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RESUMO

O cancer de pulmdo € um dos mais frequentes no Brasil e no mundo sendo a
principal causa de mortalidade por neoplasia. Com o surgimento de novos
medicamentos direcionados para alteracbes moleculares especificas, como anti-
tirosina quinase para mutagcdo de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) e para
o rearranjo do gene ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) e imunoterapia para
expressédo de PD-L1 (Programmed Cell Death Ligant 1 Receptor), tem-se
conseguido um importante ganho de tempo de sobrevida global e de tempo livre de
doenca em pacientes portadores de carcinoma de pulmdo ndo pequenas células
(CPNPC) que contenham tais alteragdes. A proposta deste estudo € pesquisar os
biomarcadores EGFR, ALK e PD-L1 e a relagdo destes com dados demograficos e
com padrées de crescimento histolégico em adenocarcinomas pulmonares. Foi
realizado um estudo retrospectivo em 173 amostras parafinadas de CPNPC em
blocos arquivados sob guarda do laboratério de patologia do Hospital Dr. Carlos
Alberto Studart Gomes (Hospital de Messejana-CE) nos anos de 2015 e 2016. As
expressdes de ALK e de PD-L1 foram avaliadas por imuno-histoquimica utilizando
os anticorpos D5F3 e SP263, respectivamente. O estado mutacional do gene EGFR
foi avaliado através de sequenciamento. A expressao proteica do rearranjo do gene
ALK foi detectada em 10,4% das amostras, e a populagado ALK positiva foi 8,8 anos
mais jovem que a populagdo com tumores sem essa expressao (p=0,0034). 22,1%
dos tumores continha alguma mutacdo do gene EGFR, sendo a mutagdo mais
comum a mutacédo pontual L858R no éxon 21 (45,5%), seguida pela delegcdo no
éxon 19 (36,3%). O estado selvagem do gene EGFR foi associado com o padréo de
crescimento predominantemente sélido (p=0,0478). O escore de proporgao tumoral
(EPT) maior ou igual a 50% para imuno-expressao de PD-L1 foi documentado em
18,2% das amostras. Nao foi encontrada associagao estatistica significativa entre a

expressao de PD-L1 e as mutagdes direcionais EGFR e ALK.

Palavras chave: Adenocarcinoma. Neoplasias Pulmonares. Biomarcadores
tumorais. EGFR. ALK. PD-L1.



ABSTRACT

Lung cancer is one the most frequent cause of cancer death in Brazil and worldwide.
The advent of new drugs directed towards specific molecular alterations, such as
anti-tyrosine kinase for EGFR mutation (Epidermal Growth Factor Receptor) and for
the rearrangement of the ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) gene and
immunotherapy for PD-L1 (Cell Death Ligant 1 Receptor) expression brought an
important gain in overall survival and in progression free survival in patients with non-
small cell lung cancer (NSCLC) harboring those alterations. The present study aims
to investigate the biomarkers EGFR, ALK and PD-L1 and their relationship with
demographic data and histologic growth patterns in pulmonary adenocarcinomas.
The study consisted in a retrospective analysis involving 173 paraffin-embedded
specimens of NSCLC from the registry of the pathology laboratory during 2015 and
2016. ALK and PD-L1 expression in tumor cells were evaluated by
immunohistochemical analysis using antibodies D5F3 and SP263, respectively.
EGFR mutation status was assessed through sequencing. ALK expression was
detected in 10.4% of samples and the population with ALK positivity was, in average,
8.8 years younger than the population not expressing ALK (p=0.0034). 22% of
tumors carried mutations in EGFR. The most frequent EGFR mutation was exon 21
L858R point mutation (45.5%) followed by exon 19 deletions (36.3%). Solid
predominant subtype was associated with wild-type EGFR status (P=0.047). PD-L1
tumor proportion scores (TPS) of 250% was documented in 18.2% of samples. No
significant relationships were found between positive PD-L1 expression and driver
genes (neither ALK nor EGFR).

Keywords: Adenocarcinoma. Lung Neoplasms. Biomarkers, Tumor. EGFR. ALK.
PD-L1.
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1 INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia

O cancer de pulmdo é uma das neoplasias mais frequentes no mundo,
apresentando aumento de 2% por ano na sua incidéncia mundial, e é a causa mais
frequente de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo. A incidéncia de
casos novos de cancer de pulmao, segundo a estimativa mundial de 2012, foi de 1,8
milh&o, representando 12,9% de todos os novos casos de céancer, e 1,6 milhdo de
obitos (19,4%) em 2012. 58% desses casos ocorrem em regides menos
desenvolvidas. (TRAVIS et al., 2015).

No Brasil, em 2015, ocorreram 15.514 o&bitos por cancer de pulmdo em
homens e 10.978 em mulheres. Segundo estimativas do INCA (Instituto Nacional do
Cancer) para 2018, validas também para 2019, é esperada a ocorréncia de mais de
seiscentos mil casos novos de cancer, incluindo os casos de cancer de pele nao
melanoma, e cerca de trinta mil novos casos de cancer de pulméo, sendo o género
masculino o mais acometido com cerca de dezoito mil casos novos. Sem considerar
os tumores de pele ndo melanoma, na regido do nordeste brasileiro, o cancer de
pulmédo em homens é o terceiro mais frequente (10,37/100 mil) e para as mulheres
ocupa a quarta posicao (7,82/100 mil). (INCA, 2018)

Uma vez que nao sao observados sintomas em seus estagios iniciais, esse
tipo de cancer é detectado em estagios avangados, sendo a razao da mortalidade
pela incidéncia de aproximadamente 0,87; refletindo sua alta letalidade e permitindo
que sua incidéncia seja inferida pela mortalidade (figura 1). A sobrevida média
cumulativa total em cinco anos varia entre 13 e 21% em paises desenvolvidos e
entre 7 e 10% nos paises em desenvolvimento. Em 90% dos casos diagnosticados,
0 cancer de pulmao esta associado ao consumo de derivados de tabaco, sendo uma
das principais causas de morte evitaveis. Nas mulheres, as taxas de incidéncia sao
geralmente mais baixas e o padrdao geografico € um pouco diferente, refletindo
principalmente a menor exposigao histoérica ao tabagismo. (WHO, 2012)

As taxas de incidéncia mais elevadas, estimadas por idade, sdo vistas na
Europa Central e Oriental (53,5 por 100.000) e na Asia Oriental (50,4 por 100.000),
enquanto as mais baixas s&o observadas na Africa Central e Ocidental (2,0 e 1,7 por
100.000, respectivamente). (FERLAY et al., 2015).



Figura 1 - Panorama epidemiolégico global de cancer de pulmao
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1.2 Patologia

Mary Matthews solidificou um alicerce na compreensdo da patologia de
cancer de pulmido que modificou a perspectiva terapéutica dessa enfermidade
quando, em 1973, estabeleceu que o carcinoma de pulmao de pequenas células
estava quase sempre disseminado no momento do diagndstico, e que a ressecgéo
cirurgica nestes casos nao seria curativa (MATTHEWS et al., 1973).

A partir dessa descoberta, foi observado que o carcinoma de pulméo de
pequenas células era inicialmente responsivo a terapia disponivel na época. Isto
levou a divisdo do cancer de pulmdo em duas categorias: carcinoma de pulméao de
pequenas células (CPPC) e carcinoma de pulmao “ndo pequenas células” (CPNPC),
que inclui adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de
grandes células. Cerca de 85% das neoplasias de pulmido sido atualmente
carcinomas de pulméao “ndo pequenas células” (KOUDELAKOVA et al., 2013).

O surgimento de correlagdes radioldgicas-patolégicas entre opacidades tipo
vidro fosco versus solida ou mista vistas por tomografia computadorizada e
carcinoma bronquiolo-alveolar versus crescimento invasivo vistos por patologistas
abriram novas oportunidades para estudos de imagens serem utilizados por
radiologistas, pneumologistas e cirurgides como forma de prever o subtipo
histologico de adenocarcinomas, e assim, o progndéstico do paciente, melhorando o
pré-operatorio através dessa avaliagao para escolha do tipo de intervengao cirurgica
mais adequada. (AOKI et al., 2001)

Em 2011, uma equipe multidisciplinar composta pela Associagao
Internacional para Estudo de Cancer de Pulmao (IASLC — International Association
for the Study of Lung Cancer), pela Sociedade Toracica Americana (ATS — American
Thoracic Society), e pela Sociedade Respiratéria Europeia (ERS - European
Respiratory Society) prop6s uma nova subclassificagdo histologica para o CPNPC
com o objetivo de padronizar a terminologia e os critérios diagnosticos do grupo de
carcinoma anteriormente denominado bronquiolo-alveolar. A necessidade de
classificar de forma mais especifica os CPNPC teve varias razbes, dentre elas, o
fato de que os subtipos histologicos tém diferentes valores progndsticos e auxiliam
na determinacdo do tratamento, funcionando como guia para escolha dos casos
para investigacdo molecular de biomarcadores. (TRAVIS et al., 2011)
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1.2.1 Subtipos histolégicos

A maioria dos adenocarcinomas de pulmido sao derivados de células da
jungao bronco-alveolar, células claras ou pneumdcitos. As células provenientes das
unidades respiratérias terminais originam os subtipos ndo mucinosos e as
provenientes das unidades respiratorias ndo terminais, os adenocarcinoma
mucinosos. A expressao imuno-histoquimica de TTF-1 (Thyroid Transcription Factor-
1) é tipica de pneumdcitos de unidades respiratorias terminais, sendo caracteristica
de adenocarcinomas ndao mucinosos. Estes sao subclassificados pela classificacao
da OMS (Organizacédo Mundial de Saude) de 2015 de acordo com o padrdo de
crescimento em: lepidico (in situ), acinar, papilar, micropapilar ou solido, sendo o
padrao cribriforme considerado um subtipo do padrdo sodlido. Mais de 90% dos
adenocarcinomas de pulmao possuem mais de um padrao de crescimento, sendo o
tipo predominante utilizado como modificador, sendo necessario estimar a proporcao
em percentagem dos outros subtipos presentes no tumor. Histologicamente, os
subtipos lepidico e acinar preservam algumas caracteristicas alveolares, enquanto
os subtipos papilar e sdélido sao estruturalmente mais invasivos, com padrdo de
crescimento “destrutivo” (BURKE et al., 2017).

Como pode ser visto na figura 2, as caracteristicas histologicas do padréao de
crescimento lepidico sdo semelhantes para o adenocarcinoma “in situ” e lepidico
com areas minimamente invasivas, em geral, acinar. A distingdo entre acinar e
lepidico € a auséncia da arquitetura alveolar prévia e o reconhecimento do septo
alveolar anterior. O padrao acinar € composto de glandulas agrupadas separadas
por estroma fibroso. O padrao de crescimento papilar classico € composto de eixos
fibrovasculares delineados por células cuboidais ou colunares, por vezes com
secrecao apical. O adenocarcinoma micropapilar possui ramificagdes papilares que
formam floretes caracterizados por auséncia de eixo fibrovascular, resultando numa
polaridade invertida, com a face da borda em escova mucinosa ao longo da
membrana periférica externa. O adenocarcinoma sélido € um grupo heterogéneo de
tumores que variam do extremo da auséncia de evidéncia de diferenciacdo, sem
glandulas ou vacuolos, que ndo a marcagao imuno-histoquimica de TTF-1, ao tipo
cribriforme, que pode ser formado por grandes espacos cisticos contendo acinos
dilatados até grupos glandulares discretos em meio a areas solidas (BURKE et al.,
2017).
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Figura 2 - Padrées de crescimento histologico em adenocarcinomas de pulmao,

coloragao hematoxilina e eosina

Fonte: TORRES et al. (2014).

A. Proliferagao neoplasica delineando alvéolo, conformacao lepidica (400x). B. Proliferagédo de
glandulas em meio a estroma fibroso, padrdo de crescimento acinar (200x). C Formagdes de eixos
fibrovasculares delineados por células cuboidais atipicas, padrao papilar (200x). D Floretes de células
tumorais de polaridade invertida destituidos de eixo fibrovascular, padrdao micro papilar (400X). E.
Escassas estruturas glandulares com vacuolos remanescentes contendo mucina, padréo solido
(400x) F. Glandulas fusionadas com numerosas luzes semelhantes a crivos, padrdo cribriforme
(200X).
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Recentes estudos genémicos em larga escala identificaram varias alteracdes
genéticas nos adenocarcinomas. Certas mudangas genéticas, como mutagdo do
gene EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor — Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico) ou translocagbes do gene ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase —
Quinase de Linfoma Anaplasico), estdo fortemente associadas com uma resposta
terapéutica especifica e histologia de adenocarcinoma facilmente identificavel
(OKADA, 2013).

A avaliagdo histoldégica adequada de carcinomas pulmonares é critica, pois
as mudangas morfoldgicas sdo complementares as alteragbes moleculares; assim, o
fendtipo morfoldgico pode ser determinado por padrdes de expresséo génica. Varias
mutacgdes direcionais sao alvos terapéuticos e podem se correlacionar com subtipos
especificos de adenocarcinoma, pois se tem visto que cada subtipo histologico
mostra uma alta prevaléncia de mutacdes especificas. Por exemplo, a maioria dos
tumores mucinosos possui mutagdes KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral — Sarcoma
do Virus de Rato) e os subtipos papilar e acinar frequentemente tém mutag¢des no
gene EGFR. Essas alteragbes genéticas associadas a alteragbes morfolégicas tém
despertado cada vez mais interesse de patologistas e oncologistas, uma vez que o
subtipo histolégico pode auxiliar na previséo da eficacia da terapia alvo (KOH et al.,
2015; SHOLL et al., 2015).

Existem poucas descri¢des de associagao entre caracteristicas morfolégicas
dos adenocarcinomas com rearranjo do gene ALK ou com expressao de PD-L1
(Programmed Cell Death Ligant 1 Receptor - Ligante do Receptor de Morte Celular
Programada 1). O rearranjo do gene ALK é descrito em adenocarcinomas que
contém células em anel de sinete, pacientes jovens, sem historia de tabagismo ou
fumantes leves (até 10 macgos de cigarro por ano). (KOUDELAKOVA et al., 2013;
INAMURA et al., 2008). Ja a expressao de PD-L1 em células tumorais pode variar
de 45 a 50% em bidpsias de CPNPC, porém sem associagédo histolégica bem
definida (GROSSO et al, 2013).

A diferenciacdo entre carcinoma de células escamosas (CEC) e
adenocarcinoma € fundamental devido as mutagcdes de EGFR e os rearranjos de
ALK e ROS1 (V-Ros Avian UR2 Sarcoma Virus Oncogene Homolog) serem vistos
principalmente em adenocarcinomas. Além disso, o quimioterapico permetrexede
tem maior efetividade em adenocarcinomas avangados do que em CEC, e, o
bevacizumab, uma droga anti-EGFR, é contraindicada para CEC, enquanto o
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nivolumab, imunoterapico, foi liberado pelo FDA (Food and Drug Administration -
Administradora de medicamentos e alimentos) para tratamento de CEC avangado.
Essa implicacdo terapéutica em relagdo aos tipos histolégicos e alteragbes
moleculares levam a uma tendéncia em se classificar os tumores com essas duas
informagdes. (TRAVIS et al., 2015)

1.3 Biomarcadores

O tratamento do adenocarcinoma pulmonar € determinado principalmente
com base no estagio da doenca. Em geral, o tratamento de escolha para o
adenocarcinoma em estagio inicial é a excisao cirurgica, enquanto os pacientes com
tumores em estagio avangado, a maioria dos casos, passam por quimioterapia com
ou sem associacdo de radioterapia. O insucesso diante de tais acdes terapéuticas
padronizadas por anos levou a comunidade cientifica a investigar biomarcadores,
alguns dos quais ja estdao sendo utilizados para selegao da melhor estratégia de
tratamento farmacolégico para o CPNPC. (KOUDELAKOVA et al., 2013)

O céncer de pulmdo é uma neoplasia geneticamente heterogénea
caracterizada por um amplo espectro de mutacdes. Varias dessas mutagdes estao
envolvidas na patogénese dos CPNPC e algumas delas sdo objetos de grande
interesse clinico devido ao desenvolvimento de terapias alvo, principalmente para os
adenocarcinomas. Por exemplo, para adenocarcinoma pulmonares com gene
EGFR mutado, inibidores de tirosina quinase (TKIls), gefitinib e erlotinib, séo
alternativas terapéuticas superiores quando comparados a quimioterapia padrao
com platina (KIM et al., 2016; CARDARELLA et al., 2012).

Mutacbes do gene EGFR, desde 2004, e rearranjo do gene ALK, desde
2007, estdo entre as primeiras mutagbes direcionais identificadas em
adenocarcinoma de pulméao, sdo mutuamente exclusivos e representam atualmente
0s mais importantes alvos terapéuticos farmacolégicos contra esta neoplasia. A
proliferacdo e a sobrevivéncia tumoral dependem dessas mutacdes; portanto, a
inativacdo dos efeitos dessas mutacdes através de agentes moleculares leva a
morte da célula cancerosa. Combinados, esses subgrupos moleculares perfazem
pelo menos 20% de todos os adenocarcinomas, a depender da populacao estudada
(GAUTSCHI et al., 2017).
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O numero de genes alvo terapéuticos esta crescendo devido a melhor
compreensao das mutagdes direcionais e seus potenciais oncogénicos. Mutagdes
direcionais a serem consideradas incluem alteracdes nos genes BRAF, HER2 e
RET, pois, apesar de uma menor frequéncia, os mesmos tém relevancia clinica
devido a disponibilidade de terapias — alvo aprovadas para outras indicacdes
oncologicas, como HER2 para mama, RET para tireoide e BRAF para melanoma
(GAUTSCHI et al., 2017).

1.3.1 EGFR

O gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) localiza-se
no brago curto do cromossomo 7 e codifica um receptor da familia de receptores
tirosina quinase transmembranares EGFR/Erb-B (Epidermal Growth Factor Receptor
| Erythroblastic leukemia viral oncogene) que é composta por quatro membros:
EGFR (HER-1) / Erb-B1; HER2 / c-neu / Erb-B2; HER3 / Erb-B3 e HER4 / Erb-B4.
Essas proteinas compartilham entre 40 e 50% de aminoacidos homélogos e
possuem um dominio de organizacdo comum. Quando ativados pelo ligante, estes
receptores sinalizam através de duas principais vias de ativacdo, a via RAS-MAPK
(RAt Sarcoma virus - Mitogen Activated Protein Kinases) e a via PI3K / AKT
(Phosphatidyllnositol-3 kinase - V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1)
que desempenham papéis criticos na regulacao, proliferagdo e sobrevida celular
(KOUDELAKOVA et al., 2013).

A taxa de expressao global do EGFR é de 51%, sendo um forte indicador
prognostico em carcinomas de cabecga e pescogo, ovario, bexiga e es6fago onde
sua amplificacdo esta associada a reducéo de recidiva e taxa de sobrevida global.
Em CPNPC, sua amplificagdo esta presente em cerca de 6% dos tumores, com
relatos de aumento de sobrevida associados a uma melhor resposta ao gefitinib, um
bloqueador de EGFR (LI et al., 2008).

Existem trés mecanismos de ativacdo de EGFR em células tumorais:
mutacbes de EGFR, amplificagcdo, ganho do numero de coépias génicas e
superexpressao. Estes eventos frequentemente sdo simultdneos. A superexpressao
de EGFR era considerada de pior prognostico para CPNPC, porém Nakamura
realizou uma meta-analise em 2006 que ndo confirmou essa associagao. O valor

preditivo da superexpressao de EGFR para responsividade a inibidores de tirosina
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quinase anti-EGFR foi testado em varios estudos. Apesar de inicialmente mostrar
uma clara relagcdo, quando avaliado pelo numero de copias por FISH e resposta ao
erlotinib, ndo foi confirmada esta associacdo. Até o momento, o teste com numero

de coépias nao €& recomendado na selecdo para tratamento de CPNPC
(KOUDELAKOVA et al., 2013).

Figura 3 - Representacdo esquematica do gene EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor-Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico) mostrando a distribuigédo
dos éxons no dominio extracelular e as mutacdes descritas na literatura em relagao

a associagdo com sensibilidade ou resisténcia a inibidores tirosina-quinase anti-
EGFR.
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Em 2004, dois grupos de pesquisa independentes sequenciaram o gene
EGFR em amostras de pacientes portadores de CPNPC em estagio avangado. O
objetivo era avaliar o valor preditivo da mutagcdo no gene EGFR para terapia com
inibidores tirosina quinase anti-EGFR. Foram identificadas pequenas delecdes ou
substituicdes de aminoacidos em 14 de 15 pacientes que eram bons respondedores
ao tratamento com gefitinib. Ndo foram encontradas mutagdes do gene EGFR nos
pacientes sem resposta ao tratamento com gefitinib. Nestes estudos, foram
identificadas as mutagdes ativadoras do gene EGFR, sendo encontradas nos éxons
18 ao 21 no dominio tirosina-quinase, como pode ser visto no esquema da figura 3.
Estas mutacdes tém sido relatadas em 5 a 30% dos casos de CPNPC dependendo
da populagao do estudo (incidéncia de 15% em caucasianos em comparagao com
30% em asiaticos) (LYNCH et al., 2004; PAEZ et al., 2004).

As mutagbes do gene EGFR levam a uma ativagdo do receptor
independente de ligante e sdo preferencialmente encontrados em nao fumantes,
mulheres, asiaticos e pacientes com histologia de adenocarcinoma. Mais de 3.000
mutacdes somaticas de EGFR ja foram descritas sendo que as delegdes no éxon 19
(incluindo residuos 746 a 753) e substituicdo de arginina por leucina (L858R) no
éxon 21 constituem cerca de 90% destas mutagdes. Substituicdo de glicina por
serina, alanina ou cisteina no cdédon 719 (G719X) do éxon 18 ocorre em um
adicional de 4% de casos e outras mutagdes sem sentido e pequenas duplicagdes /
inser¢coes no éxon 20 respondem pelo restante (LYNCH et al., 2004; PAEZ et al.,
2004).

Os inibidores mais eficazes da tirosina quinase anti-EGFR s&o os derivados
da anilinoquinazolina que atuam como inibidores reversiveis competitivos de ATP,
erlotinib e gefitinib. Apds estudos pré-clinicos fase | bem-sucedidos, o gefitinib
progrediu para estudos de fase Il. Taxas de resposta entre 10 e 20% foram relatadas
em dois ensaios clinicos randomizados duplo cego de fase Il, IDEAL (lressa Dose
Evalution in Advanced Lung Cancer) 1 e 2, que cadastraram 210 e 221 pacientes
com CPCNP previamente tratados com um ou dois regimes. Com base nestes
resultados, o gefitinib foi aprovado pelo FDA americano para o tratamento de
CPNPC avangado em maio de 2003. Com base no insucesso dos resultados do
estudo clinico ISEL (Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer), em junho de 2005,
onde gefitinib foi comparado com placebo e num seguimento de 7,2 meses e ndo se
encontrou diferenga significativa entre os dois grupos, a FDA limitou o uso de
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gefitinib. No entanto, o estudo IPASS (lressa Pan-Asia Study) confirmou o beneficio
da terapia com gefitinib para pacientes com CPNPC com mutagdes no gene EGFR,
com aumento no tempo de sobrevida livre de doenca e no tempo de sobrevida
global em comparagdo com quimioterapia com platina, e a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA) aprovou o gefitinib para o tratamento de doenga localmente
avangada ou metastatica de pacientes com CPCNP com mutagdo ativadora de
EGFR em junho 2009 (FUKUOKA et al., 2003; MOK et al., 2009).

O inibidor de baixo peso molecular, erlotinibe, exibiu atividade antitumoral
em estudos clinicos pré-clinicos e de fase |. Erlotinib foi aprovado pela FDA
americana em novembro de 2004 com base nos resultados do ensaio randomizado
de fase lll BR.21 que incluiu 731 pacientes com CPNPC tratados com erlotinibe ou
placebo como segunda ou terceira linha terapéutica. A sobrevida global do grupo
tratado foi de 2 meses a mais do que o grupo placebo (6,7 meses vs. 4,7 meses). A
sobrevida global de 1 ano foi de 31% para o grupo erlotinibe comparado a 22% para
o grupo controle (SHEPHERD et al., 2005).

O papel preditivo das mutagdes do EGFR para a sensibilidade da terapia TKI
anti-EGFR foi revelada por diferentes estudos e confirmada por uma grande meta-
analise incluindo 59 estudos de 3101 pacientes com CPNPC. Mutacées do EGFR
foram preditivo de resposta a um agente unico TKI anti-EGFR com sensibilidade e
especificidade de 0,78, e 0,86 respectivamente. Em geral, o tratamento com TKils
anti-EGFR melhora significativamente a sobrevida de pacientes com CPNPC com
mutacdes do EGFR em comparagdo com a quimioterapia tradicional. (DAHABREH
et al., 2010). Atualmente, TKls com alvo em mutagdes EGFR sao indicados como

primeira linha terapéutica em pacientes selecionados. (NURWIDYA,2016).

1.3.2 ALK

A proteina ALK é um receptor transmembranar com atividade tirosina
quinase, normalmente expresso apenas no sistema nervoso central, porém ndo em
tecido pulmonar normal. Ele pertence a superfamilia de receptores do fator de
crescimento da insulina que é codificado no cromossomo 2 e é constituido por dois
grandes introns e vinte e seis éxons. O gene ALK foi inicialmente caracterizado na
fusdo com a proteina NPM (Nucleophosphin-Nucleofosfina) presente em Linfoma
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Anaplasico de grandes células, 1994, e atualmente é conhecido como componente

de muitas proteinas de fusdo em diversos tipos de cancer (ZHANG et al., 2013).

Figura 4 - Esquema tridimensional do complexo da estrutura da proteina ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase) com crizotinib, medicamento anti-tirosina quinase

especifico para expressdo andmala do gene ALK

Fonte: Disponivel em: <https://en.wikipedia.org/wiki/Anaplastic_lymphoma_kinase>. Acesso em 22
de junho 2018.

A fusdo ALK-EML4 é encontrada em cerca de 2 a 7% dos CPNPC e foi
descoberta em 2007 por Soda et al, que identificaram uma pequena inversdo no
braco curto do cromossomo 2, que leva a fusdo da porgao N-terminal da EML4 com
o ALK (SODA et al., 2007). A patogénese molecular do gene ALK comeca com
rearranjos cromossOmicos que associam as sequéncias de codificagdo 3' para o
dominio de sinalizagao intracelular com elementos promotores 5' e sequéncias de
codificagdo que orientam a superexpressdo da quinase e oligomerizagcao
independente do ligante, uma caracteristica comum das neoplasias humanas com
proteina tirosina quinase do tipo fusdo (CHOI et al., 2008).

O rearranjo ALK/EML4 tem um claro potencial oncogénico e sua aberrante
atividade de tirosina quinase promove a proliferacao celular e sobrevida além de
alteragdes no rearranjo do citoesqueleto e formato da célula (TUONONEN et al.,
2013). A transformacgao oncogénica do ALK é mediada por interagcdo com moléculas
de downstream que desencadeiam cascatas de sinalizac&o intracelular. Da mesma
forma que a maioria das tirosinas quinases normais e oncogénicas, a fusao do ALK

ativa varios mecanismos diferentes que se interconectam e sobrepdem. O mais
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relevante e melhor caracterizado é o mecanismo RAS-ERK (Rat Sarcoma virus-
Extracelular signal — Regulated Kinase), seguido pelo JAK3-STAT3 (Janus Kinase 3
- Signal Transducer and Activator of Transcription 3) e o PI3K - AKT
(Phosphatidyllnositol-3 Kinase - V - AKT murine thymoma viral oncogene homolog
1). Estas trés vias moleculares possuem pontos de interagdo para mediagdo dos
efeitos da atividade do ALK (CHIARLE et al., 2008).

Inicialmente o produto da fusdo do gene ALK com o EML4 era detectado
apenas pela técnica de hibridizacdo in situ. Porém, foi demonstrada uma boa
correlacdo entre os resultados utilizando IHQ e FISH, para rearranjo ALK, sendo
relatadas sensibilidade e especificidade de 100% e 95,8%, respectivamente. Com
base nestes resultados, o ensaio IHQ foi confirmado como método diagndstico para
detectar CPNPC com rearranjos do ALK, a exemplo do que pode ser visto no
esquema da figura 5 (PAIK et al., 2011; KIM et al., 2012).

Figura 5 - Métodos diagndsticos para detecg¢ao de rearranjo do gene ALK em

adenocarcinomas de pulmao
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A técnica de FISH para pesquisa do rearranjo EML4/ALK pode apresentar
desafios técnicos na avaliacdo dos resultados da coloragdo. Conforme afirmado por
Galetta et al., os rearranjos intracromossdmicos podem produzir uma sutil divisdo de
sinais, levando a falsos negativos potenciais. Além do fato de as sondas soé
detectarem fusdes previamente conhecidas. Estudos indicam que os eventos de
inversdo de EML4-ALK incluem pelo menos nove variantes de fusdo, contendo a
mesma por¢ao do dominio da quinase C-terminal ALK, tornando-os catalisticamente
ativos, e, embora a proteina EML4 seja o parceiro de fusdo mais predominante,
(SHINMURA ET AL., 2008) outros parceiros de fusdo foram identificados
(TUONONEN et al., 2013; Yl et al., 2011; MCLEER-FLORIN et al., 2012).

Em agosto de 2011, a droga Crizotinib recebeu aprovacao acelerada da FDA
US (Food and Drug Administration) para o tratamento de CPNPC comprovadamente
ALK-positivo utilizando um teste de diagndstico através de imuno-histoquimica
aprovado pela FDA. Este teste utiliza o clone D5F3 do anticorpo ALK1, tendo
apresentado maior sensibilidade (100% x 67%) e especificidade (99% x 97%) apos
ter sido comparado com outros clones. Até a data, apenas a técnica de FISH usando
o kit de sonda de dispersao Vysis (Abbott Molecular, Des Plaines, lll) estava
aprovado para esta indicagao (WEICKHARDT et al., 2013; SUN et al., 2012).

A descoberta do rearranjo do ALK em CPNPC tem aumentado sua
importancia desde a descoberta da droga crizotinib que tem como alvo terapéutico
as linhagens celulares derivadas do rearranjo do ALK. O tratamento com o crizotinib
tem mostrado resultados superiores ao tratamento com quimioterapia convencional.
(KOIVUNEN et al., 2008). Em ratos transgénicos que expressam especificamente a
fusdo EML4-ALK em células epiteliais de pulmao, centenas de noddulos de
adenocarcinoma se desenvolvem em ambos os pulmdes logo apds o nascimento e a
administracao oral de um inibidor especifico da atividade de ALK tirosina quinase
rapidamente erradica tais nodulos. Estas observagdes revelam o papel essencial do
EML4-ALK na carcinogénese de CPNPC que possuem esta quinase de fusao (CHOI
et al., 2010).

Em dois ensaios clinicos, os pacientes com CPNPC ALK positivos
localmente avancados ou metastaticos que foram tratados com crizotinib exibiram
taxas de resposta globais de 50% (n = 136) e 61% (n= 119), respectivamente.

Assim, a determinacéo do estado de ALK em pacientes com CPNPC ¢é fundamental
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para direcionar um tratamento personalizado para o paciente. (KOUDELAKOVA et
al., 2013; ZHANG et al., 2013)

As terapias visando EGFR e, mais recentemente ALK, tém se mostrado
efetivas no tratamento de tumores que abrigam essas alteragdes moleculares. Ha
heterogeneidade nos resultados devido a complexidade de caminhos de sinalizagéao
envolvidos tanto na oncogénese quanto na aquisigdo de resisténcia. Portanto,
analises de outras moléculas, assinaturas e perfis na expressao de proteinas podem
ser criticas na compreensdo do desenvolvimento de novos medicamentos e
combinagdes terapéuticas (TORRES et al., 2014).

1.3.3 PD-1/PD-L1

PD-1 é uma proteina de membrana tipo |, de 268 aminoacidos e pertence a
familia de moléculas reguladoras de células T, chamada CD28/B7 (ISHIDA et
al.,1992), sendo codificada pelo gene PDCD1. (SHINOHARA et al., 1994). Possui
um dominio extracelular gV, seguido de uma regidao transmembranar € uma cauda
intracelular, a qual contém dois sitios de fosforilacdo. Esta proteina é expressa na
superficie de células T ativadas, células B e de macréfagos, o que sugere que ela é
capaz de inibir a resposta imune celular de maneira mais ampla (BLANK et al., 2004;
BLANK e MACKENSEN, 2007).

Dentre as moléculas corregulatérias da familia B7-CD28, estudos recentes
demonstram que as células tumorais e as células apresentadoras de antigenos
modificam o microambiente tumoral através das atividades do receptor PD1 e seus
ligantes, por exemplo, PD-L1 (Ligante do receptor de Morte Celular Programada 1)
(SHARPE e FREEMAN, 2002; KARACHALIOU et al., 2015).

A interagao de PD-L1 (Programmed Cell Death Ligant 1 Receptor) com PD1
(Programmed Cell Death 1 Receptor) que € expressa nas células apresentadoras de
antigeno e linfécitos T € um mecanismo fisioldgico que ressalta escape da atividade
imune. A expressao de PD-L1 também esta presente em varios tumores humanos,
resultando na inibigdo do sistema imune pelas células cancerigenas e consequente

facilitagcdo da progressao tumoral e metastase (OTA et al., 2015).
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Figura 6 - Inibidor do ponto de verificagdo imunolégico. As proteinas do ponto de
verificagcdo, como PD-L1 nas células tumorais e PD-1 nas células T, ajudam a
manter as respostas imunes sob controle. A ligagdo de PD-L1 a PD-1 impede que as
células T ataquem células tumorais no corpo (painel esquerdo). O bloqueio da
ligagdo de PD-L1 a PD-1 com um inibidor de ponto de verificagdo imunolégico (anti-
PD-L1 ou anti-PD-1) permite que as células T destruam células tumorais (painel

direito).
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Fonte: Disponivel em: <https://www.teresewinslow.com>. Acesso em: 22 de junho de 2018.

Um alto nivel de expressdao de PD-L1 em varias neoplasias tem sido
associado a prognostico ruim, embora esses achados ainda sejam controversos na
literatura. (SZNOL e CHEN, 2013) Estudos clinicos tém mostrado que a inibicdo de
anticorpos especificos para essas proteinas sao uma abordagem promissora no
tratamento de cancer e a expressao de PD-L1 na membrana de células tumorais
correlaciona-se com maior chance de resposta a inibidores modernos de PD-1 e PD-
L1 (BRAHMER et al., 2012). A atividade antitumoral por imunoterapia alvo, em
particular nos tumores de pulméao, tem relatos de sucesso surpreendente (HUI,
2017).

Ha indicios de que mutagdes nos genes EGFR e rearranjo do gene ALK
possam influenciar a expressdao de PD-L1 com poucos dados disponiveis na

literatura mundial e nenhum na literatura com casos brasileiros (OTA et al., 2015).
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Alguns trabalhos mostram que a expressao de PD-L1 em carcinomas pulmonares é
regulada pelo resultado da mutacdo de EGFR (AZUMA et al., 2014; AKBAY et al.,
2013). Rearranjos cromossémicos envolvendo ALK/EML4 também definem um
subtipo molecular especifico de carcinoma nao-pequenas células, com a fusao
resultante manifestando em atividade transformadora tumoral. A expressao de PD-
L1 é regulada positivamente pelas vias MEK-ERK e PI3K-AKT, sinalizando nas
células positivas para ALK. Estudos recentes mostram que uma alta expressao de
PD-L1 é positivamente associada com rearranjo de ALK, consistente com a indugéo
do PD-L1 pelo produto do rearranjo ALK (OTA et al., 2015).

Além do entendimento sobre os marcadores bioldégicos EGFR e ALK, nos
ultimos anos também foi melhor compreendido o papel do sistema imunolégico na
carcinogénese de varios tumores, incluindo o cancer de pulmao. Uma publicacdo na
revista “Cell” incluiu conceitos de evasao tumoral e vigilancia imunolégica como
principais mecanismos de carcinogénese. A suspeita de que um mecanismo da
evasdo do sistema imune do hospedeiro pelas células tumorais pudesse ser a
hiperexpressdo ou aumento de fungdo da molécula PD-1, e seu ligante PD-L1, cuja
interagdo com sua proteina ligante, a PD-L1, acarreta uma diminuigdo da resposta
imune; passou a ser aventada em diversos estudos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em 2010, um estudo piloto com o uso de um anticorpo monoclonal anti-PD-
1, denominado BMS-936558 (Bristol-Myers Squibb, Princteon, NJ), também
chamado MDX-1106, ONO-4538 ou nivolumabe posteriormente, observou evidéncia
de atividade antitumoral, com perfil de seguranca favoravel dentre um total de 39
pacientes portadores de diversos tumores solidos avancados (TOPALIAN et al.,
2012).

Dois anos mais tarde, um estudo fase I/ll analisou a segurancga e a atividade
do uso de doses escalonadas do nivolumab no tratamento de 296 pacientes
portadores de melanoma metastatico, cancer de pulmao ndo pequenas células,
cancer de prostata avancado resistente a castragdo, cancer de células renais e
cancer colorretal. Dos 236 pacientes avaliados, foram observadas respostas
objetivas em 14 dos 76 pacientes com CPNPC (18%), 28 dos 94 portadores de
melanoma metastatico (28%) e 9 dos 33 pacientes com carcinoma colorretal (27%).
Um dado interessante deste estudo foi obtido pela avaliagdo da imunoexpressao de
PD-L1 nas amostras de tumores obtidas de 42 pacientes, antes do inicio do

tratamento. Observou-se que dos 25 pacientes em cujas amostras foi constatada
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expressao positiva para PD-L1, 9 apresentaram resposta antitumoral, ao passo que
nenhum dos 17 pacientes portadores de tumores com expressao negativa para PD-
L1 tiveram resposta (P=0,006). Estes dados sugeriram inicialmente uma correlagéo
entre a expressdo de PD-L1 em células tumorais com resposta objetiva ao
tratamento com bloqueio de PD-1(TOPALIAN et al., 2012).

Em 2015 a medicagao nivolumab, um anticorpo humanizado 1G4 com agao
na proteina PD-1, foi aprovada pelo FDA americano para tumores avangados de
pulméao apos falha a primeira linha de tratamento com aumento de sobrevida global.
A aprovacao foi decorrente de estudo que constatou melhores resultados de
sobrevida global, sobrevida livre de progressao e taxa de resposta aos doentes que
utilizaram nivolumabe em comparagcdo ao docetaxel, o tratamento convencional
(BRAHMER et al., 2015).

1.4 Justificativa

O cancer de pulmao é a causa mais frequente de morte por neoplasia em
todo o mundo, apesar de acgdes terapéuticas como quimioterapia e radioterapia.
Com a descoberta de alvos terapéuticos direcionados por mutagdes tumorais, houve
uma mudancga neste cenario, com aumento de tempo de sobrevida livre de doenga e
de sobrevida global, sendo os resultados encontrados superiores aos de tratamento
convencional.

Mutacbes no gene EGFR tornam o tumor sensivel a terapia anti-tirosina
quinase anti- EGFR, e, o rearranjo no gene ALK, a terapia anti-tirosina quinase anti-
ALK, porém, apesar da resposta inicial, invariavelmente estes tumores tornam-se
resistentes a terapia alvo, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que atrasem a resisténcia adquirida ou sejam eficazes na configuragao
da resisténcia adquirida, como, por exemplo, imunoterapia anti-PD-L1.

Nos paises em desenvolvimentos, 0 acesso a esses novos tratamentos é
limitado tanto pelos elevados precos de inibidores de tirosina quinase e
imunoterapicos como pela dificuldade de acesso as técnicas de diagnostico
molecular que caracterizam o tumor, porém sédo de alto custo financeiro. Como
resultado, a maior parte da populagdo continua a ser submetida a quimioterapias
convencionais associadas muitas vezes a eficacia limitada e efeitos adversos

significativos.
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No Ceara, o Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes é
centro de referéncia para diagndstico e tratamento de neoplasias pulmonares, e
concentra um grande acervo patologico de carcinomas pulmonares. E mesmo com
esses dados, nédo ha estudos patologicos que demostrem o perfil molecular desses
tumores, além da caréncia de publicagbes cientificas sobre a biologia molecular dos
tumores nesta populagao especifica.

Grande parte dos pacientes do SUS, infelizmente, & diagnosticada
tardiamente, em estagios avangados da doenga. Estudos como o que propomos
podem auxiliar na escolha do melhor tratamento farmacolégico para tumores que
possuem um achado molecular especifico, como a presenga de mutagdo no gene
EGFR, o rearranjo do gene ALK, ou a expressdao de PD-L1, direcionando o

tratamento com terapias alvo disponiveis para esse tipo de tumor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar os biomarcadores EGFR, ALK e PD-L1 e correlacionar com dados
demograficos e com padrdes de crescimento histologico em adenocarcinomas

pulmonares.

2.2 Especificos

v Construir um banco de dados, utilizando casos confirmados de
adenocarcinomas pulmonares.

v Caracterizar as alteragbes histomorfolégicas de adenocarcinomas pulmonares a
partir de tecidos emblocados em parafina.

v ldentificar e caracterizar a presenga de mutacdo do gene EGFR em
adenocarcinomas pulmonares a partir de tecidos emblocados em parafina, e
correlacionar a presenga dessa mutagdo com dados demograficos e padréao de
crescimento histolégico.

v ldentificar a expressao proteica do gene ALK nas células tumorais de
adenocarcinomas pulmonares a partir de tecidos emblocados em parafina, e
correlacionar essa expressao com dados demograficos e padrao de crescimento
histologico.

v ldentificar e quantificar a expressao proteica de PD-L1 nos tecidos tumorais de
adenocarcinomas pulmonares a partir de tecidos emblocados em parafina, e
correlacionar essa expressao com dados demograficos e padrao de crescimento
histologico.

v ldentificar a coexpressdao dos biomarcadores ALK e PD-L1 assim como a
presenga concomitante da mutagcao do gene EGFR nos tecidos tumorais de
adenocarcinomas pulmonares a partir de tecidos emblocados em parafina, e
correlacionar essa expressao com dados demograficos e padrao de crescimento

histologico.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo e sele¢ao da amostra

Foi realizado um estudo retrospectivo em blocos parafinados de
adenocarcinomas de pulmé&o que se encontravam sob a guarda do laboratério de
patologia do Hospital Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, Fortaleza-CE nos anos de
2015 e 2016, para pesquisa dos biomarcadores EGFR, ALK e PD-L1.

As analises de todos os cortes histologicos foram avaliadas por dois
patologistas com experiéncia em imuno-histoquimica e patologia pulmonar. Dados
demograficos, género e idade, foram obtidos do sistema de informac¢des do
laboratdrio de patologia.

Foram excluidos os casos com histologias escamosa, sarcomatoide
(carcinosarcomas) ou adenocarcinomas com suspei¢cao de ser do tipo glandular
salivar (mucoepidermoide ou adenoide cistico), bem como os carcinomas com
diferenciagao neuroenddcrina.

Também foram excluidos os casos em que o material disponivel (laminas e
blocos) ndo apresentasse qualidade adequada para os testes propostos, ou em que
o material ndo apresentasse quantidade suficiente para garantir reserva para futuros
exames.

Foram identificados 678 casos arquivados de CPNPC nos anos de 2015 e
2016, sendo selecionados 400 casos, os quais estavam com material disponivel, os
demais haviam sido retirados do arquivo por solicitagdo do paciente. Dos 400 casos
selecionados, 68 casos foram excluidos por critérios histolégicos, 115 casos foram
excluidos por insuficiéncia de quantidade de material para reserva e 44 casos
apresentaram artefatos pré-analiticos, sendo que, ao final, 173 casos foram

incluidos neste estudo.

3.2 Comité de ética

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, Fortaleza-CE
apos o preenchimento dos dados na Plataforma Brasil, sendo aprovado com namero
CAAE 65315317.0.0000.5039.
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3.3 Histopatologia

Todas os cortes histolégicos foram avaliados por dois patologistas, de forma
independente. Os tumores foram classificados de acordo com a classificagao
corrente da OMS (2015) em: carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma
mucinoso e adenocarcinoma ndo mucinoso, e este ultimo subclassificado de acordo

com os padrdes de crescimento em lepidico, acinar, micropapilar, papilar e solido.

3.4 Pesquisa de mutagao de EGFR

Dos 173 blocos disponiveis, 149 tinham pelo menos 10% de tumor viavel e
foram submetidos a pesquisa da mutacdo de EGFR. A extracdo de DNA foi
realizada de acordo com protocolo padronizado baseado nos trabalhos de Lynch
2004 e Paez 2004. Em resumo, o material obtido de cortes de 10 um dos blocos
parafinizados foram desparafinizados através de banhos de xilol a 65°C, reidratados
com solugbes de concentragdes decrescentes de ETOH e agua deionizada. A
extracdo de DNA foi feita através das etapas de lise celular, com tampao de lise
estéril (Na Cl 1 M; Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 10%), digestéo de
proteinas por proteinase K, precipitacdo com proteinas com uma solugédo de fenol,
cloroférmio e alcool iso-amilico (25:24:1) e precipitagdo do DNA com ETOH 70%
gelado e ressuspendido com solugao tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 e EDTA 1
mM, pH 8,0) e mantido a 4°C. A quantidade e pureza do DNA gendmico obtido
foram determinadas por densidade 6ptica em espectrofotdmetro. O DNA gendémico
foi amplificado para todos os 28 éxons do gene EGFR utilizando PCR multiplex cuja
sequéncia dos iniciadores foi obtida com base no GeneBank. A reacgao foi realizada
em um termociclador adicionando-se os reagentes formamida 1%, tampéao (Tris-HCI;
KCI), dNTPs, MgCl2, iniciadores; Taq polymerase; DNA das amostras e H20 estéril;
para ciclagens de desnaturagao, anelamento e extensdo. O sequenciamento direto
do DNA envolveu os éxons 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR nas diregdes 5-3’ e 3-5’
cujos fragmentos de PCR nao foram clonais para analise da presenga de mutagdes
heterozigoticas. Para o sequenciamento de segunda geracdo foi utilizada a
plataforma fechada Miseq (lllumina, San Diegi, CA) que utiliza sistema de quimica
de SBS, um método baseado em terminador- reversivel que detecta bases uUnicas
conforme elas séo incorporadas a fitas de DNA paralelo em massa. Sdo geradas
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imagens dos corantes do terminador fluorescente a medida que cada dNTP é
adicionado; depois, os corantes sdo clivados para permitir a incorporacdo da
proxima base. As identificacbes de bases sao feitas diretamente a partir das
medi¢des da intensidade do sinal durante cada ciclo. A analise de dados € integrada
a plataforma de anadlise gendmica da lllumina, BaseSpace®. Os resultados finais
foram interpretados por patologistas experientes da area. (LYNCH et al., 2004 e
PAEZ et al.,2004)

3.5 Avaliagao de parametros imuno-histoquimicos

O estudo imuno-histoquimico dos tumores foi realizado por meio de cortes
de parafina dos blocos seguindo a técnica manual padronizada para este método.
As técnicas para cada anticorpo foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante. Resumidamente, cortes histolégicos foram aquecidos por 30 minutos a
60° C, resfriados a temperatura ambiente, desparafinizados e reidratados. A
recuperagcado de antigenos foi feita pelo aquecimento das amostras em tampéao de
citrato (pH 6,1) até fervura a 100°C, seguido de resfriamento a temperatura
ambiente. A coloragdo imuno-histoquimica foi feita utilizando métodos cromogénicos
padrédo de polimeros. Apds bloquear a atividade enddgena de peroxidase, os
anticorpos primarios foram adicionados. Depois disso, os cortes foram incubados
com polimero de marcagédo. A reagao foi completada com sistema de enzima-
substrato que se utilizou de diaminobenzina (DAB) como cromoégeno. O tecido foi
corado com Hematoxilina de Mayer em PBS com pH 7,4. O bloqueio do tecido foi
realizado concomitantemente pela incubacdo de PBS contendo solugao de triton X
100 a 1%, soro de caprino normal a 3% e albumina sérica de bovino normal a 1%.
Todas as laminas foram coradas com os seguintes anticorpos e avaliadas conforme
explicitado abaixo:

- VENTANA anti-ALK, clone D5F3, Roche Diagnostic cat#790-4796, marcagao
citoplasmatica granular. Em todos os casos foi utilizado o anticorpo
monoclonal para controle negativo. Como controle positivo foram utilizados
tecidos de apéndice cecal com marcacdo granular forte em células
ganglionares e auséncia de marcagdo em linfocitos, plexo mioentérico e
células glandulares. As laminas foram coradas no equipamento Ventana

Benchmark GX (Roche Diagnostics, Suicga, utilizados o Kit de Amplificagcao
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OptiView (Roche Diagnostics, Cat # 760-099) e Kit de Detecgdo OptiView
DAB IHC (Roche Diagnostics, Cat # 760-700). Avaliacdo por sistema de
escore binario: positivo ou negativo.

- VENTANA anti-PD-L1, clone SP263, Roche Diagnostic cat#740-4907,
marcagao de qualquer intensidade de marcacdo em padrdo membranoso
basal, lateral ou circunferencial. As Iaminas foram coradas no equipamento
Ventana Benchmark GX (Roche Diagnostics, Suica, utilizados o Kit de
Amplificagdo OptiView (Roche Diagnostics, Cat # 760-099) e Kit de Detecc¢ao
OptiView DAB IHC (Roche Diagnostics, Cat # 760-700). De acordo com os
intervalos utilizados nos estudos clinicos do atezolumab, a expressao de PD-
L1 foi agrupada em escores de proporg¢ao de tumor (EPT) da seguinte forma:
0%, 1-4%, 5-49%, 50-100%

3.6 Avaliagao estatistica

Correlagdes entre todas as variaveis de dados categéricos foram analisadas
usando o teste exato de Fisher (quando qualquer célula de uma tabela de
contingéncia teve uma contagem esperada <5) ou teste qui quadrado de Person
(quando nenhuma célula de uma tabela de contingéncia teve uma contagem
esperada <5). As diferencas entre grupos de variaveis paramétricas quantitativas
foram analisadas por meio do teste T de Student, pareado ou nédo pareado conforme
a situacdo. As avaliagdes de grupos de variaveis ndo paramétricas foram realizadas
através do teste de postos sinalizados de Wilcoxon. Todos os valores p relatados
sdo bicaudais e os testes foram realizados no nivel de significancia de 0,05. A

analise estatistica foi realizada utilizando o software SAS (Cary, NC).
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4 RESULTADOS

No total foram incluidos 173 pacientes com diagnostico de adenocarcinoma
pulmonar, sendo suas caracteristicas gerais expostas na tabela 1. A média de idade
foi de 67 anos, com variagdo de 36 a 93 anos. Cento e trés deles (59,5%) tinham 70
anos ou mais e setenta pacientes (40,4%) tinham menos de 70 anos. Oitenta e um
pacientes (46,8%) eram do género masculino e noventa e dois (53,2%) do género
feminino. (Tabela 1)

A maioria dos tecidos foi obtido por bidpsia diagndstica, (130/173; 75,2%),
ou por excisdes cirurgicas, (27/173; 15,6%). A maioria dos casos teve material
colhido em sitio pulmonar (125/173; 72,2%), havendo amostras oriundas de sitios
metastaticos, com sitio primario pulmonar confirmado por imuno-histoquimica, como
pleura (23/173; 13,3%), linfonodos (12/173; 6,9%), dentre outros (Tabela 1).

De acordo com a classificagao histopatoldgica da Organizagdo Mundial de
Saude (TRAVIS et al, 2015), ilustrada nas figuras 7 e 8, o principal padrdo de
crescimento encontrado foi o subtipo solido (81/173; 46,2%), seguido dos subtipos
acinar (64/173; 37,0%), lepidico (17/173; 9,8%) e papilar (8/173; 4,6%) (Tabela 1).

A analise em agrupamentos por grau histolégico mostra um predominio de
tumores pouco diferenciados, grau 3, (84/173; 48,6%) de acordo com a classificagéo
da OMS, que divide em grau 1 ou bem diferenciado o predominio lepidico, em grau
2 ou moderadamente diferenciado os predominios acinar e/ou papilar e em grau 3
ou pouco diferenciado os sélidos ou micropapilifero. (TRAVIS et al., 2015)

Dos 173 casos do estudo, 149 apresentavam mais de 10% de tumor na
amostra e foram submetidos a pesquisa de mutacdo no gene EGFR. Em 116
(77,9%) o gene foi classificado como tipo selvagem, sem presenca de mutagéo nos
éxons analisados. Trinta e trés pacientes (22,1%) apresentaram algum tipo de
mutacdo no dominio quinase do gene EGFR. Como mostrado na tabela 2, o
principal sitio de mutacédo nessa populagao foi no éxon 21, mutacado L858R (15/149;
10,0%), seguido pelos éxons 19, delecao, (8/149; 5,0%), éxon 18, mutacdo G719X,
(3/149; 2,0%) e éxon 20, insercao (2/149; 1,0%) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Descri¢do dos dados demograficos dos pacientes selecionados para o

estudo e a respectiva classificagédo histologica dos adenocarcinomas pulmonares

Variavel Numero de pacientes (%)
Idade (anos) Média (variagao) 67 (36-93)
>70 103 (53,5%)
<70 70 (40,4%)
Género
Masculino 81 (46,8%)
Feminino 92 (53,2%)

Procedimento

Biopsia incisional 130 (75,2%)
Cell- block 2 (1,2%)
Resseccéo cirurgica 27 (15,6%)
Nao informado 14 (8,0%)
Topografia
Pulm&o 125 (72,3%)
Pleura 23 (13,3%)
Linfonodo 12 (6,9%)
Osso 5 (2,9%)
Cérebro 4 (2,3%)
Figado 2 (1,2%)
Nao informada 2 (1,2%)
Subtipo histolégico
Solido 81 (46,8%)
Acinar 63 (36,4%)
Lepidico 17 (9,80%)
Papilar 9 (5,2%)
Mucinoso 3 (1,8%)
Grau histolégico
G1 (bem diferenciado) 17 (9,8%)
G2 (moderadamente diferenciado) 72 (41,6%)
G3 (pouco diferenciado) 84 (48,6%)

Fonte: pacientes oriundos do Hospital Dr. Carlos Alberto Studart Gomes



Figura 7 - Padrées de crescimento histologico em adenocarcinomas pulmonares e

reacao imuno-histoquimica com o anticorpo anti-ALK, clone D5F3
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D

Fonte: Elaborada pela a autora.

A - Padrao de crescimento lepidico, marcagao positiva em imuno-histoquimica para o anticorpo anti-
ALK, clone D5F3 (400X); B - Padrdo de crescimento lepidico, auséncia de marcagdo imuno-
histoquimica para o anticorpo anti-ALK, clone D5F3 (200X); C - Padrdao de crescimento acinar,
marcagao positiva em imuno-histoquimica para o anticorpo anti-ALK, clone D5F3 (200X); D- Padrao
de crescimento acinar, marcagéo negativa em imuno-histoquimica para o anticorpo anti-ALK, clone
D5F3 (400X).



Tabela 2 - Frequéncia de biomarcadores avaliados em adenocarcinomas

pulmonares
Variavel Subtipo N° de pacientes (%)
EGFR Mutacgéao 149
Selvagem - 116 (77,9%)
Mutado - 33 (22,1%)
Exon 19 12 (36,3%)
Exon 21 15 (45,5%)
Exon 18 3(9,1%)
Exon 20 3 (9,1%)
ALK 173
Positivo - 18 (10,4%)
Negativo - 155 (89,6%)
PD-L1 TPS 55
0% 27 (49,5%)
1-4% 2 (3,6%)
5-49% 16 (29,1%)
>50% 10 (18,2%)

Fonte: Elaborada pela a autora.

EGFR: Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor);

ALK: Quinase do Linfoma Anaplasico (Anaplastic Lymphoma Kinase);

PD-L1: Ligante de Morte Celular Programada (Programmed cell Death-Ligant);

EPT: Escore de Proporgdo Tumoral
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Entre os casos com mutagcdo do gene EGFR, dezoito (12,1%) tinham idade
igual ou inferior a 70 anos e quinze (10,1%) idade superior a 70 anos, e vinte casos
(13,4%) eram do género feminino enquanto treze (8,7%) eram masculinos. Entre os
casos com EGFR tipo selvagem, quarenta e sete (31,5%) tinham idade igual ou
inferior a 70 anos e sessenta e nove (46,3%) idade superior a 70 anos; e sessenta e
um casos (40,9%) eram do género feminino enquanto cinquenta e cinco (36,9%)
eram masculinos. Nao foi encontrada associagao estatisticamente significante entre

a presenca da mutagdo EGFR e género (p=0,5365) ou idade (p=0,3216) (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlagdes clinico-patoldgicas e estado mutacional do gene EGFR em

adenocarcinomas pulmonares

Estado mutacional do gene EGFR (n=149)

Variavel
Selvagem  Mutado Valor de p
Idade n (%) n (%)

Média 66,8 69,8 0,32162
Mediana 67,0 74 0,1629°
Variagao 36-93 36-93
<70 47 (31,5) 18 (12,1) 0,1098°
>70 69 (46,3) 15(10,1)

Género
Feminino 61 (40,9) 20 (13,4) 0,5365¢
Masculino 55 (36,9) 13 (8,7)

Subtipo histolégico
Acinar 39 (26,2) 16 (10,7) 0,1015¢
Lepidico 11 (1,4) 3(2,0) 0,9999¢
Mucinoso 2(1,3) 1(0,7) 0,5309°¢
Papilar 4(2,7) 3(2,0) 0,1852¢
Solido 60 (40,3) 10 (6,7) 0,0478°

Fonte: Elaborada pela a autora.

EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor)

@ Teste T de Student com base na informacéao disponivel de 149 pacientes

b Teste de postos sinalizados de Wilcoxon com base na informagao disponivel de 149 pacientes

¢ Teste exato de Fisher (subtipo histologico de interesse vs outros subtipos) com base na informagéo
disponivel de 149 pacientes

dTeste do Chi-quadrado
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Quanto ao tipo histolégico, entre os casos com EGFR do tipo selvagem, o
principal padrdo de crescimento encontrado foi o tipo solido, 60 casos (40,3%); ja
entre os casos EGFR mutado, o predominio foi de casos com padrdao de
crescimento histolégico do tipo acinar, 16 (10,7%), seguido pelo tipo soélido, 10
(6,7%). Estatisticamente, o estado selvagem do gene EGFR foi associado com o
padrao de crescimento predominantemente solido, p=0,0478 (Tabela 3).

A expressao da proteina ALK foi positiva em 10,4% (18 casos) em um total
de 173 casos analisados, sendo oito homens e dez mulheres. Os padrboes de
crescimento histolégico vistos nos casos com expressédo da proteina ALK foram os
tipos acinar, papilar e solido, de graus histolégicos moderadamente e pouco
diferenciado respectivamente. Um dos casos positivos para ALK foi classificado
histologicamente como linfangite carcinomatosa. Um dos casos apresentou
concomitante mutagdo do gene EGFR (Tabela 4).

Pacientes com a expressdo da proteina ALK apresentaram uma média de
idade (58,5 anos) significativamente menor do que pacientes com ALK negativo
(67,3 anos) (p=0,0034). Em pacientes com ALK positivo a mediana de idade foi
cerca de 10 anos menor em pacientes que nao expressaram ALK (57,5 anos vs 67,0
anos) (p=0,0075) (Tabela 5).

Entre os dezoito casos positivos para expressao de ALK, oito (4,6%) eram
do género masculino e dez (5,9%) do género feminino. Nos tumores ALK negativos,
setenta e trés (42,2%) eram homens e oitenta e dois (47,2%) eram mulheres. Nao
houve diferenga estatistica da identificagdo do rearranjo do gene ALK em relagéo ao
género (p=0,5160) (Tabelas 5).

O subtipo predominantemente acinar foi o mais frequente dentre os casos
positivos para ALK (10/173; 5,8%); o segundo principal subtipo histolégico foi o
solido (6/173; 3,5%). Os subtipos lepidico e papilar tiveram um caso ALK positivo
cada um (0,6%). Nao foi encontrado nenhum caso ALK positivo do subtipo
predominantemente mucinoso. Nao houve diferenca estatistica da identificacdo da
expressao do gene ALK em relagao ao padrao de crescimento histoldgico (Tabela
5).



Tabela 4 - Descri¢ao de dados demograficos, histopatologicos e de biomarcadores

dos casos positivos para imunomarcagao da proteina do gene ALK

Idade Género Histologia Grau EGFR PDL-1
1 62 M acinar 1l Selvagem Negativo
2 59 M papilar ] Selvagem  10%
3 36 F linfangite 1] Selvagem  50%
4 71 F acinar ] Selvagem  20%
5 76 M acinar 1] Selvagem  Negativo
6 43 F acinar Il Iénxsoer:gzé(;) Negativo
7 56 F acinar 1] NR 100%
8 50 M acinar 1] NR Negativo
9 76 M solido [ NR 20%
10 60 F acinar Il NR 10%
11 78 F sélido 1] Selvagem NR
12 44 F sélido 1] Selvagem NR
13 50 M acinar 1] Selvagem NR
14 49 F acinar 1] Selvagem  NR
15 66 M sdlido 1] Selvagem  NR
16 44 M acinar 1] Selvagem NR
17 82 F solido 1] Selvagem NR
18 52 M solido Il NR NR

Fonte: Elaborada pela a autora.

NR: n&o realizado
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Figura 8 Padrées de crescimento em adenocarcinoma de pulmdo com

imunorreatividade positiva para anticorpo anti-ALK, clone D5F3




Fonte: Elaborada pela a autora.

A- Padrao solido (Técnica de estreptovidina-biotina-peroxidase) (200X), B- Padrao solido, subtipo
cribriforme (Técnica de estreptovidina-biotina-peroxidase) (200X), C- Padréo acinar (Técnica de
estreptovidina-biotina-peroxidase) (400X), D- Padrao papilar (Técnica de estreptovidina-biotina-
peroxidase) (200X)
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Tabela 5 - Correlagdes clinico-patoldgicas e expresséo da proteina do gene ALK em

adenocarcinomas pulmonares

Variavel
Expressao de ALK (n=173)
Negativo Positivo Valor de P
Idade
a
Média 67,3 58,5 0,0034
b
Mediana 67,0 57,5 0,0075
Variagao 36-93 36-82
<70 65(37.6) 5(2.9) 0,2244°
>70 90 (52,0) 13(7,5)
Género
Feminino 82 (47,4) 10(5,9) 0,5160¢
Masculino 73(42,2) 8(4,6)
Subtipo histolégico
Acinar 54 (31,2) 10(5,8) 0,4916°
Lepidico 16 (9,2) 1(0,6) 0,5346°
Papilar 8 (4,6) 1(0,6) 0,4846°
Solido 74 (42,8) 6 (3,5) 0,4216°

Fonte: Elaborada pela a autora.

Resultados estdo apresentados como n (%)

ALK: quinase do linfoma anaplasico (Anaplastic Lymphoma Kinase);

a Teste T de Student com base na informacao disponivel de 173 pacientes

b Teste de postos sinalizados de Wilcoxon com base na informacgao disponivel de 173 pacientes

¢ Teste exato de Fisher (subtipo histolégico de interesse vs outros subtipos) com base na informagao
disponivel de 173 pacientes

d Teste do Chi-quadrado

Das 173 amostras de adenocarcinoma pulmonar em estudo, havia material
suficiente para garantir reserva para estudos futuros em 55 blocos, nos quais foi
realizada pesquisa de expressao de PD-L1. Destas amostras, 27 (49,1%) nao
expressaram PD-L1 e 28 (50,9%) demonstraram algum grau de positividade, e, de
acordo com o escore de propor¢gao tumoral (EPT), 10 casos (18,2%) tiveram
expressdao em mais de 50% das células tumorais, sendo o segundo grupo mais
comum o de marcagao entre 5 e 49%, com 16 casos (29,1%), e dois casos (3,6%)
tiveram marcacao entre 1 a 4% das células tumorais. (Tabela 2)

Entre os vinte e oito casos com expressao imuno-histoquimica de PD-LA1,
oito (14,5%) tinham 70 anos ou menos enquanto vinte deles (36,3%) tinham mais de
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70 anos. Ja entre os vinte e sete casos sem expressao de PD-L1, dez (18,2%)
tinham 70 anos ou menos e dezessete tinham mais de 70 anos. Entre os casos PD-
L1 positivos, quinze (27,3%) eram mulheres e treze (23,6%) eram homens. Entre os
casos PD-L1 negativos, dezessete (30,9%) eram do género feminino e dez (18,2%)
do género masculino. Nao foi encontrada associagdo estatisticamente significante
entre as variaveis idade (p=0,9281) e género (p=0,6653) em relagdo ao biomarcador
PD-L1 (Tabela 6).

O padrao de crescimento sdélido foi o subtipo histolégico predominante entre
os casos PD-L1 positivos (27,3%), seguido pelo subtipo acinar (14,5%), ao passo
que entre os casos PD-L1 negativos, houve um predominio de padrdo acinar
(27,3%) seguido de sdlido (14,5%). Nao houve diferenca estatistica da expresséo de
PD-L1 em relagéo ao tipo histologico (Tabela 6).

Entre os casos de EGFR mutado, trés expressaram a proteina PD-L1 e
cinco casos nao apresentaram expressao da proteina PD-L1, ao passo que nos
casos de EGFR selvagem, catorze expressaram a proteina PD-L1 e dezesseis néo
expressaram essa proteina. Nao foi encontrada associacdo entre esses
biomarcadores com significancia estatistica (p = 0,4079912) (Tabela 7).

Entre os casos com expressdao da proteina ALK, em um uUnico caso se
detectou simultaneamente a presenca de mutacdo de EGFR, inser¢ao no éxon 20, e
este mesmo nao expressou a proteina PD-L1. N&o foi encontrada significancia
estatistica (p = 0,4079912) (Tabela 4).

Entre os casos com expressao da proteina ALK, seis tiveram coexpressao
da proteina PD-L1 e quatro ndo expressaram PD-L1, enquanto dentre os casos sem
expressao de ALK, vinte e dois (40,8%) expressaram PD-L1 e vinte e dois (40,8%)
nao expressaram PD-L1. Nao foi encontrada associagao estatisticamente importante

entre esses biomarcadores (p = 0,4079) (Tabela 8).
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Figura 9 — Imunomarcagao para o anticorpo anti-PD-L1, clone SP263, de acordo

com o escore de proporcao tumoral em adenocarcinomas pulmonares
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Fonte: Elaborada pela a autora.

A-Padrao de crescimento acinar sem imunomarcagéo para PD-L1, 0%, (400X) B- Padrdo de
crescimento sélido com imunomarcagéo para PD-L1, 5%, (400X) C- Padrdo de crescimento acinar
com imunomarcagéao para PD-L1, 50%, (400X) D- Padrdo de crescimento sélido com imunomarcagao
para PD-L1, 100%, (400X) (Técnica de estreptovidina-biotina-peroxidase)
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Tabela 6 - Correlagdes clinico-patoldgicas e expresséo da proteina PD-L1 em

adenocarcinomas pulmonares

Expressao de PD-L1 (n=55)
Variavel
Negativo  Positivo Valor de P
Idade
Média 65,9 64,3 0,6303°
Mediana 67,0 62,0 0,4896°
Variagao 37-93 36-93
<70 10 (18,2) 8 (14,5) 0,9281°¢
>70 17 (30,9) 20 (36,4)
Género
Feminino 17 (30,9) 15(27,3) 0,6653°
Masculino 10 (18,2) 13 (23,6)
Subtipo histolégico
Acinar 15 (27,3) 8(14,5) 0,1165¢
Lepidico 2(3,6) 1(1,8) 0,1387¢
Mucinoso 1(1,8) 1(1,8) 0,9967 ¢
Papilar 1(1,8) 3(5,5) 0,9954 ¢
Solido 8 (14,5) 15 (27,3) 0,1022¢

Fonte: Elaborada pela a autora.

Resultados estéo apresentados como n (%)

PD-L1: ligante de morte celular programada (Programmed cell Death-Ligand)

@ Teste T de Student com base na informacéao disponivel de 55 pacientes

b Teste de postos sinalizados de Wilcoxon com base na informagao disponivel de 55 pacientes

¢ Teste exato de Fisher (subtipo histologico de interesse vs outros subtipos) com base na informagao
disponivel de 55 pacientes

dTeste do Chi-quadrado
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Tabela 7 - Correlagdes entre a expressado de PD-L1 e o estado mutacional do gene

EGFR em adenocarcinomas pulmonares

Variavel Mutacdo de EGFR Valor de P
Selvagem Mutado
PD-L1 n (%) n (%)
Positivo 14 (36,8) 3 (7,9 p = 0,4079912
Negativo 16 (42,1) 5(13,2)

Fonte: Elaborada pela a autora.

EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor);
PD-L1: ligante de morte celular programada (Programmed Cell Death-Ligand)

*PD-L1 e EGFR (Teste exato de Fisher, p = 0,40799)

Tabela 8 - Correlagdes entre a expressao da proteina PD-L1 e a expressao da

proteina ALK em adenocarcinomas pulmonares

Variavel Expressao de ALK Valor de P
Negativo Positivo
PD-L1
Positivo 21 (38,2) 7 (12,7)* p = 0,4079
Negativo 23 (41,8) 4 (7,3)

Fonte: Elaborada pela a autora.

ALK: quinase do linfoma anaplasico (Anaplastic Lymphoma Kinase);

PD-L1: ligante de morte celular programada (Programmed Cell Death-Ligand)
*PD-L1 e ALK (Fisher exact test p = 0,4079)
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5 DISCUSSAO

A personalizagao de tratamento para CPNPC hoje € uma realidade, e, para
sua efetivacdo, € necessaria a identificacdo de biomarcadores através de linhas
metodoldgicas adequadas para garantir que os pacientes recebam os resultados de
testes mais precisos e representativos que auxiliem na decisdo terapéutica com
elevada acuracia e celeridade.

Neste estudo foi investigada a presengca de mutagcdo no gene EGFR e a
expressao proteica de ALK e de PD-L1 em adenocarcinomas de pulmao
provenientes de pacientes oriundos de um hospital regional com referéncia nacional
em cirurgia toracica, Hospital Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, além de se
correlacionar esses achados com os subtipos histologicos desses tumores e dados
demograficos dos pacientes.

Mundialmente, em 2002, 5% dos casos de cancer de pulmido foram
diagnosticados entre pessoas de 0 a 44 anos, 14% entre 45 e 54 anos, 25% entre
55 e 64 anos e 55% entre 65 e mais anos. Essas propor¢des foram bastante
uniformes para ambos os sexos. As taxas de cancer de pulmao especificas por
idade foram entre 1,5 a 2,3 vezes maiores para os paises mais desenvolvidos, em
comparagao com os paises menos desenvolvidos dentro de cada faixa etaria (WHO,
2012).

No nosso estudo foram incluidos 173 pacientes com diagndstico de
adenocarcinoma pulmonar, com uma média de idade de 67 anos, e variagao de 36 a
93 anos. 103 (59,5%) deles tinham mais de 70 anos, uma frequéncia similar a vista
para paises desenvolvidos, segundo as estatisticas do GLOBOCAN, onde 62% de
pacientes com cancer de pulmao tinham 65 anos ou mais nos paises mais
desenvolvidos, em comparagdo com 49% nos paises menos desenvolvidos. 81
pacientes (46,8%) do nosso estudo foi do género masculino, refletindo as taxas
mundiais que sao uniformes para ambos os géneros (WHO, 2012).

O estudo morfolégico do adenocarcinoma de pulmdo tem uma grande
importancia no cenario de analise de material com quantidade limitada, geralmente
obtido por métodos pouco invasivos em pacientes com quadros metastaticos, a
maioria dos casos; pois, apesar de nao definir conduta terapéutica, mostra-se como
uma importante ferramenta para priorizar quais testes moleculares devem ser

realizados a partir da analise individual dos casos (NISHINO et al., 2012).
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De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude de 2015, os padrdes
histologicos de crescimento tumoral em adenocarcinomas de pulméo estédo
relacionados com progndsticos diferentes, com o seguinte sistema de graduagéo
arquitetural: lepidico, grau 1 ou bem diferenciado; acinar ou papilar, grau 2 ou
moderadamente diferenciado; solido, micropapilar ou mucinoso, grau 3 ou pouco
diferenciado (OKADA et al., 2013).

O céancer de pulmao € um dos poucos tipos de cancer com elevada carga
mutacional. A complexidade do genoma do cancer de pulméo é de longe ilustrada
pelo elevado numero de alteragdes no numero de copias parcial ou total de
cromossomos somaticos e de rearranjo de genes. A analise gendmica do cancer de
pulmdo vem mostrando que os eventos mutacionais somaticos constitucionais
iniciais que conduzem a tumorigénese parecem ocorrer de forma clonal, e que esses
tumores sdo compostos de multiplos subclones celulares distintos que compartilham
um ancestral comum mas que diferem em termos de mutagdes que ocorrem
posteriormente na evolugdo do tumor; e ainda que esses subclones podem estar
mesclados em uma mesma amostra tumoral ou estar regionalmente separados em
um mesmo tumor primario, entre sitios primarios e metastaticos ou entre sitios
metastaticos distintos, provendo um substrato para adaptagao, selegcdo ou
capacidade evolutiva do tumor. (SWANTON et al., 2016)

A prevaléncia de cada tipo histolégico varia de acordo com a populagao
estudada. No Japao, o padrao de crescimento mais comum nos adenocarcinomas
pulmonares € o tipo papilar, ja nos paises ocidentais, € o acinar (BURKE et al.,
2017). No nosso trabalho, o principal padrao histolégico de crescimento foi o sélido
(81/173, 46,2%), seguido do acinar, lepidico e papilar. De Melo e colaboradores
(2015) encontraram na populagcdo do sudeste brasileiro uma predominancia do
subtipo acinar (67/125, 53,6%), seguido do papilar. Esta diferenca mostra a
heterogeneidade histolégica do adenocarcinoma de pulmao ao redor do mundo.

A heterogeneidade morfolégica do adenocarcinoma, mesmo dentro de
categorias genomicamente definidas, pode ser explicado em parte por outras
alteracbes genbmicas que contribuem para patogénese tumoral. Até mesmo
individualmente, adenocarcinomas exibem um grau notavel de heterogeneidade
morfoldgica intratumoral, refletindo a evolugdo gendmica dentro de subclones
tumorais, como aquisicdes mutacionais adicionais de sucesso em genes

supressores de tumor, ou alteragdes no numero de cdpias de genes como um meio



57

de melhorar a sinalizagdo oncogénica, como na expressao de EGFR. Assim como a
evolugao ecoldgica, a evolugdo tumoral do cancer de pulmdo é um processo restrito
cujo processo € limitado pelo genoma do hospedeiro, pelos passos pregressos da
evolucdo tumoral e pelo microambiente tumoral. Compreender as vias pelas quais o
microambiente tumoral direciona o0 genoma do cancer durante o curso da doencga e
as vias pelas quais o sistema imune do paciente atua no contexto de um panorama
genbmico heterogéneo criam perspectivas de melhorar a sobrevida de pacientes
com céncer de pulmao. (SWANTON et al., 2016)

Descrita em 2004, a mutagdo de EGFR em CPNPC continua sendo objetivo
de pesquisas em ensaios clinicos e desenvolvimento de novas drogas.
Recentemente o estudo “LUX Lung 7” comparou drogas de primeira e segunda
linha, afatinib e gefitinib, quanto ao tempo de tratamento, sobrevida livre de
progressdo e falha terapéutica em 319 pacientes virgens de tratamento que
apresentavam ativagdo de mutagcbes de EGFR, mostrando que afatinib é um
tratamento efetivo e bem tolerado em pacientes com CPNPC com EGFR mutado
(WU et al., 2018a).

O ensaio clinico fase Il ADAURA é um estudo duplo cego randomizado que
compara o uso da droga osimertinib e o uso de placebo em pacientes portadores de
CPNPC em estagio inicial submetidos a resseccdo e que apresentem mutagdes
EGFR, incluindo no estudo a mutagao de resisténcia T790M, além de comparar o
estado mutacional do gene EGFR inicial com a amostra da recorréncia da doenca.
Este estudo foi iniciado em 2015 e seus resultados estao previstos para 2021 (WU et
al., 2018).

Estes dois estudos ilustram a importancia da identificacdo da mutagao de
EGFR em pacientes portadores de CPNPC em amostras tumorais diagnésticas e
rebidpsias pos-progressao tumoral. Nos resultados do nosso trabalho, o estado de
EGFR mais comumente encontrado foi a forma selvagem (77,9%), enquanto 22,1%
dos pacientes apresentavam mutagao do gene EGFR.

A mutacao de EGFR mais comum encontrada no nosso estudo foi a delegao
do éxon 19 e a mutagao pontual L858R no éxon 21. Essas também sao as mutacgdes
mais frequentes observadas em diversos estudos de diferentes populagées (INOUE
et al. 2016; DE MELO et al., 2015; TAKADA et al., 2018).

A taxa de mutagdo de EGFR encontrada no estudo corrente, de 22,1%, foi

similar a descrita por outro trabalho brasileiro que apresentou uma frequéncia de
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21,6% de pacientes com tumores com EGFR mutado, e a mutacido mais frequente
foi a delegdo no éxon 19 seguidas pela substituicdo de aminoacido L858R no éxon
21, concordante com os achados encontrados no nosso trabalho (DE MELO et al.,
2015)

Outro estudo brasileiro, envolvendo pacientes provenientes da regido
sudeste, exibiu uma frequéncia de mutacdo de EGFR de 24% em CPNPC, com
predominancia da delecdo no éxon 19 seguidas pela substituicdo de aminoacido
L858R no éxon 21, achados estes também similares aos encontrados no nosso
trabalho (HONMA et al., 2014).

Kim et al, 2016, em um artigo de revisao, relataram uma taxa de frequéncia
de mutagado no gene EGFR na populacgéo asiatica entre 30 e 50% (SHI et al., 2014),
na populacido de brancos americanos entre 11 e 17% e na populagao europeia entre
8 e 13% (SHIGEMATSU et al.,, 2005). A taxa de 22,1% encontrada em nosso
trabalho seria menor que a da populagao asiatica, porém maior que a populacao de
brancos americanos e de europeus, um achado importante para caracterizar a
populacao nordestina.

Um consoércio latino-americano para investigagcdo de cancer de pulmao
envolvendo Argentina (n=1713), México (n=1417), Coldbmbia (n=1939), Peru
(n=393), Panama (n=174), e Costa Rica (n=102), mostrou uma frequéncia média de
mutacdo de EGFR em CPNPC de 26%, maior do que o que foi encontrado no nosso
trabalho (22,1%), porém com uma variagdo ampla desse valor por cada pais, indo
de 14,4% na Argentina até 51,1% no Peru. Esta diferenga mostra a heterogeneidade
molecular do adenocarcinoma de pulmdo em populagdes e etnias diferentes
(ARRIETA et al., 2015).

No nosso trabalho, entre os casos com EGFR do tipo selvagem, o principal
padréao de crescimento histolégico encontrado foi o tipo sélido, 60 casos (40,3%); e
entre os casos EGFR mutado, o predominio foi de casos com padrdao de
crescimento histolégico do tipo acinar, 16 casos (10,7%). Foi encontrada associagao
estatisticamente significativa entre EGFR selvagem e o padrdo de crescimento
histolégico do tipo sdlido. (p=0,0105).

Em uma populagédo japonesa, mutagbes de EGFR foram associadas
significativamente com os subtipos histolégicos predominantemente papilar e
lepidico (YOSHIZAWA et al., 2013). Song et al. (2013) relataram que os padrdes de
crescimento micropapilar e lepidico foram os subtipos associados a mutagdes EGFR
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em pacientes chineses (SONG et al, 2013). Em uma populagdo de pacientes
americanos, o componente lepidico foi o unico subtipo histolégico associado com
mutacédo de EGFR (VILLA et al., 2014) enquanto o padrao acinar foi o unico subtipo
associado a mutagdo de EGFR na populagdo brasileira. (DE MELO et al., 2015).
Alguns trabalhos apresentam correlagdo negativa entre a presenga de mutagéo no
gene EGFR e a histologia do tipo mucinoso (KIM et al., 2016). A associagéo
encontrada no nosso trabalho entre o adenocarcinoma pulmonar com o padrao
histologico predominantemente solido e o estado selvagem do gene EGFR (p =
0,0105) corrobora com o consenso que a relagcéo entre mutagcdo EGFR e subtipo
histologico em adenocarcinoma de pulmao ainda n&o esta esclarecida.

Uma medicagdo anti-tirosina quinase, crizotinib, que tem como alvo
especifico a expressao de ALK, recebeu aprovagao acelerada da FDA US (Food and
Drug Administration) em agosto de 2011 para o tratamento de CPNPC
comprovadamente positivos para ALK utilizando um teste de diagndstico através de
imuno-histoquimica padronizada. Em um ensaio clinico randomizado fase |lI
multicéntrico, PROFILE 1014, o uso de crizotinib como terapia de primeira linha foi
avaliado em CPNPC avancados positivos para ALK através de FISH. Pacientes
foram randomizados em um primeiro grupo para receber crizotinib 250mg BID
(n=172) e em um segundo grupo para receber quimioterapia tradicional,
permetrexede com cisplatina ou carboplatina (n=171), com sobrevida livre de
progressdo de 10,9 meses no grupo 1 e de 7 meses no grupo 2 (p < 0,001), e
resposta média de 49 meses sob uso de inibidor anti-ALK e de 22,9 meses com
quimioterapia convencional. O estudo PROFILE 1014 atingiu seus objetivos ao
mostrar que, na populacao de CPNPC avangado ALK positivo, 0 uso de crizotinib
prolonga a sobrevida livre de doenga com taxas de resposta melhores, mais rapidas
e mais duradouras do que a terapia tradicional. (KOUDELAKOVA et al.,, 2013;
ZHANG et al., 2013).

A prevaléncia de fusdo de gene ALK com a proteina EML4 em CPNPC,
desde sua descoberta por Soda et al. em 2007, varia na literatura mundial entre 3 e
8% (CAMIDGE et al, 2010; KWAK et al., 2010). Na populagdo brasileira, a
frequéncia de expressao de ALK encontrada na regido sudeste foi de 3,2% (LOPES;
BACCHI, 2012) e 4.8% (DE MELO et al., 2015). Considerando isto, a positividade de
ALK neste trabalho, 10,4%, € maior que a de outras populagdes a nivel nacional e

mundial.
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A populagdo deste estudo é proveniente do nordeste brasileiro, onde ha
raros relatos na literatura cientifica sobre este e outros biomarcadores de CPNPC. O
Brasil € um pais de dimensdes continentais e ha grande diversidade entre suas
regides em nivel econdmico, social, climatico e cultural, e tais diferengas podem ter
impacto na elevada frequéncia encontrada em nosso estudo.

Nao se pode excluir viés de selecido para explicar essa diferenca, uma vez
que se trata de um estudo baseado em uma populacéo oriunda de um unico centro,
o Hospital Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, que, como referéncia nacional em
cirurgia toracica, acaba recebendo pacientes mais graves, com tumores mais
avangados, uma vez que se tem visto que adenocarcinoma de pulmao com rearranjo
ALK tem uma tendéncia a exibir padrdes arquiteturais mais agressivos. (YOSHIDA et
al., 2010; JOKOJI et al., 2010; NISHINO et al., 2012; YOSHIZAWA et al., 2013).

Um estudo realizado pela Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (FMUSP) no ano de 2009 sobre uso de drogas entre universitarios das 27
capitais brasileiras mostrou uma maior prevaléncia de uso de tabaco nas regides sul
(25,8%) e sudeste (23,9%) quando comparadas a regidao nordeste (13,3%). (INCA
2018). Em relagdo ao consumo de tabaco do mundo, esta sendo observado um
aumento em paises em desenvolvimento e uma reducédo desse consumo em paises
desenvolvidos. Segundo a OMS de 2015, o maior consumo de tabaco foi visto no
continente europeu, 29%, e o menor, na Africa, 12,4%, sendo que a incidéncia de
tabagismo na regido do nordeste do Brasil, de onde é oriunda a populacdo deste
estudo, € semelhante a menor taxa de consumo por continente, no caso 13,3% no
nordeste brasileiro e 12,4% no continente africano. Essa diferengca de consumo de
tabaco entre as regides brasileiras e outras regides no mundo leva a uma outra
hipotese: a populagdo do nordeste brasileiro tendo uma menor exposicdo ao
tabagismo, em relagdo a outras regides brasileiras e do mundo, teria tumores com
uma maior frequéncia de rearranjo do gene ALK, haja vista que varios estudos
mostram uma maior frequéncia de rearranjo ALK em tumores de pacientes nao
fumantes (CHAPMAN et al., 2016; NISHINO et al., 2012). Variaveis clinicas e
genéticas devem ser consideradas em estudos futuros para tentar confirmar ou
refutar esta hipdtese.

Em uma meta-analise, Fan et al. (2014) revisaram 62 artigos para avaliagao
das caracteristicas clinico patolégicas e demograficas de pacientes portadores de
CPNPC com rearranjo do gene ALK, envolvendo 1178 casos positivos para
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expressao da proteina ALK, provenientes do estudo de 20541 pacientes portadores
de CPNPC, com taxas de incidéncia variando entre 0,99% e 15%. Nesta meta-
analise, foi visto que pacientes com CPNPC contendo rearranjo ALK tendem a ser
mais jovens do que os casos de CPNPC sem essa expressdo, com uma diferenca
média de 7,16 anos a menos (P<0.00001) (FAN et al., 2014).

No nosso trabalho foi encontrada uma diferenca estatisticamente significante
na média de idade dos pacientes que expressaram a proteina ALK, 58,5 anos
comparada com a média de 67,3 anos vista no grupo de pacientes que nao
expressaram esta proteina, uma diferenga de 8,8 anos (p=0,0034); assim como uma
diferenca estatisticamente significante quando observada a mediana de idade que
foi de 57,5 anos para os pacientes com tumores positivos para ALK e de 67 anos
para pacientes com tumores negativos para ALK (p=0,0075). Estes resultados sao
condizentes com os achados da literatura corrente, como pode ser visto na meta-
analise comentada acima (FAN et al., 2014).

Nishino e colaboradores (2012) descreveram uma extensa coorte de casos
de pacientes portadores de adenocarcinoma de pulmao com rearranjo ALK onde foi
realizado um estudo morfométrico comparando as caracteristicas histolégicas entre
tumores primarios e metastaticos e entre bidpsias incisionais e excisionais,
concluindo que a presenga de células em anel de sinete foi a caracteristica
histolégica independente mais significante em adenocarcinomas pulmonares com
rearranjo ALK primarios ou metastaticos e em pequenas biopsias obtidas por
procedimentos minimamente invasivos. Este mesmo trabalho mostrou uma
associagao de rearranjo ALK e o subtipo histolégico de padréo sdlido, além de uma
tendéncia de associagdo do subtipo histologicos de padrao micropapilar e invasao
pleural e metastases com o rearranjo do gene ALK. Nas recomendacgodes
IASLC/ATS/ERS, também se considera a arquitetura micropapilar como de potencial
bioldgico significativamente distinto (NISHINO et al.,, 2012; YOSHIZAWA et al.,
2013).

Outras populagdes ocidentais também associaram rearranjo ALK em
adenocarcinomas de pulmao ao subtipo histolégico de padrao sélido. (RODIG et al.,
2009; YOSHIDA et al., 2011). Ja na populagao japonesa, a literatura aponta o
subtipo histolégico de padrao acinar como significativamente mais associado ao
rearranjo ALK. (YOSHIDA et al., 2011; JOKOJI et al., 2010). Nao se pode determinar

se essas diferencas se devem a diferencas étnicas ou a outras caracteristicas
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populacionais. No nosso trabalho, os subtipos histologicos identificados nos casos
com rearranjo do gene ALK foram principalmente acinar (55,55%), seguido do sélido
(33,33%), porém sem significancia estatistica. Apesar destes achados aparentarem
divergéncia, o que se observa é que adenocarcinoma de pulméo com rearranjo ALK
tem uma tendéncia a exibir padrdes arquiteturais mais agressivos.

Um dos casos positivos para ALK do nosso trabalho foi classificado
histologicamente como linfangite carcinomatosa, ndo sendo um dos tipos descritos
na classificagdo histolégica dos padrées de crescimento tumoral. Na literatura ha
poucas descrigbes deste tipo histolégico que parece estar associado a um pior
prognostico, porém ainda sem evidéncias que apoiem essa associagdo, o que
também leva a esta entidade ainda ndo ter descricdo para estadiamento patoldgico.
(TRAVIS et al, 2015)

Um ensaio clinico recente, o “KEYNOTE-024", mostrou melhora da taxa de
progresséo livre de doencgas e sobrevida global em pacientes com CPNPC avangado
em cujos tumores havia expresséo de PD-L1 em mais de 50% das células, visto em
30% da populagdo em estudo, o que levou a aprovagao do pembrolizumab como
terapia de primeira linha para tratamento de pacientes portadores de CPNPC
avancado. Neste ensaio clinico, a quantificacdo da expressdo de PD-L1 por
metodologia especifica de imuno-histoquimica funcionou como biomarcador
preditivo (RECK et al., 2016).

Em maio de 2018, um grupo de brasileiros dos estados do Rio de Janeiro,
Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Bahia, submeteram um trabalho ao encontro anual
da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (GELATTI et al., 2018) no qual
relatam uma baixa prevaléncia de PD-L1 na populagdo brasileira, com uma
frequéncia de 15,48% com marcagdo imuno-histoquimica superior a 50% das
células tumorais de adenocarcinomas pulmonares, sem associagdo com género ou
idade. Em nosso trabalho, encontramos uma taxa de 18,2% de casos de
adenocarcinoma com marcagao em mais de 50% das células tumorais, resultado
abaixo da frequéncia encontrada no ensaio clinico “KEYNOTE-024", e semelhante a
baixa prevaléncia que o grupo de brasileiros supracitados encontrou.

O nosso estudo revelou que 50,9% dos casos tinham alguma expressao de
PD-L1 em células tumorais; e, quando considerado o ponto de corte de marcagao de
pelo menos 50% das células tumorais, uma frequéncia de 18,2% dos casos. Pinto,
2016, em um estudo similar, encontrou positividade geral em 37,9% dos casos, um
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pouco abaixo da frequéncia de casos encontrada em nosso estudo, porém, quando
considerado o ponto de corte de marcagao em 50% ou mais das células tumorais,
Pinto encontrou uma taxa de 16,9% dos casos, valor bem proximo ao encontrado
em nosso trabalho. (PINTO et al., 2016).

Nos diversos estudos envolvendo PD-L1, séo utilizados diferentes
anticorpos: 28-8, 22C3, M1H1, SP142, SP263, e diferentes plataformas: Dako,
Roche e Ventana. Alguns estudos utilizaram graduacgdes de 1%, 5%, 50% ou mais
para considerar a expressao de PD-L1 positiva. Outros estudos utilizaram
isoladamente o cutoff de 1% ou de 5% ou de 10% e ou de 50%. E alguns estudos se
basearam ainda na intensidade de marcagéao por imuno-histoquimica para graduar
os tumores. Percebe-se entdo a extrema dificuldade em se padronizar critérios de
positividade para PD- L1, o que envolve desde a maquinaria para as reagdes
quimicas, diferentes anticorpos, até a diluicdo dos reagentes bem como a
interpretacdo das leituras, o que dificulta o estabelecimento de qualquer relacéo
entre os estudos (KERR et al., 2015).

Uma meta-analise recente envolvendo 47 estudos e mais de 11 mil
pacientes encontrou uma correlagdo positiva entre PD-L1 e pior progndstico em
cancer de pulmao. Entretanto tal associacdo s6 foi observada para a populacéo
asiatica, ndo sendo reproduzida nas populagdes nao asiaticas (ZHANG et al., 2017).
Resultados de outras trés meta-analises mostraram que pacientes com CPNPC e
aumento da expressao de PD-L1 tinham pior progndstico (PAN et al., 2015; WANG
et al., 2015; D'INCECCO et al., 2015). Outros estudos mostram que a expressao de
PD-L1 tende a estar associada com tabagismo, disseminacgao linfonodal, tamanho
tumoral e alto grau histolégico (KIM et al., 2016; RANGACHARI et al., 2017; GAGNE
et al., 2018).

As populagdes que vivem nos paises em desenvolvimento enfrentam muitos
desafios para ter acesso as novas medicagdes que surgem com a descoberta de
alvos terapéuticos. N&o apenas em relagdo aos elevados precos no Brasil,
principalmente quanto aos inibidores de pontos de checagem imunoldgicos, mas
também se enfrenta a dificuldade de implementacdo da selecdo de biomarcadores
para acesso das melhores imunoterapias (AGUIAR et al., 2017a). Nesse contexto
também ha uma penalidade para os sistemas de saude quando o modelo analitico-
decisivo mostra que o uso da expressao de PD-L1 como biomarcador aumenta a
relagao custo-eficacia da imunoterapia. (AGUIAR et al., 2017b)
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O nosso trabalho mostrou que os casos PD-L1 positivos tém um predominio
de padrdo de crescimento histolégico tipo solido, que é classificado como grau 3
histolégico ou como pouco diferenciado, segundo a OMS de 2015, o que seria
compativel com o que € encontrado da literatura, descrito como predominancia de
alto grau histolégico em casos com expresséo de PD-L1.

A heterogeneidade intratumoral tem sido alvo de discussdo acerca da
necessidade de rebidpsias em casos especiais, pois em alguns estudos foi
comparada de expressao de PD-L1 entre bidpsias de agulha e nodulectomias com
resultados conflitantes, sendo sugerida nova amostragem em casos que exibem
padrao arquitetural de baixo grau como lepidico, acinar e até mesmo o padrao
papilar, perante o enorme beneficio a ser trazido por uma terapia alvo-especifica
(GAGNE et al., 2018).

De uma perspectiva molecular, a expressdao de PD-L1 parece estar
fortemente associada a vias de ativacdo de mutacgdes direcionais (EGFR/ALK). A
avaliagcdo de sobreposicdo desses biomarcadores na rotina clinica provavelmente
tem impacto no contexto da medicina personalizada. De fato, varios pesquisadores
tém relatado essa associagcdo com CPNPC (CHEN et al., 2015; AZUMA et al., 2014;
HONG et al., 2016). Alguns estudos mostraram que CPNPC que contém mutagao do
gene EGFR ou rearranjo do gene ALK estdo associados a uma menor taxa de
resposta aos inibidores PD-1/PD-L1 (RITTMEYER et al., 2017; HORN et al., 2017,
HERBST et al., 2016).

Uma associagao direta entre o nivel de expressao de PD-L1 e a presenga de
mutacado no gene EGFR foi descrita em diferentes grupos de pesquisa (D’INCECCO
et al., 2015; AKBAY et al., 2013; TANG et al., 2015; BYLICKI et al., 2017). Por outro
lado, Takada et al. (2018) observaram que a expressdo de PD-L1 estava
significativamente associada com o gene EGFR tipo selvagem (TAKADA et al.,
2018). Hata et al. (2017) também relataram uma taxa de expressdo menor em EGFR
mutados quando comparados aos EGFR tipo selvagem (HATA et al., 2017). Na
literatura cientifica, alguns trabalhos mostram associacdo entre PD-L1 e ALK
(HUYNH et al.,, 2016; OTA et al., 2015; KOH et al., 2015), porém outros nao
confirmam tal associacao (YANG et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

A populagao estudada em nosso trabalho foi classificada por porcentagem
em quatro principais grupos, de acordo com EPT (0%, 1-4%, 5-49%, 50-100%),

porém nao foi encontrada associacdo entre a positividade imuno-histoquimica de
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PD-L1 ou porcentagem de expressdo de PD-L1 e o estado mutacional do gene
EGFR ou a expresséo da proteina ALK. Uma vez que ndo encontramos associagao
entre o estado mutacional do gene EGFR e a expressédo de PD-L1, nosso resultado
€ mais condizente com os trabalhos descritos em uma recente meta-analise
publicada por Yang et al. (2017) onde os autores concluiram que a associagao entre
a expressao de PD-L1 e estado mutacional de EGFR é variavel e ndo apresenta
significancia estatistica (YANG et al., 2017). A obscura relagéo entre a expressao de
PD-L1 e as mutagdes direcionais em CPNPC, assim como a discrepéancia entre os
diversos estudos citados, pode refletir caracteristicas individuais dos pacientes,
heterogeneidade populacional e a falta de padronizagado da metodologia e analise da
positividade de expressao de PD-L1.

Em um unico caso foi encontrada a presenga de mutagado no gene EGFR e
concomitante expressao da proteina ALK, o que é condizente com a literatura onde
varios estudos mostram que esses dois biomarcadores sao mutuamente
excludentes. Este mesmo caso nédo apresentou expressdo de PD-L1 (INAMURA et
al., 2008; SHAW et al., 2009; FAN et al., 2014; KIM et al., 2016).

Este estudo apresenta diversas limitagdes. Trata-se de uma analise
retrospectiva de uma unica instituicdo e ndo um estudo correlativo baseado em
ensaios, ndao se podendo excluir viés de selegcdo. A auséncia de informacgdes
clinicas, seguimento e uso de terapia alvo-especifica, baseando-se apenas em
informagdes histopatoldgicas, o que dificultou comparagdes com a literatura
corrente. A auséncia de padronizacédo para analise de PD-L1, como ja explicado. A
reduzida quantidade de material disponivel por procedimentos pouco invasivos, o
que limitou a execugdo de todos os testes pretendidos. A heterogeneidade
intratumoral, que pode levar a casos falsos negativos. Em estudos futuros, uma
ampliagcdo na amostragem, a devida correlagao clinica e inclusdo de novos alvos
moleculares, como HER-2, B-RAF, MET e ROS-1, deverdo otimizar os resultados
aqui apresentados.

O atual desafio para patologia cirurgica oncoldgica é disponibilizar, além do
diagnostico histolégico preciso e confiavel, informacbées complementares de
biomarcadores tumorais que guiem um tratamento personalizado e eficaz para cada
tipo de neoplasia, em amostras tumorais cada vez mais exiguas oriundas de

técnicas cirurgicas cada vez menos invasivas.
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6 CONCLUSOES

Na populacdo estudada, a frequéncia da expressdo de ALK de 10,4% foi
maior do que a média entre 3 e 8% registrada na literatura internacional, sendo
caracterizada por pacientes mais jovens em relagdo aos que nao tem essa alteragéo
molecular, porém sem relagdo com género feminino, como € descrito na maioria dos
trabalhos.

A frequéncia de 18,2% dos casos com imunomarcacéo de PD-L1 em mais
de 50% das células tumorais foi menor que a frequéncia média de 30% relatada em
ensaios clinicos onde esse ponto de corte foi utilizado para selecionar pacientes em
pesquisas envolvendo o uso de imunomoduladores.

O padréao histologico de crescimento predominantemente solido é
estruturalmente mais destrutivo e relacionado a pior prognéstico e no nosso trabalho
esta estatisticamente associado ao gene EGFR em seu estado selvagem.

Mais estudos s&do necessarios para compreensao de como esses
biomarcadores estdo distribuidos numa populacédo tdo heterogénea como a
populagao brasileira, e como transformar este conhecimento em uma melhoria para
a pratica clinica, facilitando o acesso a medicamentos alvo-especificos que sao de

alto custo, porém de alta efetividade.
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