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1.1 Epidemiologia e fatores de risco

No inicio do século XX o cancro do pulmé&o era uma doenga de relativamente rara incidéncia, no
entanto, o surgir de habitos de consumo de tabaco e inerente exposigdo cronica a agentes
etioldgicos novos, bem como o aumento da esperanga média de vida tornaram o cancro do
pulm&o um flagelo do século XX.(1)

Num estudo retrospetivo relativo as décadas 40-80 verificou-se um aumento da incidéncia de
cancro do pulm&o em mais de 220% e 400%, nos homens e mulheres respetivamente(2)

No final do século XX, o cancro do pulmé&o tornou-se a principal causa de mortes preveniveis,
representando atualmente a primeira causa de morte oncoldgica nos paises industrializados,
tendo-se registado em 2008 1.608.823 novos casos e 1.378.415 mortes em todo mundo. Em
Portugal, no mesmo periodo foram registados 3.288 novos casos e 3.319 mortes sendo ja a
neoplasia maligna mais mortal (1, 3, 4)

Estimated New Cases*

Males Females

Prostate 218,890 29% Breast 178,480 26%

Lung & bronchus 114,760 15% Lung & bronchus 98,620 15%
Colon & rectum 79,130 10% Colon & rectum 74,630 1%
Urinary bladder 50,040 % Uterine corpus 39,080 6%
Non-Hodgkin lymphoma 34,200 4% Non-Hodgkin lymphoma 28,990 4%
Melanoma of the skin 33,910 4% Melanoma of the skin 26,030 4%
Kidney & renal pelvis 31,590 4% Thyroid 25,480 4%
Leukemia 24,800 3% Ovary 22,430 3%

Qral cavity & pharynx 24,180 3% Kidney & renal pelvis 19,600 3%
Pancreas 18,830 2% Leukemia 19,440 3%

All Sites 766,860 100% All Sites 678,060 100%

Estimated Deaths

Lung & bronchus 89,510 31% Lung & bronchus 70,880 26%
Prostate 27,050 9% Breast 40,460 15%

Colon & rectum 26,000 9% Colon & rectum 26,180 10%
Pancreas 16,840 6% Pancreas 16,530 6%

Leukemia 12,320 4% Ovary 16,280 6%

Liver & intrahepatic bile duct 11,280 4% Leukemia 9,470 4%
Esophagus 10,900 4% Non-Hodgkin lymphoma 9,060 3%

Urinary bladder 9,630 3% Uterine corpus 7,400 3%
Non-Hodgkin lymphoma 9,600 3% Brain & other nervous system 5,590 2%
Kidney & renal pelvis 8,080 3% Liver & intrahepatic bile duct 5,500 2%
All Sites 289,550 100% All Sites 270,100 100%

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade oncolégica relativa ao ano de 2007, nos Estados
Unidos da América.

Fonte: Jemal. CA Cancer J Clin 2007
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Actualmente esta bem estabelecida a causalidade directa entre exposi¢do ao fumo do tabaco e
cancro do pulmao. No fumo do tabaco foram identificadas mais de 1.200 substancias, muitas das
quais potenciais carcinogénios, aqui se incluindo iniciadores (hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos como o benzo[a]pireno) e promotores (por exemplo o benzeno). Mais de 85% dos
casos de cancro do pulmao estdo intimamente associados ao tabagismo. Ha uma invariavel
relacdo entre quantidade de cigarros diaria e tempo de exposicdo com o risco de
desenvolvimento de neoplasia maligna do pulmé&o: os fumadores tém cerca de 10 vezes maior
risco, aumentando esse risco de acordo com a intensidade de exposic¢do (individuos que fumem
mais de 40 cigarros por dia tém um risco acrescido cerca de 60 vezes). (1, 5)

No entanto existem muitos outros agentes, atuando frequentemente de modo sinérgico com as
substancias presentes no fumo do tabaco. Destes, salientam-se os agentes ocupacionais de
exposic¢ao prolongada. O primeiro a levantar suspeita de causar cancro, foi 0 gas radao, quando
se verificou que 0s mineiros subterraneos expostos apresentavam uma maior incidéncia desta
neoplasia, 0 que valeu ao rad&o a classificagdo de carcinogénio ocupacional, e o primeiro a ser
identificado. A este seguiu-se a identificagdo de outras substancias de exposi¢édo ambiental e
com agdo carcinogénica, das quais se destacam o arsénio, amianto, cromatos, niquel,
compostos aromaticos policiclicos.(1, 6)

Apesar da epidemiologia do cancro do pulmao ter sido amplamente investigada nos ultimos 50
anos, ainda ha muitas areas intensivas de pesquisa, com grande interesse sob o ponto de vista
de prevengao, nomeadamente a relagdo entre o cancro e a dieta sabendo-se ja que dietas ricas
em antioxidantes e outros micronutrientes, particularmente carotenoides representam um
aumento na protecdo contra 0 desenvolvimento de neoplasias malignas, nomeadamente do
pulm&o.(1,4,7)

Finalmente, supde-se que as exposi¢cOes citadas previamente atuem causando alteracOes
genéticas nas células pulmonares, que se acumulam e eventualmente levam ao fendtipo
neoplasico. Estima-se que 10 a 20 mutagdes genéticas tenham ocorrido no momento em que o
tumor se torna clinicamente detetavel. Existem lesGes moleculares comuns na carcinogénese
pulmonar, independentemente do tipo histologico, estas incluem alterages nos oncogenes c-
MYC, KRAS, EGFR e HER2/neu, ou em genes supressores tumorais p53, RB, p16, FHIT e
RASSF1A.(5,7)

Sabendo-se no entanto, que a via preferencialmente activa para a oncogénese seja diferente

consoante estejamos a falar de fumadores, ou ndo fumadores.
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Recentemente, varios estudos independentes reportaram associagéo entre variantes comuns na
regiao cromossémica 15q24-25.1 e susceptibilidade individual para o desenvolvimento de cancro
do pulmé&o. Este locus de aproximadamente 200 Kb contém entre outros o gene que codifica
para o receptor nicotinico neuronal de acetilcolina (nAChr) e um receptor de superficie celular
que medeia a ligacdo da nicotina e promove alteracdo celular. Dois SNPs (rs1051730 e
rs8034191) foram ja reportados tanto em formas familiares como esporadicas de cancro do
pulmé&o(4) (introduzir referéncias 3-7 do artigo A Second Genetic Variant on Chromosome 15q24-
25.1)

1.2 Classificacdo do Cancro do Pulméao

As neoplasias malignas pulmonares podem ser genericamente classificadas em dois tipos tendo
principalmente em conta o comportamento bioldgico e terapéutico das neoplasias: Cancro do
Pulm&o de Pequenas Células (SCLC, do inglés small-cell lung cancer), com maior potencial
metastatico, mas com alta taxa de resposta inicial a terapia convencional (terapia convencional
para SCLC) e Cancro do Pulmao de Ndo Pequenas Células (NSCLC, do inglés non-small-cell
lung cancer), caracteristicamente com menor potencial metastatico, mas com pior resposta a
quimioterapia  sisttmica  convencional em  regimes combinados  (habitualmente
carboplatin/paclitaxel ou cisplatin/gemcitabine).(5) (8)

O NSCLC representa a maioria dos casos de cancro do pulmao (80-85 %) e histologicamente
tem trés variantes: Carcinoma de células pavimentosas (>30%), carcinoma de células grandes
(10%) e adenocarcinoma (30%), sendo o ultimo um dos mais comuns e 0 menos associado a
exposig¢ao ao tabaco.(5)

Apesar de serem os mais frequentes, estes tumores tendem a ndo apresentar grande resposta a
terapia convencional. Para este grupo de pacientes, a melhor hipétese terapéutica é a remogéo
cirtrgica da leséo que se apresenta como opgao valida apenas para 0s pacientes com doenca
localizada (estadios | e II, segundo a classificagdo TNM). Cerca de 70 a 85% dos pacientes tém
ja doenca localmente avangada, ou apresentam metastases na altura do diagnéstico, ficando
limitados a regimes de quimioterapia sistémica combinada e radioterapia. Infelizmente o
prognéstico para estes pacientes permanece bastante reservado, sendo a taxa de sobrevida aos
5 anos de 22% para os pacientes com doenca localmente avangada e 3% para os pacientes com
metastases.(1, 4, 5,7, 9, 10)

Por este motivo, muitos tém sido os estudos no sentido de descobrir e implementar novas

opgdes terapéuticas, que se mostrem mais eficazes no tratamento dos NSCLC: desde formas de
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tratamento complementares, passando mais recentemente, pela terapia molecular dirigida, como

é o caso dos agentes dirigidos ao receptor de crescimento epidérmico (EGFR).(11, 12)

1.3 Epidermal Growth Factor Receptor

1.3.1 Descoberta da proteina

Em 1975 foi pela primeira vez reportada a existéncia de um receptor especifico para o factor de
crescimento epidérmico (EGF) em fibroblastos, o0 EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), do
qual entdo mais ndo se sabia sendo que era uma proteina com 170kDa.(13-15)

Mais tarde, em 1984 foi verificado que a sequéncia do v-erbB, um oncogene da leucemia
eritroblastica aviaria viral, era extremamente similar & do EGFR. Concluindo-se posteriormente
que o EGFR e o v-erbB s&o homdlogos, derivando o v-erbB de uma forma truncada do
EGFR.(16, 17)

A descoberta que uma forma truncada do EGFR estava activamente envolvida na leucemia
eritroblastica aviaria viral, bem como a observagdo que o EGFR e HER2 estavam
sobreexpressos numa grande parte de neoplasias malignas humanas motivaram os estudos de
Mendelshon e Slamon, que conseguiram demonstrar pela primeira vez in vitro e in vivo a
capacidade de inibir a progressdo no ciclo celular e indugdo de apoptose através da inibicao
destes dois receptores (EGFR, HER2)(18-20)

1.3.2 Familia HER
O EGFR pertence a familia dos receptores de crescimento epidérmico (HER, do inglés Human

Epidermal Growth Factor Receptors), composta por quatro receptores que partilham entre eles
uma certa homologia: O factor de crescimento epidérmico EGFR (HER1, ERBB1), HER2
(ERBB2), HER3 e HER4.(19-21)

Todos os membros da familia HER tém uma estrutura genérica de glicoproteina transmembranar
contendo um ectodominio de ligagdo aos ligandos e um receptor intracelular com actividade
tirosina quinase (RTK, do inglés receptor tyrosine kinase).

As diferengas entre os quatro membros da familia HER concentram-se essencialmente nos

dominios extracelulares e COOH-terminal. (19-21)
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Enquanto que o EGFR e 0 HER4 sao formas completas e autbnomas, uma vez que sao capazes
de se ligar aos factores de crescimento, dimerizar e gerar uma cascata de sinalizagao
intracelular, 0 HER2 e HER3 necessitam de outro membro (formar heterodimeros) ja que o
HER2 ndo tem a capacidade de ligacdo ao ligando e o HER3 n&o apresenta actividade TK

citoplasmatica (figura 1). (19-21)

Extracellular ligand-binding domain

EGFR HER2 HER3

No known

o=

Intracellular ligand-binding domain

Figura 2 - Os elementos da familia HER e os seus ligandos
Fonte: http://www.biooncology.com/research-education/her/dimer/index.html

1.3.3 EGFR, o gene

O gene humano que codifica a proteina EGFR, tem aproximadamente 200 kb, & composto por
28 exdes e 27 intrdes e esta localizado no brago curto do cromossoma 7 (7p12).(13, 19, 22)

Os exdes 1-16 codificam a porgao extracelular, o dominio de reconhecimento e ligacdo aos
ligandos. O exdo 17 codifica para a regido hidrofébica transmembranar e os exdes 18-28
codificam a por¢&o intracelular: o dominio TK é codificado pelos exdes 18-24, enquanto que a
por¢do COOH terminal pelos exdes 25-28 (figura 2).(14, 19, 20)
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Figura 3 - Localizagao genética do EGFR no cromossoma 7 e relagao entre gene e dominios proteicos.
Fonte: Adaptado de Martin P, Catherine MA, Kelly M, et al. Epidermal Growth Factor Receptor-Targeted Agents
for Lung Cancer; Cancer Control; 2006: 113: 129-140

1.3.4 Activacao do EGFR e sinalizagao

Em condigdes normais as vias de sinalizagdo do EGFR sé&o altamente controladas e os factores
de crescimento (EGF, TGF-a, anfiregulina, epirregulina, HB-regulina e betacelulina) tém um
importante papel na comunicagao entre o espago extra-celular e os compartimentos internos.
Mediante o ligando e o dimero formado, a cascata de sinalizagdo activada vai ser diferente. Ha
quatro possiveis vias apds a activacdo do EGFR: (1)Via Ras/Raf/MAPK; (2) Via PI3K/Akt; (3)
Via STAT; (4) Via Src quinase (figura 3) (13, 14, 22)

1) Via Ras/Raf/MAPK - E a principal via activada pela familia erbB/HER. Apés activagdo do
EGFR e consequente fosforilagdo do dominio TK o complexo GRB2/Sos liga-se directa, ou
indirectamente, através do complexo Shc a locais de ligagdo especificos do dominio intracelular
do EGFR. Esta interacgéo entre proteinas resulta num alteragao estrutural de Sos, levando ao

recrutamento de Ras-GDP e consequente activacdo de Ras (Ras-GTP), que por sua vez activa

Caracterizagdo molecular do gene EGFR em pacientes com NSCLC | | - Introdugéo



EGFR dimer

RAF1, MAPK1 e MAPK2 (MKO1 e MKO3). As
MAPKs activas véo fosforilar e regular factores

especificos de transcrigao intranucleares induzindo

“mu A g

a migragao celular e proliferagao.(14, 21) Ras §Tar + 4 R

Rat4 % \ | PISK

/ \ v /

v c8rc
2) Via PI3K/Akt — A via PI3K regula o crescimento . :.«
celular, apoptose e resisténcia a quimioterapia, bem EosV -

y N

como invasdo tumoral e migracdo. Activagdo PI3K / Cyclin D1 AN

dependente de EGFR ocorre quando a dimerizagéo @ Phosphorylated tyrosine residues

do receptor é feita com o HER3, uma vez que o O

EGFR né&o tem locais de ligagdo para PI3K, mas
Figura 4 - Vias de sinalizagao do EGFR

Signal adapters
and enzymes

Signal cascade

Transcription
factors

existem em grande numero no HERS. PI3K $80 Fonte Lurie, G. and H.-J. Lenz, EGFR Signaling and Drug

enzimas diméricas compostas por uma Discovery. Oncology, 2009. 77: p. 400-410.
subunidade reguladora (p85) e outra catalitica

(p110). A sub-unidade p85 esta relacionada com

a ligagado ao HERS3 através da interacgao do seu dominio homélogo de Src (SH2, do inglés Src
homology domain 2), enquanto que a p110 catalisa a fosforilagdo do fosfatilinositol 4,5-difosfato
para o segundo mensageiro fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, que por sua vez fosforila e activa a

Akt (serina/treonina quinase).(14, 21)

3) Via STAT (Signal Transducers Activators Transcriptors) — a activagdo do EGFR pode ainda
regular as vias STAT através de mecanismos dependentes ou independentes de Janus kinases
(JAK). As proteinas STAT sdo factores de transcrigédo citoplasmaticos que existem como
mondmeros inactivos e partilham um grande homologia com outros membros da familia STAT.
As proteinas STAT interagem com residuos de fosfotirosina através do seu dominio SH2 e,
através de dimerizacédo, deslocam-se para o nucleo e induzem a expresséo de genes alvo
especificos. Nas células normais a activagdo das proteinas STAT € transitéria e de alguns
minutos ou horas, no entanto, em tumores, verifica-se muitas vezes a activagéo constitutiva da
STAT-3 e STAT-5.(14)

4) Via Src quinase — Embora ja ha muitos anos que se tenha relacionado as Src quinases com
o desenvolvimento e progressdo de cancro, nunca se conseguiu esclarecer totalmente o seu

papel na malignidade. Src € um membro de uma familia com dez membros (FYN, YES, BLK,
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FRK, HCK, LCK, LYN e SMRS), s&o enzimas sem receptor de tirosina quinase que tém um
papel activo na proliferagéo celular, migragdo, adesdo e angiogénese tumoral. Com a sua
localizag¢do no citosol, a via Src tem pontos de ligagdo com outra vias, como por exemplo a via
PI3K ou STAT.(14, 21)

1.4 Argumentos para a terapia dirigida

A complexidade de respostas que se geram com a activagdo do EGFR, e a sua importéncia para
o crescimento e sobrevivéncia celular é tdo grande que a sua activagao € firmemente controlada
nas células normais. Em contrapartida, nas células tumorais € visivel uma sobreexpressao do
receptor, e/ou dos seus ligandos, o que se traduz numa estimulagdo autocrina e parécrina
exacerbadas. Também em tumores s&o observaveis mutagdes em regides especificas do gene,
levando ao aumento de actividade do dominio TK. Todas estas alteragdes, promovem a
proliferacao celular, diferenciagéo, angiogénese e evasao da apoptose, favorecendo desta forma
o desenvolvimento do tumor e sua metastizagdo. no fundo todas estas alteragbes parecem
garantir as condigdes que a célula neoplasica necessita para progredir (figura 4).(7, 13, 14, 21,
23, 24)

Evading Sell-sulliciency in
apoptosis arowth signa
Tis :\ Insensitivity to
4 _;:‘:\ anti-growt ianal
Sustained Suwwal.u’P‘r\cthratmn

angiogenesis '.‘___...-' n fnre:gn anulrnnments‘-._‘

Hypama Senascancec

Evading immune F!CIS DNA damage
surveillance stress
Mneuplmm.I
Metabalie Oxidative
strass stress
Proteotoxic Mitotic
stress stress

Figura 5 Hallmarks of cancer: Capacidades adquiridas pelos tumores, durante a progressao.
Fonte: Luo et al., Cell 2009

Por outro lado, varios enaios e modelos modelos in vitro e in vivo mostraram que a inibi¢édo da
via. EGFR com agentes especificos tém acgdo bloqueadora na progressdo celular, na

metastizagao, tem um papel inibitério na angiogénese e induz a apoptose, resultados que tornam
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este receptor um atraente alvo para o desenvolvimento de novas opgles terapéuticas
direccionadas.(7, 13, 22)

Duas principais classes de terapia dirigida ao EGFR foram desenvolvidas: anticorpos
monoclonais (mAbs) anti-EGFR e inibidores especificos da actividade TK do EGFR (TKI, do
inglés Tyrosine Kinase Inhibitors). Embora ambas as classes tenham o EGFR como alvo elas
diferem significativamente no que se prende com os mecanismos de acgdo e consequente
aplicagéo clinica (tabela 1).(7, 19, 20, 25, 26).

Tabela 1 - Agentes especificos direccionados ao EGFR no tratamento oncolégico

Agente Nome Entidade e data de Aplicagao clinica
aprovagao
Anticorpos Monoclonais | Cetuximab CMPHU, 2008 mCCR e mCCP
(mAbs) Panitumumab FDA, 2006 mCCR
Gefitinib FDA, 2005 NSCLC
Pequenas Moléculas Erlotinib FDA, 2004 NSCLC
(TKI) FDA, 2005 PC
Lapatinib FDA, 2007 BC e mCCR

CMPHU - Committee for Medicinal Products for Human Use; FDA - Food and Drug Administration; mCCR — Cancro Colorrectal
metastatico; mCCP — Cancro da Cabega e do Pescogo Metastatico; NSCLC — Cancro do Pulmao de ndo pequenas células; PC —
Cancro do Pancreas; BC — Cancro de Mama.

Na classe dos mAbs anti-EGFR o Cetuximab (ImClone,), um anticorpo monoclonal quimérico
humano-murino, aprovado em Maio de 2008 pelo Committee for Medicinal Products for Human
Use, para o tratamento do cancro colorrectal metastatico e em Outubro do mesmo ano para o
tratamento do cancro da cabega e do pescogo avangado). O Cetuximab liga-se ao EGFR com
alta afinidade, impedindo a ligacdo com EGF e TGFa e subsequente activagdo do receptor.
Possui uma meia-vida prolongada de trés a quatro dias, permitindo a administracdo semanal.
Estudos pré-clinicos demonstraram a capacidade de inducdo de remissao completa de tumores
em xenoenxertos. Os mecanismos que contribuem para a actividade antitumoral do cetuximab
sdo, além do bloqueio do receptor do EGF, a supressdo da angiogénese através da redugao da
expressao de VEGF em células tumorais e a indugdo de citotoxicidade celular dependente de
anticorpo. Cetuximab é capaz de estimular a internalizagédo do EGFR levando a degradagéo e
diminuigdo no numero de receptores disponiveis na superficie celular. O Cetuximab actua ainda
como potenciador da actividade citotoxica dos varios agentes quimioterapicos dados em

concomitancia, tais como doxorrubicina, cisplatina, paclitaxel, gencitabina e topotecano.
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O Panitumumab (Amgen), aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em Setembro de
2006, é uma opgdo mAbs anti-EGFR totalmente humano, que actua segundo 0os mesmos
principios do Cetuximab, mas que segundo alguns estudos apontam, acaba por ser mais eficaz,
uma vez que ndo sendo quimera, induz menor resposta anti-anticorpo no paciente. Ao nédo
serem neutraizados os mAbs ficam disponiveis mais tempo € em maior quantidade para se ligar
com maior especificidade ao alvo terapéutico (26, 27).

Outra classe disponivel para a inibicdo da via EGFR s&o as pequenas moléculas mimetizadoras
de ATP que se ligam ao dominio intracelular TK impedindo a fosforilagéo dos residuos tirosina e
bloqueando a activagéo das vias a jusante.

Fonte: EGFR Mutations and Lung Cancer

Este grupo engloba o Erlotinib (Roche, aprovado pela FDA para o tratamento de NSCLC em
Novembro de 2004 e do cancro do pancreas em Novembro de 2005), Gefitinib (AstraZeneca,

Tablel EGFR sensitizing mutations and response rates to EGFR ¢rosine kinase inhibitors (TKIs) in Phase ITI trials

Type of sensidzing
mueacion
Response race of
Tumors with Tumors with L8SSR tumors with
known sensitzing EGFR Ewn 19 point Therapeutic sensitizing mutations
Trial mMutation status mutatdons deletion mutation regimen to TKIs Reference
TRIBUTE 274 26 19 7 Erlotnib plus Nocapplicable 77
chemocherapy
BR21 204 37 29 8 Erlotinib 27% +“
ISEL 215 25 14 11 Gefieinib 37.5% 97
IDEAL/INTACT 391 41 33 8 Geficinib/erlodnib 46% 61
INTEREST 297 38 22 16 Gefitinib 42.1% 104
[PASS $7 251 140 11 Gefitinib 712% 83
Toal 1818 418 257 61.5%F | 161 GRS%P — — -

R Per fall

aprovado pela FDA para o tratamento de NSCLC em Junho de 2005) e Lapatinib
(GlaxoSmithKlein, aprovado para o tratamento de mama e bexiga colon avangado e metastizado,
pela FDA em 2007 e um inibidor simultdneo do RTK do EGFR e HER2).(14, 20, 25).

Tabela 2 - TKI aprovados ou em teste para o tratamento de NSCLC
Agente

Farmacéutica
terapéutico

EGFR TKI Gefitinib (Iressa) EGFR AstraZeneca Aprovado
(inibicéo simples (NSCLC)
reversivel) Erlotinib (Tarceva) EGFR 08, Genentech e Roche  Aprovado

(NSCLC)
EGFR TKI EKB-569 EGFR Wyeth Fase Il (colorrectal)
(inibicao simples  CL - 387, 785 EGFR Wyeth Préclinica
irreversivel)
TKI da familia ErbB Lapatinib EGFR, HER2 GlaxoSmithKline Aprovado
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(inibicdo  midltipla e (Cancro da Mama)
reversivel)
TKI da familia ErbB Canertinib EGFR, HER2, HER4 Pfizer Fase Il (NSCLC, Mama)
(inibigio  multipla e  HKI-272 EGFR, HER2 Wyeth Préclinica
irreversivel) BIBW 2992 EGFR, HER2 Boehringer Ingelheim Fasel/ll (ovario, prostata
€ mama)
HKI-357 EGFR, HER2 Wyeth Préclinica
TKI da familia RTK ZD-6474 EGFR, HER2, FLT1, AstraZeneca Fase IIl (NSCLC, tiréide)
(inibicdo  multipla e KDR
reversivel) AEE 788 EGFR, HER2, KDR Novartis Fase l/ll (Gliobastoma
XL647 EGFR, HER2, KDR, Exelexis Fase Il (NSCLC)
EPHB4

Adaptado: Epidermal growth factor receptor mutations in lung cancer

1.4.1 Pequenas moléculas inibidoras da actividade tirosina quinase do EGFR em NSCLC
Os dois TKI utilizados no tratamento de NSCLC, sao anilinoquinazolinas (Gefitinib com o nome
quimico de 4 Quinazolinamine e o Erlotinib com 0 nome quimico N-(3-ethynylphenyl) -6,7-bis (2-

metoxietoxi)-4-quinazolinamine), figura 6.

N
k/N N0 X o AP SN
o N/) e ~ o N
ZD1839 OSI-774
Gefitinib Erlotinib
Iressa Tarceva

Figura 6 — Estrutura quimica das pequenas moléculas inibidoras da actividade tirosina quinase do
EGFR utilizadas no tratamento de NSCLC: Gefitinib/Iressa e Erlotinib/Tarceva.

O mecanismo da acgdo antitumoral desta classe de moléculas ndo esta totalmente
caracterizado, mas sabe-se que ambas inibem a fosforilagao intracelular dos RTK associados ao
TK-EGFR, limitando a capacidade de divisdo das células tumorais promovendo e potenciando
desta forma a morte celular por apoptose. Na figura 8 pode ver-se a evolugdo de um paciente
que apresentou resposta aos TKI em 6 semanas de tratamento, e na figura 9 um outro paciente
que apresentou remiss&o total e duradoura da lesao neoplésica, apds tratamento com TKI. (28)
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Figura 7 — Resposta positiva ao tratamento com Gefitinib (inibidor da actividade TK) num paciente
com NSCLC

A - Tomografia Computorizada (TC) antes do inicio do tratamento

B - TC seis semanas apds o tratamento com o inibidor da TQ.

Fonte: Lvnch TJ. Bell DW. Sordella R. et al. Activatina Mutations in Epidermal Growth Factor Recentor

Junho de 2005 Dezembro de 2005

Figura 8 - PET-Scan de um paciente com mutagdo no exdo 19, EGFR que apresentou remissédo
completa e duradoura da lesdo apés tratamento com Erlotinib
Fonte: Rosell et al. Clin Cancer Res 2006

Apesar dos resultados promissores obtidos nos ensaios clinicos em alguns pacientes com
doenga avangada, a percentagem de pacientes com resposta a terapia molecular dirigida foi
relativamente baixa: 10% nos pacientes de origem europeia, € 30% nos pacientes de origem
asiatica (Fukuoka, 2003; Kris, 2003; Perez-Soler, 2004; Shepherd, 2005; Tatcher, 2005; Sharma,
2007).
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A divergéncia tdo grande de resposta fez com que fosse necessario estabelecer critérios que
permitissem seleccionar pacientes elegiveis para o tratamento com TKI.(23, 29)

Um dos principais estudos teve em vista a determinagao do “fenétipo” mais associado a resposta
terapéutica foi realizado por William Pao e Vincent Miller em 2004.

O estudo foi realizado em 96 pacientes com NSCLC e revelou que os pacientes com maior
percentagem de resposta eram ndo fumadores, do sexo feminino, de origem asiatica com um
NSCLC do tipo adenocarcinoma e diferencia¢éo broquioloalveolar (fenétipo encontrado em mais
de 75% dos casos sensiveis a terapia com inibidores de TK).

Ao complementar a anélise com a caracterizagdo molecular do EGFR verificou-se que o grupo
com resposta aos TKI era simultaneamente o grupo com maior percentagem de alteragdes no
status do EGFR .(13, 19, 29)

Posteriormente outros estudos vieram a confirmar os resultados obtidos por Pao e Miller. Em
2006, no Japdo foi feito um estudo retrospectivo, que compilou os dados da literatura que
confirmou que as caracteristicas fenotipicas: etnia, género, histéria tabagica e histologia tumoral
estavam associadas ndo s6 com a taxa de resposta, mas também com a presenga alteragdes
genéticas no EGFR e por conseguinte, associadas a resposta terapéutica aos TKI. Deste modo,
foi possivel estabelecer, pela primeira vez, uma relagdo entre alteragdes genéticas no EGFR e
as caracteristicas clinicas dos pacientes com maior probabilidade de resposta a TKI (figura
10).(21, 30)
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Figura 9 - Relagao entre caracteristicas fenotipicas e taxa de resposta aos TKI e frequéncia mutacional no EGFR

A: Relagéo entre a taxa de resposta a terapia com TKI em fungédo de varios factores clinicos como etnia, género,
antecedentes de fumador e histologia da neoplasia, em 1974 pacientes com NSCLC

B: Incidéncia da frequéncia mutacional no TK-EGFR de acordo com os mesmos factores clinicos (etnia, género,
antecedentes de fumador e histologia da neoplasia), em 2880 pacientes.
Fonte: Mitsudomi T, Kosaka T, Yatabe Y Biological and clinical implications of EGFR mutations in lung cancer; Int J Clin
Oncol; 2006; 11: 190-198
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1.5 Status mutacional vs avaliacdo da amplificacéo

Verificada a relagéo entre o “status” do EGFR e a resposta a terapia dirigida, ao longo dos
ultimos tempos foi sendo levantada a possibilidade de fazer outro tipo de screeening dos
pacientes com NSCLC, nomeadamente por imunohistoquimica ou avaliagdo da amplificagdo do
gene (FISH/CISH/SISH).(13, 31)

Alternativamente a pesquisa de mutagdes no dominio tirosina quinase do EGFR (TK-EGFR),
foram estudadas associagdes entre a resposta e a expressdo da proteina (imunohistoquimica).
Embora se tenha verificado que a maioria dos individuos demonstravam sobreexpresséo do
EGFR (90% no carcinoma de células pavimentosas, 20-75% nos adenocarcinomas e raramente
em tumores de células grandes) este critério apenas se parece relacionar com o progndstico dos
pacientes, ndo parecendo estar relacionado com a sensibilizagao aos inibidores da actividade da
TK. Ou seja, o facto de haver sobreexpressdo nada faz prever acerca do comportamento da
resposta aos TKI e deste modo, ndo devendo ser utilizada como técnica para fazer o screening
dos pacientes. (4, 9, 12, 13, 32)

O desafio tem sido esclarecer qual a alteragdo com maior correlagdo com a resposta: status
mutacional ou a amplificacdo do gene.(4, 9, 12, 13, 32)

A principal dificuldade em chegar a resultados claros prende-se essencialmente com o facto
destas duas alteragbes genéticas ocorrerem muitas vezes em simultaneo. Segundo Ladanyi e
Pao (2008) cerca de 50% dos casos com mutagdes no EGFR apresentam também amplificagéo
do gene. Por outro lado, 75% dos casos com amplificagdo do EGFR tém em simulténeo
mutacdes.(26, 33)

Dos muitos estudos que foram feitos, ha ja bastantes evidéncias que parecem suportar a
avaliagéo do status mutacional como a metodologia mais pertinente e eficaz para a selecgao de
pacientes alvo da terapia molecular:

1. Mutagdes no TK-EGFR levam a activagao das vias de sinalizacdo independentemente
dos ligandos, 0 que ndo acontece com a sobreexpress@o do EGFR wild-type;

2. Quando nos tumores ambas as alteragdes estdo presentes, o alelo mutado é amplificado
preferencialmente, o que sugere que em casos com amplificacdo do gene e mutagéo no
TK-EGFR, é a mutagéo que confere a vantagem bioldgica as células tumorais;

3. As mutagdes no EGFR tém uma maior relagdo com as caracteristicas fenotipicas dos
pacientes tipicamente com resposta a TKI: ndo fumadores, mais frequentes nas
mulheres e na populagéo asiatica (tabela 3)
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Tabela 3 - Associagdo entre as caracteristicas fenotipicas apresentadas no grupo de pacientes
com resposta e mutagées no EGFR

Lo, , Habi . .
Etnia Género a’b fcos Histologia tumoral
tabagicos
Nao . . . Nao . Nao-
Asiatico Asiatico Feminino Masculino Fumador Fumador | Adenocarcinoma Adenocarcinoma
%
resposta 33% 10% 33% 13% 40% 1% 29% 5%
%
mutacional 32% 7% 38% 10% 47% 7% 30% 2%
do EGFR

4. Aresposta a TKI é mais alta nos casos com mutagdo no TK-EGFR independentemente
do numero de cdpias, enquanto que os casos com amplificacdo € sem mutagdes tém
baixa taxa de resposta (na ordem dos 8%);
5. Em varios estudos foi demonstrado que as mutagdes no EGFR sao melhor preditor do
outcome dos pacientes tratados com TKI.
Para justificar os casos que beneficiam de TKI com amplificagdo e sem mutagdes no TK-EGFR
alguns argumentos tém sido utilizados. O principal motivo apontado explica que estes achados
devem prender-se com o facto das metodologias FISH/CISH/SISH serem técnicas baseadas na
morfologia dos tecidos e que apenas considera para a anédlise as células tumorais, em
contrapartida o estudo mutacional é feito com DNA tumoral, mas sempre com grande
percentagem de células normais, 0 que aumenta a possibilidade de falsos negativos. O que
actualmente se teoriza é que estes casos com amplificagdo do gene EGFR e resposta a terapia
talvez tenham mutagdes no dominio TK-EGFR que ndo foram detectadas por sequenciagao
directa.(9, 34, 35)

1.6 Mutacdes no EGFR

As mutacdes no EGFR s&o as mais prevalentes e melhor caracterizadas nos NSCLC, estando
intimamente relacionadas com a resposta a TKI. Devido a sua frequéncia neste tipo de tumor,
pensa-se que esta alteracdo genética represente um evento precoce na transformagédo
neoplasica As mutagdes no EGFR podem ser classificadas de acordo com o impacto na
resposta ao tratamento com TKI em: mutagdes activantes e de resisténcia. (29) (14, 36)
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1.6.1 Mutacoes Activantes

As mutagdes activantes do EGFR s&o encontradas nos primeiros quatro exdes codificantes para
o dominio TK (exdes 18-21) sendo agrupadas em 3 classes, as classes das mutagdes classicas,
descritas por Gaznar (2010):(36)

Classe I - Delecgoes in frame do ex&o 19,que envolvem quase sempre 0s residuos de leucina-
747 e acido glutdmico-749 (ALRE) e representam 44% das mutagdes do TK-EGFR

Classe Il - Mutagdes num Unico nucleétido, levando a substituicdo do aminoacido. A alteragao
mais prevalente deste tipo ocorre no exé@o 21, e leva a substituicdo de uma arginina por uma
leucina na posicdo 858 (L858R). Esta alteragdo representa cerca de 41% das mutagdes.
Também desta classe, existe a alteracdo G719 que leva a substituicdo da glicina dessa posi¢éo
por uma serina, alanina ou cisteina (4% das mutagdes). As restantes mutagdes missense
representam cerca de 6% dos casos positivos para mutagdes no TK-EGFR.

Classe Ill — Duplicagbes ou insergdes in frame no exao 20 e perfazem os restante 5% das

mutagdes.

De um modo geral as delecgdes do exa@o 19 e mutagdes pontuais envolvendo o exao 21 (L858R)
perfazem quase 90% das mutagdes descritas no EGFR, e sdo denominadas de mutagdes
‘classicas”, havendo abordagens metodoldgicas que se limitam ao estudo destes dois exdes
para a orientagao terapéutica.(13, 37)

Embora ainda ndo se compreenda totalmente de que forma estas mutacdes interferem com a
molécula EGFR e consequentes vias de sinalizagdo, parece claro que de algum modo estas
alteragbes genéticas alteram o equilibrio “on-off’ do TK-EGFR promovendo a activagéo e
aumento de actividade enzimatica. Como consequéncia as células tumorais que contenham tal
alterag&@o acabam por crescer mais e obter vantagens de proliferacéo.(14, 34)

Nem todas as mutagOes activadoras conduzem necessariamente a uma completa activacdo
constitutiva de TK-EGFR. Portanto, o tipo de mutagdes no EGFR em tumores NSCLC parece
influenciar a sensibilidade do tumor para a acgdo do gefitinib ou erlonititb. Por exemplo, as
celulas tumorais com mutagdo L858R sé&o significativamente mais sensiveis ao gefitinib que as
que possuem G719S. Também as taxas de resposta sdo consideravelmente diferentes conforme
se trate de mutagbes no exdo 19 (sensibilidade a TKI 70-100%) ou mutagdes no exao 21
(sensibilidade a TKI 20-70%).(12, 38)
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Na figura X pode ver-se a distribuigdo das mutagcbes que conferem susceptibilidade ao

tratamento com TKI ao longo dos exdes codificantes para o dominio TK do EGFR.

EGF binding EGF binding TM Tyrosine kinase Autophosphorylation
— T - , |
Exon 2 5 7 13 1617 ! 18-21 22-24 28
Mutations associated B
with drug resistance T790M (50%)*
) D770_N771(ins NPG)
i D770_N771 (ins SVQ)
e D770_N771(ins G), N771T
e V7691
s D761y 5768I B
g R 2 b gg W gg 5
Exon 18 E 19 Ex 20 Exon 21
(nucleotide-binding loop) 2 < (activation loop)
G719C AE746-AT50 V765A LBS8R (40-45%)
G7195 AE746-T751 T783A NB265
G719A AE746-A750 (ins RP) (<1%) AB39T
Ve8IM AE746-T751 (ins A/1) K846R
N700D AE746-TT51 (ins VA) L861Q
E709K/Q AE746-S752 (ins A/ V) G863D
5720P AL747-E749 (A750P) (40-45%)
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AL747-752 (E746V)
AL747-752 (P7535)
AL747-575 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)
AS752-1759

14521
Figura 10 - Distribuigdo das mutagdes que conferem susceptibilidade a terapia com TKI

Fonte: Epidermal growth factor receptor mutations in lung cancer
Tabela com a sintese de percentagem de cada uma das classses classicas apresentadas

(5%)

Mutations associated
with drug sensitivity

1.7 Resisténcia

Apesar das mutagcbes no TK-EGFR serem tradicionalmente associadas a aumento de
sensibilidade dos tumores a TKI, nem todas as mutagdes conferem necessariamente aumento
de resposta clinica. Pensa-se que os tumores que contenham mutagdes activantes no TK-EGFR
e ndo respondam a terapia molecular, tenham uma alteracdo genética adicional que tornem o
tumor independente da via EGFR, ou entdo que a mutacdo no TK-EGFR leve a alteragéo de
conformagé@o do dominio activo da proteina, impedindo a ligagdo das pequenas moléculas
inibidoras ao alvo citoplasmatico do receptor e consequente inibigao.(33, 36, 38)

Do ponto de vista de resisténcia a terapia com TKI, esta pode ser classificada em resisténcia
primaria, que envolve uma segunda alteragdo em moléculas a jusante da via EGFR e resisténcia

secundaria ou adquirida que engloba uma segunda mutagdo no EGFR. Um mecanismo
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associado a fendmenos de resisténcia secundaria a TKI deve-se a presenca de mutagdes no
ex&o 20 do EGFR (D770_N771, ins NPG; D770, ins SVQ ou D770; ins G).(12, 39)

1.7.1 Resisténcia primaria: Mutacdes no KRAS, BRAF e HER2, amplificagado de MET

As mutagbes no EGFR, KRAS, BRAF e HER2 sdo mutuamente de exclusdo no NSCLC. Este
facto parece reflectir que estas alteragdes representam vias alternativas de activagdo oncogeénica
a jusante, como a via PI3K-AKT e a via das MAPK.(12)

Mutagdes no HER2 aparecem em cerca de 1-2% dos adenocarcinomas e aparecem, tal como as
mutagdes no EGFR mais frequentemente associados a subtipos bronquioloalveolares € em
mulheres ndo fumadoras.(7)

A presenga de mutagdes nos coddes 12 e 13 do KRAS s&o simultaneamente um marcador de
mau prognostico, e um preditor de auséncia de resposta ao tratamento com TKI. De facto,
mutacdes no KRAS tém mais que um papel de resisténcia a TKI, pacientes com mutag¢des no
KRAS e tratados com TKI parecem piorar consideravelmente quando a terapia molecular €
adicionada a quimioterapia convencional. Ao contrario das mutagdes no EGFR, as mutagdes no

KRAS parecem estar associadas a exposi¢do ao fumo do tabaco, figura X.(33)
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Figura 11 - Vias activadas na carcinogénese pulmonar a) dos fumadores associada a activagdo do EGFR;

b) dos fumadores, via associada & activagdo do KRAS
Fonte: Epidermal growth factor receptor mutations in lung cancer
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O protooncogene MET parece estar envolvido em mecanismos de resisténcia a terapia com TKI
através da activacdo alternativa da via PI3K e Akt independentemente da activagdo do EGFR.
Esta activacdo é mediada pelo HER3 e pensa-se que este mecanismo esteja na origem de 10-
20% dos casos de resisténcia e que a inibicdo de MET possa restabelecer a sensibilidade a
TKI.(34)

As mutagbes no BRAF para além de conferirem resisténcia a TKI podem ainda indicar grande
sensibilidade dos tumores a inibidores de MEK.(12)

Com o crescimento acerca dos mecanismos que estao por tras dos fendmenos de resisténcia a
terapia molecular dirigida ao TK-EGFR, tém sido investigados novos alvos terapéuticos, para
serem utilizados independentemente, ou em associagdo com os TKI, com vista ao

restabelecimento da sensibilidade a esta classe de farmacos.

Tabela 4 - Agentes terapéuticos em fase de aprovagao para a utilizagao individual, ou em combinagédo com
os TKI-EGFR

Table 2 | Targeted therapeutics used alone or in combination with EGFR-TKIs

Mode of action Therapeutic Target Company Stage of development
(tumour type)
p110a-specific PX-866 (combinationwith gefitinib) ~ PI3K ProlX Preclinical (NSCLC)
inhibition Pharmaceuticals
Rapamycin Sirolimus (combination with mlOR Wyeth Phase I/Il (NSCLC,
analogues gefitinib) glioblastoma)
Temsirolimus (CCI-779; combination mTOR Wyeth Phase I/ll (glioblastoma)
with erlotinib)
Everolimus (RAD001; combination FKBP12, Novartis Phase I/Il (NSCLC,
with gefitinib or erlotinib) mTOR glioblastoma, breast)
AP23573 mTOR Ariad Phase I/l (endometrial)
MAPK pathway Sorafenib (BAY49-9006; alone orin Raf, (KDR, Bayer Phase I/Il (NSCLC,
combination with erlotinib) p38a?) glioblastoma)
PD-325901 (single agent) MEK Pfizer Phase Il (NSCLC)

Fonte: Epidermal growth factor receptor mutations in lung cancer

1.7.2 Resisténcia secundaria, ou adquirida
Actualmente pensa-se que a resisténcia adquirida ocorra em praticamente todos os NSCLC com
resposta inicial a TKI. Reconhece-se portanto que a sensibilidade dos tumores ao erlotinib e

gefitinib € limitada no tempo, figura X.
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Day 0 4 months 25 months

Figura 12 — Evolucéo de um paciente tratado com TKI, mostrando a aquisi¢@o de resisténcia apos longo periodo de
tratamento.

Fonte: Pao et al, Medicine 2005

em grande parte devido a uma possivel segunda mutagéo localizada no TK-EGFR. A mutagéo
T790M do exao 20 é encontrada em cerca de 50% dos pacientes com resisténcia adquirida a
TKI. Pensa-se que esta mutacdo seja adquirida através de pressdo selectiva durante o
tratamento j& que raramente esta é encontrada em pacientes antes da terapia dirigida, ou entao
que ela ja estivesse presente num clone limitado que nédo é detectado por ser de pequenas
dimensdes, mas que apos terapia e por crescimento selectivo, acaba por ganhar destaque apos

a terapia molecular.(33, 38)

1.8 Metodologias para a caracterizagdo molecular dbBK-EGFR

Para o estudo molecular em causa, e apesar das varias metodologias possiveis que permitem a
andlise rapida e sensivel de muitas amostras, como por exemplo o HRM (High Resolution
Melting), SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism), ou dHPLC (denaturing High
Performance Liquid Chromatography). Estas metodologias, apesar de bastante atractivas do
ponto de vista de rapidez tém a desvantagem de necessitarem da identificagéo e confirmagéo de
mutagdes através de sequenciagao directa. Por este facto, a abordagem escolhida para o estudo
molecular do EGFR, foi PCR seguido de sequenciagéo directa.. (31, 34, 40, 41)
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Diferenciacao histologica e altera¢des no EGFR

Embora seja ja clara a pertinéncia da avaliagdo do EGFR para a determinagéo da probabilidade
de resposta dos pacientes, tendo em conta que 80-85% dos novos casos de cancro de pulmao
sdo do tipo NSCLC, foram feitos estudos com o objectivo de determinar o conjunto de
caracteristicas clinicopatologicas que permitissem fazer uma primeira triagem dos pacientes com
maior probabilidade de terem alteragbes no EGFR, ja que apenas 5-20% dos pacientes tém
alteragdes.(36, 42)

As evidéncias encontradas apontam para que as alteragdes no EGFR sejam mais frequentes
nos adenocarcinomas bronquioloalveolares, enquanto que mutagdes no EGFR parecem ser
extremamente raras nos carcinomas de células gigantes e carcinomas de células pavimentosas
puros.(21, 39)

Dentro dos adenocarcinomas, estes podem ainda ser subdivididos em varias categorias (figura
7). A primeira classificacdo dos adenocarcinomas pulmonares foi proposta por Hashimoto em
2000 e inclui 0 adenocarcinoma colunar, poligonal, células de globet, misto e hobnail. Mais tarde,
em 2002, Amin et al. descreveu um outro componente também com papel relevante para o
prognostico, que € o padrao micropapilar.(43, 44)

Os padrdes hobnail e micropapilar sdo os que apresentam maior correlagdo com mutagdes no
EGFR e consequentemente maior percentagem de resposta a terapia dirigida. Por outro lado,
adenocarcinomas do tipo colunar estdo mais associados a mutagdes no TP53, sugerindo a
acgdo de agentes exdgenos, como os encontrados no fumo do tabaco, e respondem menos

frequentemente a TKI. (11, 43)
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Flgura 13 Aspecto microscopico de tres subtlpos histologios de adenocarclnoma

A) Hobnail com as porgoes apicais das células contendo nuicleo orientado para o limen;

B) Adenocarcinoma de células colunares

C) Adenocarcinoma de células poligonais em “lengol”

D) Adenocarcinoma com padrdo micropapilar

400x

Fonte: Inamura, K., et al., Is the Epidermal Growth Factor Receptor Status in Lung Cancers Reflected in Clinicopathologic Features?
Archives of Pathology and Lanoratory Medicine, 2010. 134

Adenocarcinomas com padrdo mucinoso sao neoplasias que estdo mais ligadas a mutacdes a
jusante do EGFR (KRAS, BRAF) e tendem a n&o responder a terapia com TKI.
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Todos estes achados histoldgicos requerem a avaliagdo de um patologista experiente na
patologia pulmonar e embora dificeis, podem servir como primeira selecgao dos pacientes para o
estudo molecular do EGFR. (23, 37)

Muito importante ainda é a avaliagdo do patologista relativamente a percentagem de células
tumorais. Neste sentido, e em casos com percentagem de células tumorais baixa (inferior a

10%), é sugerido que seja feita a microdissec¢éo.(34)
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Il - OBJETIVOS

O estudo terd como principal objetivo a determinagdo do status mutacional dos exdes
codificantes para o dominio TK do EGFR (18-21) em pacientes diagnosticados com NSCLC no
periodo de 2011-2012, nos diferentes tipos histologicos de NSCLC.

Para a andlise serdo estudados os quatro exdes codificantes do dominio TK, pretendendo-se
avaliar a importancia de alguns passos fase pré-analitica, como a proveniéncia do material para
estudo e a determinagdo da percentagem de células tumorais na amostra para um diagndstico
molecular mais eficaz e consequente orientagdo terapéutica de uma amostra de pacientes

portugueses com NSCLC.



[l - MATERIAIS E METODOS
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3.1 Caracteriza¢ado da amostra

A amostra do estudo foi constituida pela populagéo de pacientes diagnosticados com NSCLC
entre os anos 2011-2012.

Foram indicados para estudo molecular 1085 pacientes, com uma média de idades de 65 anos.
Deste coorte foram O material utilizado para a extragdo de DNA tumoral e caracterizagdo
molecular foi selecionado pelo servi¢o de Anatomia Patol6gica apés diagndstico histolégico. Dos
1085 estudados, 815 foram amostras provenientes de blocos de parafina, 161 foram amostras
provenientes de laminas coradas por Hematoxilina e Eosina, 84 foram amostras provenientes de
citologia aspirativa, 33 foram amostras provenientes de lavados bronquicos e 12 tinham outro
tipo de proveniéncia (sangue, DNA ja extraido, citologia em meio liquido ou liquido pleural). De
realcar que 46 amostras possuiam mais do que um tipo de material para estudo (i.e: a mesma
amostra com bloco de parafina e lavado brénquico).

Todas as amostras foram identificadas numericamente e sequencialmente, apds registo no
laboratério de diagnostico genético do IPATIMUP Diagnésticos (LDG-ID) sendo deste modo
assegurado e preservado o anonimato de todos os pacientes em todo o processo analitico.

3.2 Métodos

O DNA tumoral foi extraido por cromatografia em coluna de silica, através do kit comercial AHN®
da Invitek, segundo as indicagdes do fabricante. O DNA extraido foi seguidamente quantificado
por espectrofotometria, utilizando o Nanodrop 2001 ®, procedendo-se, se necessario a sua
diluic&o para a concentracao ideal (50-100 ng/pl).

Para a amplificagdo foi realizada a amplificagédo por PCR (Polymerase Chain Reaction) dos
exdes 18-21. Para tal foram utilizados primers desenhados para as regides flanqueadoras dos

exdes, e a Multiplex MasterMix, Qiagen, de acordo com as condigdes descritas na tabela X.

Tabela 5 - Condigbes utilizadas para a amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) dos exdes 18-21
do EGFR

Concentragdo  Concentragao

Reagente - ~
inicial na reagao
Multiplex MasterMix Qiagen 2x 1x
Q Solution 5x 1x
Primers Forward Reverse 100 mM 5uM
Ex30 18 5 CAAATGAGCTGGCAAGTGCCG3 ~ SGAGTTTCCCAAACACTCAGTGA 3 100 mM 5uM
Exo 19 5' CATGTGGCACCATCTCACA 3 5' CAGCTGGCCAGACATGAGAAA 3 100 mM 5 M
Exéo 20 5 CGAAGCCACACTGACGTG 3' 5' TTATCTCCCCTCCCCGTATC 3’ 100 mM 5 uM

Exdo 21 TGATCTGTCCCTCACAGCA 3 GGAAAATGCTGGCTGACCTA 3 100 mM 5uM




O programa para a amplificagdo constou de uma desnaturagao inicial de quinze minutos a 95°C.
De seguida fez-se um touchdown-PCR de cinco ciclos, com uma desnaturagao de 30 segundos
seguido de um annealling de 60 segundos a comegar nos 65°C e extensdo de minuto e meio a
72°C. Seguem-se 30 ciclos com temperatura de annealling constante de 60°C e por fim uma

extensao final de 10 minutos.

Apobs a realizagdo da reagdo de PCR, a avaliagao da efectividade da amplificacéo foi feita por
eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% com Gel Red.

Para a purificagdo dos produtos de PCR recorreu-se ao método enzimatico ExoSap-IT, seguindo
as indicacdes do fabricante.

Seguidamente, os fragmentos foram sequenciados utilizado o método de sequenciagéo directa
com o Big Dye® Terminator da Perkin Elmer e purificados por filtragédo em gel com Sephadex a
7%.

Por fim os produtos sequenciados foram corridos no sequenciador ABI 3100 da Applied
Biosystems ®, segundo as normas do fabricante.

A anélise e leitura dos electroferogramas foi feita recorrendo ao software de analise Mutation

Surveyor.
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V - RESULTADOS
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Em 787 das 1085 amostras iniciais, foi realizado controlo morfologico da percentagem de células
tumorais por um patologista. Destas amostras, 437 continham mais de 20% de células tumorais,
334 tinham uma representatividade de células tumorais de menos de 20% e 16 amostras tinham

20% de células tumorais. Nas restantes amostras nao foi realizado controlo morfoldgico.

Dos casos estudados foram detetadas 205 mutagdes em 198 pacientes, o que representa uma

frequéncia mutacional total de 18,25% na amostra analisada (Tabela 6 e Gréafico 1).

Resultado da pesquisa de mutagdes no gene EGFR

1000

800 -

600 -

400 -+

Numero de casos

200 -

Wild-type Positivo

Grafico 1 - Perfil mutacional da populagido em estudo entre 2011 e 2012 para o gene EGFR (N=1085)

Tabela 6 - Detalhes acerca dos casos positivos da amostra em estudo (N=1085)

Perfil mutacional Numero
. Apenas uma mutagao 191
Positivo . =
Mais que uma mutagao* 7

*Casos em que foi detetada mais que uma mutag&o: 1 caso em que foi detetada uma
mutagdo no exao 18 e no exdo 20; 3 casos em que foram detetadas mutagdes no
exdo 19 e no exdo 20; 2 casos em que foram encontradas mutagdes no ex&o 20 e no
exdo 21 e 1 caso em que foram detetadas duas mutagdes no exéo 21.

Descriminando os resultados de acordo com a natureza do material, foram encontradas
mutacdes em 198 dos 815 casos de bloco de parafina (24,29%), 36 dos 161 casos provenientes
de laminas coradas (22,36%), 17 dos 84 casos provenientes de citologia aspirativa (20,24%) e 6
dos 45 casos em que se utilizou outro tipo de material: DNA extraido externamente, sangue,

citologia em meio liquido, lavados brénquicos e liquidos pleurais (13,33%). (Gréfico 2)
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Perfil mutacional por tipo de material
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Grafico 2 - Frequéncias mutacionais obtidas na amostra em estudo de acordo com a natureza do material
(N=1085).

Ao analisar os dados apenas relativamente aos casos provenientes de amostras citologicas,
menos celulares, foram encontradas mutagdes em 17 casos provenientes de citologia aspirativa
(20,24%), 4 casos provenientes de lavados bronquicos (12,12%) e 1 caso proveniente de liquido
pleural (10%). (Gréfico 3)

Perfil mutacional em amostras citoldgicas
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Grafico 3 - Frequéncias mutacionais obtidas na amostra em estudo em amostras citolégicas

No total das 205 mutagdes detetadas, 8 foram encontradas no exao 18 (4,39%), 104 no exao 19
(563,66%), 23 no exé@o 20 (9,76%), e 70 no exdo 21 (32,68%). (Grafico 4). De realgar que 7 casos
apresentaram mais do que uma mutagdo, sendo que seis deles apresentaram mutacdes em

diferentes exdes (Tabela 6).
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Perfil mutacional nos diferntes exdes
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Grafico 4 - Percentagens mutacionais encontradas nos diferentes exdes na amostra em estudo (N=1085)

Na Tabela 7 estdo apresentadas as quatro mutagdes mais frequentes em cada exdo e a

respetiva implicagéo terapéutica face a terapia com TKI.

Tabela 7 - Descrigao das quatro mutagdes mais frequentes em cada exao e implicagao na
resposta a terapia com TKI

Exao 18
Alteragdo nos nucleédtidos I:I:i;a::;;;s I::sz(: Rii?:::: 8
€.2156G>C p.Gly719Ala 5 us
€.2117T>C p.lle706Thr 1 us
C.2126A>C p.Glu709Ala 1 us
€.2155G>T p.Gly719Cys 1 PR
Exao 19
Alteragdo nos nucleétidos 2':::?::3;:: N2 de casos Ri:‘::::: a
€.2235_2249del15 p.Glu746_Ala750del 40 :g
€.2240_2257del18 p.Leu747_Pro753delinsSer 14 :g
€.2236_2250del15 p.Glu746_Ala750del 11 EIF;
€.2239_2248del10insC p.Leu747_Ala750delinsPro 11 us
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Exao 20

Ne R 3
Alteracao nos nucleétidos Altera¢ao nos aminoacidos de espos'fa @
casos terapia
c.2308_2309ins9 p.Asp770delinsAlaSerValAsp 5 us
c.2327G>A p.Arg776His 2 us
€.2303G>T p.Ser768lle 1 PR
€.2369C>T p.Thr790Met 1 us
Exao 21
Alteragao nos nucleétidos Alte-rag?q nos N2 de casos Resposfa @
aminoacidos terapia
CR
.Leu858Ar PR
c.2573T>G P g 63 D
PD
€.2603A>G p.Glu868Gly 1 us
€.2573T>A p.Leu858GIn 1 us
€.2582T>A p.Leu861GIn 1 R

Nota: As avaliagdes da resposta a terapia apresentadas foram consultadas na base de dados http://www.egfr.org/ e de acordo com os critérios
RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors), estabelecidos em Fevereiro de 2000 e que resultaram de uma colaboragao internacional
entre EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer, o National Cancer Institute dos USA e o National Cancer Institute
of Canada. De acordo com estes critérios como resultado da terapia pode resultar nas lesdes alvo:

CR
PR
SD
PD

45) — Desaparecimento total da leséo

Partial Response) — Diminuigédo minima de 30% do didmetro maximo da lesao

Stable Disease) — Evolugao da lesdo insuficientemente para classificar como doenga progressiva, ou como PR
Progressive Disease) — Aumento minimo de 20% do didmetro maximo da les&o priméria, ou aparecimento de novas lesbes

Algumas das mutagdes néo tinham descrita a avaliagéo a resposta a terapia. A essas mutages foi atribuida a classificagdo:

US (Unknown significanse)

Em relagdo as mutagdes que nao figuravam na base de dados http://www.egfr.org/ foi feita uma pesquisa da avaliagdo  resposta na Pubmed. As
que ndo foi descrita ainda nenhuma relagdo com a terapia TKI foi atribuida a mesma classificagdo anteriormente descrita (US). A mutagao

¢.2582T>A (exdo 21) foi descrita como estando associada a resposta ao gefitinib, no entanto n&o é descrita o tipo de resposta, se parcial ou total,
tendo sido atribuida a designacéo:

R (Response)
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VI - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

dos Resultados
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Neste estudo foram detetadas mutagdes em cerca de 18% dos pacientes pelo método de
sequenciacdo direta de Sanger, percentagem que esta de acordo com o descrito na
literatura(46).

A associagdo entre algumas mutages mais frequentes, como as delegdes no exdo 19 e a
mutacdo L858R no exdo 21 e a resposta positiva a TKI, como o gefitinib e o erlotinib, esta ja bem
estudada (46). Estas mutagdes foram as mais frequentes na populacédo deste estudo (Tabela 7),
estando de acordo com os dados da literatura(47). Por serem menos frequentes, as mutagdes
nos exdes 18 e 20 ndo estdo ainda bem analisadas, contudo acredita-se que as mutagdes no

exao 20 estdo associadas a uma baixa taxa de resposta ao gefitinib (47).

Tendo em conta que as mutagdes neste gene, particularmente nos exdes 18 a 21, estéo téo
relacionadas com a terapia TKI, e que esta é a Unica forma de tratamento disponivel,
atualmente, para doentes com carcinoma do pulmao em estado avangado, é crucial que uma
avaliagdo molecular correta seja feita de forma a selecionar os pacientes que beneficiardo com
este tratamento. Assim, torna-se essencial garantir que o DNA utilizado no estudo das mutagdes
tem quantidade e qualidade suficientes para uma andlise rigorosa e resultados fidedignos (46).

O material a ser utilizado para o estudo das mutagdes no gene EGFR é um critério a ter em
conta, sendo preferiveis, de acordo com as guidelines internacionais(48), amostras de tecido
fixado em formalina e embebido em parafina, tecidos a fresco ou congelados. Amostras
citolégicas sdo também aceitaveis, ndo podendo, contudo, ser feita microdissec¢do nestes
casos. Neste estudo foi possivel observar que as percentagens de casos positivos encontrados
em amostras obtidas a partir de diferentes materiais foram muito semelhantes (Graficos 2 e 3).

A recolha de amostras citolégicas (i.e: lavados brénquicos ou citologias aspirativas) é muito
menos invasiva para os doentes. Uma vez que é possivel obter bons resultados a partir deste
tipo de amostras, deve ser considerada este tipo de abordagem a fim de minimizar o sofrimento

dos pacientes.

As guidelines recomendam, também, a avaliagdo morfologica por um médico patologista, a fim
de determinar a percentagem de células tumorais numa amostra e sugerir microdissecgdes para
aumentar a proporgdo de células tumorais na amostra em estudo. Cada laboratério deve

estabelecer a percentagem minima de células tumorais necessarias para a dete¢do de
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mutagdes, tendo em conta a tecnologia utilizada para o estudo, sendo que deve sempre
conseguir detetar mutagdes em amostras com pelo menos 50% de células tumorais(48).

Este estudo utilizou uma percentagem de 20% como valor minimo de células tumorais para um
diagnostico fidedigno. Cerca de 42% das 1085 amostras em estudo tinham uma percentagem de

células tumorais igual ou superior a 20%.
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VII - CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel verificar que 0 método de sequenciagdo direta € sensivel na
detegéo de mutagdes nos exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR, quer em amostras histolégicas
quer em amostras citologicas. As mutagdes encontradas com mais frequéncia na populagao
deste estudo foram concordantes com as descritas na literatura.

O cumprimento das guidelines internacionais para o estudo deste tipo de mutacdes €
fundamental para assegurar que os pacientes tém um diagndstico correto e que irdo ser
direcionados para a terapia mais adequada.

A adequagéo da metodologia utilizada e os cuidados a ter com as amostras tendo em conta o
tipo de material de onde € proveniente, garante que a quantidade e qualidade de DNA extraido é
suficiente para amplificacdo e subsequente sequenciagao.

Para o método de sequenciagéo direta € muito importante a percentagem de células tumorais
presentes na amostra, uma vez que se trata de um método com uma sensibilidade limitada.
Assim, sempre que possivel, deve ser feita avaliagdo por um patologista e determinada a
percentagem de células tumorais.

Uma amostra com poucas células tumorais podera ser alvo de estudo, contudo deve ser sempre
referenciado no relatorio final que a baixa percentagem de células tumorais podera diminuir a
sensibilidade do teste levando, assim, a falsos negativos. Nestes casos devera ser sugerido uma
nova recolha de material ou a realizagdo de um teste mais sensivel, como é o caso da

sequenciacdo paralela massiva.
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Databasis:
http://www.somaticmutations-egfr.info/
http://www.egfr.org/

Caracterizagdo molecular do gene EGFR em pacientes com NSCLC | VI - Referéncias 5]

Bibliogréaficas



