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RESUMO

Glasberg J. Estudo de fase Il piloto de metformina em pacientes com tumores
neuroendocrinos bem diferenciados [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2022.

Introducdo: O uso de metformina como terapia antitumoral vem sendo estudada em
diferentes tipos de tumor. Em tumores neuroenddcrinos (TNE) estudos pré-clinicos
com culturas celulares sugerem uma acao antitumoral do uso da metformina. Esta
acao dar-se-ia por meio de duas vias: a primeira, denominada via direta, ocorre pela
ativacdo de adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK); a segunda,
denominada via indireta, ocorre pela reducdo de niveis séricos de insulina. Ambas,
enfim, levam a inibicdo de mammalian target of rapamicin (MTOR) e,
consequentemente, inibicdo do crescimento celular. Estudos retrospectivos de
pacientes com TNE tratados com everolimo apontam para um ganho em sobrevida
livre de progressdo (SLP) em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) que
receberam metformina. O objetivo deste estudo foi avaliar a seguranca e acdo
antitumoral da metformina em uma populacdo de pacientes com TNE bem
diferenciado. Métodos: Pacientes com diagndstico de TNE, graus 1 e 2, metastaticos
e em progressao, foram recrutados para este estudo fase Il, de brago Unico, para uso
de metformina em monoterapia de 850 mg via oral duas vezes ao dia até progressao
ou intolerancia. O desfecho primario do estudo foi taxa de controle de doenca por
RECIST 1.1 em 180 dias. Os desfechos secundarios foram: taxa de resposta
radioldgica, SLP, avaliacdo de SLP em pacientes com indice de massa corporea
(IMC) < 25 Kg/m?, e em pacientes com IMC > 25 Kg/m?, toxicidade e variagdo no
perfil glicémico por meio dos niveis séricos de glicemia em jejum, hemoglobina
glicada, insulina e peptideo C a cada 90 dias. Resultados: Entre 2014 e 2019 foram
incluidos 28 pacientes: a idade mediana foi 50 anos, sendo 53% homens. 84% tinham
tumores ndo funcionantes, 86% eram gastrintestinais e 62% eram grau 2. Metformina
foi o primeiro tratamento em 25% dos casos. No momento do Gltimo seguimento, 26
pacientes haviam apresentado progressdao de doenca. Treze pacientes (46%)
apresentaram controle de doenca em 6 meses com mediana de SLP de 6,3 meses
(intervalo de confiangca 95%: 3,2 — 9,3). Nenhum paciente apresentou resposta
radiologica. Nos pacientes com tumor funcionante, apesar da metformina ndo
controlar a secre¢do hormonal, um paciente referiu melhora completa dos sintomas
de sindrome carcinoide. A avaliacdo da variacdo do perfil glicémico ndo se
correlacionou com a taxa de controle de doenca em 6 meses. O evento adverso mais
comum foi diarreia: graus 1-2 em 17% e graus 3-4 em 10%. Conclusoes:
Metformina como monoterapia ndo demonstrou acdo antitumoral em TNE. Apesar
de segura e bem tolerada, apresentou alta frequéncia de diarreia.

Descritores: Tumores neuroenddcrinos; Metformina; Glicemia; Insulina; Peptideo
C; Hemoglobina A glicada.
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ABSTRACT

Glasberg J. A phase Il trial of metformin in patients with well differentiated
neuroendocrine tumors [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo”; 2022.

Background: Preclinical studies have suggested that metformin has antitumor
effects, likely due to blockage of mTOR pathway through adenosine
monophosphate-activated kinase (AMPK) and decreased insulin levels. A
retrospective study showed that metformin combined with everolimus to treat related
hyperglycemia offered longer progression-free survival (PFS) in patients with
pancreatic neuroendocrine tumors (NET). Aim(s): To evaluate the efficacy and
safety of metformin monotherapy in non-diabetic patients with NET. Methods: Non-
diabetic patients with progressive metastatic grade 1-2 gastroenteropancreatic NET
were recruited for this single-arm phase Il trial, to receive metformin 850 mg PO
twice daily until progression or intolerance (NCT02279758). The primary endpoint
was disease control rate (DCR) by RECIST 1.1 at 6 months. Secondary endpoints
were: clinical and radiological response rate, PFS, toxicity and variations in
glycemia, glycated hemoglobin and peptide C kinetics at baseline and at every 90
days. Results: From 2014 to 2019, 28 patients were enrolled: median age was 50
years, 53% were male. 84% had nonfunctional NET, 86% had gastrointestinal NET,
62% had grade 2 NET. Metformin was not the first line of treatment in 25% of them.
By the last follow up, 26 patients presented progression. Thirteen patients (46%)
presented DCR at 6 months, with a median PFS of 6,3 months (95% Confidence
interval: 3,2 — 9.3). There was no objective response in any patient, but one with
refractory carcinoid syndrome had full symptom relief. The variation on glycemic
profile (glycemia, glycated hemoglobin, peptide C and insulin) was not associated
with DRC at 6 months. Diarrhea was the most common adverse event: grade 1-2 in
17% and grade 3-4 in 10%. Conclusion: Metformin monotherapy offers none
antitumor activity in NET and high frequency of diarrhea.

Descriptors: Neuroendocrine tumors; Metformin; Blood glucose; Insulin; C-Peptide;
Glycated hemoglobin A.
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1 INTRODUCAO




Introducdo 2

1 INTRODUCAO

Os tumores neuroenddcrinos (TNE) sdo um grupo heterogéneo de neoplasias
com diferentes apresentacdes clinicas e histologicas. Consideradas neoplasias raras,
sua incidéncia vem aumentando nos ultimos anos, em razdo da melhora nos métodos
diagndsticos como colonoscopia, endoscopia, tomografias e ressonancias. Dados do
Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER), uma base de dados com 0s
registros de céncer dos Estados Unidos da América (EUA), apontam para um
aumento na incidéncia de 1,09/10000 para 6,98/100000, entre os anos de 1973 e
2012 W, Este aumento de incidéncia, associado a natureza indolente dos TNE,
resultou no aumento da prevaléncia destas neoplasias. Dados dos EUA apontam para
aumento da prevaléncia, de 0,006% em 1993 para 0,48% em 2012 ®. No Brasil, ndo
ha dados nacionais de incidéncia e prevaléncia em TNE disponiveis.

A primeira descri¢cdo de TNE foi realizada pelo patologista alemdo Siegfried
Oberndorfer em 1907, em seu artigo intitulado “Karzinoide Tumoren des
Dunndarmscomo” @, Neste artigo, € descrito o caso clinico de uma mulher de 48
anos que havia morrido presumivelmente de tuberculose, mas, que em sua autopsia
foi encontrado um tumor em ilio, histologicamente semelhante ao adenocarcinoma,
porém de comportamento mais indolente, que foi denominado “Karzinoide
Tumoren”, ou tumor carcinoide . Posteriormente a este artigo, foram descritas
inimeras neoplasias neuroendocrinas de diferentes Orgdos e sistemas com
progndstico e quadro clinico muito distintos entre si. Esta grande heterogeneidade
levou a necessidade de se ampliar a classificacdo destas neoplasias e abandonar a

denominac&o carcinoide & 4. A classificacio deste grupo de tumores vem sofrendo
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atualizagBes constantes para envolver as grandes diferencgas clinicas e progndsticas
destes tumores. Recentemente, a World Health Organization (WHO) apresentou uma
nova classificagdo, na qual a nomenclatura TNE foi atribuida apenas aos tumores
bem diferenciados, e a denominagdo carcinoma neuroenddcrino, aos tumores pouco
diferenciados ®. Os TNE s&o subdivididos em baixo grau (G1), grau intermediario
(G2) e alto grau (G3). Esta divisdo € determinada pela taxa de mitoses e pelo indice
de proliferacdo Ki-67. Os carcinomas sdo todos indiferenciados e podem ser
subdivididos em pequenas células ou grandes células, a depender de sua
caracteristica morfologica ©). Esta classificacdo permitiu uma melhor caracterizacio
progndstica e melhor selecdo de tratamento para cada tipo de neoplasia

neuroendécrina.

1.1 Neoplasia Neuroenddcrina

As neoplasias neuroenddcrinas recebem este nome por se originarem de
células ditas neuroenddcrinas. Esta denominacdo vem da capacidade destas células
produzir e secretar monoaminas (componente enddcrino), e da presenca de granulos
de armazenamento destas aminas semelhantes aos presentes nos neuronios
(componente neural) 7. Esse conjunto de células pode ser dividido em dois grandes
grupos: 1) células agregadas, que véo constituir as glandulas (tireoide, paratireoide,
adrenal, etc.) e 2) células difusamente dispersas, que sdo encontradas em todo o
corpo, como trato respiratorio, trato gastrointestinal, trato urinario entre outros @,

Em razéo da grande heterogeneidade deste grupo de tumores, seu tratamento

torna-se um grande desafio. Eles podem diferir quanto a sua velocidade de
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crescimento, variando de tumores com crescimento mais lentos até tumores
agressivos com rapido crescimento. Outra caracteristica é sua capacidade de secretar
horménios. Estes tumores podem secretar diferentes hormonios, gerando as mais
distintas sindromes enddcrinas. Estes tumores também podem variar quanto a sua
localizacdo, podendo se originar de qualquer Orgdo ou sistema do corpo
humano @10,

Nos altimos anos, uma série de novos tratamentos surgiu para auxiliar no
tratamento dos TNE, como anélogos de somatostatina, quimioterapias, terapia com
radionuclideo, inibidores da tirosina quinase e inibidor de mammalian target of
rapamicin (MTOR). A escolha da melhor sequéncia de tratamento torna-se
distinta em cada paciente, tornando a abordagem multidisciplinar de extrema

importancia @014,

1.2 mTOR e Cancer

Uma das areas de central importancia nos TNE é o estudo da inibicdo do
mTOR. O mTOR age na regulacdo da traducdo proteica, crescimento celular e
metabolismo. Sua ativagio esta envolvida na patogénese de diversos tumores 5 16,
Dentre as diferentes formas de se ativar mTOR, destaca-se a via de sinalizacdo da
phosphoinositidi-3-kinase (P13K)/protein kinase B (Akt)/mTOR. Esta, por sua vez, é
ativada por meio de diversos receptores de tyrosine-kinase, como insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) e insulin-like growth factor receptor (IGF-1R), epidermal growth
factor (EGFR), vascular endotelial growth factor receptor-3 (FGFR3), c-Kit e

receptores de somatostatina 1-5 718 Esta ativacdo provoca uma cascata de reacdes
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quimicas por meio da via PI3K/Akt/mTOR, culminando na ativagdo de dois grandes
complexos mMTORC1 e mTORC2 que causam diminuicdo do apoptose, aumento do
crescimento celular, aumento do metabolismo celular e aumento da tradugéo proteica
(18-20)  MutacBes que levam a ativagio patoldgica da via PISK/Akt/mTOR estdo
ligadas a carcinogénese de diversos tumores, como carcinoma de mama hormonio-
resistente, carcinoma renal de células claras, TNE, entre outros %22, O papel chave
desta via na regulacdo do crescimento celular, metabolismo energético celular e
apoptose tornam a ativacdo patoldgica da via PISK/Akt/mTOR uma das mutacGes
mais prevalentes em todas as neoplasias 329,

O blogueio de mTOR, como mecanismo antitumoral comegou a ser estudado
com a descoberta do Rapamycin, um macrolideo produzido pelo Streptomyces
Hygroscopicus com a capacidade de inibir a atividade de mTOR @5, Posteriormente,
foram sintetizados outros inibidores de mTOR, como o everolimo - 0 mais estudado
como terapia antitumoral. O everolimo (anteriormente denominado RAD001) é um
potente e seletivo inibidor andlogo da rapamicina, que age bloqueando mTOR
inibindo o metabolismo e o crescimento celular ¢ 28, O everolimo teve sua agio
antitumoral reportada em estudos pré clinicos em TNE @29 motivando a realizacio
da série de estudos clinicos denominada RADIANT (RADO001 in Advanced
Neuroenddcrine Tumors)©®%32 para avaliar a seguranca e a eficacia do uso de
everolimo em diferentes populagdes de TNE. O primeiro estudo desta serie,
RADIANT-1, foi um estudo internacional de fase 2 com 160 pacientes com TNE de
origem pancreética, apos progressdo a quimioterapia ¥, Foi encontrada uma taxa de
resposta tumoral com everolimo isolado de 9,6% e uma sobrevida livre de progressédo

(SLP) mediana de 9,7 meses. A associacdo de everolimo e octreotide de longa
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duracio obteve a mediana de SLP de 16,7 meses . No estudo RADIANT-2, 429
pacientes com TNE grau 1 ou grau 2, com sintomas de sindrome carcinoide, foram
randomizados para receber everolimo (10 mg diariamente) associado a octreotide de
liberagdo prolongada (30 mg a cada 28 dias) ou placebo associado & octreotide de
liberagdo prolongada. O estudo demonstrou SLP de 16,4 meses versus 11,3 meses,
favorecendo o grupo com intervencdo. No entanto, essa diferenga ndo alcangou
significancia estatistica previamente determinada (p=0,026) ©%. No estudo
RADIANT-3, 410 pacientes com TNE de pancreas, graus 1 ou 2, com doenca
metastatica e em progressdo, foram randomizados para receber everolimo 10 mg ou
placebo GV, Foi observado um ganho de SLP de 5,4 meses em favor do brago do
everolimo p<0,001 ©Y. Uma terceira populacdo de TNE foi avaliada no estudo
RADIANT-4. Neste estudo, pacientes com tumores ndo funcionantes, bem
diferenciados, de origem pulmonar ou gastrointestinal, foram randomizados para
receber everolimo 10 mg versus placebo ©2. O estudo foi positivo para seu objetivo
primario, com mediana de SLP de 11 meses para o0 grupo everolimo e 3,9 meses para
0 grupo placebo (razéo de risco: 0,48 intervalo de confianga [IC] 95%: 0,35-0,67;

p<0,00001) @2

1.3 Metformina como droga antitumoral

A acdo antitumoral demonstrada na série de estudos RADIANT aumentou o
interesse em novas formas de bloquear mTOR. Neste cenario, a metformina surge
como uma candidata a terapia antitumoral por sua acdo inibindo a via

PI3K/Akt/mTOR. Amplamente utilizada no controle do diabetes mellitus tipo 2
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(DM-2), a metformina vem sendo estudo por uma possivel acdo antitumoral. Esta
acao inicialmente, foi sugerida no estudo de Evans et al. em 2005, em um estudo
caso-controle com 11.876 pacientes com DM-2, no qual o uso de metformina reduziu
o risco de desenvolver cancer em 21% ©4. Outros estudos observaram esta possivel
associacdo entre uso de metformina e redugdo na incidéncia de cancer, como
apresentado no estudo tipo caso controle realizado no MD Anderson Cancer Center
(Houston, Texas, EUA), no qual se obteve uma reducdo de 62% no risco de
desenvolver cancer de pancreas em pacientes com DM-2 tratados com metformina
%, Uma metanalise analisou o papel da metformina, como terapia adjuvante em
pacientes com cancer potencialmente curdveis, incluindo 27 estudos, quase todos
coortes retrospectivas, para avaliar sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e
sobrevida livre de recidiva ©®®. O uso de metformina associou-se a melhores
desfechos clinicos nos canceres colorretal e de prostata ¢®. O estudo ZODIAC-16
analisou uma coorte de 1.353 pacientes holandeses com diagndstico de cancer e DM-
2 G0, Destes, 289 foram tratados com metformina e 1.064 tratados com outros
agentes hipoglicemiantes. Foi encontrada uma reducdo de mortalidade cancer-
especifica no grupo que recebeu metformina (razédo de risco: 0,43; [IC] 95%: 0,23-
0,80). Esta associacdo foi maior com maiores concentragdes de metformina, com
queda de 42% no risco de morte para 0 aumento de um grama na concentracdo de
metformina ©7. Dados semelhantes foram descritos por Bowker et al., que
realizaram uma coorte retrospectiva com pacientes com cancer e DM-2,
demonstrando um aumento na mortalidade cancer-especifica no grupo tratado com
sulfonilureia em comparacao ao grupo que recebeu metformina (razéo de risco: 1,3;

[1C] 95%: 1,1- 1,6) ),
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Apesar da evidéncia de uma série de estudos epidemioldgicos sugerirem agao
antitumoral da metformina, reduzindo incidéncia de céancer e mortalidade cancer-
especifica em pacientes com DM-2, ndo ha conhecimento exato do mecanismo deste
efeito. A maioria dos estudos aponta para duas vias de ac¢do: a primeira denominada
via direta, por meio da acdo da metformina nas células neoplésicas via ativacdo da
adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK), que vai levar a fosforilacdo e
ativacdo do tumor supressor tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) levando a inibicao
da acdo da mTOR; e a segunda, denominada via indireta, por meio de metabolismo
glicémico, reduzindo fatores pro-mitogénicos, como insulina e IGF-1 e,
consequentemente, inibindo a via PI3k/ Akt/mTOR ©% 40,

O primeiro mecanismo, conhecido como via direta, ocorre por meio da
ativacdo de AMPK. A metformina age na mitocondria pelo complexo respiratorio |,
inibindo a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e, por conseguinte, reduzindo a
razdo adenosina trifosfato/adenosina monofosfato (AMP), o que ativa a AMPK “L
42 A AMPK também pode ser ativada de forma indireta pela LKB1/serine threonine
Kinase-11, calmodulin-dependent Kinase-2 e TGF beta-activated kinase-1 “V. A
ativacdo da AMPK leva a uma inibicdo de mTOR pela fosforilacdo direta do TSC2
“3), A mTOR ¢ a forma catalitica de um complexo denominado mTORC1 formado
pelo mTOR, mammalian LST8(mLST8), proline-rich Akt substrate 40 (PRAS40) e
ativacdo de eukaryotic initiation fator 4E-binding proteins (4E-BP1) e a proteina
ribossémica S6 kinase (S6K1). Como consequéncia, ocorre reducdo da progressao
tumoral e inducdo da apoptose. A mesma AMPK também age diretamente na mTOR,

inibindo sua fosforilacio e ativagio da S6K1 e 4E-BP1 (3440.44.45) (Figura 1)
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O segundo mecanismo, conhecido como via indireta, ocorre por meio da acéo
da metformina, que reduz os niveis séricos de glicose, insulina, IGF-1, levando assim
insulina, IGF-1 ocorre em razdo da inibi¢do da gliconeogénese hepética e aumento da
sensibilidade dos receptores de insulina & insulina sérica, levando assim ao aumento

de captacio de glicose pelas células misculoesqueléticas “% 48 (Figura 1)
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1.4 Metformina em TNE

Os mecanismos antitumorais da metformina sdo responsaveis pelo recente
aumento no interesse em estudos do uso de metformina em TNE, como uma
candidata a terapia antitumoral nestes tumores, sobretudo pela importancia da mTOR
na tumorigénese dos TNE 748 Estudos pré-clinicos com culturas celulares foram
realizados com o intuito de avaliar o papel da metformina em TNE de diferentes
origens, e 0 seu papel na associagdo ao everolimo. Um estudo examinou
concentragOes crescentes de metformina (0,1 a 10 mM) em trés linhagens de TNE:
BON1 (pancreéatica), NCI-H727 (broncopulmonar) e GOT1 (intestino médio), e
observou a redugdo da viabilidade celular e do numero de células nas trés linhagens
celulares 9. No entanto, nas células BON1 e GOT1, a metformina levou a
fosforilacdo de AMPK e sua ativacdo, enquanto nas células NC-H727 levou a
inibicdo de AMPK, sugerindo uma acdo antitumoral distinta a depender do tipo
celular. Apesar dos mecanismos de acdo antitumoral diferentes, as trés linhagens
tiveram inibicio de mTORC1 *9. Explorando um possivel papel sinérgico da
metformina em associacgdo ao everolimo, Vitali et al. avaliaram a a¢éo antitumoral de
everolimo e metformina, em forma isolada ou em combinacdo, em cultura de células
de TNE pulmonar e pancreatico ®%. Tanto o everolimo como a metformina
demonstraram acao antitumoral de forma isolada. A associacdo de ambas as drogas
foi mais eficaz na linhagem de células de TNE pancreatico; 0 mesmo ndo ocorreu
nas células de TNE pulmonar ©9.

Apesar dos dados pré-clinicos encorajadores, existem poucos dados clinicos

comprovando a agdo da metformina em pacientes com TNE, apenas anélises
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retrospectivas de pacientes com TNE e DM-2, que receberam metformina para
tratamento da DM-2. O maior estudo, até 0 momento da publicacdo desta tese, é uma
andlise retrospectiva de 445 pacientes com TNE avancado. O objetivo primario do
estudo foi avaliar o impacto da DM-2 na sobrevida livre de progresséo (SLP), e o
objetivo secundario foi avaliar um possivel impacto do uso da metformina na SLP
G, A SLP foi maior nos pacientes com DM-2 do que em normoglicémicos (mediana
de 32.0 versus 15.1 meses). Entre os pacientes com DM-2 (n=133), a SLP foi ainda
maior nos pacientes que receberam metfomina quando comparados aos tratados com
outros hipoglicemiantes (mediana de 44,2 meses versus 20,8 meses; razdo de

risco=0,49; [IC] 95% 0.34-0.69; p<.0001)) Y.

1.5 Justificativa

Apesar dos estudos pré-clinicos e analises retrospectivas sugerirem que a
metformina teria uma possivel acdo antitumoral, ndo ha estudos clinicos prospectivos
analisando esta possivel acdo. Muitas questfes ainda precisam ser elucidadas, como
por qual mecanismo a metformina teria sua agéo, se seria exclusiva de pacientes com
DM-2 ou se a metformina teria algum papel em pacientes normoglicémicos, na dose
de metformina a ser administrada, se a metformina teria algum papel como
monoterapia ou necessariamente em combinacdo com outras drogas, como 0
everolimo, entre outras. Neste cenario, este estudo foi concebido com o intuito de
avaliar uma possivel acdo antitumoral da metformina no tratamento de pacientes com

TNE bem diferenciado.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a eficicia do uso de metformina,
quando usado, de forma isolada, em pacientes com TNE, grau 1 ou grau 2,
metastaticos e com doenca em progressao.

Foram analisadas taxa de controle de doenca em seis meses, sobrevida livre
de progressdo e avaliacdo de taxa de resposta. Também foram analisadas a seguranca
e a tolerabilidade da medicacdo, além de possiveis fatores preditivos de beneficio do
uso da metformina, como variacdo no perfil glicémico (glicemia de jejum,

hemoglobina glicada, insulina sérica, peptideo C) e indice de massa corporea.

2.1 Desfechos e Avaliacdes

O desfecho primario deste estudo foi a taxa de controle de doenca (TCD) em
180 dias de tratamento. TCD foi definida como doenca estavel, resposta parcial ou
resposta completa, conforme Response Evaluation Criteria in Solid Tumor
(RECIST) 1.1 62,

O estudo seria considerado positivo se, apds 180 dias de uso de metfomina,
mais de 50% dos pacientes ndo apresentassem progressdo de doenca pelo critério de
RECIST 1.1 ®2, Como desfecho secundario, foi avaliada a SLP, definida como o
periodo do tratamento com metformina até a progressao da doenca ou oObito.

Desfechos secundarios foram:

e Seguranca e tolerabilidade: avaliadas nas consultas médicas com graduacdo dos

eventos adversos associados ao uso da metformina;
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e Avaliagdo da variacdo no perfil glicémico, como preditor de resposta ao
tratamento: Analise da variagdo nos niveis séricos do perfil glicémico (glicemia,
peptideo C, insulina, hemoglobina glicada) no inicio do tratamento e 180 dias.
Avaliando a associagéo desta variagdo com TCD;

e Avaliacdo do indice de massa corpdrea (IMC) como preditor de agdo da
metformina: Avaliado a SLP mediana para os pacientes com IMC< 25 Kg/m? e

com IMC >25 Kg/m?.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo piloto de fase Il de brago Unico, uni-institucional, que
avaliou o beneficio do uso de metformina no tratamento de pacientes com tumor
neuroenddcrino avancado, graus 1 e 2, e em progressdo tumoral. Os pacientes
elegiveis receberam o tratamento até a progressao, toxicidade inaceitavel ou retirada
de consentimento. Todos os pacientes foram recrutados entre julho de 2014 e agosto

de 2019, no Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo (ICESP).

3.2 Aspectos regulatorios

A solicitacdo de execucdo do estudo no ICESP foi deferida em 17 de
fevereiro de 2014, sob registro NP 515/14 (Anexo A).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) em 19 de marc¢o de
2014, sob NP 059/14 (Anexo B).

O estudo foi registrado no Clinicaltrials.gov como NCT02279758 (Anexo
C).

Em 8 de novembro de 2016, o estudo obteve Parecer consubstanciado do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos, sob nimero

1836.260 (Anexo D).
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3.3 Pacientes elegiveis

A populacdo do estudo foi composta de pacientes com diagnostico
histoldgico de TNE graus 1 ou 2 de origem gastroenteropancredtica ou pulmonar,

que apresentavam doenca metastatica ou localmente avancadas inoperaveis.

3.3.1 Critérios de elegibilidade

e Diagnostico histoldgico de TNE Grau 1 ou 2, metastatico ou localmente
avancado, incuravel e inoperavel.

e Pacientes tinham que apresentar progressdo radiolégica de doenca determinada
por julgamento clinico do médico assistente. Foram aceitos pacientes virgens de
tratamento ou que receberam terapia prévia.

e Escala de performance do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 0, 1 e
2.

e Capacidade de engolir comprimidos.

e |dade acima de 16 anos.

e Funcdo organica adequada, conforme definido pelos seguintes critérios:

¢ Contagem absoluta de neutréfilos > 1.500/ mm?;

e Contagem de plaquetas > 80.000/ mm?;

e Hemoglobina > 8,0 g/dl;

e Creatinina sérica < 1,5 mg/dl (para homens);

e Creatinina sérica < 1,4 mg/dl (para mulheres);

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado pelo paciente

ou representante legal (Anexo E).
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3.4 Tratamento

3.4.1 Metformina

A metformina é uma biguanida semi-sintética, derivada da planta Galega
officinalis, com uso bem definido no tratamento de DM-2, sindrome de ovérios
policisticos e sindrome metabodlica, ha varias décadas. Esta droga tem a capacidade
de reduzir a captagdo de glicose intestinal, reduzir a producdo de glicose hepatica e
aumentar a sensibilidade celular a glicose pela ativacdo da enzima AMPK; no
entanto, ela ndo estimula a secre¢do de insulina. Dessa forma, em pacientes
diabéticos com resisténcia a insulina, a metformina leva a maior absor¢do e
utilizacdo da glicose pelas células musculoesqueléticas e tecido adiposo, e reducao
dos niveis séricos de insulina. A reducdo nos niveis séricos de glicose é observada
apenas em pacientes com DM-2, ndo havendo esta acdo em pacientes ndo diabéticos
(39).

A metformina é absorvida ap6s 1 a 3 horas da ingestdo. A seguir, a
metabolizacdo é predominantemente hepética ou por meio da mucosa do trato
gastrointestinal, até 90% de sua eliminacéo é renal. Esta medicacdo é comercializada
por meio de comprimidos de 500 e 850mg; os comprimidos devem ser tomados até
trés vezes ao dia, juntamente com as refeicdes, e a dose maxima permitida é 2.550
mg/dia ©,

A metformina induz a formacéo de glicose em lactato na mucosa intestinal,
podendo aumentar os niveis séricos de lactato. O risco de desenvolver acidose latica
pelo uso da metformina é de trés em 100.000 usuarios. Dessa forma, a metformina

deve ser evitada em pacientes que apresentam risco de evoluir com hiperlactatemia
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/acidose metabdlica como, por exemplo, em quadros de insuficiéncia renal,
insuficiéncia hepética, alcoolismo, sepse ou insuficiéncia cardiaca. Pelo aumento dos
niveis de lactato sérico, também é recomendada a suspensdo da metformina até 48
horas antes de exames de imagem que necessitem de contraste e preconiza-se
reinicia-la, apos a restauracio da funcéo renal ©%),

A metformina costuma ser altamente tolerdvel. Os principais efeitos
colaterais relacionados a seu uso de metformina sdo gastrointestinais (diarreia,
nausea, vémito, desconforto abdominal, anorexia), podendo chegar a 30% dos casos,
geralmente reversiveis. Também sdo relatadas sensacdo de gosto metalico na boca
em 3% e reducéo nos niveis de vitamina B12 em 6% dos pacientes 4.

Baseando-se em experiéncia prévia de tolerabilidade, conforme estudos
conduzidos no ICESP com pacientes oncolégicos ©, e, em razdo da auséncia de
dosagem-padrdo no tratamento com intuito antitumoral, o presente estudo-piloto

adotou a dosagem de 850 mg de metformina a cada 12 horas continuadamente.

3.4.2 Administracéo

O tratamento utilizado foi metformina de 850 mg via oral a cada 12 horas
continuadamente (durante as refei¢cBes), com copo de agua. Em casos de vomitos
ocorridos apos 1 hora da tomada ou quando uma dose foi esquecida por mais de 6
horas, o paciente foi orientado a pular esta dose e ndo compensar na proxima tomada.
O periodo de tratamento foi o0 tempo em que o paciente apresentou beneficio, isto é,
até progressdo ou intolerancia ou a julgamento médico. Um ciclo de tratamento foi

definido por 30 dias.
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Com 15 dias de tratamento (D 15) os pacientes foram submetidos a avaliacéo
de seguranga/toleréncia e aderéncia, para avaliar possiveis toxicidades relacionadas a
metformina. Os investigadores poderiam descontinuar o paciente do estudo em caso
de toxicidade grave e/ou se julgassem haver progressao clinica evidente com o uso
de metformina.

As visitas médicas foram a cada 30 dias (+/- 7 dias). A cada 90 dias (+/-7
dias) foram realizados exames de imagem (tomografia computadorizada e/ou
ressonancia nuclear magnética de abddmen/pelve e toérax, se aplicavel) até
progressdo radioldgica de doenca pelos critérios de RECIST 1.1 ®?. A avaliacdo do
desfecho primério do estudo deu-se por meio de exames de imagem (tomografia
computadorizada e/ou ressonancia nuclear magnética de abdémen/pelve e térax, se
aplicavel) com 180 dias do inicio do tratamento (+/-7 dias). Pacientes que nao
apresentaram progressdo de doenca pelos critérios de RECIST 1.1 continuaram
utilizando a metformina até progresséo radioldgica, progressdo clinica a critério do
investigador e/ou subinvestigador ou toxicidade limitante. Estes pacientes
continuaram sendo submetidos a avaliagdes clinicas a cada 30 dias (+/-7 dias) e
radioldgicas a cada 90 dias (+/-7 dias).

Pacientes com DM-2 em uso de metformina tiveram sua doenca controlada
por meio de outros hipoglicemiantes, evitando aumentar a dose de metformina.
Pacientes que pudessem necessitar de metformina em doses maiores do que 850 mg
duas vezes ao dia seriam descontinuados do estudo.

De forma geral, foram permitidas medicacGes e terapias concomitantes
consideradas necessarias para o tratamento de suporte (incluindo octreotide para

tumores funcionantes) e seguranca do paciente, desde que seu uso fosse
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documentado no prontuério do paciente e na ficha clinica apropriada. Drogas que
pudessem interagir com a metformina foram evitadas (contraindicagdo moderada).
Alguns exemplos de drogas com possivel interagdo com a metformina sdo:
cefalexina e cimetidina (que podem aumentar o nivel sérico da metformina),
diuréticos tiazidicos, andlogos horménio de liberacdo do hormdnio luteinizante e
corticosteroides (que podem reduzir o efeito anti-hiperglicemiante da metformina)

64 Substituicdes por drogas de mesma classe foram permitidas no estudo.

3.4.3 Aderéncia

A cada consulta, os pacientes recebiam a quantidade de comprimidos de
metformina suficiente até a prdxima consulta. Para avaliagdo da aderéncia, foi
solicitado que os pacientes trouxessem os blisters a cada consulta e no momento da

descontinuacdo do tratamento.

3.4.4 Reducao de dose

Interrupgdo ou redugdo de dose foram permitidas em casos de eventos
adversos clinicamente significativos (Tabela 1). Foi permitida a reducdo de um nivel
de dose de metformina (reducdo méxima de 1 comprimido) em caso de qualquer
toxicidade com grau igual ou maior que trés ou toxicidade grau 2 intoleravel,

conforme os dados da tabela a seguir:
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Tabela 1 - Escalonamento da dose

Medicamento em
estudo e dose

Toxicidades

grau > 3 ou grau 2
intoleravel.

Toxicidade
hematoldgica ou ndo
hematoldgica < grau 2

Realizagdo de exames
de imagem que
necessitem de
contraste iodado

metformina 850 mg duas vezes por dia

Suspender a terapia até recuperacdo do quadro (com avaliagdo semanal
pelo médico responsavel até o término da recuperacao).

Quando ha melhora do quadro (toxicidade grau 1), reiniciar com um
comprimido 850mg ao dia (reducdo de uma dose).

Caso ndo haja melhora do quadro clinico em até trés semanas (persiste com
toxicidade grau 3 ou grau 2 intoleravel) ou paciente ndo tolere a dose de
um comprimido/dia, o paciente seria descontinuado do estudo por
toxicidade inaceitavel.

Nenhuma redugdo de dose seria realizada para toxicidades toleraveis.

Suspender a terapia 48 horas antes do exame de imagem.

Retornar o uso de metformina, apds 24 horas da realizagdo do exame.

3.4.5 Avaliacdes

Avaliacdo na Linha de Base

Apbs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os

pacientes foram submetidos a avaliacdo basal, para determinar a elegibilidade do

paciente (vide itens abaixo) e receberam o diario de sintomas para ser preenchido

(Anexo F). O inicio do uso da metformina foi programado para uma semana, apés a

assinatura do TCLE.

Dentro de +/- 3 dias da assinatura do TCLE

e Imagem por tomografia computadorizada de abdémen, pelve e torax (se

aplicavel) ou ressonancia nuclear magnética.
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e Histérico médico, incluindo diagndstico e tratamentos para o TNE, histérico
de outras doencas (ativas e resolvidas), medicamentos em uso e dados
demogréaficos gerais. Exame fisico completo, indice de desempenho ECOG,

peso e altura corporal e sinais vitais.

e Teste de gravidez para mulheres em idade fértil e com suspeita de gravidez.

Pacientes serdo orientadas a contracepcao.

e Exames laboratoriais como: hemograma, ureia, creatinina, gasometria venosa,
glicemia e marcador tumoral (se tumor funcionante). Estes exames fazem

parte da rotina no tratamento de TNE no ICESP.

Avaliacdo de Eficacia

Os pacientes realizaram avaliacdo radioldgica a cada 90 dias (janela +/- 7
dias). Os pacientes que ndo apresentavam progressdo radioldgica, conforme os
critérios do RECIST 1.1 seguiam com avaliacdo clinica mensal e nova avaliacdo de
eficacia em 90 dias (janela +/- 7 dias). O desfecho primario do estudo foi
determinado, como a taxa de controle de doenca na avaliacdo de eficacia com 180
dias (janela +/- 7 dias), ap6s o inicio do tratamento. Pacientes com beneficio,
conforme os critérios de eficacia, puderam continuar o tratamento e foram avaliados
mensalmente, até a progressao ou retirada de consentimento.

Segue abaixo a avaliacdo de eficécia:

e Realizacdo de exames de imagem por tomografia computadorizada de abddémen,
pelve e torax (se aplicavel) ou ressonéncia nuclear magnética das mesmas regides

com avaliac&o pelos critérios de RECIST 1.1 ¢,
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Para 0s pacientes que ndo apresentaram critérios de progressao radiolégica na
avaliacdo de imagens aos 180 dias (D180), com uso de metformina, a medicacgéo foi
mantida até a progressdo. Os pacientes seguiram a rotina de exames de imagem
(tomografias ou ressonancia magnética) a cada 90 dias (janela +/- 7 dias). Foi
solicitado que o paciente suspendesse o uso de metformina 48 horas antes de cada
tomografia, e reiniciasse 24 horas, apés a realizacdo do exame de imagem.

Pacientes que sairam do estudo por outros motivos que ndo progressdo foram
seguidos com exames de imagem periddicos (descritos a seguir) até a documentagéo

radioldgica de progressao.

Avaliacao do perfil glicémico

O perfil glicémico do paciente foi avaliado por meio da dosagem dos niveis
séricos de jejum de insulina, peptideo C, glicemia, hemoglobina glicada. Os exames
foram colhidos na linha de base (+/- 3 dias) e a cada 90 dias (+/- 7 dias), a partir do

inicio da metformina.

Avaliacdo de Toxicidades

A cada consulta com o oncologista, isto é, no D15 (+/- 3 dias) a partir da
primeira dose de Metformina, e depois de cada 30 dias (+/- 7 dias), foram avaliados
os efeitos adversos e a toxicidade relacionados ao tratamento, por meio de anamnese,
exame fisico e avaliacdo laboratorial: funcdo renal, TGO, TGP, bilirrubina,
eletrolitos e hemograma.

Os eventos adversos foram avaliados, de acordo com os Critérios de

Toxicidade Comuns para Eventos Adversos (CTCAE) versdo 4.03 ©®, Toxicidades
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que nédo tinham classificagdo do CTCAE foram graduadas em leve, moderada ou
grave conforme a gravidade (se ameaca a vida). Pacientes que apresentaram
toxicidade graus 3 ou 4 tiveram a dose do tratamento reduzida e foram conduzidos,
conforme previamente exposto. Todos os efeitos adversos foram graduados e
avaliados se eram relacionados ou ndo ao tratamento. Pacientes que necessitaram de
internacdo foram identificados imediatamente pelos investigadores do estudo e,
posteriormente, monitorados.

A primeira avaliacdo de eventos adversos foi realizada em consulta médica
em 15 dias do inicio do tratamento (D15, janela +/- 3 dias), quando o paciente foi
avaliado clinicamente para tolerabilidade. As avaliagdes subsequentes foram em
consultas médicas a cada 30 dias (janela +/- 3 dias). Em caso de evento adverso
clinicamente relevante, isto €, evento relacionado ao tratamento de grau >3, 0 mesmo
foi  seguido clinicamente, conforme julgamento  clinico até seu
encerramento/resolugéo.

Evento adverso, para os fins deste protocolo, foi definido como aparecimento
(ou piora dos pré-existentes) de sinal(is), sintoma(s) ou condicdo(fes) médica(s)
indesejavel(is) que ocorreu(ram) apds a assinatura do Consentimento Livre e
Esclarecido, mesmo se 0 evento ndo seja considerado como, relacionado ao(s)
medicamento(s) em estudo. Os eventos adversos também poderiam ser detectados,
quando fossem relatados voluntariamente pelo paciente, durante ou entre as visitas,
ou por meio de exame fisico, exames laboratoriais ou outras avaliagdes.

Sempre que possivel, cada evento adverso deveria ser avaliado para
determinar:

1. A gravidade (leve, moderado, grave e ameaca a vida) ou (grau CTCAE 4.03);
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2. Sua relagdo com cada medicamento em estudo (suspeita / ndo suspeita);
3. Sua duragéo (datas inicial e final ou se continuam no exame final); e
4. Conduta adotada (nenhuma conduta adotada; dosagem do medicamento em estudo
ajustada/temporariamente interrompida; medicamento em estudo descontinuado
permanentemente em decorréncia do referido evento adverso; medicacio
concomitante  administrada; terapia ndo  medicamentosa  administrada;
hospitalizacdo/hospitalizagéo prolongada).

Os pacientes receberam visita médica ap6s 30 dias (7+/- dias) do fim do

tratamento para avaliacdo de toxicidades e seguranca do estudo.

3.4.6 Seguimento
Os pacientes descontinuados por progressdo foram seguidos, conforme rotina

do ICESP.

3.5 Consideracdes estatisticas

O tamanho da amostra foi determinado arbitrariamente em 30 pacientes,
como estudo piloto prospectivo, avaliando a eficacia da metformina em TNE. Para
fins de interpretacdo, o estudo seria considerado positivo se, a0 menos, metade dos
pacientes atingissem o desfecho primério de taxa de controle de doenca em seis
meses. Esse desfecho foi definido baseado no resultado de estudos fase 111 em TNE,
nos quais aproximadamente, metade dos pacientes estavam livres de progressdo em

seis meses (3031, 57),
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Para a estatistica descritiva, foram calculadas as médias, medianas, desvio
padrdo das variaveis quantitativas. As comparacfes entre as variaveis quantitativas
foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Anéalises de eficécia e
toxicidade foram realizadas por meio de intencdo de tratamento, considerando todos
0S pacientes que receberam, ao menos, uma dose de metformina. Intervalo de
Confianca (IC) 95% foi calculada para a proporcéo de pacientes que atingiu taxa de
controle de doencga em seis meses. O método de Kaplan-Meier foi usado para estimar
SLP de todos os pacientes e dos subgrupos de IMC (< 25 Kg/m? e > 25 Kg/m?). O
método de Kaplan-Meier reverso foi usado para estimar o tempo e seguimento
mediano considerando a data da progressdao como evento. A comparacdo entre estes
grupos foi feita pelo teste de log-rank. Associacdo entre os subgrupos de IMC e taxa
de controle de doenca em seis meses foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado. A
associacdo entre as variaveis do perfil glicémico de jejum e taxa de controle de
doenca em seis meses foi avaliada pelo teste de Mann -Whitrey’s. Considerou-se o
valor de p < 0,05 teste bicaudado. Na analise de sobrevida, as curvas de sobrevida e
de risco foram construidas pelo método de Kaplan-Meier, sendo apresentadas as
medianas dos tempos de sobrevida livre de progressdo. Os graus de toxicidade foram
tabulados, como variaveis categoricas. A variacdo maxima no tamanho tumoral foi
reportada no grafico em cascata, como porcentagem de mudanca méxima no

tamanho das lesdes alvo a partir do tamanho inicial (excluindo novas lesdes).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes e das neoplasias

Todos os pacientes foram recrutados no ambulatério de tumores
gastrointestinais do Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo entre julho de 2014
até agosto de 2019. Durante este periodo, o estudo foi oferecido a 29 pacientes. Um
paciente ndo consentiu participar, restando 28 pacientes incluidos. O estudo foi
finalizado antes de completar o recrutamento planejado de 30 pacientes, por baixa
taxa de recrutamento.

Do total de 28 pacientes, 53% eram do sexo masculino. A idade mediana foi
50 anos. Cerca de 50% dos pacientes apresentaram alguma comorbidade. Depresséo
foi a mais prevalente, sendo encontrada em 18% dos pacientes, seguida de
hipertensdo arterial sistémica e hipotireoidismo, com 10% cada. DM-2 foi
encontrada em 7% da populagdo do estudo. O IMC mediano foi 27,05 kg/m?, sendo
11 pacientes (39,3 %) com IMC< 25 Kg/m? e 17 pacientes (60,7%) com IMC> 25
Kg/m?. O sitio primario mais comum foi intestino médio (43%), seguido de pancreas
(32%) e pulméo (14%). O sitio de metastase mais encontrado foi figado com 96%.
Em sua maioria, os tumores foram grau 2 (71%); a maioria (41%) com Ki-67 entre 3-
10%. Somente quatro pacientes apresentaram tumor funcionante, sendo trés deles
com sindrome carcinoide. Entre os pacientes com sindrome carcinoide ndo foi
encontrada reducdo de acido 5-hidroxiindolacetico (5-HIAA) na urina de 24 horas

com o uso de metformina. (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas da populacdo (N=28)

Caracteristicas N %
Idade, anos

Mediana (anos) 50

Intervalo 32-72
Sexo

Masculino 15 53.6

Feminino 13 46.4
indice de massa corporea (Kg/m?)

<25 11 39.3

>25 17 60.7
ECOG

0 21 75

1 6 21.4

2 1 3.6
Comorbidade

Depressao 5 17.8

Hipotireoidismo 3 10.7

HAS 3 10.7

DM-2 2 7.1
Sitio primério tumoral

Intestino Médio 12 439

Pancreas 9 32,1

Pulmao 4 4,3

Desconhecido 2 7,1

Reto 1 3,6
Sitios de metastase

Figado 27 96,4

Osso 7 25

Linfonodo 6 21,4

Pulmao 3 10,7

Peritdnio 3 10,7

Baco 1 3,5

Ovario 1 3,5

Pleura 1 35
TNE Funcionante

Sim 4 14.2

Néo 24 85,8
Sindrome

Carcinoide 3 10,7

Cushing 1 3,6
Grau Tumoral

Grau 1 8 28.6

Grau 2 20 71.4
indice de proliferacio

Ki67 0-2% 8 28,5

Ki67 3-10% 12 43

Ki67 11-20% 8 28,5

N corresponde ao nimero absoluto, % corresponde a porcentagem do total
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Na maioria dos pacientes, a metformina n&o foi a primeira linha de tratamento
(75%). A mediana de tratamento pregresso foi de duas linhas. O tratamento
pregresso mais utilizado foi analogo de somatostatina em 61,9%, seguido de
quimioterapia em 42,8% (Tabela 3). Dos pacientes que foram tratados com
quimioterapia 0 esquema mais utilizado foi Capox (capecitabina associado a

oxaliplatina) em oito pacientes. (Tabela 4)

Tabela 3- Tratamentos pregressos

Caracteristicas N %
Tratamentos pregressos

Sim 21 75

Né&o 7 25
Ndmero de tratamentos

1 11 39.3

2 5 17.8

3 4 14.3

4 0 0

5 1 3.6
Anélogo de somatostatina

Sim 13 61,9

Néo 8 38,1
Interferon- alfa

Sim 2 9,5

Néo 19 90,5
17_u-Dotatate

Sim 1 4,7

Néo 20 95,3
TACE/TAE

Sim 2 9,5

Néo 19 90,5
Cirurgia citorredutora

Sim 1 4,7

Néo 20 95,3
Tumor primario ressecado

Sim 9 32,1

Néo 19 67,9
Quimioterapia

Sim 9 42,8

Né&o 12 57,2

N corresponde ao nimero absoluto, % corresponde a porcentagem do total



Resultados 33

Tabela 4 - Historico de quimioterapias utilizadas

Esquema de quimioterapia

Capox

mFLOX

Cisplatina + Irinotecano
Cisplatina + Etoposideo
Dacarbazina

Carboplatina + Paclitaxel

P P, BN DM P 0] 2

Paclitaxel

N corresponde ao nimero de pacientes que receberam quimioterapia pregressa ao estudo
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4.2 Eficécia
Na analise de eficacia em 180 dias (7+/- dias), a taxa de controle de doenca
foi 46%. Na populacéo total do estudo, a SLP estimada foi 6,3 meses (95% IC: 3,2-

9,3) (Figura 2).

I Fungdo de sobrevida

1.0 {— Censurado

0.8

0.6

0.4

Sobrevida livie de progressiio

0.0
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Meses desde a randomizaciio

Figura 2 - Curva de Kaplan—Meier de sobrevida livre de progressao



Resultados 35

Dividindo os pacientes, conforme o IMC, a SLP dos pacientes com IMC< 25
Kg/m? foi 2,9 meses ([IC] 95%: 2,5 - 23,22 meses) e a SLP dos pacientes com IMC
>25 Kg/m? foi 6,3 meses ([IC] 95%: 3,38 - 9,21meses), sem significancia estatistica
(p=0,933) (Figura 3). N&do houve associacdo entre IMC >25 Kg/m? e controle de

doenca em seis meses (p=0,488).
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Figura3- Curva de Kaplan—Meier de sobrevida livre de progressdo, conforme o
indice de massa corpérea
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Nenhum paciente apresentou resposta radiolégica com o uso de metformina,

pelos critérios de RECIST 1.1 2, Doenca estavel foi a melhor resposta, encontrada

em 50% da populagéo do estudo (Figura 4).
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===  Progressdo de doenga
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Pacientes

* Nova lesdo alvo

Figura 4 - Maxima mudanca no tamanho do tumor
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4.3 Perfil glicémico

Os niveis séricos do perfil glicémico (insulina, glicemia, hemoglobina glicada
e peptideo C) foram analisados com intuito de avaliar um possivel fator preditivo de
efetividade da metformina. Os niveis séricos medianos das avalia¢des de eficacia no

tempo zero, trés meses e seis meses estéo representados nos dados da Tabela 5.

Tabela5- Perfil glicémico

Perfil glicémico em jejum Mediana Intervalo
Glucose (mg/dL)
Linha de base 89 75-302
90 dias 86 64-162
180 dias 93 79-159
HbA1 (%)
Linha de base 5.45 4.8-11.5
90 dias 5.40 4.3-9.8
180 dias 5.40 4.8-12.4
Insulina (ulU/ml)
Linha de base 9.5 2.0-23.2
90 dias 7.30 1.6- 23.3
180 dias 10.10 2.1-26.8
Peptideo C (ng/ml)
Linha de base 24 0.32-4.38
90 dias 1.9 0.1-55
180 dias 2.07 0.7-5.1

Os dados séo apresentados como mediana e intervalo
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A variagdo entre as medianas do perfil glicémico ndo se associou com
controle de doenca em 180 dias (7+/- dias), ndo tendo correlagdo estatisticamente
significante (insulina p=0,54, glicemia p=0,33, hemoglobina glicada p= 0,069,
peptideo C p= 0,687) (Tabela 6). O grafico de diagrama de caixa (Figura 5)
demonstra a variagdo nos niveis séricos do perfil glicémico entre o inicio do
tratamento e a avaliagdo de 180 dias nos grupos de pacientes que tiveram controle de
doenga em 180 dias (7+/- dias) e no grupo de pacientes que apresentou progressdo de

doenca em 180 dias (7+/- dias).

Tabela 6 - Perfil glicBmico na avaliacdo de 180 dias nos pacientes com doenca
estavel e nos pacientes com progressdo de doenca

Perfil glicémico em jejum Mediana Intervalo
Glicose (mg/dL)
Doenga estavel 91 79-121
Progresséo de doenca 95 82-159
HbA1 (%)
Doenga estavel 5,40 4,80 - 6,80
Progresséo de doenca 5,30 4,9-12,4
Insulina (ulU/ml)
Doenca estavel 7,90 2,1-18,10
Progresséo de doenca 11,35 8,1- 26,8
Peptideo - C (ng/ml)
Doenca estavel 1,90 0,7-3,0
Progresséo de doenca 3,11 1,7a5,0

Dados sdo apresentados como mediana e intervalo
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Figura5- Grafico de diagrama de caixa com a variagdo de glicemia sérica
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Figura6 - Grafico de diagrama de caixa com a variagdo de insulina sérica
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Figura 8- Grafico de diagrama de caixa com a variacdo da hemoglobina glicada
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4.4 Toxicidades

O uso de metformina na dose de 850 mg duas vezes ao dia foi bem
tolerado. A toxicidade mais prevalente foi diarreia, sendo 21% de diarreia grau
1-2 e 14% de toxicidade graus 3-4. Quatro pacientes precisaram reduzir a dose
de metformina para um comprimido VO ao dia e nenhum paciente

descontinuou o tratamento por toxicidade. (Tabela 7).

Tabela 7 - Eventos adversos relacionados ao tratamento

Toxicidade N %
Nausea

Grau 1-2 6 214

Grau 3-4 0 0
Diarreia

Grau 1-2 6 21,4

Grau 3-4 4 14.3
Voémito

Grau 1-2 1 3.6

Grau 3-4 0 0
Dispepsia

Grau 1-2 3 10.8

Grau 3-4 0 0
Dor abdominal

Grau 1-2 4 14.3

Grau 3-4 0 0
Xerostomia

Grau 1-2 1 3.6

Grau 3-4 0 0
Hiporexia

Grau 1-2 2 7.2

Grau 3-4 0 0

Dados séo apresentados como numero de pacientes e porcentagem
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas da populagéo

Este estudo é o primeiro a avaliar de forma prospectiva a a¢do antitumoral da
metformina em pacientes com tumores neuroenddcrinos. Apesar do nimero pequeno
de pacientes, sua amostra foi representativa de diferentes sitios de primarios de TNE,
contendo tumores de origem pulmonar, pancredtica, intestino médio, reto e sitio
primario desconhecido. A populacdo do estudo foi composta, em sua maioria, de
pacientes que haviam recebido poucos tratamentos pregressos com uma mediana de
dois, com maioria dos pacientes com Ki-67 entre 3-10%. Nenhum paciente havia
recebido everolimo anteriormente, sendo o uso analogo de somatostatina a terapia

mais utilizada.

5.2 Eficacia da metformina

Dadas as limitagcdes de um estudo fase dois de braco Unico, o presente estudo
demonstrou que o uso de metformina de forma isolada ndo teve agdo antitumoral em
TNE graus 1 e 2. A taxa de controle de doenga encontrada em seis meses foi 46%,
néo atingindo o objetivo primario do estudo de controle de doenca de mais de 50%.
em seis meses. Este resultado assemelha-se ao encontrado no brago placebo de
alguns dos principais estudos fase 3 em TNE. No estudo RADIANT-3 com TNE de
origem pancredtica, o braco placebo teve uma taxa de controle de doenca em seis

meses de 40% e o braco que recebeu everolimo teve cerca de 70% de taxa de
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controle de doenca em seis meses @Y. No estudo PROMID com TNE de origem de
intestino médio em progressdo, que foi tratado com octreotide de liberacdo
prolongada ou placebo, o grupo placebo em seis meses teve uma taxa de controle da
doenca de 48%, enquanto o0 grupo que recebeu octreotide de liberacdo prolongada
teve uma taxa de controle de doenca de 71% ©”. No estudo RADIANT-4, a taxa de
controle de doenga em seis meses foi 36% no grupo placebo e 64% no grupo que
recebeu everolimo ©2. Assim como no presente estudo, todos estes tinham como
critério de inclusdo a necessidade comprovada de progressdo da doenca e incluiram
TNE G1 e G2 com Ki-67 até 20%.

Outra variavel de eficacia analisada foi a porcentagem de reducao tumoral e a
taxa de resposta radiolégica. Como demonstrado na Figura 4 (grafico em cascata),
apenas um paciente apresentou reducdo tumoral e nenhum paciente teve resposta
radioldgica objetiva por RECIST. No estudo RADIANT-3, 64% dos pacientes que
receberam everolimo apresentaram algum grau de reducdo tumoral e cerca de 20%
dos pacientes no grupo placebo apresentaram algum grau de reducéo tumoral. A taxa
de resposta radioldgica foi 5% no grupo que recebeu everolimo GV, Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo RADIANT-4, onde 64 % dos pacientes
que receberam everolimo apresentaram algum grau de reducdo tumoral e a taxa de
resposta objetiva com everolimo foi 2% ©?).

A auséncia de agdo antitumoral da metformina demonstrada no presente
estudo difere dos dados pré-clinicos com culturas de células de TNE. No estudo de
Vlotides et al. “9, foram analisadas a acdo antitumoral da metformina em trés
populagbes de celulas neuroenddcrinas diferentes: pancredticas (BONL),

broncopulmonar (NCI-H727) e de intestino médio (GOT1). Todas foram tratadas
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com concentragdes crescentes de metformina (0.1-10mM). A metformina foi capaz
de reduzir a viabilidade celular nos trés tipos celulares com concentracfes crescentes
de metformina entre 5mM e 10mM. Com o intuito de analisar o mecanismo pelo qual
a metformina age em TNE, foi avaliada a ativagio de AMPK com uso de
metformina. As células BON1 e GOT1 apresentaram ativacdo de AMPK, sugerindo
um efeito da metformina dependente de AMPK (via direta). Ja nas células NCI-
H727, a acdo antitumoral deu-se de forma independente de AMPK, sugerindo um
outro mecanismo de acdo (via indireta) “®. Independente da via de acdo, a
metformina foi capaz de inibir mTOR nas trés linhagens celulares. Resultado
semelhante foi encontrado no estudo de Vitali et al., no qual a metformina inibiu a
proliferacdo celular em cultura de células de TNE de origem pancreética (espécimes
cirtrgicos) e culturas de células QGP-1. Este estudo também demonstrou que
metformina foi capaz de reduzir a fosforilagio de mTOR ©9),

Um recente estudo japonés analisou a agdo da metformina em células de TNE
tanto in vitro como in vivo. Metformina foi capaz de inibir o ciclo celular na fase
Go/G1 por meio da proteina ciclina D1, que age na modulacdo do ciclo celular com
concentragdes crescentes de metformina (0, 1, 3 e 5 mM). Esta acdo antitumoral foi
validada em modelo animal com camundongos, nos quais foram implantadas células
de TNE pancreatico QGP-1. Além de seu efeito na proliferacdo celular, a metformina
foi capaz de induzir apoptose nessas células ¢,

Uma possivel explicacdo para os resultados divergentes encontrados nos
estudos pré-clinicos e o presente estudo estd na diferenca de concentracdo de
metformina atingida nos estudos pré-clinicos e clinicos. Sabemos que a concentragédo

de metformina sérica, que é possivel se atingir em estudos em seres humanos, é
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muito menor que a concentracdo de metformina atingida nos estudos in vitro,
podendo variar de um a 20 mM em estudos in vitro versus 18 mM em estudos in vivo
69, Em todos os estudos in vitro, a acdo antitumoral foi maior em concentracdes
maiores.

A atividade antitumoral da metformina demonstrada em estudos pré-clinicos
foi diferente a depender do tipo celular. Apesar da metformina ter inibido a
viabilidade das células de TNE analisadas em todos os ensaios realizados, o
mecanismo pelo qual essa acdo deu-se, foi diferente a depender do tipo celular. No
estudo de Vlotides et al., as células humanas de TNE pancreatico BONL1 e as células
humanas de TNE de intestino médio GOT1 apresentaram ativacdo de AMPK,
sugerindo um efeito da metformina dependente de AMPK( via direta) “®. O mesmo
ndo ocorreu com as células humanas de TNE de origem bronquiolopulmonar NCI-
H727, na qual a metformina levou a reducdo da fosforilacdo de AMPK, sugerindo
uma acdo independente desta (via indireta) “9. Dados semelhantes foram
encontrados no estudo de Vitali et al. no qual células de TNE de origem pancreéticas
QGP-1 tratadas com metformina néo tiveram fosforilacdo de Akt, diferentemente das
células de TNE de origem broncopulmonar H727 nas quais a metformina reduziu a
fosforilagdo de AKT sugerindo uma acdo pela via indireta . No presente estudo,
cerca de 32% tinham tumores de origem pancreatica e 44%, de origem de intestino
médio. Nos estudos retrospectivos que sugerem uma possivel acdo antitumoral da
metformina 100% da populacdo apresentava TNE de origem pancreatica. Em razéo
do pequeno tamanho da populacéo do presente estudo, ndo foi possivel avaliar algum
subgrupo que pudesse apresentar atividade antitumoral, quando tratado com

metformina.
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5.3 Acdo da metformina em associagao ao everolimo

A acdo antitumoral da metformina também foi analisada em associa¢do ao
everolimo. O mecanismo pelo qual se desenvolve resisténcia ao everolimo nédo é
totalmente conhecido ©®V, especula-se que a inibicio do feedback negativo que o
mTOR ativado realiza sobre a via GFR-1/IRS-1/PI3K /Akt leve a ativacdo de Akt e
consequente reativagio de mTOR ©L 62 Desta forma, a agdo da metformina por
1/IRS-1/P13K/AKkt seria o racional, para um possivel efeito sinérgico da metformina e
everolimo na inibicio de mTOR “® 62 Este possivel efeito sinérgico do uso de
metformina e everolimo foi analisado em um estudo recente com culturas de células
QGP-1 (células de TNE de origem pancreética) e culturas de células H727 (células
de TNE de origem pulmonar), que foram tratadas com metformina isolada,
everolimo isolado e associacdo das duas drogas. Neste estudo, a associacdo de
metformina e everolimo teve um efeito sinérgico a inibir a viabilidade celular em
células QGP-1 quando comparada com a acdo antitumoral de cada medicacdo
administrada isoladamente. O mesmo ndo ocorreu com as células H727 (células de
TNE de origem pulmonar), onde a associagdo de everolimo e metformina ndo foi
superior a cada droga isolada na inibicdo de viabilidade celular. O sinergismo da
associagdo de metformina e everolimo também foi encontrado, quando se tratou da
associacdo destas duas em culturas de células extraidas de espécimes cirurgicos de
TNE de pancreas ©9.

Esse possivel efeito sinérgico com a metformina foi sugerido em analises

retrospectivas de pacientes portadores de DM-2 e TNE que foram tratados com
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everolimo. O maior estudo até 0 momento, Prime-Net analisou 445 pacientes com
TNE de péancreas tratados em 24 centros médicos italianos. Todos receberam
everolimo com ou sem anélogo de somatostatina. Do total de pacientes, 236 eram
portadores de DM-2 e 112 foram tratados com metformina e 124 com outras
medicacdes para DM-2. Analisando os pacientes com DM-2, o uso de metformina
associou-se com melhora de SLP de 44,2 versus 20,8 meses. Houve uma reducao de
55% no risco de progressdo ou morte nos pacientes tratados com metformina
comparados aos nao diabéticos (razdo de risco: 0.45; [IC] 95%, 0.32-0.62; P <
.00001) Y. Um outro estudo francés avaliou de forma retrospectiva os pacientes
tratados com metformina e everolimo. Cerca de 213 pacientes haviam sido tratados
com everolimo e, destes, apenas 48 tinham DM-2. Do total de pacientes com DM-2,
19 receberam metformina. Neste pequeno grupo, ndo foi encontrada uma diferenca
estatisticamente em SLP no grupo que usou metformina em associacdo ao everolimo
de 15,24 meses (19,88 - 49,43) versus everolimo isolado de 9,03 meses (4,01- 14,06)
(24,63 No presente estudo, optou-se por utilizar metformina de forma isolada, pois
everolimo ndo se encontra disponivel para paciente com TNE no Sistema Publico de

Saude brasileiro e, consequentemente, no ICESP.

5.4-Acéo da metformina em pacientes portadores de DM-2

Um viés importante dos estudos retrospectivos do uso de metformina e cancer
é o fato da populacdo analisada ser formada por pacientes portadores de DM-2 que
fizeram uso de metformina ou outro agente antidiabético ©% 83, Acredita-se que a

resisténcia a insulina dos pacientes com DM-2 levaria a um estado
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hiperinsulinémico, estimulando maltiplas cascatas de sinalizagdo celular e fatores de
crescimento, que se associariam a aumento da agressividade do cancer 4 %), O
aumento de mortalidade de paciente com cancer e DM-2 foi avaliado em uma
metanalise com 23 artigos, totalizando 127.232 pacientes. O risco de mortalidade dos
pacientes diabéticos foi maior (razdo de risco: 1,41 [IC] 95% 1,28 - 1,55) quando
comparado com pacientes normoglicémicos ®®. Em TNE, existem poucos estudos
avaliando a associagdo entre DM-2 e mortalidade. Em um estudo que avaliou duas
coortes de pacientes com TNE, sendo uma de paciente com TNE de pulmé&o (n=81) e
outra de TNE do trato gastrointestinal incluindo pancreas (n=100), em nenhuma das
coortes 0s pacientes com DM-2 tiveram mortalidade maior comparada aos nao
diabéticos €.

O papel prognéstico do DM-2 também foi analisado em uma anéalise post hoc
do estudo fase IlIl, duplo cego, placebo controlado, CLARINET, com uso de
lanreotide 120 mg, em pacientes com TNE enteropancreatico nio funcional ©8 9,
Do grupo que recebeu lanreotide, 42 pacientes tinham DM-2 e do grupo que recebeu
placebo, 37 tinham DM-2. A SLP foi 96 semanas no grupo intervencdo e 98 semanas
no grupo placebo, sem significancia estatistica (p=0,380) ®®. No estudo Prime-NET,
dos pacientes com TNE de péancreas tratados com everolimo, 209 pacientes nao
diabéticos tiveram uma mediana de SLP de 15,1 meses e 236 pacientes com diabetes
tiveram uma SLP mediana de 32 meses (razdo de risco: 0,63 [IC] 95%: 0,5 —0,8) ©9,

S&o crescentes as evidéncias que o tipo de tratamento de DM-2 nos pacientes
com céncer influencia na efetividade de seu tratamento ““. Em uma metanalise,
recente reunindo dados de 20 publicacbes com um total de 13.008 pacientes com

DM-2 e diversos tipos de cancer, o uso de metformina correlacionou-se com melhora
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de sobrevida global e sobrevida cancer-especifica (razdo de risco: 0, 66; [IC] 95%:
0,55-0,79 e razéo de risco: 0,62; [IC] 95%: 0,46-0,84, respectivamente), sugerindo
que pacientes com DM-2 e cancer devem ser tratados com metformina . No estudo
Prime-Net et al., a SLP dos pacientes com TNE com DM-2 que foram tratados com
metformina foi 44,2 meses versus 20,8 meses dos pacientes com DM-2 tratados com
outros hipoglicemiantes ©Y. No presente estudo, apenas dois pacientes eram
portadores de DM-2 e ambos tiveram progressdo de doenga antes de seis meses de
tratamento. A baixa representacdo desta populacdo neste estudo ndo permite que se
avalie uma possivel acdo antitumoral da metformina nesta populacdo de pacientes.
Os dados clinicos retrospectivos de uma possivel acdo da metformina em associacao
ao everolimo nesta populacdo apresentam muitos vieses, como por exemplo,
diferentes doses de metformina e mudancas de dose ao longo do tratamento para
melhor controle da hiperglicemia. Outro viés apresentado é o fato desses pacientes ja
fazerem uso da metformina h& muito tempo, antes do inicio do estudo, o que pode ter
influenciado no processo de génese do TNE, uma vez que a metformina modifica

fatores metabolicos que podem influenciar neste processo.

5.5 Anélise do perfil glicémico como fator preditivo de a¢do antitumoral da

metformina

Baseado nos estudos pré-clinicos que sugerem uma acdo antitumoral da
metformina, tanto pela via direta como pela via indireta foi avaliado o perfil
glicémico dos pacientes do presente estudo, com o intuito de encontrar possiveis

fatores preditivos de agdo antitumoral da metformina. O objetivo seria determinar se
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a metformina poderia induzir alteragéo no perfil glicémico destes pacientes e, se isso,
associar-se-ia com uma possivel acdo antitumoral da metformina, sugerindo uma
acdo antitumoral pela via indireta. Ao analisar se a variacdo entre 0s niveis séricos
basais e 0s de seis meses de tratamento, associou-se com controle da doenga em 6
meses, ndo foi encontrada associacdo estatistica nos parametros analisados. Por ser
uma populagdo formada, em sua maioria por pacientes normoglicémicos, ndo é
possivel afirmar se essa associa¢do poderia existir em uma amostra de pacientes com
DM-2, na qual se espera uma mudanca maior na variagao dos niveis glicémicos com

0 uso de metformina.

5.6 Obesidade como fator preditivo de acdo antitumoral da metformina

Dentro das alteracbes metabdlicas associadas ao cancer destaca-se a
obesidade. Estima-se que entre 14 e 18% dos novos canceres na América Latina
estdo ligados & obesidade . N&o se sabe ao certo quais 0s mecanismos envolvidos
neste aumento de incidéncia de neoplasia. Dentre 0s possiveis mecanismos
envolvidos destaca-se 0 aumento nos niveis de citocinas, insulina, IGF1, IGF-
binding protein 3 e leptina que sdo fatores pré mitogénicos conhecidos (7%, Outro
mecanismo associando 0 excesso de peso e cancer sao as citocinas pro-inflamatorias,
incluindo TNF-alfa, interleucina 6, que determinam o0 estado de estresse
hiperinflamatorio gerado pelo excesso de gordura, que sdo associadas ao
desenvolvimento de canceres 6 7). Muitas vezes esse estado de inflamac&o gerado
pelo excesso de gordura correlaciona-se com tumores mais agressivos em diferentes

neoplasias. Esta relagcdo entre obesidade e pior prognéstico ndo é clara em TNE. Em
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um estudo caso controle, avaliou-se se ha relacdo entre TNE com obesidade e
sindrome metabolica. Foram analisados 96 casos e 96 controles, ndo encontrando
associacdo entre IMC > 30 Kg/m? e TNE. No entanto, parametros da sindrome
metabolica como circunferéncia abdominal, hipertrigliceridemia e aumento da
glicemia de jejum, associaram-se fortemente & TNE (®. A associacdo entre
obesidade e maior agressividade em TNE foi avaliada em um estudo retrospectivo de
quatro instituicdes académicas norte americanas com 128 pacientes com TNE de
pancreas. Alteracdo no IMC ndo se relacionou com maior taxa de metastase a
distancia ou maior mortalidade 9. Um outra analise retrospectiva de uma instituicdo
sueca com 324 pacientes de TNE de pancreas IMC ndo se associou com pior
prognostico . No presente estudo, a SLP no grupo com IMC < 25 Kg/m? foi 12
meses comparado com 6,3 meses no grupo com IMC > 25 Kg/m?, ndo sendo
encontrada diferenca estatisticamente significante (p=0,933). Também foi analisado
se IMC > 25 Kg/m? correlacionava-se com o controle de doenga em seis meses, nao
tendo correlacdo estatisticamente significante (p=0,488). Por ser um estudo com uma
amostra pequena ndo é possivel afastar que o IMC ndo tenha nenhum papel
prognostico em TNE. Também ndo podemos concluir se existe algum subgrupo de
pacientes com TNE, no qual o IMC tenha algum papel preditivo da ac¢do antitumoral

da metformina.

5.7 Andlise do efeito metformina nas sindromes enddcrinas associadas ao TNE

Um dos objetivos secundarios deste estudo foi analisar se a metformina teria

alguma atividade no controle das sindromes enddcrinas em TNE funcionantes. O
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racional para esta avaliagdo vem da capacidade do everolimo controlar algumas
sindromes enddcrinas ®°82), No estudo randomizado, duplo-cego, placebo-controlado
RADIANT-2, os pacientes com TNE bem diferenciados graus 1-2 foram
randomizados para receber everolimo associado a octreotide LAR ou placebo
associado a octreotide LAR. O uso de everolimo associou-se a maiores quedas de 5-
HIAAA em urina de 24 horas (p< 0,0001) ©% 8D Qutra acdo no controle das
sindromes endocrinas do everolimo é vista no controle da hipoglicemia nos
insulinomas ®% 89 No presente estudo, quatro pacientes apresentaram tumores
funcionantes, sendo um com sindrome de Cushing e trés com sindrome carcinoide. O
uso de metformina ndo demonstrou acdo antissecretOria nestes pacientes. Um
paciente com sindrome carcinoide relatou melhora dos sintomas de rubor facial com
0 uso de metformina, apesar de ndo haver queda nos niveis de 5-HIAA em urina de

24 horas.

5.8 Perfil de toxicidade da metformina

Metformina € reconhecidamente uma droga com bom perfil de tolerancia e
seguranca. Amplamente utilizada no tratamento de paciente com DM-2, costuma ser
bem tolerada com a maioria dos efeitos adversos ligados a sintomas gastrointestinais.
No presente estudo, a maioria dos eventos adversos associados a metformina foram
Graus 1 e 2 pelo CTAE versédo 4.03, sendo sobretudo nausea, dispepsia e vomitos.
No entanto, 14% dos pacientes apresentaram diarreia Graus 3-4, necessitando de
reducdo de dose da metformina para 850 mg ao dia. Ndo ha dados na literatura

médica de toxicidade de metformina em TNE. No ICESP, foram realizados dois
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estudos com emprego de metfomina em pacientes oncoldgicos. Em um deles,
metformina na dose de 850 mg duas vezes ao dia foi administrada em associagdo a
quimioterapia para pacientes com cancer colorretal metastatico. Neste estudo, foi
encontrado 64% de diarreia Grau 1 ou 2, mas nenhuma diarreia Grau 3 ou 4
associada a metformina ®. O segundo estudo empregou metformina 850 mg trés
vezes ao dia em associacdo a quimioterapia para pacientes adenocarcinoma de
pancreas metastatico, encontrando 10% de diarreia Grau 3 e, consequentemente,
reduzindo a dose de metformina para 850 mg duas vezes ao dia .

Em resumo, o uso de metformina de forma isolada ndo demonstrou acao
antitumoral em pacientes com TNE bem diferenciados graus 1 e 2. Apesar dos dados
pré-clinicos e das andlises retrospectivas sugerirem possivel acdo antitumoral de
metformina em TNE, ndo foi encontrada acdo antitumoral de metformina na
populagéo deste estudo.

Novos estudos prospectivos devem ser feitos com intuito de analisar uma
possivel acdo da metformina em associacdo a outras terapias, como o everolimo. Por
ser um grupo de tumores heterogéneos, é necessario analisar esta possivel acdo em
diferentes grupos de TNE, e em populacdo de pacientes com DM-2 e

normoglicémicos.

5.9 Consideracdes finais

Apesar das limitagdes inerentes a um estudo piloto, fase I, exploratorio, com

pequeno tamanho de amostra e falta de um grupo controle placebo-controlado, o

presente estudo foi capaz de fornecer dados comprovando a falta de efetividade da
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metformina, quando administrada, como monoterapia em uma populagédo de TNE
bem diferenciada.

O efeito sinérgico de associacdo da metformina com everolimo descrito em
estudos retrospectivos precisa ser avaliado em estudos prospectivos em diferentes

populagdes de pacientes com TNE.
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6 CONCLUSOES

Com base nos dados aqui apresentados, podemos concluir que:

e Metformina ndo apresentou acdo antitumoral em pacientes com TNE bem

diferenciados graus 1 e 2, quando utilizada em monoterapia;

e A avaliacdo do perfil glicémico em uma populacdo de pacientes, em sua
maioria normoglicémicos, ndo se correlacionou com a agdo antitumoral da

metformina nesta amostra;

e O IMC acima da normalidade ndo se correlacionou com pior desfecho clinico

de SLP quando comparado com pacientes com IMC dentro da normalidade;

e O IMC acima da normalidade ndo se correlacionou com controle de

progressao de doenca em seis meses com o uso de metformina.
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7 ANEXOS

ANEXO A - SOLICITACAO DE EXECUCAO DO ESTUDO

B,

S INSTITUTO DO
= NG

DO ESTADO DE

= A0 PAULO > o

E DE MEDICINA

Sdo Paulo, 17 de fevereiro de 2014

Registro: NP 515/14

Ref. Solicitagdo de execucdo de estudo: Estudo de fase il piloto de MetFormina em pacientes
com tumores neuroenddcrinos bem diferenciados

Pesquisador responsdvel: Dra Rachel S. P. Riechelmann / Dr. Jodo Glasberg

CONSIDERAGOES

Estudo piloto prospectivo de brago dnico, unicéntrico, para avaliar o beneficio do uso
de metformina no tratamento de pacientes com tumor neuroenddcrino G1 e G2 em
progressdao tumoral. Pacientes elegiveis receberdo o tratamento até a progressdo, toxicidade
inaceitavel ou retirada de consentimento.

O objetivo do estudo é avaliar eficacia da metformina no controle de doenca em
progressdo nos pacientes com TNE G1 e G2.

OBRIGACOES DO PESQUISADOR
Antes do inicio dos procedimentos relacionados ao estudo:

e Iniciar as atividades do estudo somente apds aprovagdo/ciéncia do Comité de Etica em
Pesquisa da FMUSP para execu¢do no ICESP segundo a Res. 466/12;

® Ap6s aprovagdo do CEP, fornecer copia da Carta de Aprovacio e Relatério Semestral
com ciéncia do CEP ao NP- ICESP;

e Enviar mensalmente a lista de pacientes incluidos no estudo ao NP-ICESP;

® Enviar Publicagdo dos resultados do estudo;

Informamos que sua solicitacdo foi DEFERIDA.

Atenciosamente,

‘Lfk_g_l_«_/\\
Prof. Dr. Paulo Marcelo Gehm Hoff
Diretor Geral

paulo M. Hoff

prof. Dr. Pau&_ﬂ:fL !
Diretor Ger
ICESP

Instituto do Cancer do Estado de 530 Paulo Octavio Frias de Oliveira (ICESF)- Organizagdo Social de Sagde
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ANEXO B - APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA FMUSP

MED

0 i
ICINA

S
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, em sessio de 19/03/2014,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 059/14 intitulado: “ESTUDO DE FASE
II PILOTO DE METFORMINA EM PACIENTES COM TUMORES
NEUROENDOCRINOS BEM DIFERENCIADOS ” apresentado pelo
Departamento de RADIOLOGIA E RADIOTERAPIA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-
FMUSP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucio do
Conselho Nacional de Satide n° 466/12, inciso IX.2, letra "¢").

Pesquisador (a) Responsavel: Rachel Simges Pimenta Riechelmann

Pesquisador (a) Executante: Joio Glasberg

CEP-FMUSP, 21 de Marco de 2014.

4 /'/{'I /7 /’/'(’/ e
Prof. Dr. Paulo Euripedes Marchiori
Vice-Coordenador

Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

e-mail: cep.fm@usp.br
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ANEXO C - Registro no Clinicaltrials.gov

The safety and scientific validity of this study is the responsibility of the study
A sponsor and investigators. Listing a study does not mean it has been evaluated by
the U.S. Federal Government. Read our disclaimer for details.

Sponsor:

BID) u.s. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov

Find Studies v About Studies v Submit Studies v Resources v About Site v PRS Login

Home >  Search Results >  Study Record Detail [ Save this study

A Pilot Study of Metformin Treatment in Patients With Well-differentiated Neuroendocrine Tumors (MetNet)

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02279758

Recruitment Status € : Unknown

Verified October 2014 by Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo.
Recruitment status was: Recruiting

First Posted @ : October 31, 2014

Last Update Posted @ : October 31, 2014

Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo

by (I ible Party):

Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
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ANEXO D - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE -W"’«"
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Estudo de fase |l piloto de Metformina em pacientes com tumores neurcenddcrinos
bem diferenciados.
Pesquisador: Rachel Simées Pimenta Riechelmann
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 27921714.6.0000.00535
Institui¢do Proponente: FUNDACAQ FACULDADE CE MEDICIMNA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DA NOTIFICAGAQ

Tipo de Notificacde: Qutros

Detalhe: Carta de concordancia do Hospital de Cancer de Barretos para participar do estudo.
Justificativa: Encaminho para analise a carta de Concordancia de participagéo do Hospital de
Data do Envio: 08/11/2016

Situagao da Notificagao; Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.836.260

Apresentagio da Notificacao:

Estudo com objetivo de analisar o efeito da mefformina em pacientes com tumcres neuroendécrinos bem
diferenciados. A presente notificagdo tem como objetiva incluir a participacdo do Hospital de Cancer de
Barretos.

Objetivo da Notificagdo:

Inclus&o de instituicéo participante do estudo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Ja avaliados anteriormente.

Comentérios e Consideragfes sobre a Notificacao:
Projeto j& aprovado por este comité sob n® 562,606 de 19/03/2014

Enderego: DOUTOR ARMALDO 231 21° andar sala 36

Balrro: PACAEMEBU CEP: [1,246-903
UF: SP Municipio: SA0 PAULD
Telefone:  (11)3893-4401 E-mall: cep.fm@usp.br

Pagine 11ds 12
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE Wn&
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagas do Parecer 1.226.250

Nolificacéio para inclusao do Hospital de Cancer de Barretos no estudo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatéria:
Ja avaliados e aprovados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao ha.
Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Qutros DeclaracaoMETNET 1concordancia.pdf | 08/11/2016 [Rachel Simoes Aceito
11:17:53 | Pimenta
Riechelmann
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAQ PAULO, 22 de Novembro de 2016

Assinado por:

Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
(Coordenador)

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mall: cep.fm@usp.br

Pagire 12dz 12
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ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

= |\sTITUTO 00
CANCER

DO ESTADODE

= SAO PAULO
RIS s

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NOIIEE oo ers s oo arameaemessmsi s e oo e N O R TR v D S S S S es
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ; .....c.ccuenssssesssssesssassssonsens SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: .
ENBEREDY o oocosunnsinsinnsmnsbnassmss s s e e g APTO

DATA NASCIMENTO.: ....../evvvvf ..
ENDERECO: ..
APTO: .........
BAIRRO: .
CIDADE: .
CEPE sy
TELEFONE: DDD (

DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Estudo de fase Il piloto de Metformina em pacientes com
tumores neuroenddécrinos bem diferenciados

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rachel S. P. Riechelmann /PESQUISADOR EXECUTANTE: Dr. Jodo Glasberg
CARGO/FUNCAO: Médica Oncologista INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N2 98131 D
UNIDADE : Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo “Octavio Frias de Oliveira” — ICESP
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO ]

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR O

4.DURAGAODAPESQUISA:32meses
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— gQESTADODE =W

w FUNDAGAQ

)S}W o % FACULDADE DE MEDICINA

Titulo do Estudo: Estudo piloto do uso de metformina em pacientes com tumores
neuroenddcrinos Grau | e Grau Il

PESQUISADORES: Dr. Jodo Glasberg, médico assistente (CRM 127065) e Dra. Rachel
Riechelmann, Coordenadora de Pesquisa Clinica e medica oncologista (CRM 98131)

UNIDADE: Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo “Octavio Frias de Oliveira” — ICESP

INTRODUCAO:

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente de um estudo sobre o
tratamento do tumor neuroendécrino. Leia com atengéo as informacgdes a seguir e questione,
se houver alguma duvida.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

Vocé é portador de uma doenga rara, o tumor neuroendécrino. Recentemente, novas
pesquisas estdo sendo feitas para ajudar a combater essa doenga. Com intuito de pesquisar
novos tratamentos para o tumor neuroendécrino desenvolvemos este estudo que ird avaliar o
efeito da metformina, uma medicacéo utilizada para o tratamento do diabetes, no tratamento
desse cancer raro. A razdo para a escolha da metformina sdo as crescentes evidencias
cientificas de que a metformina tenha um papel importante no combate e controle do cancer.

O QUE ACONTECERA CASO EU ACEITE PARTICIPAR DO ESTUDO?

Na primeira consulta vocé serd informado sobre todos os detalhes da pesquisa,
podendo esclarecer todas as dividas. Depois poderd decidir livremente se aceita participar do
estudo. Caso ndo aceite, continuard a ser tratado pelo seu médico normalmente.

COMO E FEITO O ESTUDO?

Assim que aceitar participar do estudo, vocé comegard a tomar a medicagdo
metformina (na dose de 850 mg) 2 vezes ao dia por via oral.

A cada 30 dias vocé passara em consulta médica e fard exames de sangue para
avaliarmos o efeito da medicagdo no seu tratamento. Avaliaremos a presenca de reagGes
adversas e o beneficio no tratamento do tumor neuroendécrino. A medicacdo apenas sera
mantida enquanto houver beneficio para vocé no controle da doenga.
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Se 0 médico achar necessério, vocé pode passar por mais consultas e exames de
sangue. O exame de sangue é realizado a partir da retirada de aproximadamente 5 ml (1 colher
de sopa) de sangue por pungéo da veia do brago (ou outro local). E é realizado antes do inicio
do tratamento, antes de cada consulta com oncologista e/ou a critério médico.

Também serd realizado um teste de gravidez, em casos de suspeita de gravidez.

Outros exames realizados serdo exames para avaliar a extensdo do tumor e sua
resposta ao tratamento, que incluem tomografias de abdome, térax e pelve. Esses exames
serdo realizados antes do inicio do tratamento, a cada 90 dias durante o tratamento e/ou a
critério médico. A tomografia computadorizada pode necessitar de injecdo de contraste, por
pungdo da veia do brago (ou outro local).

Vocé também tera de preencher um diario de sintomas onde ir4 listar os sintomas
relacionados ao tumor neuroendécrino que vocé apresentou durante uma semana. Esse didrio
de sintomas sera preenchido antes do inicio do tratamento e a cada 30 dias durante o
tratamento.

QUANTAS PESSOAS IRAQ PARTICIPAR?

Aproximadamente 30 pacientes.

QUAIS OS RISCOS?

A metformina é uma medicagdo usada hd varias décadas no tratamento do diabetes,
com pouco risco de intolerdncia e reages adversas .

Seus principais efeitos colaterais sdo diarreia, sensagdo de desconforto abdominal e
redugdo do apetite. Geralmente estes sintomas quando presentes, sio leves e transitorios, e
tendem a melhorar com o uso o continuo da medicagio. A metformina ndo oferece risco de
hipoglicemia (aguicar baixo no sangue).

QUAIS SAO 0S BENEFICIOS?

A metformina pode oferecer um beneficio no tratamento do tumor neuroenddcrino,
diminuindo o crescimento do tumor e o avango da doenga. Além disso, essa pesquisa também
trard informagGes importantes sobre uma possivel nova forma de tratamento do tumor
neuroenddécrino, beneficiando outros pacientes com essa doenga.

O

NCER { Pesquisa Clinica - lcésp
DOESTADODE 5l

SAO PAULO RNBNGAD

OCIAYIG FRIAY 01 DUIRLIS FACULDACE DE MEDICINA



Anexos

67

’30;77-,7‘\
Fosam, Leniver g
=== |\sriruro 0o 00
CA o
DO ESTADO DE ~
N 7 SAO PAULO $ FUNDAGAO
N oot rais v oumies FACULDADE DE MEDICINA

EU POSSO SAIR DO ESTUDO?

Vocé poderd sair do estudo a qualquer momento e continuar o tratamento com seu
médico normalmente, sem nenhum prejuizo a vocé.

TRATAMENTOS ALTERNATIVOS:

Ndo existe um tratamento padrdo pata tumores neuroenddcrinos e é comum os pacientes
receberem vdrios tratamentos diferentes ao longo da vida. A ordem dos tratamentos ndo
influencia o sucesso do tratamento. Se vocé decidir nio participar deste estudo, o seu médico
pode lhe oferecer outro tratamento como quimioterapia, octreotide, interferon, conforme
cada caso e rotina do servico. Participando deste estudo, vocé poderd receber esses
tratamentos depois, sem prejuizo no controle geral da doenga.

HAVERA CUSTO FINANCEIRO?

Vocé ndo terd nenhum custo financeiro. Também nio sera paga nenhuma gratificagdo
por participar do estudo. Vocé tem direito a indenizagdo por danos associados a pesquisa,
conforme direito constitucional.

CONFIDENCIALIDADE

Todas as informagGes pessoais do seu tratamento serdo mantidas confidenciais. Vocé
ndo serd identificado em nenhuma publicagdo ou apresentacgo deste estudo.

QUEM CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS?

Se vocé tiver dividas sobre o estudo ou tiver um problema relacionado ao mesmo,
vocé pode contatar o médico do estudo no nimero de telefone abaixo:

Nome: Jodo Glasberg

Telefone: 3893-2686

Caso ndo seja possivel falar de forma imediata com seu médico, favor se identificar
como paciente do estudo e deixar recado para que 0 mesmo entre em contato o mais breve
possivel.

Endereco: Av. Doutor Arnaldo, 251 — 52 andar Cerqueira César CEP 01246-000 — S3o Paulo — SP
Telefone: (55 11) 3893-2686 Fax:( 55 11) 3893-2690
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Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com

o Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) —Av. Dr. Arnaldo, 455 — Instituto Oscar Freire — 22 andar—
tel: 3061-8004, FAX: 3061-8004— E-mail: cep.fm@usp.br

FOLHA DAS ASSINATURAS

Eu confirmo que i,
discuti e entendi, todas as informagdes contidas neste termo e concordo de livre espontanea
vontade em participar deste estudo.

Nome do paciente (letra de forma) Assinatura Data
Jodo Glasberg / /
Investigador Principal Assinatura Data

Se necessario

(no caso do paciente ou seu responsavel legal ser analfabeto/impossibilitado de ler )

S

Testemunha 1 (letra de forma) Assinatura Data

el e

Testemunha 2 (letra de forma) Assinatura
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ANEXO F- DIARIO DE SINTOMAS

Diario de Frequéncia de Sintomas

Vocé deve preencher este diario durante 1 semana anotando quantas vezes vocé
apresentou cada um dos sintomas descritos abaixo em cada dia. Caso vocé tenha
qualquer outro sintoma que ndo esteja descrito abaixo, anote na data referente qual o
sintoma e quantas vezes vocé apresentou o sintoma neste dia.

Sintomas Segunda- Terca- Quarta- Quinta- Sexta- Sabado Domingo
feira feira feira feira feira
Dia: / / Dia: / / Dia: / / Dia: / / Dia: / / Dia: / / Dia: / /
Diarreia N° vezes N°vezes N°vezes N° vezes N° vezes N°vezes N°vezes
Uso de N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N° vezes N°vezes N°vezes
loperamida
Rubor Facial N° vezes N° vezes N° vezes N° vezes N° vezes N° vezes N° vezes
Outros N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N° vezes N° vezes N° vezes
Outros N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N° vezes N° vezes N° vezes
Qutros N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes N°vezes




Anexos

70
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METNET: a phase Il trial of metformin in patients with well-differentiated
neuroendocrine tumours
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Abstract

Background: Preclinical studies have suggested that metformin has anti-tumour effects,
likely due to blockage of mammalian target of rapamycin pathway through adenosine
monophosphate-activated protein kinase and decreased insulin levels. A retrospective
study showed that metformin added to everolimus to treat type 2 diabetes mellitus
offered longer progression-free survival (PFS) in patients with pancreatic neuroendocrine
tumours (NET).

Aim(s): To evaluate the efficacy and safety of metformin monotherapy in patients with
advanced/metastatic well-differentiated NET (WD-NET) of gastroenteropancreatic
(GEP) or pulmonary origin.

Patients and methods: Single-arm phase Il trial of metformin 850 mg PO twice daily until
progression or intolerance for patients with progressive metastatic well-differentiated
GEP or pulmonary NET. The primary endpoint was disease control rate (DCR) by RECIST
1.1 at 6 months. Secondary endpoints were response rate, PFS, toxicity and variations in

glycaemic profiles (glycaemia, glycated haemoglobin and peptide C and insulin) at base-
line, at 30 and 90 days. Correspondence to: Rachel P Riechelmann
1 Email: rachel.riechelmann@accamargo.org.br

Results: From 2014 to 2019, 28 patients were enrolled: median age was 50 years; 84% ecancer 2022, 16:1369
had non-functional NET, 86% were of GEP origin and 62% had G2 NET. At the time of last https:/doi.org/10.3332/ecancer.2022.1369
follow-up, 26 patients had progression, with 13 (46%) presenting DCR at 6 months and Published: 31/03/2022
a median PFS of 6.3 months (95% confidence interval: 3.2-9.3). There was no objective  Received: 18/10/2021
response, but one patient with refractory carcinoid syndrome had complete symptom
relief, lasting for more than 5 years. Variations in glycaemic profiles were not associated
with DCR at 6 months. Diarrhoea was the most common adverse event, being grade 3 or

Publication costs for this article were supported by
ecancer (UK Charity number 1176307).

4 in 10% of the cases. Copyright: © the authors; licensee
: ecancermedicalscience, This is an Open Access
Conclusion: Metformin monotherapy offers modest anti-tumour activity in well-differen- article distributed under the terms of the

Creative Commons Attribution License (http:/
creativecommons.org/licenses/by/4.0), which
permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
work is properly cited.

tiated GEP or lung NET.

Keywords: neuroendocrine tumours, metformin, cancer treatment
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Introduction

Neuroendocrine tumours (NET) are rare neoplasms originating from neuroendocrine cells present throughout the body. In recent years, there
has been an increase in the incidence of NETs, and their current rate of incidence is 6.98 cases per 100,000 individuals in the United States
[1]. While this increase can be explained by early-stage disease incidentally detected through imaging and endoscopy tests, the incidence of
advanced stage has also increased, with an estimated survival rate of 30% in 5 years [2].

In recent years, several new treatments have emerged to control this heterogeneous group of tumours. The treatments for metastatic NET
include peptide receptor radionuclide therapy, somatostatin analogues, chemotherapy, multi-tyrosine kinase inhibitors and everolimus, a
potent inhibitor of the mammalian target of rapamycin (mTOR} serine threonine kinase. The choice of electing one of these therapies depends
on patients' clinical features and NET pathological parameters, such as mitotic rate, Ki-67 index, tumour volume and primary tumour site,
making the treatment of NET a challenge [3].

The mTOR blockade leads to inhibition of the Phosphoinositide 3-kinase/AKT (PIZK/AKT}/mTOR pathway, which plays an important role
in cell growth, protein translation, and cell metabolism in several types of neoplasms [4]. For example, a preclinical study in pancreatic NET
(PNET) cell cultures demonstrated that mTOR inhibition by rapamycin reduced cell proliferation and induced apoptosis [5]. Thereafter, a
series of placebo-controlled randomised clinical trials with everolimus in different populations of NET patients confirmed the anti-tumour
effects of the mTOR inhibition in NET, as demonstrated by significant gains in progression-free survival (PFS) times [6-8]. Another charac-
teristic of everolimus is its role in reducing hormonal secretion of functioning tumours such as metastatic insulinoma and NET patients with
carcinoid syndrome [6, 9].

Metformin is widely used to treat individuals with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Epidemiological studies in patients with T2DM suggest
a possible protective role of metformin against the development of neoplasms [10, 11]. In addition, preclinical studies have shown that
metformin reduced cell viability in neuroendocrine cell cultures [12,13], mainly through mTOR inhibition [14-16]. Clinical evidence has also
pointed to anti-tumour properties of metformin. The larger retrospective series evaluated 445 Italian patients with metastatic pancreatic
NET treated with everolimus with or without somatostatin analogues or somatostatin analogues alone. In this study, investigators reported a
twice longer median PFS for patients who were administered metformin to treat T2DM, when compared with patients who received insulin,
and a significant reduced risk of progression in comparison to normoglycaemic patients: median of 44.2 months for those treated with met-
formin [hazard ratio (HR): 0.81; 95% confidence interval (Cl): 0.60-1.1; p = 0. 18 versus normoglycaemic patients] and 20.8 months for those
treated with others treatments {hazard ratio, 0.49; 95% confidence interval, 0.34-0.69; p < 0.0001} [17]. Yet, it remains to be determined
whether metformin has anti-tumour activity in non-diabetic NET patients. While the mechanisms by which metformin exerts its anti-tumour
effect are still not completely elucidated, studies have indicated two main mechanisms of action: (1) inhibition of mMTOR, via the activation
of adenosine monophosphate-activated protein kinase, which is a negative modulator of mTOR [18-22]; and (2) reduction of promitogenic
factors such as insulin and insulin-like growth factor 1 (IGF-1), a known metformin effect on glucose metabolism [19].

Based on such preliminary evidence of NET-directed metformin, we conducted a phase Il single-arm clinical trial to investigate the anti-
tumour activity of metformin monotherapy in patients with advanced/metastatic well-differentiated NET (WD-NET} of gastroenteropancre-
atic (GEP) or pulmonary origin.

Methods - patients

The study participants were recruited from the gastrointestinal outpatient cancer clinic of the Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo,
S3o Paulo, which is publicly funded, affiliated with the University of Sao Paulo and among the largest cancer centres in Brazil. The local
ethics committee approved the study and all patients provided written informed consent. The trial was registered in ClinicalTrials.gov as
NCT02279758.

ecancer 2022, 16:1369: waww.eczncer.org: DOI: https: #doi.org/10.3332/ecancer.2022.1369 2
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Eligible patients were older than 16 years, had a histological diagnosis of a WD grade 1 or 2 NET of GEP or pulmonary origin and metastatic
disease, were Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) score of 0-2 and presented radiological progression of disease within the previ-
ous 3 months as per the attending physician's discretion. WD-NET was defined based on the WHO classification 2019 grade 1 and 2 for
digestive NEN [23]; patients with typical or atypical lung NEN were also eligible. Any prior line of therapy was allowed, and somatostatin ana-
logues could be used concurrently with metformin to control hormone-related symptoms of functioning NET. Exclusion criteria were inability
to take oral tablets, clinically relevant laboratory abnormalities {(haemoglobin < 8 g/dL, platelets < 100,000/mm?, neutrophil count < 1,500/
mm?and creatinine > 1.5 times the upper limit of normal range}, decompensated hormonal syndrome or rapidly progressive disease requiring
cytotoxic chemotherapy, current use of metformin or used this drug in the last 3 months prior to study enrolment, history of hypersensitivity
to metformin, active infection, use of experimental therapies or simultaneous participation in another clinical trial, chemotherapy within 3
weeks of study enrolment and pregnant or lactating patients.

Methods - materials

In this single-institution, single-arm phase Il clinical trial, we enrolled patients with WD-NET to receive metformin as a single agent until
disease progression, unacceptable toxicity or consent withdrawal. Metformin was administered in 850 mg PO tablets twice a day with water
and meals as monotherapy for patients with non-functioning tumours and in combination with somatostatin analogues for functioning NETs.
In case of grade 3 or 4 toxicity, according to the National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events criteria (NCI-CTC
AE} version 4.03, a dose reduction of metformin to 850 mg once daily was allowed after improvement of symptoms to grade 1. Patients who
required more than 3 weeks to recover from drug-related adverse events or who could not tolerate metformin 850 mg per os (PO} once daily
were discontinued from the trial - but continued to be followed with image tests to evaluate disease progression. Metformin was provided
to patients by the study team at every medical visit. Drug adherence was monitored on every medical visit by the trial investigators, directly
enquiring patients and performing drug accountability by checking empty blisters. We expected a minimal of 80% of the adherence of met-
formin throughout the study.

After signing the informed consent, patients underwent the following baseline assessments: radiographic evaluation with computerised
tomography (CT} and/or magnetic resonance imaging of thorax, abdomen and pelvis within 4 weeks of metformin first dose; clinical examina-
tion and consultation, serum routine laboratory tests (complete blood cell counts, sodium, potassium, urea, creatinine, aspartate aminotrans-
ferase and alanine aminotransferase}, specific hormones/peptides for functioning NET and fasting glycaemic profile (fasting blood glucose,
serum insulin, glycosylated haemoglobin and peptide C within 7 days of metformin first dose}. Patients underwent medical examination and
serum tests monthly (+7 days} and radiographic evaluation and specific hormones/peptides for functioning NET every 3 months (+7 days)
until disease progression. Fasting glycaemic profiles were collected at baseline, in 3 and é months from metformin first dose.

The following demographics, clinical and NET-related data, were prospectively collected: age at study entry, sex, primary NET origin, if func-
tioning NET (and related hormone/peptide), comorbid illnesses, concurrent medications, ECOG, weight and height, NET type (G1 or G2}and
Ki-67 index.

Methods - endpoints and assessments

The primary endpoint of the trial was disease control rate (DCR) at 6 months from metformin initiation. DCR was defined as the propor-
tion of patients without tumour progression {e.g., stable, partial or complete response}, according to the response evaluation criteria in solid
tumours (RECIST) 1.1 [24].Secondary endpoints were PFS, toxicity measured by the NCI-CTC AE version 4.03 and variations in glycaemic
profiles throughout the study and their association with DCR at 6 months. PFS was defined as the time from first metformin dose to docu-
mented disease progression or death, according to the RECIST 1.1 [24]. We planned exploratory analyses of PFS and DCR by subgroups of
body mass index (BMI <25 and 225 kg/m?}. The use of this cut-off was based on BMI scale, which is considered normal BMI between 18.5
and 24.9 kg/m2

ecancer 2022, 16:1369; vwwv.ecancer.org; LOIL: hitps: #doi.org/ 10.3332/ecancer.2022.1369 3
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Methods - statistical analysis

Descriptive statistics were used to summarises categorical and quantitative variables, with their respective measures of dispersion. Com-
parisons between quantitative variables were made using the Mann-Whitney's non-parametric test. Efficacy and toxicity analyses were per-
formed by intent to treat, considering all patients who received at least one dose of metformin. 95% confidence intervals (Cl} were calculated
for the proportions of patients who achieved DCR. The Kaplan-Meier method was used to estimate PFS of all patients and by subgroups of
body mass index (BMI <25 and 225 kg/m%. The reverse Kaplan-Meier method was used to estimate the follow-up time, considering date of
progression as the outcome event. The comparison between such subgroups was made by the log-rank test. Associations between BMI sub-
groups and DCR at 6 months were evaluated by the Chi-square test. Associations between variations in fasting glycaemic profiles and DCR
at 6 months were measured by Mann-Whitney’s test. Two-sided p-values < 0.05 were considered significant. The best response achieved by
each patient, reported as percentages of maximum changes in target NET lesions sizes from baseline (excluding new lesions), was presented
in a waterfall plot.

The sample size was arbitrarily determined to be 30 patients, since this was the first prospective study addressing the efficacy of metformin
for NET. For interpretation purposes, the study would be considered positive if at least half of the patients achieved the primary outcome of
DCR at 6 months. This was based on the results of the phase Ill trials in NET, where approximately half of the patients are progression-free
at 6 months [7, 8].

Results

From July 2014 to August 2019, 29 patients were offered the trial and 28 consented, composing the study population; one patient refused
to participate because she was concerned with the possible metformin-associated side effects of weight loss. The majority {53%} were male,
with amedian age of 50 years and median BMI of 27.05 kg/m?. Two {7%) patients had T2DM and both were taking insulin. The most common
primary sites were midgut (N = 12; 43%} and pancreas (N = 9; 32%). Twenty-four (85%) patients had non-functioning NET and most had a
grade 2 NET (n = 20; 71%). Of these grade 2 NET patients, 12 had Ki-67 between 3% and 10%, and 8 patients had Ki-67 between 11% and
20%. The great majority of patients (N = 21; 75%} received at least one prior systemic NET-directed therapy prior to metformin, with nearly
40% being pretreated with a somatostatin analogue. Four patients (14.2%) had functioning NETs and received metformin combined with a
somatostatin analogue. Table 1 summarises the patients’ characteristics.

Thirteen patients achieved disease control at 4 months, with a DCR of 46% (95% Cl: 27-66%). There was no association between DCR at
6 months and BMI subgroups (p=0.48). In a median follow-up time of 6.3 months (95% Cl: 2.5-10.1}, median PFS was 6.2 months (95% Cl:
3.2-9.3; Figure 1).

When patients were grouped according to BMI, the median PFS of patients with BMI of <25 and 225 kg/m? was 12.9 (95% Cl: 2.5-23.22)
and 6.3 (95% Cl: 3.38-9.21}) months, respectively (p = 0.93; Figure 2}.

No patient presented objective radiological response. Stable disease was the best response achieved by 86% of the patients. Only four
patients had functioning tumours, with three presenting carcinoid syndrome. No reduction in 5-hydroxyindoleacetic acid levels was observed
in the 24-hour urine test with the use of metformin. However, one patient with refractory carcinoid syndrome to octreotide LAR 30 mg
reported remission of symptoms with the use of metformin combined with octreotide, lasting for 3.3 years. Figure 3 shows a summary of the
maximum changes in tumour sizes from baseline.

Glycaemic profiles

Median and mean serum levels of fasting insulin, glucose, glycated haemoglobin and C-peptide at baseline, at 3 months and é months, are
shown in Table 2.

ecancer 2022, 16:1369: waww.eczncer.org: DOI: https: #doi.org/10.3332/ecancer.2022.1369 4
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Table 1. Characteristics of the study population.

Characteristic Value
Age, years 50 (32-72)
Gender
Male 15 (53.6)
Female 13 (48.4)
BMI (kg/m
<23 11 (39.3)
225 17 (60.7)
ECOG
4] 211(75)
1 §(21.4)
2 11(3.6)
Comorhidity
T2DM 21(7.1)
Depression 5(17.8)
Hypothyroidism 3(10.7)
HFB 3(10.7)
Primary tumeour site
Rectum 1(3.6)
Unknown 2(7.1)
Lungs 41014.3)
Pancreas Fi32.1)
Midgut 12 (43.9)
Functienal NET 4(14.2)
Carcinoid syndreme 3(10.7)
Cushing syndrome 11(3.5)

Tumaur grade

MET G1 8(28.6)
MET G2 20 (71.4)
Treatments performed hefore study entry 21 (75)
Murmnber of treatments

1 11 (39.3)
2 5(17.8)
3 41(14.3)
4 o

5 1(3.4)

ecancer 2022, 161349, wwnw.ecancer.org: LI https: idoborg/ 10,3352 /ecancer 20221369 5
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Table 1. Characteristics of the study population. {Centinued)

Somatostatin analogues 13464
Interferon-alpha 2(7.1)
177 - DOTATATE 1(.6)
TACE/TAE 2(7.1)
Chemotherapy 9(32.1)
Debulking surgery 1(3.6)

Data are presented median and range or a (%),

ECOG PS= Eastern Ceoperative Oncolegy Group performance status, T20M = Diabetes mellitus
type 2, HPB = High blcod pressure, TACE = Transarterial chemcembolisation, TAE = transarterial
embolisation, ¥7Lu-DOTATATE = P Lu-tetraazacyclodedecanetetraacetic acid-octreotide

" Survrval Anchon
Cengored

E
» 8
&
&
]
E 0.4
L 3
0.0
1] & 13 18 4 30 38 42 43
DMouths since to randomization
N=28

Figure 1. Kaplan-Meier plot of progression-free survival.

No significant association was observed between variations In serum levels of fasting glycaemic profiles and DCR at 6 months {insulin,
P = 0.54; blood glucose, p = 0.32; glycated haemoglobin, p = 0.06%; C-peptide, p = 0.48). Table J shows the median and mean baseline gly-
caemic profile of patients who achieved DCR in 4 months versus those who did not.

Igure 4 shows box plots of fasting glycaemic profiles according to DCR at 6 menths: disease stabilisation/response or tumour progression.

ecancer 2022, 16:134%; waww.ecancer.org: DOI: hitps:#dol.org/10.3332/ecancer.2022.134% (4]
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Toxicity

Metformin at a dose of 850 mg twice a day was generally well tolerated. The most prevalent toxicity was diarrhoea. Grade 1 or 2 was found
in 21% of the patients and grade 3 or 4 in 14%. Four (14%) patients required dose reduction. All of them are related te diarrhoea grade 3 or
4. The use of metformin was suspended until the control of the symptoms to grade 1; then, it was reintroduced in one tablet per day. There
is no patient who discontinued the treatment due to toxicity (Table 4). All patients achieved the minimum of 80% of drug adherence.

Discussion

This phase Il trial, unlike preclinical and retrospective clinical studies in patients with metastatic WD NET [14, 15, 17, 25, 26|, did not confirm
the anti-tumour effects of metformin in patients with grade 1 or 2 NETs. Nearly two-thirds (64%) of the patients presented disease progres-
sion before completing 6 months of treatment, no patient experience radiological response and the median PFS was only 6.3 months, similar
to what has been ohserved with placebo in randomised phase Il trials. To explere predictive factors of DCR, variations in the glycaemic
profile of patients from baseline to 6 months and baseline BMI were analysed but no associations were observed.

Despite the small sample size of our trial, the results presented here indicate a clear lack of tumour activity of metformin monotherapy in
WD-NETs. Opposite results were reported in preclinical studies. Vlotides et af [15] studied metformin activity in three cell lines of NET: in
three human tumour cell lines (BON1 human pancreatic NET cells, bronchopulmenary NCI-H727 and midgut GOT1); increasing concentra-
tions of metformin (0.1-10 mM) led to inhibition of cell viability in all three cell populations [15]. It is possible that the dose used in our trial,
the label dose of metformin for T2DM, is not enough to induce cancer-directed effects as metformin concentrations achieved in an in vitro
study is much higher than what is achieved in vivo (1-20 mM versus 18 pM) [27].

BMI
<25 kg
~IV225 kghm?
<25 kg/m2-censored.
+= 225 kgim>-censored
."E'
H
£
48
Months since randomization
N=<25=11
N=>25=15

Figure 2. Kaplan-Meler plot according to baseline body mass index.
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Figure 3. Waterfall plot.
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Table 2. Fasting glycaemic profile.
Fasting glycaemic test Median | Mean
Glucose (mg/dL)
Baseline 89 (75-302) 99.64 £ 414
90 days 86 (64-162) 89.2+ 20.1
180 days 93 (79-159) 96.7 £ 18.7
HbA1 (%)
Base!ine 545 (4.8-11.5) 60+15
90 days 540 (4.3-9.8) 57+11
160 days 5.401(4.8-12.4} 56117
Insulin {ulU/mL)
Baseline 9.5(2.0-23.2) 10.7 + 5.6
90 days 7.30{1.6-23.3} 8.9+49
180 days 10.10(2.1-26.8} 1081+ 7.1
C-Peptide (ng/mL})
Baseline 24{0.32-4.8) 23+11
90 days 1.9(0.1-5.5} 22+11
180 days 2,07 (0.7-5.1) 23+11

Data are presented as median {range) and mean + SD

HbA1 = glycosylated haemog obin

ecancer 2022, 16:1369; www.ecancer.org: DOI: hitps:#doi.crg/10.2332/ecancer.2022.1369
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Table 3. Glycaemic profiles during the trial.

Fasting glycaemic test Baseline fasting glycaemic profile
Glucose (mg/dL} Median Mean
Stable disease 91(75-129} 959+ 143
Disease progression 88 (78-302} 102 +55.8
HbA1 (%)
Stable disease 54{49-9.0} 588+12
Disease progression 5.5(4.8-11.5) 6.12+18
Insulin (LIU/mL)
Stable disease 7.7(2-19.1) B8+54
Disease progression 12.5(5.5-23.2) 12.3+55
C-Peptide (ng/ml}
Stable disease 2.2{0.5-28} 1.87+07
Disease progression 2.6(0.32-4.8) 27+13

Data are presented as median (range) and mean + SD
HbA1 = glycosylated haemoglobin
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Figure 4. Boxplot of fasting glycemic profiles.
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Table 4. Treatment-related adverse events.

Toxicity [ N{%)
Nausea

G1-2 6(21.4)

G3-4 0
Diarrhoea

G1-2 6(21.4)

G3-4 4(14.3)
Vomiting

G1-2 1{3.6)

G3-4 0
Dyspepsia

G1-2 3(10.8)

G3-4 0
Abdominal pain

G1-2 4{14.3)

G3-4 0
Xerostomia

G1-2 1(3.6)

G3-4 0
Hyporexia

G1-2 2(7.2)

G3-4 0

Data are presented as n (%)

Based on the data obtained from an in vitro study that indicated a possible mTOR inhibition activity of metformin, there was increased inter-
est in the study of metformin and everolimus. Itis believed that this association could play a synergistic role in enhancing mTOR inhibition by
everolimus, inhibiting a possible resistance mechanism to this drug. An in vitro study evaluated the association of metformin and everolimus
in cell cultures taken from patients with PNETs and pulmonary NETS. In the PNET culture, the combination of metformin and everolimus was
more effective in inhibiting cell proliferation than each of them administered individually [14]. The combination did not inhibit proliferation in
pulmonary NET cells [14]. Clinical evidence of metformin in NET is mostly from retrospective studies and also in patients treated with evero-
limus [17, 25, 26]. The largest retrospective study, the PRIME-NET, analysed 445 PNETs patients treated in 24 Italian medical centres. In that
study, all patients received everolimus with or without a somatostatin analogue. Of all patients, 236 developed T2DM: 112 were treated with
metformin and 124 with other hypoglycaemic drugs, including insulin. The use of metformin among patients with T2DM, in comparison with
those treated with other treatments, was associated with an improvement in median PFS from 20.8 to 44.2 months, with a 51% reduction in
the risk of progression or death when compared to normoglycaemic patients (HR: 0.49; 95% CI: 0.34-0.69; p < 0.00001) [24]. Another study,
conducted in France, retrospectively evaluated NET patients treated with metformin and everolimus. A total of 213 patients received evero-
limus, and of these, only 48 had baseline T2DM (19 received metformin}. No significant difference in median PFS was noted in the group
treated with metformin and everolimus: 15.24 months versus 9.0 months for everolimus alone (HR 0.87, 95% Cl: 0.54-1.39; p = 0.55} [24].
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Unfortunately, everolimus is not reimbursed for NET in the Brazilian public health system, where all patients were treated, which prevented
us from exploring metformin co-administered with everolimus in a prospective study.

To date, all studies that have clinically evaluated metformin activity in NET are retrospective. Therefore, the studied population comprised
patients with T2DM [17, 25, 26]. The association between T2DM and an increased incidence of cancer has already been demonstrated
by several studies [11. 28]. It is believed that the insulin resistance in patients with T2DM would lead to hyperinsulinemia, which would
stimulate multiple cell signalling cascades and growth factors. A recent meta-analysis that collected data from 20 publications with a total of
13,008 patients with T2DM and various cancer types showed that the use of metformin was associated with improvement in overall survival
and cancer-specific survival (HR: 0.66; 95% Cl: 0.55-0.79 and HR: 0.62; 95% Cl: 0.46-0.84, respectively} [29], suggesting that patients with
T2DM and cancer should be treated with metformin. Herrera-Martinez et al. retrospectively analysed two cohorts of patients with NETs
(gastrointestinal NETs and pulmonary carcinoid). Patients with both T2DM and pulmonary carcinoid had more advanced diseases, larger
tumours, higher pleural invasion rates and higher death rates [14]. In our study, we had two patients with T2DM and they experienced dis-
ease progression before 6 months of treatment.

The supposed anti-tumour effect of metformin via reduction of promitogenic factors such as hyperinsulinemia and increased IGF-1 led to
the hypothesis that variations in fasting glycaemic profiles could be a predictor of metformin activity. Yet, we did not observe associations
between variations in glycaemic profiles at baseline and at DCR at 6 months. In the PRIME-NET study, fasting baseline blood glucose levels
were also not associated with PFS [17].

BMI was another factor explored in the present study. It is believed that fat would play a proinflammatory role and increase insulin resistance,
ultimately leading to an increase in signalling pathways and cell proliferation [30]. In the present study, BMI was not found to be a predic-
tor of DCR. The possible association between obesity and NET was analysed in a case/control study with 96 cases and 96 control subjects,
and no association was noted between BMI and NET [31]. Similarly, in another retrospective analysis of 324 patients treated at a Swedish
institution, BMI of 225 kg/m? was not found to predict a worse prognosis in PNET patients [32]. A similar result was found in the analysis of
patients with resected PNET, in which BMI did not correlate with a higher rate of recurrence or mortality [21].

The limitations of this trial should be mentioned. This was a single-centre, uncontrolled phase Il trial, which compromises its external validity.
To improve internal validity, we enrolled patients with documented progressive disease. Another limitation of this study was not achieving
the target sample of 30 patients planned. However, despite its limitations, our study did not identify anti-proliferative signals of metformin
in NET, even when noticing that our patients were not heavily pretreated. Therefore, we do not think that further trials of metformin mono-
therapy are required to confirm our findings. Conversely, the evaluation of cancer-directed effects of metformin combined with everolimus
should be sought. As an example, a single-arm phase Il trial (NCT02294006} is recruiting patients to investigate the anti-proliferative poten-
tial of metformin with everolimus and octreotide LAR in NETs patients.

Conclusion
In conclusion, the use of metformin monotherapy did not demonstrate clinically significant anti-tumour effects in patients with well-differ-

entiated grade 1 and 2 NET. We think that further trials of metformin combined with everolimus, in patients with or without related hyper-
glycaemia, are worth being conducted.
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