade.

Chatzistamou e colaboadores (46) estudaram os efeitos do RC-3095 no crescimen-
to de linhagens de células OV-1063 de carcinoma de ovario humano xenotransplantados
em camundongos. O RC-3095, administrado em uma dose de 20 ug/Kg/dia, reduziu o

volume dos tumores OV-1063 em 47,7%. Concluiram que tais resultados indicam que os
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antagonistas da bombesina/GRP inibem o crescimento de tumores ovarianos humanos
OV-1063 por mecanismbs gue provavelmente envolvem a regulagéo dos c-jun e c-fos
proto-oncogenes.

Finalmente, Kiaris e colaboradores (47) avaliaram os efeitos do RC-3095 no cresci-
mento de linha celulares U-87MG de glioblastoma humano xenotransplantadc em ca-
mundongos. A analise por RT-PCR mostrou que os implantes de U-87MG expressaram
mRNA para os subtipos de receptores de bombesina BRS-1 (receptor GRP) e BRS-2
(receptor para neuromedina-B), mas o mRNA para GRP ligante ndo foi encontrado em
células U-87MG, sugerindo que o GRP pode estimular a proliferacdo de glioblastomas
U-87MG atraveés de um mecanismo paracrino. Os niveis de mRNA para c-fos oncogene
foram reduzidos em 30 a 40% em tumores U-87MG tratados com o RC-3095. Em células
de glioblastoma U-373MG, que também expressam BRS-1, e células U-87MG, cultiva-
das in vitro, o GRP induziu a expressao de c-fos mRNA e algum c-jun mRNA de uma
forma tempo-dependente, com o efeito maximo ocorrendo 2 horas ap6s a estimulagac e
o retorno para niveis basais 8 horas apds. Os autores concluiram que esses resultados
indicam que os antagonistas da bombesina/GRP inibem o crescimento de glioblastomas
U-87MG através de um mecanismo que pode envolver a regulagao do c-fos oncogene.

Como observado nos estudos acima mencionados, o numere de tipos de tumor
para os quais um fundamento cientifico para o uso do RC-3095 foi estabelecido esta
expandindo-se extraordinariamente. Assim, aguardamos com grande expectativa a reto-
mada do nosso estudo de Fase | em pacientes com tumores sélidos e a identificacao de
uma dose adequada do RC-3095 a ser recomendada para estudos de Fase Il em paci-

entes com diversos tipos de céncer.
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CONCLUS

1 CONCLUSAO GERAL

Considerando-se o0s niveis de dose de RC-3095 estudados, ndo foram observados
efeitos téxicos significativos nos pacientes incluidos neste estudo até o presente mo-
mento. Portanto, o uso experimental de RC-3095 em seres humanos é factivel no que
diz respeito a sua seguranga, embora limitacdes técnicas relacionadas a sua atual for-
mulacao para uso humano impegam a continuidade de sua avaliacao. Pela relevancia
cientifica e originalidade de seu mecanismo de agao, pela auséncia de toxicidade clinica
significativa e pelas evidéncias preliminares de um potencial efeito terapéutico neste
estudo de Fase |, o autor recomenda a realizacdo de novos estudos dos aspectos farma-

céuticos do RC-3095, os guais viabilizem a continuidade deste estudo.

2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

a) Os estudos toxicoldgicos confirmatdrios realizados em camundongos e ratos corro-
boram dados anteriores quanto a seguranca do RC-3095 nas doses recomendadas
para que sejam iniciados estudos clinicos de Fase |

b) Nos cinco niveis de dose administrados neste estudo clinico de Fase | com o RC-
3095 em pacientes com tumores solidos avangados refratarios ndo foram docu-
mentados efeitos toxicos significativos. Em conseqliéncia, ndo pode ser identificada
uma DMT desse agente até o presente momento.

c) Nao foram detectadas variacOes significativas nos niveis de gastrina no plasma

apos a administracao do RC-3095, as quais pudessem ser atribuidas a um efeito do
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composto em estudo. Em conseqgliéncia, ainda nao pode ser determinada com se-
guranca uma DMO desse agente no presente estudo.

Ainda que n&o tenham sido documentadas respostas tumorais objetivas com o uso
de RC-3095, pbde ser observado um caso de regressao tumoral temporaria associ-
ada a melhora sintomatica.

Problemas de ordem logistica quanto a formulacéo farmacéutica do RC-3095 impe-
diram a continuidade do seu escalonamento de dose, levando a suspenséo do estu-

do até que tais problemas sejam solucionados.



COMENTARIOS Fli

O estudo do RC-3095 representa um marco na investigacao de novas estratégias
terapéuticas no combate ao cancer. Ao contrario do tratamento convencional com o uso
dos agentes citotoxicos classicos, os quais atuam através de mecanismos com baixa
seletividade pela célula tumoral e, portanto, apresentam baixo indice terapéutico, essa
nova estratégia possui um forte fundamento cientifico.

Andrew Schally, ganhador do Prémio Nobel de Medicina em 1977 em reconheci-
mento a sua contribuicdo para o estudo dos fatores de liberacdo hipotalamica na
homeostasia do sistema enddcrino, dedicou as duas Ultimas décadas de sua atividade
cientifica na Universidade de Tulane, nos EUA, ao estudo dos mecanismos que regulam
o crescimento de células tumorais.

Uma de suas descobertas mais fascinantes diz respeito ao marcado efeito antitumoral
exercido por substancias sintéticas capazes de interferir nos mecanismos responsaveis
pela auto-estimulacao de células tumorais através de fatores de crescimento e/ou de
proliferac@o. Schally observou que uma série de antagonistas de receptores semelhan-
tes a bombesina apresentava um significativo efeito terapéutico em tumores humanos
xenotransplantados em camundongos atimicos, especialmente naqueles cuja presenca
de express@o aumentada desses receptores na membrana celular indicava a importan-
cia dessa via de auto-estimulacdo no crescimento tumoral.

Nos ultimos anos, dezenas de artigos cientificos foram publicados confirmando a
relevancia dessa estratégia terapéutica, sobretudo em tumores de pequenas células de
pulmao, mama, prostata, pancreas e trato gastrointestinal. Mais recentemente, observa-
coes semelhantes foram publicadas em modelos de gliomas, ovario e tumores de pul-

mé&o de ndo pequenas celulas.
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O RC-3095 é o primeiro antagonista de receptores do tipo bombesina a fazer parte
de estudos clinicos. Péra nos, € uma honra termos esse privilégio. A escolha de nosso
centro para este estudo representou uma oportunidade impar de participarmos de uma
pesquisa oncolégica realmente inovadora. Ainda que temporaria, a ocbservacéo de uma
regressao tumoral em uma paciente submetida ao tratamento com RC-3095 nos deixa
muito otimistas. Isto pode significar, nas palavras de Andrew Schally, “a proof of concept!”.
Isto significa que o conceito que norteia a estratégia parece funcionar néo apenas em
modelos no iaboratdrio, mas também em tumores em seres hurmanos.

Fomos temporariamente limitados por problemas de formulac&o do composio em
estudo, os quais estdao sendo solucionados. Em breve, daremos continuidade a este

fascinante estudo.



Anexo |
Critério comum de toxicidade

Anexo Il
Avaliacdo de resposta turmnoral

Anexo Il
Consentimento livre e esclarecido do paciente para a realizagdo de estudo de Fase l e de
farmacocinética clinica do RC-3095, um novo antagonista da bombesina com atividade
antitumoral pré-clinica, em pacientes com tumores sdélidos avangados.

Anexo IV
Escalas de desempenho clinico
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GRAU
TOXICIDADES 0 1 2 3 4
Leucdcitos >4,0 3,0-3,9 2,0-2,9 1,0-1,9 < 1
Plaguetas normal 75,0 — normal 50,0-74,9 25,0-49,9 < 25,0 g/100mi
Hb g/100ml normal 10,0 - normal 8,0-10,0 6,5-7,9 < 65g/l
g/l normal 100 - normal 80-100 85-79 < 85 mmol/inormal
mmol/! normal 5,2 ~ normal 4,95-6,2 4,0-4,9 < 4.0
Granulocitos >2,0 1,519 1,0-1,4 0,5-0,9 <05
Lirdécitos 22,0 1,5-1,9 1,0-1,4 0,5-0,9 <05
Hemorragia nenhuma leve, sftiransfusée importante importante, 3-4U massiva, > 4U
1-2U, de transfus. de transf. de (clinica) de transi.
por episddio transfus. por por episédio
episodio
infecgao nenhuma leve moderada severa em risco de vida
Nausea nenhuma capaz de comer ingesta nenhuma ingesta —
razoavel quantidade significativa significativa
reduzida
Vomitos nenhum 1 episddio em 2-5 epistdios em 6-10 episédios > 10 episddios
24 h 2h em 24 h em 24 h ou
suporte parenteral
Diarréia nenhuma T de 2-3 evacuacéo/dia T de 4-6 evacuag/dia T de 7-9 evacuag/dia T de > 10 evacuag/
ou noturnas, ou ou incontinéncia ou dia ou melena,
célica moderada colica severa ou necessidade
de suport.parenter
Estomatite nenhuma Ulceras indolores, eritema doloroso, eriterna doloroso, requer suporte ou
eritema ou edema ou Ulceras, edema ou Ulceras alimentacéo
sensibifiddade mas pode comer & nao pode comer parenteral
Bilirrubina normal idem < 1,5 x normal 1,5-3,0 x normal > 3,0 x normal
Transaminases normal < 2,5 x normal 2,6-5,0 x normal 5,1-20,0 x normal > 20,0 x normal
(8GOT, 8GPT)
Fosfatase normal < 2,5 x normal 2,6-5,0 x normal 5,1-20,0 x normal > 20,0 x normal
Alcalina ou

5' nucleotidase

Hepatico s/ alteracéo — — pré-corna coma hepatico
clinico dos exames
iniciails
Creatinina normal < 1,5 x normal 1,5-3,0 x N 3,1-6,0 x N > 6,0xN
Proteindria nenhuma 1+ ou 2-3+ ou 4+ ou sindrome nefrética
alteracéo < 0,3 g% ou 0.3-1,0 g% ou > 1,0g% ou
< 3 g/ 3-10 g/1 > 10 g/t
Hematuria negativo MiCrosc. macroscop. macroscop. exige transfuséo
somente s/coagulos ¢/ coadgulos
Alopécia s/ perda leve perda do cabelo pronunciada ou e —

perda total
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GRaU
TOXICIDADES [} i 2 3 4
Pulmonar s/ alteragdes assintomatico, dispnéia em esforgo  dispnéia em dispnéia em
¢/ anormal. em PFP importante atividade normal repouso
Cardiaca s/ alteraches assintomadtico, recorrente ou requer fratamento requer
Arritmias fransitdrio, s/ trat. persistente, s/ irat. monitorizagao
ou hipotensao,
taguic, vent. ou
fibrilagdo
Cardiaca s/ alteragtes assintomatico, sintomatico, leve ICC, ICC severa
Funcéo declinio 20% do FEVE declinio 20% do s/ tfratamento ou refrataria
em repouso FEVE em repouso
Cardiaca s/ alteragdes alt. nad sepecif. assintomatico, alt. anginga, sem 1AM
lsquermia daondaTT 8T e sugerem evidéncias de 1AM
isquemia
Cardiaca s/ alteragbes derrame assintomatico pericardite derrame sintomatico  tamponamento,
Pericardio nao requer intervencao requer drenagem drenagerm urgents
Hipertenséao s/ alteragdes assintomatico, recorrente ou requer fratamento crise hipertensiva
T transitéria > 20 mmHg  persistente T de
ou PA >150/100 com PA > 20 mmHg ou PA
prévia normal > 150/100 com PA
prévia normal
Hipotenséo s/ alteracdes anormalidades exigéncia de exigéncia de trat, ou  exigéncia de
nao reqguerern irat. reposicao hidrica hospitaliz. < 48 h hospitaliz. > 48 h
ou outras, sem apos interrupgao apbs interrupgéo
hospitalizagéo do agente do agente
Neuro- s/ altleragbes parestesia leve ou parestesia moderada parestesia que .
$ensorio perda dos reflexos perda objetiva leve interfere, corn fungao
tendinosos profundos ou moderada ou perda sensorial
objetiva
Neuro- s/ alteragdes fraqueza subjetiva fraqueza objetiva fraqueza objetiva, paralisia
motor s/ achados obijetivos leve sem perda com perda de fungao
de fungao
significativa
Neuro- s/ alteragOes leve sonoléncia sonoléncia moderda sonoléncia severa, coma, convulsoes,
cortical ou agitagéo ou agitagdo agitacdo, confusao psicose txica
desorientagdo,
alucinagbes
Neuro- s/ alteragdes descordenacao leve tremor de intengao, ataxia motora necrose
cerebelar disdiadococinese dismetria, fala cerebelar
alterada, nistagmo
Neuro- s/ alteracdes ansiedade leve ansiedade moderada ansiedade severa ideacao suicida
hurnor ou depressio ou depresséo ou depressao
Neuro- nenhuma leve moderada ou severa, severa e persistente  —
cefaléia mas transitéria
Neuro- s/ alteracdes leve moderada severa leo > 96 h
constipagao
Neuro- normal assintomatico, tinitus perda da audicao surdez nioc
audicdo perda da audicao com interferéncia da  corrigivel

audiométrica somente

furncdo mas corrigivel

com apareihos
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GRAU
TOXICIDADES [+] 1 2 3 4
Neuro- s/alteractes — —_— perda parcial da cegueira
visdo sintomatica da
visdo
Pele s/alteracdes erupgbes maculares erupgdes maculares  erupcdes maculares  dermatite esfoliativa
ou papulares esparsas ou papulares ou o papulares ou ou ulcerada
ou eritema assintomatico  eritema com prurido  eritema ou vesicilares
generalizadas, sintomaticas
Alergia nenhuma rash transitério urticéria, doenca serica, choque anafilatico
febre < 38°C febre = 38°C, broncoespasmo, reg
broncoespasmo leve meds parenteral
Febre na nenhuma 37,1-38,0°C 38,1-40,0C > 40,0°C > 40,0°C
auséncia de < 24h > 24 h
infeccéo
GRAYU
TOXICIDADES 4] 1 2 2 4
local Nenhum dor dor e edema com ulceragéo cirurgia plastica
inflamacéo ou flebite indicada
Peso <5,0% 5,0-9,9% 10,0-19,9% 2 20,0% e
ganho/perda
Hiperglicemia <116 mg/di 118-160 mg/di 161-250 mg/d! 251-500 myg/di >500 mg/dl
ou cetoacidose
Hipoglicermia >64 myg/d] 55-64 mg/di 40-54 mg/dl 30-39 mg/dl <30 mg/di
Amilase normal <1,5 x normal 1,5-2,0 x normal 2.1-5,0 x normal >5,1 x Normal
Hipercalcemia <10,6 mg/dl 10,6-11,5 mg/d! 11,6-12,5 mg/d! 12,6-13,5 mg/d! 213,85 mg/di
Hipocalcemia >8,4 mg/dl 8,4-7.8 mg/dl 7,7-7,0 mofdl 6,9-6,1 mg/di < 6,0 mg/dl
Hipomagnesemia >1,4 mmol/] 1,4-1,2 mmol/l 1,1-0,9 mmoi/l 0,8-0,6 mmol/l < 0,5 mmolft
Fibrinogenio normal 0,99-0,75 x normal 0,74-0,50 x normal 0,49-0,25 x normal < 0,24 x normal
Tempo de normal 1,01-1,25 x normal 1,26-1,50 x normal 1,51-2,00 x normal >2,00 x normal
Protrombina
Ternpo de normal 1,01-1,66 x normal 1,67-2,33 x normal 2,34-3,00 x normal >3,00 x normal

Tromboplastina
parcial
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ANEXO I8

AVALIACAO DE RESPOSTA TUMORAL

Tipo de resposta Descricéo

Completa Desaparecimento das lesdes por pelo menos 4 semanas, com
comprovagao histopatologica da auséncia do tumor.

Parcial Reducao de pelo menos 50% do tamanho de todas lesotes
mensuraveis por, pelo menos, 4 semanas,

Menor Reducéo das lesbes em mais de 25%, porém menor que 50%,
sem gue haja evidéncia de progressao da doenca.

Doenga estavel Auséncia de crescimento de mais de 25% do tamanho das
lesbes, sem evidéncia de aparecimento de novas lesfes.

Progressao Crescimento maior do que 25% das lesdes ou surgimento de
novas lesdes durante o tratamento.
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ANEXO

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PACIENTE PARA A REALIZACAO DE ESTU-
DO DE FASE | E DE FARMACOCINETICA CLINICA DO RC-3095, UM NOVO ANTAGONISTA
DA BOMBESINA COM ATIVIDADE ANTITUMORAL PRE-CLINICA, EM PACIENTES COM TU-
MORES SOLIDOS AVANCADOS.

Estudo SOAD # 09715

Prezado Paciente:

Vocé recebeu o diagnostico de um tumor maligno e seus medicos concluiram que o
seu tumor ndo pode ser removido através de uma cirurgia, mas acreditam que o tratamen-
to com uma nova droga chamada “antagonista da bombesina (RC-3095)” pode ajuda-io.

Portanto, gostariamos de lhe oferecer esse tratamento que ainda se encontra em estudo.

informacdes sobre a droga:

O antagonisia da bombesina (RC-3095) é uma nova droga anticancer que, em estu-
dos feitos em animais, demonstrou ter bons resultados na diminui¢do dos tumores, sen-
do esses testes muito importantes na escolha de uma droga gue possa funcionar em

tumores que séo encontrados tambeém nos seres humanos.

Objetivo do estudo:

A pesquisa para qual vocé esta sendo convidado(a) a participar € um estudo com os
seguintes objetivos:
«  Determinar os efeitos colaterais da droga antagonista da bombezina (RC-3095).
«  Estudar a farmacocinética clinica do RC-3095 na populacdo em estudo, ou
seja, verificar, através de coletas de sangue do paciente, quanto tempo a droga
permanece no seu organismo, permitindo, assim, identificar o perfodo de acao
da droga no organismo.

s Avaliar a possibilidade terapéutica em pacientes com tumores solidos.
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Andamento do estudo:

Se vocé cancordér em pariicipar do estudo, o seu meédico precisara realizar vérios
exames, incluindo exames de sangue e, possivelmente, exames de raio X, tomografias
e/ou ecografias.

E possivel que vocé ja tenha realizado alguns ou todos esses exames, mas em
alguns momentos sera necessario realiza-los novamente. Semanalmente serao realiza-
dos:

e uma consulta ambulatorial, para avaliagéo do seu estado fisico geral;

¢ uma coleta de sangue para exames laboratoriais.

Ao término de cada ciclo, ou seja, a cada 3 semanas, serdo realizados:
* uma coleta de sangue para a realizacdo do hemograma, conforme descrito

acima, e bioguimica para avaliacao do funcionamento do figado e dos rins.

Vocé recebera a droga RC-3095 para ser administrada através de uma injecao sub-
cutdnea, durante todos os dias, por 3 semanas {1° ciclo). O tratamento continuara diaria-
mente sem intervalos nos ciclos subseqiientes. E importante salientar que nao foram
observados efeitos colaterais no estudo realizado em animais; porém, apenas em al-
guns casos observaram-se sinais de uma espécie de alergia nos locais de aplicacdo das
injecdes.

A avaliagcao semanal serd importante para identificarmos o mais cedo possivel qual-
quer reagao que vocé possa ter. Os efeitos colaterais serdo cuidadosamente avaliados e
tratados quando houver necessidade. Caso esses efeitos colaterais ocorram, ndo irao
necessariamente causar mudancgas no curso do tratamento.

Por favor, informe imediatamente a equipe (seja seu médico ou a enfermeira que o/
a acompanha) sobre quaisquer efeitos que surgirem para que sejam tomadas as devi-
das precaucdes quanto ao prosseguimento do seu tratamento.

Em caso de qualquer duvida, vocé pode entrar em contato com a nossa equipe pelo

telefone: (51) 316-8012.
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Custo do tratamento:

Os pacientes participantes do estudo serdo acompanhados de acordo com a rotina
de atendimento ambulatorial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O fornecimento da

medicacgao e o tratamento nao trardo nenhum custo financeiro ao paciente.

Protecéo dos dados obtidos através do estudo:

Durante o tratamento, as informacdes obtidas através dos exames realizados serdo
comparadas com as de outros pacientes no mesmo estudo e utilizadas para analise dos
resultados do tratamento. Somente as informactes serdo utilizadas, sendo que o seu
nome e as suas informacgbes pessoais nao serdo identificados, mantendo-se a
confidencialidade.

Solicitamos também que, caso vocé concorde em participar deste estudo, assine o
documento em anexo de acordo com a resolucéo do Conselho Nacional de Saude, do
Ministerio da Saude, datada de outubro de 1996, a qual assegura a protecao dos pacien-
tes envolvidos em pesquisa biomedica.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica desta Instituicio, que garantiu sua

aprovacao quanto ao contetido ético deste trabalho.
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Eu, abaixo assinado,

confirmo que fui informado pelo médico

quanto aos riscos, aos beneficios e aos possiveis efeitos adversos que possam ser
resultantes do tratamento. Apresento, pois, meu livre consentimento para participar
deste estudo. A qualquer momento, posso optar por abster-me dele sem motivo

especial e sem qualquer prejuizo aos cuidados gue tenho o direito de receber.

Datar /[

(assinatura do paciente)

Data: [/

(assinatura do investigador)

Assinatura do paciente, com a assinatura do médico, com dizeres “lido e aprovado”

escritos acima da mesma.

Data: /.

Assinatura de uma terceira pessoa (se necessario): nome, sobrenome e posicao

com os dizeres "lido e aprovado”, escritos acima da mesma, § mao.
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ANEXO IV

ESCALAS DE DESEMPENHO CLINICO

ESCALAS

KARNOFSKY ZUBROD-ECOG-WHO

Normal, sem queixas. 100 0 Atividade normal.

Capaz de realizar as atividades normais. 90

Sinais e sintomas leves da doenga. 1 Sintomas, mas guase
ambulatorial.

Atividade normal com esforgo. 80

Necessita de cuidados. Incapaz para 70 2 Algum tempo acamado, mas

atividade normal ou para trabalho ativo. em periodo inferior a 50% do
dia normal.

Requer ocasional assisténcia, mas é capaz 60
de cuidar-se para as suas necessidades.

Requer consideravel assisténcia e cuidados 50 3 Necessita estar na cama mais
médicos freglentes. do gue 50% do dia normal.

incapacitado. Requer cuidado e assisténcia 40
especial.

Gravemente incapacitado. Hospitalizag&o 30 4 Incapaz de sair da cama.
indicada apesar de morte ndo-iminente.

Muito doente. Hospitalizagao necessaria. 20
Ativo tratamento suportivo necessario.

Moribundo 10

Morte .0




