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Contexto. - Em 2013, uma diretriz baseada em evidéncias foi publicada pelo Colégio
Americano de Patologistas, pela Associacdo Internacional para o Estudo do Cancer de Pulmio e
pela Associacido de Patologia Molecular para estabelecer padrdes para a analise molecular do cancer
de pulmio com objetivo de orientar as decisoes de tratamento com drogas-alvo. Novas evidéncias
levaram a avaliacio de novos genes-alvo, tecnologias laboratoriais, populacées de pacientes e tipos
de tumores para testes.

Objetivo. - Revisar e atualizar sistematicamente a diretriz de 2013 para confirmar sua
validade; avaliar as evidéncias de novas descobertas genéticas, tecnologias e terapias; e emitir uma
atualizacio baseada em evidéncias.

Design. - O Colégio Americano de Patologistas, a Associacdo Internacional para o Estudo do
Cancer de Pulmio e a Associaciio de Patologia Molecular reuniram um painel de especialistas para
desenvolver uma diretriz baseada em evidéncias para ajudar a definir as principais questoes e
termos de pesquisa bibliografica, rever resumos e artigos completos, e elaborar recomendacoes.

Resultados. - Dezoito novas recomendacdes foram elaboradas. O painel também atualizou 3
recomendacoes da diretriz de 2013.

Conclusoes. - A diretriz de 2013 foi amplamente reafirmada com recomendacodes atualizadas
para permitir o teste de amostras de citologia, exigir melhor sensibilidade dos testes e recomendar
contra o uso de imuno-histoquimica para testes de EGFR. Novas recomendacées importantes
incluem o teste de ROS para todos os pacientes com adenocarcinoma; a inclusio de genes adicionais
(ERBB2, MET, BRAF, KRAS e RET) para laboratorios que executam painéis de sequenciamento de
ultima geracio; imuno-histoquimica como alternativa a hibridizac¢ao in situ por fluorescéncia para
o teste de ALK e/ou ROS1; uso de ensaios com 5% de sensibilidade para mutacoes T790M no EGFR
em pacientes com resisténcia secundaria a inibidores de EGFR; e uso de DNA circulante livre de
células para “aceitar” mutacdes direcionaveis quando o tecido for limitado ou dificil de obter.

Pacientes com cancer de pulmao avangado tem prognéstico ruim, com sobrevida média de um ano.
No entanto, para muitos pacientes cujos tumores apresentam certas alteragdes moleculares especificas
(por exemplo, alteracdes ativadoras nos genes EGFR, ALK e ROSI), particularmente no adenocarcinoma
de pulmao, a terapia alvo inibidora de tirosina quinase (TKI) proporciona melhora significativa na
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sobrevida e na qualidade de vida. Consequentemente, pacientes com os tipos de cancer de pulmao
avangado nos quais essas alteragdes moleculares normalmente ocorrem devem receber o teste molecular
necessario para identifica-las e, assim, receber tratamentos direcionados apropriados. E importante
ressaltar que esses testes devem se estender além das alteracdes moleculares para as quais terapias-alvo
sdo aprovadas por agéncias reguladoras como a “Food and Drug Administration” (FDA) dos EUA, para
incluir alteracdes moleculares para as quais existem evidéncias convincentes em ensaios clinicos
publicados de terapias-alvo investigacionais eficazes (e, mais recentemente, imunoterapias).

Em 2010, trés sociedades profissionais - o Colégio Americano de Patologistas (CAP), a
Associagdo Internacional para o Estudo do Cancer de Pulmao (IASLC) e a Associacdo de Patologia
Molecular (AMP) - recrutaram especialistas em biologia e no diagnostico e no tratamento de cancer de
pulmao para formar um grupo de trabalho conjunto visando avaliar sistematicamente as evidéncias que
sustentam a utilidade clinica da analise molecular de amostras de cancer de pulmao. Em 2013, esse grupo
de trabalho publicou uma diretriz baseada em evidéncias!™ para a prética clinica padronizada com que
pacientes e amostras de cancer de pulmao deveriam ser testados, quais genes deveriam ser testados, €
como esses testes deveriam ser programados, validados e executados. Essa diretriz foi subsequentemente
endossada pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica,* e foi citada em diretrizes desenvolvidas por
numerosas sociedades profissionais em todo o mundo.>?® Entretanto, o campo continuou avangando
rapidamente, com o surgimento de novas descobertas genéticas, novas terapias e novas tecnologias, de
modo que essas trés organizagdes convocaram um segundo grupo de trabalho para avaliar
sistematicamente novas evidéncias, e com base nelas, publicar uma revisao da diretriz sobre a pratica da
patologia molecular em cancer de pulmao.

A revisdo concentra-se em novas recomendagdes em cinco areas especificas de contetido: (1)
Quais novos genes devem ser rotineiramente testados para alteragdes em cancer de pulmao? (2) Quais
métodos sdo apropriados para os testes de cancer de pulmdo, com énfase especial ao uso de imuno-
histoquimica (IHQ) e sequenciamento de ultima geracdo (NGS)? (3) Existe a necessidade de testar
pacientes com cancer de pulmao de células escamosas, de pequenas células, ou outros canceres de pulmao
que ndo sejam adenocarcinoma? (4) Quais testes devem ser realizados em pacientes com uma alteragdo
acionavel que tenham progredido apds uma resposta inicial a terapia-alvo adequada? (5) Qual ¢ o papel
do teste de DNA circulante livre de células (cfDNA) no tratamento de pacientes com cancer de pulmao?
Além disso, novas evidéncias apoiando a diretriz original de 2013 foram revisadas e usadas para modificar
ou alterar completamente a magnitude dessas recomendacdes. Finalmente, durante o processo de revisao
surgiu uma sexta questdo referente ao suporte diagndstico para o papel das terapias imunomoduladoras
(por exemplo, a relacionada a molécula ligante de morte programada-1 ou PD-L1). Embora este topico
nao tenha sido submetido a revisdo sistematica de evidéncias, o painel de especialistas decidiu emitir uma
declaracdo de opinido abordando essa questdo, ciente de que outros esforgos estdo atualmente em
andamento para desenvolver recomendagdes baseadas em evidéncias sobre o uso de biomarcadores para
selecionar pacientes para terapias imunomoduladoras.

Um desafio especifico para essa revisao da diretriz baseada em evidéncias foi o rapido ritmo das
descobertas nesta area. Durante o periodo entre a revisdo da literatura e a redacdo da diretriz, novas
descobertas significativas foram publicadas e o tratamento avancou para canceres de pulmao mutantes
para o gene BRAF e para o uso de imunoterapias. Esperamos que numerosos avancos adicionais surjam
em um curto prazo nos campos da terapia-alvo, dos diagnodsticos baseados em cfDNA e das imunoterapias.
Embora tenhamos feito fortes recomendagdes para os biomarcadores moleculares para os quais havia boa
evidéncia na época em que conduzimos nossa analise, também reconhecemos plenamente a importancia
dos biomarcadores emergentes que permitem que pacientes com cancer de pulmao sejam elegiveis para
estudos clinicos de terapias investigativas. Assim, estratificamos os biomarcadores nesta diretriz em trés
categorias, ao invés de duas. Na primeira categoria estdo os biomarcadores “obrigatorios”, que devem ser
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a norma de teste para todos os pacientes com cancer de pulmao avangado que tenham um componente de
adenocarcinoma e que estao sendo considerados para uma terapia-alvo ja aprovada. Na segunda categoria
estdo os biomarcadores que “devem ser testados”, usados para direcionar pacientes para estudos clinicos
e que devem ser incluidos em paineis de sequenciamento abrangente propostos para pacientes com cancer
de pulmio, mas que ndo sdo requeridos para laboratorios que realizam apenas ensaios para genes
individuais. Todos os biomarcadores candidatos restantes sao investigacionais e nao sao apropriados para
uso clinico neste momento.

COMPOSICAO DO PAINEL

O CAP, a IASLC e a AMP convocaram um painel de especialistas constituido por patologistas e
oncologistas em pratica ativa, com conhecimento e experiéncia em carcinoma de pulmao. O CAP, o
IASLC e a AMP aprovaram a nomeag¢do dos coordenadores associados do projeto e dos membros do
painel de especialistas. Além disso, um especialista em revisao sistematica e desenvolvimento de diretrizes
assessorou o painel durante todo o projeto.

POLITICA DE CONFLITO DE INTERESSES

Antes da aceitagdo para o painel de especialistas, os candidatos a membro completaram um
processo de divulgacdo conjunta de conflito de interesses, cuja politica e forma exigiram a divulga¢do de
interesse financeiro material ou beneficio potencial de valor significativo decorrente do desenvolvimento
da diretriz ou das suas recomendagdes. Os candidatos a membro preencheram o formulario de divulgacao
de conflito de interesses, listando qualquer relacionamento que pudesse ser interpretado como constituindo
um conflito real, potencial ou aparente. Os conflitos em potencial foram gerenciados pelos coordenadores
associados. Todos os membros do painel de especialistas e consultores foram solicitados a divulgar os
conflitos antes do inicio e continuamente ao longo do cronograma do projeto. Os conflitos divulgados
pelos membros do painel de especialistas estdo listados no Apéndice. O CAP, a IASLC ¢ a AMP
forneceram o financiamento para a administra¢ao do projeto; nenhum financiamento de industria foi usado
no desenvolvimento da diretriz. Todos os membros do painel voluntariaram seu tempo e ndo foram
compensados por seu envolvimento. Consulte o conteddo digital suplementar (SDC) em
www.archivesofpathology.org no indice de marg¢o de 2018 para detalhes completos sobre a politica de
conflito de interesses.

OBJETIVO

O painel de especialistas foi encarregado da revisdo e atualizagdo da diretriz da CAP-IASLC-AMP
para os testes moleculares para sele¢do de pacientes com cancer de pulmao aos inibidores da tirosina
quinase do EGFR e do ALK. O painel revisou todos os novos estudos que poderiam mudar ou refutar as
declaragdes da diretriz de 2013. Além disso, o painel também abordou questdes-chave adicionais:

1. Quais novos genes devem ser testados para pacientes com cancer de pulmao?
2. Quais métodos devem ser usados para realizar testes moleculares?

3. Os testes moleculares sdo apropriados para cancer de pulmio que ndo possui um componente
histolégico de adenocarcinoma?

4. Quais testes sao indicados para pacientes com mutagdes-alvo que recairam em terapia-alvo?



5. Qual ¢ a importancia do teste em DNA circulante livre de células para pacientes com cancer de
pulmao?

As questdes-chave 1 a 3 referem-se a pacientes diagnosticados com cancer de pulmao de células
nado-pequenas do tipo nao-escamoso (NSCLC) em todos os estagios. As questdes-chave sao incluidas
detalhadamente no SDC.

METODOS

Um relatorio detalhado dos métodos usados para criar essa diretriz pode ser encontrado na SDC,
incluindo as perguntas de escopo adicionais.

Revisiao e Analise Sistematica da Literatura

Uma revisao sistematica da literatura foi concluida com duas pesquisas abrangentes. A primeira
pesquisa foi projetada para avaliar as declaragdes da diretriz de 2013 e foi baseada na estratégia da
pesquisa original. Incluiu cabecgalhos de assuntos médicos e palavras-chave para abordar os conceitos de
cdncer de pulmdo, biomarcadores tumorais e testes laboratoriais, e foi realizado no Ovid MEDLINE
(Ovid Technologies, Inc, Nova York, Nova York) em 17 de maio de 2015 para localizar estudos
publicados em inglés com datas de publicagdo entre 1° de janeiro de 2012 e 17 de maio de 2015. Foram
aplicados filtros de publicagcdo para identificar diretrizes, revisdes sistematicas, metanalises (MAs) e
ensaios clinicos randomizados. A pesquisa foi repetida em 27 de junho de 2016 para identificar nova
literatura relevante publicada a partir de 17 de maio de 2015.

A segunda pesquisa foi baseada em novas questdes-chave que se concentraram em biomarcadores
extras que nao foram incluidos na diretriz de 2013, com estratégias de busca especificas programadas para
cada questdo-chave. Todas as pesquisas foram realizadas em Ovid MEDLINE e PubMed (Biblioteca
Nacional de Medicina dos EUA, Bethesda, Maryland) (28 de junho de 2015) e foram limitadas a estudos
em lingua inglesa. Pesquisas suplementares foram realizadas no Scopus (Amsterda, Holanda) (25 de junho
de 2015) para identificar publicagdes relevantes que nao estavam indexadas no MEDLINE. Uma pesquisa
sobre estudos clinicos relevantes foi realizada no site clinicaltrials.gov, e pesquisas focalizadas foram
realizadas em sites de repositérios de diretrizes (por exemplo, guideline.gov, g-i-n.net) e websites de
organizagdes para identificar publica¢des relevantes. Maiores detalhes sobre a busca sistematica da
literatura, incluindo as seqii€éncias de busca em Ovid, podem ser encontrados na SDC.

Planos dos Estudos Elegiveis

Os estudos clinicos considerados ndo se limitaram a ensaios clinicos randomizados, mas também
incluiram outros tipos de estudos de coorte, séries de casos, estudos de avaliacdo e estudos comparativos.
Foram excluidos a priori cartas, comentarios, editoriais, revisoes narrativas, relatos de casos, estudos em
modelos animais, estudos in vitro, documentos de consenso, resumos e artigos publicados em lingua
diferente do inglés.

Critérios de Inclusao

As publicacdes foram selecionadas para inclusdo na revisdo sistematica de evidéncias se fossem
artigos de texto completo revisados por pares e que atendessem os seguintes critérios:

1. A populacdo do estudo consistiu de pacientes com adenocarcinoma pulmonar de células nao-
pequenas e nao-escamosas, carcinoma pulmonar de pequenas células ou cancer de pulmao de
células escamosas em qualquer estagio.



2. O estudo avaliou, prospectiva ou retrospectivamente, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
negativo ou valor preditivo positivo dos testes em EGFR, ALK, KRAS, ROS1, RET, MET, BRAF
ou ERBB2 (HER?2) para deteccdo de mutagdo especifica, rearranjo, translocacio, amplificagao,
superexpressdo, ou resposta a uma terapia especifica para o gene alvo.

3. O estudo examinou potenciais algoritmos para os testes moleculares em NSCLC.

4. O estudo examinou a correlacdo do status de EGFR, ALK, KRAS, ROSI, RET, MET, BRAF ou
ERBB?2 (HER?2) em tumores primarios ou metastaticos dos mesmos pacientes.

5. O estudo incluiu resultados primarios como precisao, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo de testes e a concordancia entre plataformas para determinar o
estado dos genes EGFR, ALK, KRAS, ROS1, RET, MET, BRAF ou ERBB2 (HER?2) ou resposta ao
tratamento, isoladamente ou em combinagao.

Avaliacao de Qualidade

Uma avaliagdo da qualidade das evidéncias foi realizada em todos os estudos mantidos apds a
aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo. Usando este método, estudos considerados de baixa
qualidade nao foram excluidos da revisdo sistematica, mas foram mantidos e suas forgas e fraquezas
metodologicas discutidas, quando relevantes. Cada declaracdo da diretriz inclui a classificagdo da
magnitude da evidéncia, conforme descrito na Tabela 1 (também na Tabela 1 do SDC). O processo usado
para avaliar a qualidade da base de evidéncias ¢ detalhado na SDC.

Tabela 1. Graus de Magnitude da Evidéncia

Designacao Descricio Qualidade da Evidéncia

Convincente  Alto nivel de confianga de que a evidéncia Qualidade de evidéncia ¢ alta/intermediaria.
disponivel reflita um efeito verdadeiro. E
improvavel que pesquisas futuras alterem a
confianga na estimativa do efeito.

Adequada Confianga moderada de que a evidéncia Qualidade de evidéncia é intermediaria/baixa.
disponivel reflita um efeito verdadeiro.
Pesquisas adicionais provavelmente terdo um
impacto importante na confianca da estimativa
do efeito e podem alterar a estimativa.

Inadequada  Pouca confianca de que a evidéncia disponivel A evidéncia é baixa/insuficiente ¢ o painel de
reflita um efeito verdadeiro. E muito provavel especialistas usa o processo formal de
que pesquisas adicionais tenham um impacto consenso para formar a recomendagao.
importante na confianga na estimativa do
efeito e é provavel que alterem a estimativa.

Insuficiente A evidéncia ¢ insuficiente para discernir o A evidéncia ¢ insuficiente e o painel de
efeito final. Qualquer estimativa de efeito é especialistas usa o processo formal de
muito incerta. consenso para formar a recomendacao.

®Adaptado de J Clin Epidemiol. 2011; 64 (4): 401-406, Balshem H et al. GRADE guidelines. 3. Rating the
quality of evidence, copyright 2011, com permissdo da Elsevier’®*

Avaliando a Forca das Recomendacoes



Para articular recomendagdes que fossem claramente escritas e faceis de implementar, o painel de
especialistas usou a metodologia GLIDES (Guidelines into Decision Support) e o software BridgeWiz
(Yale University, New Haven, Connecticut).?” Essa metodologia prioriza o uso da linguagem ativa.
Contudo, em algumas situagdes, o responsavel por assegurar que a orientacao seja implementada depende
da organizacao da clinica e/ou do laboratorio. Para garantir clareza da orientagdo nessas situagdes, o painel
de especialistas usou a linguagem de voz passiva para enfatizar a agao recomendada. O desenvolvimento
das recomendacdes exigiu que o painel revisasse as evidéncias identificadas e fizesse uma série de
julgamentos-chave (usando os procedimentos descritos na SDC). Essa diretriz usa um sistema de trés
niveis para classificar a forca das recomendacdes, bem como uma categoria de “sem recomendagao”
quando ndo ha evidéncias suficientes para apoiar uma recomendagdo. A Tabela 2 (e também a Tabela 2
do SDC) resume a forca da evidéncia e os possiveis prejuizos e beneficios, assim como a linguagem
obrigatoria que foi usada para cada um dos tipos de recomendagao.

Tabela 2. Magnitude das Recomendacdes

Designacio Recomendacio Fundamentacio
Recomendagao forte Recomenda a favor ou contra a pratica Apoiada por uma qualidade de evidéncia
de um teste molecular especifico em convincente (alta) ou adequada
cancer de pulmao (pode incluir deve (intermediaria) e beneficios claros que

ou deveria) superem quaisquer danos.

Recomendagao Recomenda a favor ou contra a pratica Ha algumas limitacdes na qualidade da
de um teste molecular especifico em evidéncia (adequada [intermediaria] ou
cancer de pulmdo (pode incluir inadequada [baixa]), e no equilibrio de
deveria ou poderia). beneficios e danos, valores, ou custos, mas o

painel conclui que ha evidéncia suficiente
para formar uma recomendagao.

Opinido consensual Recomenda a favor ou contra a pratica Ha limitagGes sérias na qualidade da

dos especialistas de um teste molecular especifico em evidéncia (inadequada [baixa, muito baixa]
cancer de pulmao (pode incluir ou insuficiente), e no equilibrio de
deveria ou poderia). beneficios e danos, valores, ou custos, mas o

consenso do painel é de que uma
manifestagdo € necessaria.

Sem recomendacédo Sem recomendacdo a favor ou contra ~ Ha insuficiente evidéncia, confianga ou
a pratica de um teste molecular concordancia para fornecer uma
especifico em cancer de pulmao. recomendacao.

*Dados derivados de Andrews et al.?®

Revisiao da Diretriz

Essa diretriz serd revisada a cada 4 anos, ou antes disso, no caso de publicagdo de evidéncias
substanciais e de alta qualidade que possam alterar as declara¢des originais da diretriz. Se necessario, o
painel se reunira para discutir possiveis mudancas e, se indicado, recomendard a revisao da diretriz para o
CAP, aIASLC e a AMP.

Aviso Legal



As diretrizes de pratica e as declara¢des de consenso refletem a melhor evidéncia disponivel e o
consenso dos especialistas apoiado na pratica. Destinam-se a auxiliar médicos e pacientes na tomada de
decisdes clinicas e a identificar questdes e cendrios para futuras pesquisas. Com o rapido fluxo de
informacdes cientificas, novas evidéncias podem surgir entre 0 momento em que uma diretriz pratica ou
uma declaracdo de consenso ¢ desenvolvida e quando esta ¢ publicada ou lida. Diretrizes e declaragdes
ndo sdo atualizadas continuamente e podem ndo refletir as evidéncias mais recentes. Diretrizes e
declaracdes abordam apenas os topicos especificamente identificados e ndo sdo aplicaveis a diferentes
intervengoes, doencas ou estagios de doencgas. Além disso, as declaragdes da diretriz e dos consensos nao
podem considerar a variagdo individual entre os pacientes e ndo podem ser considerados como inclusivos
de todos os métodos de cuidado adequados ou exclusivos de outros tratamentos. O médico ou outro
profissional de satde que esteja tratando um paciente ¢ responsavel por determinar o melhor curso de
tratamento para o paciente, com base na sua experiéncia e conhecimento independentes.
Consequentemente, a adesdo a qualquer diretriz pratica ou declaragcdo de consenso ¢ voluntaria, com a
determinagdo final quanto a sua aplicagdo a ser feita pelo médico a luz das circunstancias e preferéncias
individuais de cada paciente. O CAP, a IASLC e a AMP ndo oferecem garantias, expressas ou implicitas,
em relacdo a diretrizes e declaragdes e excluem especificamente quaisquer garantias de comercializacao
e adequacdo a um uso ou proposito especifico. O CAP, a IASLC e a AMP nao assumem qualquer
responsabilidade por dano a pessoas ou a bens decorrentes ou relacionados ao uso desta declaragao ou por
quaisquer erros ou omissoes.

RESULTADOS

Para a reafirmacdo das recomendacdes da diretriz de 2013, um total de 610 estudos atendeu aos
requisitos do termo de pesquisa. Apds uma revisao dos 610 resumos, os textos completos de 77 estudos
que atenderam aos critérios de inclusdo e provavelmente refutariam ou alterariam as recomendacdes de
2013 foram revisados. Um total de 21 artigos foi incluido para extracdo de dados. Os artigos excluidos
estdo disponibilizados como referéncias para discussao ou base de conhecimento.

Para as novas questdes-chave, 1654 artigos atenderam aos requisitos dos termos de pesquisa. Com
base na revisdo dos seus resumos, 488 artigos preencheram os critérios de inclusdo e foram encaminhados
para a revisao completa do texto. Os artigos que abordaram algumas das novas questdes-chave foram
transferidos para uma segunda fase de revisdo completa de texto. Um total de 118 artigos foram incluidos
para extracao de dados. Os artigos excluidos estdo disponibilizados como referéncias para discussdao ou
base de conhecimento

O painel reuniu-se 5 vezes (3 vezes por teleconferéncia e 2 vezes em reunides presenciais) para
delimitar o plano de aplicagdo, elaborar as recomendagdes, revisar e responder ao feedback solicitado e
avaliar a qualidade das evidéncias que apoiam as recomendagdes finais. Uma técnica de grupo nominal
foi usada pelo painel para a tomada de decisdo consensual para incentivar contribui¢des individuais com
participacao equilibrada entre os membros do grupo. Um periodo foi aberto para comentarios publicos
entre 28 de junho e 2 de agosto de 2016, durante o qual as declaracdes da diretriz de 2013 e a versao
preliminar das novas recomendacgdes e declaragdes foram postadas para comentarios. O periodo para
comentarios publicos foi anunciado no site da AMP em www.amp.org. Todas as recomendacdes da
diretriz de 2013 receberam forte concordancia (95% —99%) dos participantes que contribuiram com
comentarios. Das declaracdes preliminares, 20 receberam forte suporte dos participantes, entre 86% a 97%
(consulte Resultados na SDC para detalhes completos). Os membros do painel de especialistas foram
designados para revisar os comentarios publicos em pequenos grupos. O painel modificou as declaragdes
preliminares e recomendou a exclusao de uma opinido consensual dos especialistas e uma declaragao de
sem recomendacdo baseada no feedback durante o processo de avaliagdo. As recomendagdes finais foram
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aprovadas pelo painel de especialistas por votagdo. O painel considerou beneficios e danos, recursos
necessarios, e viabilidade e aceitabilidade ao longo de todo o processo, embora nenhuma analise de custo
ou custo-efetividade tenha sido realizada. Uma descrigdo dos beneficios e danos da implementacao das
declaragdes da diretriz estd incluida no SDC (Tabela 3 do SDC).

Cada uma das organizagdes instituiu um processo de revisao para aprovar a diretriz. Para o CAP,
um painel revisor independente representando o Conselho de Assuntos Cientificos foi montado para rever
e aprovar a diretriz. Esse painel independente ndo foi identificado ao painel de especialistas e passou pelo
processo de conflito de interesses. O processo de aprovacao no IASLC exigiu revisdo e aprovagao pelo
Conselho de Diretores da IASLC. O processo de aprovagdo da AMP exigiu a revisdo do conteudo por um
painel independente de especialistas no assunto, liderado pelo presidente de Publicagdes e Comunicagoes,
com representacdo do Comité de Pratica Clinica e da lideranga da Subdivisao de Tumores Soélidos, e a
aprovacao pelo Comité Executivo da AMP.

DECLARACOES DA DIRETRIZ
Reafirmacao das Recomendacoées de 2013

A diretriz de 2013 recomendou o teste universal de pacientes com cancer de pulmado em estagio
avangado com componente histologico de adenocarcinoma, usando diagndstico molecular para identificar
mutagdes ativadoras em pontos-chave (hot-spots) nos exons 18 a 21 de EGFR com pelo menos 1% de
prevaléncia (ou seja, nos cédons 709 e 719, delecdo 768 no exon 19, e insercdes 790, 858 e 861 no exon
20), e usando hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) para rearranjos envolvendo ALK. Foi
considerada aceitavel qualquer metodologia ou algoritmo de teste com sensibilidade analitica adequada
(capacidade de detectar mutacdes em amostras fixadas em formol com 50% ou mais de células malignas)
e tempo de resposta (10 dias entre o recebimento da amostra e o relatorio de todos os resultados), com
validagdo e implantagdo apropriadas sob a regulamentagdao do CLIA (Clinical Laboratory Improvement
Act) de 1988.

A diretriz de 2013 teve recomendagdo contraria ao uso de parametros clinicos (exposicao ao
tabaco, idade, sexo, etnia) para selecionar pacientes para o teste, bem como foi contra outros fatores como
testar carcinomas escamosos puros, usar a negatividade no gene KRAS como um determinante da terapia
anti-EGFR, usar [HQ para testar EGFR ou ALK, ou usar FISH para testar EGFR.

A diretriz de 2013 deixou vérias decisdes abertas as institui¢des para definir politicas, como testar
ou ndo pacientes em estdgio inicial, usar ou ndo os preditores clinicos para selecionar pacientes com
biopsias de carcinomas escamosos minimamente amostrados, de modo que um carcinoma adenoescamoso
misto ndo pudesse ser excluido, e usar ou ndo uma abordagem de testes simultdneos ou sequenciais.
Destes, a questao relativa ao teste em estagio inicial da doenga permanece em aberto e aguarda dados de
mais ensaios clinicos antes que uma recomendacdo baseada em evidéncias possa ser feita. Embora o
Comité de Diretrizes Clinicas da Sociedade Americana de Oncologia Clinica tenha destacado o exame
molecular para pacientes com cancer de pulmao em estagio inicial, * nossa opinido é que cada institui¢io
deve estabelecer sua propria politica para testar pacientes com doenga em estagio inicial, equilibrando o
beneficio de ter resultados obtidos ao testar uma amostra de ressec¢ao de alta qualidade para alteragdes
que provavelmente se tornardo necessarias em um momento de progressao futura quando uma amostra de
alta qualidade pode ser dificil de obter, contra o custo de testar pacientes dos quais um subconjunto sera
curado cirurgicamente e nunca precisard do resultado do teste. Assim, os testes recomendados abaixo se
aplicam a pacientes com cancer de pulmao em estagio avangado (estagios IIIB e IV).

Apos a revisao da literatura publicada desde 2013, as recomendagdes originais foram amplamente
reafirmadas. Varias declaragdes ganharam forca com a publicacdo de evidéncias adicionais de apoio
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(Tabelas 4a, 4b e 5 do SDC). Algumas recomendacdes foram completamente reavaliadas nesta revisdo, o
que aparecera subseqiientemente (Tabela 3); estas incluem o uso de THQ para ALK, o uso de painéis
multigénicos de NGS, e a questdo de testar amostras de ndo-adenocarcinoma.

Tabela 3. Resumo das DeclaracoesAtualizadas com a Magnitude das Recomendagdes?®

Declaracéio de 2013

Declaracio de 2018

Opinido consensual dos especialistas: As amostras
citologicas também sdo adequadas para testes de EGFR
e ALK, sendo preferidos os blocos de células (“cell
block™) em relagdo as preparagdes de esfregagos.

Opinido consensual dos especialistas: Os laboratérios
devem testar para EGFR usando métodos capazes de
detectar mutagdes em amostras com pelo menos 50% de
conteudo de células cancerigenas, embora sejam
fortemente encorajados a usar (ou ter disponivel em um
laboratorio de referéncia externo) testes mais sensiveis
que detectem mutagdes em espécimes com apenas 10%
de células cancerigenas.

Recomendacdo: A imunohistoquimica para o EGFR
global ndo ¢ recomendada para a selecdo da terapia com
EGK TKIL

Recomendagdo: Ospatologistas podem usar blocos
celulares ou outras preparagdes citologicas como
amostras adequadas para testes moleculares de
biomarcadores de cancer de pulméo.

Opinido consensual dos especialistas: Os
laboratdrios devem usar, ou ter disponiveis em um
laboratério de referéncia externo, ensaios clinicos
de testes moleculares de biomarcadores de cancer
de pulméo que sejam capazes de detectar alteragdes
moleculares em espécimes com apenas 20% de
células cancerigenas.

Recomendagdo forte: Os laboratorios ndo devem
usar a expressao total de EGFR pelo teste IHQ para
selecionar pacientes para tratamento com TKI

direcionado a EGFR.

Abreviaturas: IHC, imuno-histoquimica; TKI, inibidor de tirosina quinase.

Das recomendacdes de 2013 restantes, sdo feitas as seguintes alteragdes:

1. Pode-se testar qualquer amostra de citologia com adequada celularidade e preservacao. -
A recomendacdo original deu preferéncia aos blocos de células sobre os esfregagos. Uma recente revisao
sistematica®® identificada pela pesquisa bibliografica indicou que numerosos estudos foram publicados
demonstrando excelente desempenho das preparacdes de esfregacos citologicos, de modo que essa
preferéncia nao ¢ mais adequada. Cabe aos laboratorios que testam espécimes de citopatologia realizar
estudos de validacao adequados para usar este material como um tipo de amostra, diferente de tecido ou
amostras de sangue.

2. Os métodos analiticos devem ser capazes de detectar mutacio em uma amostra com 20%
ou mais de contetido celular maligno. - Embora os estudos originais demonstrando resposta de cancer
de pulmao com mutacdo no EGFR ao tratamento com inibidores de EGFR tenham usado sequenciamento
Sanger ndo-modificado com um limite de sensibilidade de 50% de celularidade tumoral, isso na pratica ¢
insuficiente porque muitas amostras de cancer de pulmao sdo pequenas e compostas majoritariamente por
c€lulas estromais benignas. A maioria dos ensaios clinicos de fase III com grande niimero de pacientes,
que confirmaram a utilidade clinica do teste de mutagdo de EGFR, utilizou métodos baseados na reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) que foram mais sensiveis do que o sequenciamento Sanger nao-
modificado. Dada a disponibilidade generalizada de tecnologia capaz de detectar com seguranga eventos
mutacionais de baixa frequéncia em pequenas amostras, nao ¢ mais adequado oferecer um teste de baixa
sensibilidade que ndo pode testar tumores com 20% a 50% de tumor e requerem que os pacientes sejam
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submetidos a mais procedimentos e a procedimentos potencialmente mais invasivos, apenas para obter
uma amostra de tecido com alto contetido tumoral.

3. Nao € apropriado usar IHQ para testar mutacio de EGFR. - Nio existe suporte para usar
IHQ para detectar a expressao proteica total do EGFR como um determinante do tratamento com um
inibidor da quinase do EGFR. As mutacdes acionaveis levam a ativagdo da quinase citoplasmatica desta
proteina transmembrana, mas isso nao tem relagdo com o nivel da expressdo na superficie celular que ¢
detectado pela imunomarcag¢ao total do EGFR. Embora a expressdo de EGFR por IHQ tenha sido usada
em alguns dos primeiros estudos sobre inibidores de quinase de EGFR no inicio deste século, foram
observadas respostas clinicas em pacientes que tinham mutacdes, mas auséncia/fraca expressao de IHQ,
e respostas fracas em pacientes com forte expressao proteica por IHQ, mas sem mutagdes.

Ap0s a descoberta das mutagdes de EGFR, foram desenvolvidos anticorpos para IHQ dirigidos as
formas proteicas mutantes mais comuns, especialmente a substituicdo L858R e a delecdo ELREA de 746
a 750. A diretriz original permitia o uso de IHQ com anticorpos contra mutantes-especificos do EGFR em
situagdes com material extremamente limitado. Embora a evidéncia publicada para esses anticorpos
mostre boa acurécia para a mutacdo ativadora L858R e algumas das dele¢des no exon 19, esses anticorpos
tém sensibilidade fraca para outras delegdoes no exon 19, ndo detectam mutagdes menos comuns (por
exemplo, mutacdes no codon 719) e dio resultados falso-positivos para as insercdes do exon 20.2 No
geral, o desempenho ¢ subotimo para a detec¢ao confiavel das mutacdes do EGFR. Dado que os avangos
na tecnologia de diagnodstico molecular agora permitem a analise de amostras muito pequenas, e de DNA
tumoral circulante (ver abaixo), correntemente ndo ha suporte para o uso rotineiro de IHQ para mutantes
especificos do EGFR na selegdo de pacientes com cancer de pulmao para tratamento com anti-EGFR.

Tabela 4. Resumo das Declaracdes da Diretriz de 2018
Declaracées da Diretriz

Magnitude da
Recomendacao

Questao Chave 1: Quais novos genes deveriam ser testados em pacientes com
cancer de pulméo?

1.

2.

O teste de ROSI deve ser realizado em todos os pacientes com adenocarcinoma
pulmonar, independentemente das caracteristicas clinicas.

A THQ de ROSI pode ser usada como um teste de triagem em pacientes com
adenocarcinoma de pulméo; entretanto, os resultados positivos da IHQ de ROS1
devem ser confirmados por um método molecular ou citogenético.

O teste molecular de BRAF atualmente ndo ¢ indicado na pratica de rotina como
um teste isolado fora do contexto de estudos clinicos. E apropriado incluir o
BRAF como parte de painel abrangente testado inicialmente ou quando os testes
de rotina de EGFR, ALK e ROS1 sao negativos.

O teste molecular de RET ndo é recomendado na pratica de rotina como um teste
isolado fora do contexto de estudos clinicos. E apropriado incluir o RET como
parte de painel abrangente testado inicialmente ou quando os testes de rotina de
EGFR, ALK e ROSI sao negativos.

O teste molecular de ERBB2 (HER2) ndo ¢ indicado na pratica de rotina como
um teste isolado fora do contexto de estudos clinicos. E apropriado incluir a
analise de mutagdo ERBB2 (HER2) como parte de painel abrangente testado
inicialmente ou quando os testes de rotina de EGFR, ALK e ROSI sdo negativos.
O teste molecular de KRAS ndo ¢ indicado na pratica de rotina como um teste
isolado como um tinico determinante da terapia-alvo. E apropriado incluir o
KRAS como parte de painel abrangente testado inicialmente ou quando os testes
de rotina EGFR, ALK e ROS1 s3o negativos.

Recomendagdo forte

Opinido consensual
dos especialistas

Opinido consensual

dos especialistas

Opinido consensual
dos especialistas

Opinido consensual
dos especialistas

Opinido consensual
dos especialistas
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7. O teste molecular de MET nao ¢ indicado na pratica de rotina como um teste
isolado fora do contexto de estudos clinicos. E apropriado incluir o MET como
parte de painel abrangente testado inicialmente ou quando os testes de rotina de
EGFR, ALK e ROSI sao negativos.

Opinido consensual
dos especialistas

Questao Chave 2: Que métodos devem ser usados para realizar testes moleculares?

8. A THQ ¢é uma alternativa equivalente ao FISH para testes de ALK.

9. Painéis multiplex de seqiienciamento genético sdo preferidos sobre multiplos
testes de genes individuais para identificar outras op¢des de tratamento além do
EGFR, ALK e ROSI.

10. Os laboratoérios devem garantir que os resultados dos testes que sdo inesperados,
discordantes, ambiguos ou de baixa confianga por outras razdes sejam
confirmados ou resolvidos usando um método ou amostra alternativa

Recomendagao
Opinido consensual
dos especialistas

Opinido consensual
dos especialistas

Questdo Chave 3: O teste molecular é apropriado para cinceres de pulmio que nio
possuem um componente de adenocarcinoma?
11. Os médicos podem usar testes de biomarcadores moleculares em tumores com
outras histologias além de adenocarcinoma, quando os aspectos clinicos indicam
uma probabilidade maior de um fator oncogénico.

Opinido consensual
dos especialistas

Questao Chave 4: Que testes sao indicados para pacientes com mutacdes acionaveis
que recorrreram enquanto em terapia-alvo?

12. Em pacientes com adenocarcinoma de pulmido que abrigam mutagGes
sensibilizadoras de EGFR e que progrediram ap6s tratamento com um inibidor
de tirosina quinase direcionado ao EGFR, os médicos devem testar para a
mutagdo T790M do EGFR ao selecionar pacientes para a terapia direcionada
a0 EGFR de terceira geragao.

Os laboratdrios que testam para a mutacdo T790M do EGFR em pacientes com
resisténcia clinica secundaria a inibidores da tirosina quinase do EGFR devem
utilizar ensaios capazes de detectar as mutagdes T790M do EGFR quando ha
pelo menos 5% de células viaveis.

Atualmente, ndo ha evidéncias suficientes para apoiar uma recomendacdo a
favor ou contra o teste de rotina para o status mutacional do ALK em pacientes
com adenocarcinoma de pulmdo com mutagdes sensibilizadoras no ALK que
progrediram apds o tratamento com um inibidor de tirosina quinase direcionado
aALK.

13.

14.

Recomendagdo forte

Recomendacdo

Sem recomendacao

Questao Chave 5: Qual é o papel do teste em DNA circulante livre de células para
pacientes com cincer de pulméo?

15. Atualmente, ha evidéncias insuficientes para apoiar o uso de métodos
moleculares de DNA plasmatico em células circulantes para o diagnostico
primario de adenocarcinoma pulmonar.

Em algumas situacoes clinicas nas quais o tecido ¢ limitado e/ou insuficiente
para testes moleculares, os médicos podem usar um ensaio de DNA plasmatico
livre de células para identificar as muta¢des do EGFR.

Os médicos podem usar métodos de DNA de plasma livre de células para
identificar mutagdes T790M do EGFR em pacientes com adenocarcinoma de
pulmio com progressao ou resisténcia clinica secundaria a inibidores de tirosina
quinase direcionados a EGFR; recomenda-se o teste da amostra tumoral se o
resultado do plasma for negativo.

Atualmente, ha evidéncias insuficientes para apoiar o uso de analise molecular
de células tumorais circulantes para o diagnostico de adenocarcinoma pulmonar,
para a identificacdo de muta¢des no EGFR ou em outros genes, ou para a
identifica¢do de mutagdes T790M do EGFR no momento do aparecimento de
resisténcia ao inibidor de tirosina-quinase do EGFR.

16.

17.

18.

Sem recomendacao

Recomendacdo

Opinido consensual
dos especialistas

Sem recomendacao

Abreviagdes: FISH, hibridizagdo in situ por fluorescéncia; IHQ, imuno-histoquimica; TKI inibidor de tirosina quinase.
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Tabela 5. Marcadores Emergentes para Testes Moleculares em Cancer de Pulméo
Proteina quinase 1 ativada por mitogeno (MEK1/MAP2K]I)
Receptor do fator de crescimento de fibroblastos 1-4 (FGFRI—4)
Receptor de tirosina-quinase neurotrofica tipo 1-3 (NTRK1-3)
Neurorregulina 1 (NRG/)
Semelhante ao Ras sem CAAX 1 (RIT1)
Neurofibromina 1 (NF)
Subunidade catalitica alfa da 3-quinase fosfatidil inositol-4,5-bisfosfato (PIK3CA)
Serina/treonina quinase AKT 1 (4KT1)
Proto-oncogene NRAS, GTPase (NRAS)
Alvo mecanistico da rapamicina (MTOR)
Esclerose tuberosa 1 (7SC1)
Esclerose tuberosa 2 (7SC2)
Receptor tirosina-quinase do proto-oncogene KIT (KI7)

Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA) alfa

Receptor tirosina-quinase 2 do dominio discoidina (DDR?2)

Novas Recomendacoes

Pergunta 1: Quais novos genes devem ser testados em pacientes com cancer de pulmio? - Na
diretriz de 2013, os genes foram classificados em duas categorias: o teste ¢ necessario (EGFR, ALK) ou o
teste ¢ investigacional. Um gene, KRAS, foi considerado condicionalmente necessario no contexto de
algoritmos de testes sequenciais devido a sua facilidade de andlise e exclusividade mutua com EGFR e
ALK. Em 2018, contudo, acreditamos que existam trés categorias nas quais os genes devem ser colocados.
Um conjunto de genes deve ser oferecido como um minimo absoluto por todos os laboratorios que testam
o cancer de pulmao: EGFR, ALK ¢ ROSI. Um segundo grupo de genes deveria ser incluido nos painéis
expandidos que sejam oferecidos para pacientes com cancer de pulmio: BRAF, MET, RET, ERBB?2
(HER2) e KRAS, se houver material adequado disponivel. O teste do KRAS também pode ser oferecido
como um teste individual para excluir pacientes do teste de painel expandido. Todos os outros genes sao
considerados investigacionais no momento desta publicagao.

Neste contexto, as institui¢des que atendem pacientes com cancer de pulmao tém que fazer uma
escolha: (1) oferecer um painel oncologico abrangente que inclua todos os genes das duas primeiras
categorias (EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, ERBB2 [HER?]), KRAS, RET ) para todos os pacientes
apropriados, ou (2) oferecer testes direcionados para os genes na categoria de teste obrigatorio (EGFR,
ALK, ROS1) para todos os pacientes apropriados e oferecer, como segundo teste, um painel expandido
contendo os genes da segunda categoria (BRAF, MET, ERBB2 [HER2] e RET ) para pacientes
potencialmente candidatos a ensaios clinicos, possivelmente apos a realizacdo do teste de KRAS para
excluir do teste de painel expandido os pacientes com cancer KRAS-mutante. A Tabela 4 inclui uma lista
das declaragdes de recomendagdo com a magnitude das recomendagdes.

1. Recomendagdo Forte - O teste de ROSI deve ser realizado em todos os pacientes com
adenocarcinoma pulmonar em estagio avancado, independentemente das caracteristicas clinicas.

A forca da evidéncia foi convincente para apoiar o uso de teste molecular para ROS/ (ou seja, PCR
de transcricdo reversa [RT-PCR] ou seqlienciamento) ou teste citogenético (ou seja, FISH ou outro tipo
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de hibridizagdo in situ) para identificar rearranjos em ROSI. A forca da evidéncia apoiando o uso de
caracteristicas clinicas para identificar pacientes que deveriam receber o teste ROS/ foi adequada. Esta
recomendacio é baseada em evidéncias e apoiada por 9 estudos,’*® 6 dos quais informaram sobre a
associagio entre o rearranjo de ROS! e as caracteristicas do paciente ou do tumor>®3!437 e consistiram
em um estudo de coorte prospectivo (PCS),>* um estudo de coorte prospectivo-retrospectivo (PRCS), 3! e
4 estudos de coorte retrospectivos (RCS).3%343637 Os 3 estudos restantes avaliaram os resultados clinicos
de pacientes tratados com crizotinib, uma terapia-alvo para ROSI 323*3% ¢ incluiram um ensaio clinico
ndo-randomizado®® e 3 RCSs.?>*® Todos os estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e
nenhum deles apresentou falhas metodoldgicas que levantassem suspeitas sobre os seus resultados (Tabela
6 do SDC). Consulte a Tabela 7 do SDC para um resumo das descobertas de estudos que apoiam o uso de
testes moleculares ou citogenéticos de ROS! para a sele¢do de pacientes para terapia-alvo ao ROSI.

Embora relativamente raros, representando menos de 2% dos carcinomas pulmonares de células
ndo-pequenas %3!3% e 2% a 3% dos adenocarcinomas pulmonares,’*3*3 os rearranjos estruturais
envolvendo o gene ROS1 geram uma fusdo oncogénica que pode ser tratada com sucesso por drogas-alvo.
Um ensaio clinico de fase I de 50 pacientes com NSCLC demonstrou que a presenca de um rearranjo de
ROS!I por FISH ou RT-PCR prediz resposta a inibi¢do alvo do crizotinib, com uma taxa de resposta de
72% e sobrevida mediana livre de progressdo de 19,2 meses.>® Baseado neste estudo, em 2016 o FDA
aprovou o uso expandido de crizotinib em pacientes com NSCLC com ROSI. Um estudo retrospectivo
multi-institucional europeu de 32 pacientes com NSCLC com rearranjo no ROS/ tratados com crizotinib
demonstrou uma taxa de resposta de 80% e sobrevida livre de progressio da doenca de 9,1 meses.>? A
sobrevida global para pacientes com tumores com rearranjo no ROS/, independentemente do uso de
terapia-alvo, parece ser maior do que a de pacientes com outras alteragdes moleculares que foram
submetidos a terapia-alvo.’%3

Tal como acontece com o ALK, a ativacao de ROS! ¢ induzida por variantes estruturais, com
multiplos genes parceiros diferentes fundindo-se a por¢do C-terminal de ROSI que contem a tirosina
quinase citoplasmatica e dirigindo a sinalizacao através das vias MAPK, JAK/STAT e PI3K. Os parceiros
comuns de fusdo incluem, entre outros, os genes SLC34A42, CD74 e TPM3. O papel do alelo selvagem de
ROS1 ainda esta sendo elucidado; ele tem semelhangas estruturais com o ALK, mas também tem diferencas
significativas, notadamente a auséncia de um dominio de dimerizagdo, um dominio extracelular com
alguma semelhanca com moléculas de adesao celular, e nenhum ligante conhecido.

Assim como as mutacdes do EGFR e os rearranjos no ALK, um historico de ndo-fumante ou
fumante leve foi associado a um aumento na incidéncia de rearranjos de ROSI! em pacientes com
adenocarcinoma de pulmio.’®?7 Entretanto, essa associacio ndo foi consistentemente observada nos
estudos.>* Outras caracteristicas clinicas, como idade mais jovem, sexo feminino e etnia nio asiatica, tém
sido associados com o rearranjo do ROS! apenas em estudos isolados.>*3!3° Portanto, as caracteristicas
clinicas ndo devem ser usadas para selecionar ou excluir pacientes de serem testados para rearranjos de
ROSI. Os rearranjos de ROSI ocorrem de maneira mutuamente excludente com outras alteragdes
oncogénicas (como EGFR, KRAS e rearranjo de ALK). Em reconhecimento a raridade do rearranjo de
ROSI, pode ser razoavel realizar testes sequenciais de EGFR e ALK, seguido do teste de ROS1. De fato,
a frequéncia de rearranjos de ROS! ¢ enriquecida em 5% a 10% em adenocarcinomas de pulmao negativos
para outras mutagdes ativadoras (por exemplo, EGFR, ALK, KRAS, BRAF).>'7

E digno de nota que, em 2016, nos Estados Unidos, a terapia com crizotinib em tumores
rearranjados para ROS!I ndo requeria o uso de teste diagndstico acompanhante aprovado pelo FDA. Os
métodos publicados que estabeleceram a utilidade clinica dos testes de ROS! a fim de escolher a terapia-
alvo a ROS! basearam-se principalmente em FISH e RT-PCR. Fora dos Estados Unidos, um teste de
diagnodstico usando RT-PCR foi utilizado para um ensaio clinico internacional de fase II,** envolvendo
principalmente paises do Leste Asiatico, para selecao de tumores com rearranjo de ROS!. Este ensaio foi
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aprovado como um diagnostico in vitro na Europa e na China e pode ser reconhecido como um teste de
diagnostico acompanhante em alguns paises. Embora ensaios de RT-PCR direcionados possam ser dificeis
devido a variagdo nos pontos de quebra em ROS! (tipicamente nos introns®!%) e nos genes parceiros
podem ser usadas estratégias de sequenciamento baseadas em captura para RNA ou DNA, desde que
sejam devidamente validadas em amostras positivas conhecidas. Nos Estados Unidos, os métodos de FISH
foram publicados com maior frequéncia. O teste de hibridizacdo in situ por fluorescéncia deve ser
realizado com um desenho de sonda de separagdo de sinais (break-apart), dados os multiplos genes
parceiros de fusao, e a defini¢do do rearranjo ¢ definida como sinais separados por pelo menos o diametro
de um sinal, em 15% ou mais das células tumorais.*'

2. Opiniao Consensual dos Especialistas - A THQ de ROSI pode ser usada como teste de triagem
em pacientes com adenocarcinoma pulmonar em estagio avangado; entretanto, os resultados positivos da
IHQ do ROS1 devem ser confirmados por um método molecular ou citogenético.

A forca da evidéncia ¢ inadequada para apoiar o uso de IHQ como um ensaio de triagem para
testes moleculares de ROSI. Esta afirmagio é baseada em evidéncias e apoiada por 6 estudos, >+
consistindo de dois PCSs,**** um PRCS,* ¢ 3 RCSs.**7 Cinco estudos compararam a IHQ de ROSI com
um teste de referéncia por FISH****7 ¢ um estudo comparou a IHQ de ROS! com um teste de referéncia
por RT-PCR.# Usando dados relatados como verdadeiro-positivo, falso-positivo, verdadeiro-negativo e
falso-negativo nos estudos comparando IHQ com FISH, uma MA foi conduzida para determinar a
estimativa combinada de sensibilidade e especificidade para IHQ de ROS! (Figura 1). Todos os estudos
incluidos foram avaliados quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodoldgicas
levantando suspeitas sobre os resultados (SDC Tabela 8). Consulte a Tabela 9 do SDC para um resumo
das descobertas de estudos que apoiam o uso de IHQ como um ensaio de triagem para o teste molecular
de ROSI.

A luz da relativa raridade da ocorréncia do rearranjo de ROSI em NSCLC, em alguns cenarios a
triagem por IHQ pode ser preferivel ao FISH ou a técnicas moleculares. No entanto, a interpretagdo da
IHQ do ROS1I ¢ um desafio porque a expressao pode ser vista com um padrao irregular, tipicamente de
intensidade fraca, em até um terco dos tumores que niio tém um rearranjo subjacente.****® Embora alguns
estudos sugiram que a expressao do ROSI na auséncia de um rearranjo possa ter significancia
prognostica,*® a expressio focal ou fragmentada em células tumorais raramente é associada a um rearranjo
de ROS1 e, portanto, € improvavel que preveja resposta a terapia-alvo ao ROSI. Além disso, o padrao de
coloragdo pode variar entre os tipos de fusdo, incluindo colora¢do granular a globular nas fusées CD74-
ROS1, coloracao membranosa fraca nas fusdes EZR-ROS|1 ¢ coloragao da localizagdo vesicular nas fusoes
GOPC-ROS1.%

Nos estudos publicados até o momento foi utilizado um unico clone de anticorpo comercialmente
disponivel (D4D6, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts) . A maioria dos estudos
retrospectivos de IHQ de ROS! usando o anticorpo D4D6 demonstra uma sensibilidade de 100% em
relagdo ao FISH ou a RT-PCR.***%7 Os tumores sem expressdo de ROS! podem ser interpretados com
seguranca como nao tendo uma fusao ROSI. No entanto, a especificidade do IHQ do ROS! ¢ mais
inconstante, variando de 92% a 100% por diferentes métodos e pontos de corte interpretativos.>**#” Uma
meta-analise de 5 estudos identificados pela pesquisa da literatura determinou uma sensibilidade
combinada de 96% (95% IC, 71% — 99%) e especificidade de 94% (95% CI, 89% — 96%) para IHQ em
comparacao com FISH, utilizando o anticorpo D4D6 com uma intensidade de coloracdao de pelo menos
2+ (conforme definido no estudo) (Figura 1). Diversos pontos de corte foram propostos usando apenas a
intensidade de coloragdo ou o escore H (intensidade de coloragdo x porcentagem das células tumorais
coradas). Na maioria dos estudos, os tumores com rearranjo no ROS/ diagnosticados por FISH ou
confirmados molecularmente t€m expressdo de proteina ROSI de intensidade moderada, mas as
evidéncias publicadas sdo insuficientes para recomendar um sistema especifico de corte ou pontuagio,*>*
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e cada laboratorio deve validar seu proprio corte interpretativo baseado em amostras positivas e negativas
conhecidas.

Devido a especificidade imprecisa e aos desafios relacionados a interpretacdo da expressdo
inespecifica, recomendamos que todos os resultados positivos do IHQ de ROS! sejam confirmados por
FISH ou por um método molecular (por exemplo, RT-PCR, NGS) antes de considerar um paciente para
terapia-alvo a ROSI. No entanto, dada a elevada sensibilidade da IHQ, os tumores que claramente nao
apresentam coloragdo de ROS! podem ser interpretados como negativos para a fusdo de ROS|I.

Genes Adicionais

Dos genes recém-incluidos nesta diretriz, apenas o teste de ROSI deve ser oferecido a todos os
pacientes com cancer de pulmdo apropriados. Testes para os outros genes listados abaixo devem ser
incluidos em painel multigénico abrangente proposto para pacientes com cancer de pulmao, que seja ou
ndo oferecido para todos os pacientes com cancer de pulmado, ou em painel reservado como teste de
segunda linha para os pacientes com gendtipo nao-mutante para EGFR/ALK/ROSI que procuram estudos
clinicos.

3. Opiniao Consensual dos Especialistas - O teste molecular do BRAF atualmente nao ¢ indicado
de rotina como um ensaio independente fora do contexto de um ensaio clinico. E apropriado incluir o
BRAF como parte de painéis de testes aplicados inicialmente ou quando os testes de rotina para EGFR,
ALK e ROS1 forem negativos.

A for¢a da evidéncia foi inadequada para apoiar o uso de testes moleculares do BRAF. Esta
declaracio foi baseada em evidéncias e apoiada por 9 estudos: 4 PCSs*-32¢ 3 RCS,>*>3 todos informando
sobre a associagio entre a mutagio BRAF e as caracteristicas do paciente ou do tumor,*->° e dois ensaios
clinicos adicionais ndo randomizados que avaliaram a atividade de um inibidor de BRAF em pacientes
com mutagdo p.V600E.**>7 Todos os estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e em nenhum
foram encontradas falhas metodologicas que levantassem suspeitas sobre seus resultados (SDC Tabela
10). Consulte a Tabela 11 do SDC para um resumo das descobertas de estudos que apoiam o uso de testes
moleculares do BRAF.

Mutacdes ativadoras no BRAF, especialmente a p.V600E, levam a sinalizagdo oncogénica através
do MAPK e sao alteracdes recorrentes raras no adenocarcinoma pulmonar, observadas em 0,5% a 4,9%
dos tumores.*%>* Em cancer de pulméo, dados de um ensaio clinico de fase II de brago tnico publicado
em 2016°° mostrou que (1) o dabrafenib administrado como agente inico em segunda linha de tratamento
para pacientes com NSCLC em estagio IV portadores de BRAF p.V600E teve uma taxa de resposta parcial
de 33% e uma taxa de controle da doenga de 58% e (2) a combinacao de dabrafenib com trametinib em
segunda linha de tratamento para pacientes com adenocarcinoma do pulmao em estagio IV portadores de
BRAF p.V600E teve uma taxa de resposta parcial de 63% e uma taxa de controle da doenga de 75%.

Com base nesses dados, a agéncia americana FDA conferiu a designacao de terapia inovadora para
o tratamento combinado em NSCLC positivo para BRAF p.V600E, e concedeu a aprovacdo para este
tratamento em 2017. Portanto, essa foi a mais controversa de todas as recomendagdes entre os membros
deste grupo de trabalho. Embora tenha havido uma forte opinido no grupo de que a analise da mutacdo
BRAF deva ser realizada no momento do teste molecular inicial no adenocarcinoma de pulmao, as
evidéncias publicadas que estavam disponiveis no momento desta publicagdo ndo incluiam ensaios
prospectivos controlados e, portanto, ndo tinham a magnitude necessaria para garantir recomendacao
internacional para o teste individual do BRAF para todos os pacientes com adenocarcinoma pulmonar.
Antecipamos a publicagao de evidéncias mais fortes que apoéiem a utilidade da inibi¢do do BRAF no cancer
de pulmdo mutante para BRAF, e nossa opinido ¢ de que testar para BRAF serd comprovado como
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necessario. Esperamos que a proxima revisdo desta diretriz inclua uma recomendagdo para testar BRAF
individualmente, em conjunto com EGFR, ALK ¢ ROSI, mas nao podemos fazer essa recomendagao na
primavera de 2017 (Nota do Tradutor: margo de 2017). Apesar de que o teste individual para BRAF ndo ¢
atualmente recomendado, ele deve ser incluido se for usada uma estratégia de teste em painel, inicialmente
ou para pacientes com gendtipo selvagem para EGFR, ALK e ROS|I.

Tal como acontece com as mutagdes de EGFR e KRAS, certas mutagdes em pontos-chave (hot-
spots) no BRAF exercem um efeito oncogénico. O gene homologo b de sarcoma murino V-raf (BRAF)
codifica uma serina-treonina quinase nao-receptora na via de sinalizacdo de MAPK quinase, entre RAS e
MEK. A mutacdo no BRAF mais comum em NSCLC ¢ a mutacdo pontual ¢.1799T> A (p.V600E), que ¢
a mutacao predominante em muitos outros tipos de cancer, incluindo melanoma, cancer papilar de tireoide,
cancer colorretal, leucemia de células pilosas e ganglioglioma. No entanto, em contraste com os outros
canceres com mutagdes no BRAF, os canceres de pulmao freqiientemente t€m mutagdes diferentes da
BRAF p.V600E, incluindo mutagdes no codon 600 (por exemplo, p.V600K) e em codons proéximos no
exon 15, e substitui¢des nos codons 466 ¢ 469 no exon 11.

Como muitos outros oncogenes-alvo no cancer de pulmio, as mutacdes no BRAF sdo mais
frequentes em adenocarcinomas do que em carcinomas de c€lulas escamosas. A mutagdo BRAF p.V600E
¢ mais frequente em mulheres’>>* e ndo-fumantes®® em alguns estudos, mas varios estudos ndo
conseguiram mostrar essas associagdes.*>*>3% Uma distingdo entre mutacdes no BRAF e em outros
oncogenes-alvo ¢ que as mutagdes BRAF nao-p.VO0OE (particularmente as mutagdes do exon 11) podem
coexistir com mutagdes no KRAS,*-3233% enquanto as mutagdes p.V600E sdo mutuamente exclusivas
com as alteracdes em KRAS, EGFR ou ALK.

Ensaios individuais para BRAF sao amplamente utilizados em outros tipos de cancer,
particularmente em pacientes com melanoma considerados para terapia-alvo, mas a maioria desses
métodos nao consegue detectar as mutagdes do exon 11 que sdo vistas no cancer de pulmao. Embora a
evidéncia que apoia a utilidade do teste BRAF seja restrita as mutagdes p.VO60OE, nossa opinido ¢ de que
o teste para BRAF, feito como parte de um painel abrangente ou para inscri¢ao em ensaios clinicos, deve
usar um método que avalie no minimo os exons 11 e 15.

O mesmo problema existe em relagdo aos testes de IHQ especificos, usando anticorpos contra a
proteina mutante p.V600E (VEI1), que tém sido amplamente utilizados no diagndstico do melanoma.
Dados relatados em pequeno ntiimero de casos de cancer de pulmao®®%° demonstram que o clone VE1 pode
corar entre 90% e 100% dos adenocarcinomas com mutagdo pV600E. Em um desses estudos, todos os
casos com mutagdes ndo-pV600E foram negativos no teste IHQ,®!' enquanto que em outro estudo, entre
21 casos com mutagdes ndo-p.V600, um Unico caso que tinha uma mutacdo de insercdo T em 599
apresentou coloragdo positiva. Atualmente, ndo ha evidéncias suficientes para apoiar uma recomendacao
a favor ou contra o teste de IHQ para BRAF p.V600E (VE1) em NSCLC.

4. Opinido Consensual dos Especialistas - O teste molecular do RET nao ¢ recomendado como
um ensaio independente de rotina fora do contexto de um ensaio clinico. E apropriado incluir o RET como
parte de painéis de testes mais abrangentes executados inicialmente ou quando os testes de rotina de
EGFR, ALK e ROS1 forem negativos.

A forga da evidéncia para apoiar o uso do teste molecular do RET foi inadequada. Esta afirmacao
é baseada em evidéncias e apoiada por 3 estudos,’”*>% consistindo de um PCS®? e dois RCSs.*”%* Todos
os estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas
metodoldgicas levantando suspeitas sobre os seus resultados (Tabela 12 do SDC). Consulte a Tabela 13
do SDC para um resumo dos resultados de estudos que apoiam o uso de testes moleculares para RET.
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As variantes estruturais que causam as fusdes do RET sdo raras, sendo encontradas em 0,6% a
0,9% dos NSCLCs e em 1,2% a 2% dos adenocarcinomas.®*%%7 O potencial para o tratamento de canceres
pulmonares RET-positivos com inibidores da RET quinase esta sendo explorado em ensaios clinicos de
fase I1,°%%° embora pequenas séries e relatos de caso tenham se mostrado promissores.’®’! Dada a raridade
dos rearranjos RET e a evidéncia limitada de beneficio terapéutico, o teste para alteragdes no RE7 nao ¢
recomendado como um teste independente para todos os pacientes com adenocarcinoma pulmonar. No
entanto, paineis multigénicos desenvolvidos para pacientes com cancer de pulmdo, seja para a
investigacao inicial ou para pacientes que tem genotipo selvagem para EGFR, ALK e ROS1, devem incluir
o RET.

Assim como nos rearranjos dos genes ALK e ROS1, o RET ¢ ativado por rearranjos que fundem o
seu dominio tirosina quinase com dominios de dimeriza¢do em espiral de um dos varios genes parceiros
recorrentes, incluindo o KIF5B (o mais comum, em 90%),**">7* CCDC6,%>™ NCOA,*%* e TRIM33.> O
rearranjo do RET em cancer de pulmao ¢ mutuamente exclusivo com aberragdes nos genes EGFR, KRAS,
ALK, HER2 e BRAF 52646

A fusdo do RET ocorre mais frequentemente em pacientes que nunca fumaram do que em
fumantes.?”-6264:6.72 Pacientes com tumores portadores da fusdo do RET sdo geralmente mais jovens que
pacientes com mutagio no EGFR e tém uma distribui¢io equilibrada de sexo.®’ Proteinas originadas por
fusdo do RET foram detectadas em adenocarcinoma®’-**%* e em carcinoma adenoescamoso.%? Os subtipos
histolégicos nos adenocarcinomas incluem os com células mucinosas /em anel de sinete e os com padrao
de crescimento cribriforme?”*>% ou s6lido™’-%2. No entanto, ndo h4 caracteristicas clinicas ou histologicas
que devam ser usadas para selecionar pacientes para o teste do RET (alem de excluir do teste os casos
puros de histologia de células escamosas).

Multiplos métodos tem sido usados para a andlise de RET, incluindo FISH com separacdo de
sinais,” THQ,?” RT-PCR,” e NGS.*7 O teste de RET por FISH ¢ particularmente desafiador, no entanto,
devido ao estreito espagamento entre os sinais da sonda dividida que ocorre nos tipos comuns de fusdo, e
um padrdo de sinais RET divididos que sejam separados por apenas uma distancia igual ao diametro de
um sinal ¢ interpretado como positivo.?” Semelhante ao teste de rearranjo no ALK por FISH, o limite para
a positividade de rearranjo no RET por FISH ¢ a presenca de 15% de células com sinais divididos ou sinais
isolados da sonda RET 3’. Em outro estudo, foi utilizado um ensaio RET FISH de 4 cores®’; as amostras
foram consideradas positivas para o rearranjo RET ou para fusao KIF5B-RET se mais de 20% das células

tumorais exibissem, respectivamente, sinais vermelhos e verdes separados ou sinais verde-amarelos
fundidos.

Um estudo retrospectivo recente utilizou o teste RET por IHQ (anticorpo anti-RET ab134100,
Abcam, Cambridge, Reino Unido), mostrando coloragdo citoplasmatica granular difusa e, ocasionalmente,
coloragdo membranosa ou perinuclear, com intensidade moderada a forte. Uma sensibilidade de 100% e
uma especificidade de 88% foram relatadas,?’ embora a evidéncia corroborativa ndo seja forte o suficiente
para justificar uma recomendacao.

Embora um painel multiplex de RT-PCR possa ser bom para as fusdes comuns envolvendo K/F5B-
RET ¢ CCDC6-RET,”® a RT-PCR direcionada por si ¢ insuficiente para detectar fusdes com novos
parceiros ou isoformas, como acontece também com ALK ¢ ROSI. E importante notar que a diversidade
de rearranjos trataveis em ALK e ROSI amadureceu suficientemente durante anos de testes e ensaios
clinicos, de modo que os ensaios de RT-PCR direcionados para esses genes podem ser programados com
sensibilidade clinica adequada, enquanto que a diversidade dos rearranjos de RET trataveis ainda esta em
estagio precoce de evolucao. Uma abordagem de sequenciamento baseada em captura, envolvendo DNA
ou RNA, pode ser mais sensivel e mais facilmente integrada em um amplo painel multigénico.
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5. Opiniao Consensual dos Especialistas - O teste molecular de ERBB2 (HER?2) nao ¢ indicado
como um ensaio independente de rotina fora do contexto de um estudo clinico. E apropriado incluir a
analise de mutacdo ERBB2 (HER?2) como parte de um painel de testes mais amplo realizado inicialmente
ou quando os testes de rotina de EGFR, ALK ¢ ROSI sdo negativos.

A forca da evidéncia foi inadequada para apoiar o uso do teste molecular de ERBB2 (HER?). Esta
recomendacao foi baseada em evidéncias e apoiada por 10 estudos, 9 que relataram a associacao entre
ERBB2 (HER?2) e caracteristicas do paciente ou do tumor*>’"** e um que avaliou o uso de terapia-alvo
para ERBB2 (dacomitinib)®®> em pacientes com muta¢des e amplificagdes do ERBB2 (HER?2). Todos os
estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e nenhum apresentou falhas metodologicas que
levantassem suspeitas sobre os seus resultados (SDC Tabela 14). Consulte a Tabela 15 do SDC para um

resumo dos resultados de estudos que apoiam o uso do teste molecular do ERBB2 (HER?2).

Alteragdes no gene do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2, ERBB?2)
surgiram como fatores oncogénicos e como potenciais alvos terapéuticos no cancer de pulmao8!-838486,
Nesse cenario, aparecem tanto alteracdes na sequéncia como amplificagdo génica, que constituem
aproximadamente entre 2% a 3% e entre 2% a 5% das anomalias recorrentes relatadas, respectivamente.
A terapia-alvo para HER2 (o produto proteico do gene ERBB?2) continua uma area de investigacao ativa
neste momento. Estudos clinicos concluidos que selecionaram pacientes com base na expressao proteica
por IHQ ou na amplificagdo do ERBB2 por FISH nio demonstraram um beneficio claro.®”-*® Um outro
estudo de fase II usando mutacdes e amplificacdes do ERBB2 para selegdo de pacientes demonstrou
respostas duraveis ao dacomitinib, mas apenas em pacientes com mutacdes especificas do HER2.%

As inser¢des in-frame no exon 20 e as substituicdes em S310 sdo as mutagdes mais comumente
encontradas, ¢ de modo geral sdo mutuamente exclusivas com outras alteragdes recorrentes, incluindo
mutagdes em EGFR, KRAS e BRAF, bem como rearranjos envolvendo ALK e ROSI. As inser¢des no exon
20 sdo variaveis, na maioria consistindo na duplicacdo de 12 pares de bases dos codons 775-778 que
codificam os aminodcidos YVMA,?! e sdo mais comumente observadas em pacientes mais jovens e em
pacientes sem historia de tabagismo. A amplificagao de novo do ERBBZ2 pode ocorrer com ou sem mutagao
no ERBB2,3%843% com taxas de co-ocorréncia altamente variaveis, relatadas entre 0% e 87%.8!486¢ Embora
diferencas nos métodos e critérios que definem os niveis de amplificagdo possam ser responsaveis pelas
discrepancias observadas e uma padronizagdo seja necessaria, a maior prevaléncia de amplificagdo do
ERBB?2 independente da mutacdo do ERBB2 sugere que mutacdo e¢ amplificacdo possam representar
marcadores e alvos terapéuticos distintos no cancer de pulmio.?® A amplificacio do ERBB2 também foi
relatada raramente como um evento secundario em pacientes com mutagdes ativadoras do EGFR e como
um potencial mecanismo de resisténcia apos tratamento com inibidores de EGFR.

Neste contexto e com as evidéncias atuais, testes independentes para detectar mutagdes do ERBB2
ndo sdo indicados como rotina fora de um estudo clinico. No entanto, quando paineis abrangentes sao
usados em ensaio multiplex ou NGS, ¢ apropriado incluir o ERBB2 como parte do teste, pois ele pode
identificar pacientes a serem direcionados para ensaios clinicos - neste caso, testando para alteragdes de
seqliéncia no ERBB2, particularmente inser¢des/duplicagdes no exon 20, que foram associadas a resposta
ao tratamento com drogas-alvo ao ERBB2 em relatos de casos e pequenas séries.?>!

6. Opiniao Consensual dos Especialistas - O teste molecular do KRAS nao ¢ indicado como um
ensaio independente de rotina como tnico determinante de terapia-alvo. E apropriado incluir o teste
molecular do KRAS como parte de painéis abrangentes de testes executados inicialmente ou quando os
testes de rotina para EGFR, ALK e ROSI forem negativos.

A forca da evidéncia foi adequada para apoiar o uso do teste molecular KRAS na selecao de
pacientes para terapia-alvo. A forca da evidéncia que apoia o uso de caracteristicas clinicas para identificar
pacientes que devem ser testados para KRAS foi inadequada. Esta afirmagdo ¢ baseada em evidéncias e
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apoiada por 7 estudos,*>1°292% compreendendo 2 MAs,”*** 4 PCSs, #1322 ¢ um RCS.** Cinco estudos
tentaram identificar associagdes entre caracteristicas do paciente ou do tumor e estado mutacional do
KRAS. 452929395 Dois MAs?*** relataram sobrevida global e as taxas de resposta ao inibidor de EGFR
quando os pacientes positivos para mutagdo do KRAS foram tratados com tratamento padrao. Todos os
estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas
metodologicas que levantassem suspeitas sobre os seus resultados (SDC Tabela 16). Consulte a Tabela 17
do SDC para um resumo das descobertas de estudos que apoiam o uso de testes moleculares do KRAS.

Mutacdes no KRAS sao descritas em 20% a 30% dos adenocarcinomas pulmonares. As mutagdes
do KRAS sao encontradas com maior frequéncia em pessoas com exposi¢ao ao tabaco, mas foram relatadas
em 5% dos pacientes com cancer de pulmdo que nunca usaram tabaco. A maioria dos estudos indica um
aumento da incidéncia em homens e em pessoas de ascendéncia branca ou africana, em comparagdo com
mulheres e pessoas de ascendéncia asiatica. As mutagdes do KRAS ocorrem com maior frequéncia nos
cddons 12 e 13, sao muito menos comuns no cddon 61,e aparecem raramente no cédon 146. Podem ser
rapidamente detectadas por testes programados para interrogar esses codons (ou seja, PCR em tempo real,
PCR digital por gota ou pirosequenciamento), bem como serem incorporadas em testes com paineis
multigénicos. De modo geral, elas sao mutuamente exclusivas com outras mutagdes-chaves, como
muta¢des de EGFR e rearranjos de ALK #-31:92:93.95-101

As terapias-alvo contra o KRAS mutante nao se mostraram clinicamente eficazes. Por exemplo,
embora tenham sido obtidos resultados promissores (37% de taxa de resposta objetiva) em um estudo de
fase II com selumetinib, um inibidor de MEK1 (abaixo de KRAS) e docetaxel,'®> em cancer de pulmio
avancado com muta¢do no KRAS, essa combinacdo ndo conseguiu demonstrar um desfecho benéfico no
estudo clinico de fase III SELECT-1 (Selumetinib Evaluation as Combination Therapy-1),'®* e um estudo
de fase II com selumetinib + erlotinib em cancer de pulmdo com muta¢do no KRAS ndo mostrou resposta
ao selumetinib independente do erlotinib.!** Por isso, a investigagio de estratégias terapéuticas contra essa
mutacdo comum continua, e ¢ apropriado incluir o KRAS em um painel de testes usado para direcionar
pacientes a terapias investigativas.

Outra aplica¢do do teste de mutacdo no KRAS estd em um algoritmo de teste sequencial, com um
resultado positivo diminuindo muito a probabilidade de ocorréncia de outra alteragdo oncogénica
acionavel. No entanto, se o teste KRAS for realizado antes dos testes de EGFR, ALK ou ROS1, o laboratorio
deve garantir que haja tumor suficiente disponivel para os testes EGFR, ALK ¢ ROSI dentro do prazo
recomendado, particularmente no caso de um resultado negativo para KRAS. Da mesma forma, a presenca
de uma mutagdo no KRAS torna improvavel a ocorréncia de mutagdes em outros oncogenes recomendados
para painéis abrangentes, como RET, ERBB2 (HER2) e BRAF. Neste contexto, um ensaio rapido e
direcionado para o KRAS pode ser relevante para ajudar a determinar se um paciente com genotipo
selvagem de EGFR/ALK/ROSI se beneficiaria de um teste de painel abrangente, sendo menos provavel
que testar com o painel possa beneficiar pacientes com tumor KRAS-mutante. Esse modelo pode, no
entanto, mudar a medida que a tecnologia evolui, ja que novos métodos ultrassensiveis tem mostrado co-
ocorréncia de oncogenes-chave, incluindo o KRAS, em subpopulacdes intra-tumorais que anteriormente
ndo haviam sido detectadas por métodos menos sensiveis, 9106

7. Opiniao Consensual dos Especialistas - O teste molecular do MET nao ¢ indicado como um
ensaio independente de rotina fora do contexto de um estudo clinico. E apropriado incluir o MET como
parte de painéis de testados inicialmente ou quando os testes de rotina de EGFR, ALK ¢ ROSI forem
negativos.

A forca da evidéncia apoiando o uso do teste molecular do MET ¢ inadequada. Esta declaracao foi
baseada em evidéncias e apoiada por 7 estudos,'”!'3 compreendendo um MA,'” um ensaio clinico
randomizado de fase I1,'% um PCS,'"? e 4 RCSs.'%!"-113 Todos os estudos incluidos foram avaliados
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quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodologicas que levantassem suspeitas sobre
os seus resultados (SDC Tabela 18). Consulte a Tabela 19 do SDC para um resumo das descobertas de
estudos que apoiam o uso de testes moleculares do MET.

Inicialmente relatado como um mecanismo de resisténcia secundaria a terapia com inibidores da
tirosina quinase do EGFR em cancer de pulmdo com mutacio no EGFR,''*!!5 tanto a compreensio do
mecanismo de ativacdo do MET como a utilidade do teste do MET no cancer de pulmdo passaram por
varias fases. O ganho no niimero de copias do MET foi inicialmente reconhecido em associa¢do com a
resisténcia secundaria aos inibidores de EGFR,''* sugerindo o desenvolvimento de terapias-alvo que
mostraram resultados decepcionantes.!'® Mais recentemente, o interesse em inibir o MET foi reavivado
pela descoberta de mutagdes ativadoras que podem responder a inibi¢ao alvo.

O gene MET codifica o receptor para fator de crescimento de hepatédcitos (HGFR), e sua ativacao
tem fungdes pleotropicas na promogao da sobrevivéncia, proliferacao, motilidade, e invasao celular e da
transigdo epitélio-mesenquimal.!'”"12° MET pode ser ativado e levar a oncogénese por varios mecanismos
diferentes, incluindo (1) amplificacdo resultante em alta expressdo do receptor,'?!'?? (2) muta¢des no
dominio da tirosina quinase resultantes em ativacdo constitutiva do receptor,'” e (3) mutagdes de
recomposi¢ao (splicing) resultando num salto sobre o exon 14 e na perda de Y1003, o sitio de ligacao do
proto-oncogene Casitas de linfoma de linhagem B (CBL) requerido para a degradacao da proteina mediada
pela ubiquitina.'?* Embora a maioria das mutagdes por salto sobre o exon envolva sitios de processamento
candnicos, algumas estdo localizados na sequéncia intronica, fazendo com que sua interpretagdo seja
dificil ou que possam passar despercebidas em testes que examinam apenas exons € os sitios receptores €
doadores 5’ e 3’ imediatamente adjacentes.

A ativacgdo das alteracdes do MET ¢ inibida pelo crizotinib, um tratamento para cancer de pulmao
com rearranjos em ALK e ROS1. Apesar da associagdo descrita de amplificacdo do gene MET e de alta
expressdo protéica como marcadores de mau prognostico!?”12 e de relatos recentes de que pacientes com
amplificacdo ou mutagdo do exon 14 do MET sdo sensiveis ao crizotinib em alguns casos, ainda ndo ha
terapia-alvo aprovada para tratar pacientes cujo tumor exiba essas aberragdes gendmicas do MET.!26-130
Nesse contexto, um teste de rotina independente para essas aberragdes gendomicas do MET ou para o nivel
da proteina HGFR nao ¢ indicado fora de um estudo clinico. No entanto, quando um teste multiplex para
mutacdes oncogénicas-chaves potenciais ¢ aplicado a pacientes com cancer de pulmao, seja inicialmente
ao testar o EGFR/ALK/ROSI ou depois desses serem achados negativos, essas aberragdes do gene MET
devem ser incluidas nos testes do painel.

Até o momento, foram descritas mais de 100 alteragdes somaticas no local da junc¢ao que resultam
no salto sobre o exon 14 do MET. As mutagdes exibem uma composi¢do de sequéncias altamente
diversificada, englobando pequenas insergdes, delecdes, mutacdes por insercdo/delecao (indels)
complexas e variantes de nucleotideos tnicos, que estdo localizados principalmente em locais doadores e
receptores do processamento. Em frequéncia mais baixa foram econtradas mutagdes pontuais mais
profundas nos introns, até 25 pares de bases adentro das regides intronicas ndo-codificadoras, adjacentes
aos locais receptors do processamento, embora caiba destacar que muitos estudos ndo tenham interrogado
esta regido. Em geral, a incidéncia global e o efeito dessas mutagcdes menos comuns no processamento do
exon nao foram definidos.

Dada a grande variabilidade e complexidade das mutagdes que afetam o exon 14 do MET, o
desenvolvimento de testes diagnosticos abrangentes pode ser dificil dependendo do método utilizado. Para
fins de triagem sdo preferidos os testes de NGS que interrogam MET como parte de um painel genético
amplo. A formulagdo dos testes baseados em DNA deve permitir o sequenciamento completo e exato do
exon 14 e de seus introns flanqueantes. Novas mutagdes, particularmente aquelas que afetam regides
adjacentes aos locais de processamento, mas localizam-se mais profundamente nos introns, podem
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requerer um ensaio baseado em RNA para a confirmagdo do salto do exon 14. Alternativamente, também
podem ser inicialmente usados testes baseados em RNA que interrogam MET como parte de um painel
genético amplo projetado para a avaliagdo abrangente de variantes estruturais ou expressao génica.

A hibridacdo in situ por fluorescéncia tem sido tradicionalmente utilizada para deteccao de
amplificacdo génica na pratica clinica. Atualmente, ndo ha diretrizes para o limiar de corte da positividade
do MET em espécimes de cancer de pulmao. Usando a propor¢cao MET:CEP7, a amplificagdo do MET tem
sido classificada como baixa (>1.8 a <2.2), intermedidria (> 2.2 a <5) e alta (>5).!*! Outros exemplos de
critérios positivos para testar MET por FISH incluem 5 ou mais copias de sinais MET por célula'*? e uma
propor¢cao MET:CEP7 igual ou superior a 2 (PathVysion, Abbott Park, Illinois). Os niveis de amplificacao
de MET baixo e intermediario podem ocorrer em sincronia com outras mutagdes oncogénicas € rearranjos
génicos (KRAS, EGFR, BRAF, ERBB2 [HER2], ALK, ROSI, RET) em até¢ 63% dos carcinomas
pulmonares.'** No entanto, essa sobreposi¢do nio foi observada em tumores com niveis de amplificagio
alta de MET (propor¢cdo MET: CEP7 > 5), sugerindo que a amplificagdo do MET ¢ provavelmente um
verdadeiro fator oncogénico.!*} Esse grupo de tumores com amplificacdo de nivel alto demostrou resposta
ao crizotinib, enquanto nenhuma resposta foi observada em tumores com amplificagdo de nivel baixo ou
intermediario. E importante ressaltar que cerca de 20% dos adenocarcinomas de pulmio com mutagdes
de salto no exon 14 do MET apresentam simultdneamente uma amplificacdio do MET de alto nivel,
confundindo a interpretagio de cada um deles.!?>!2%12° Com relagdo a significincia da amplificacio
isolada, relatos de casos mostraram resposta ao crizotinib.!3%13

Os mesmos desafios que existem para definir um limiar de corte de positividade da amplificacao
de MET clinicamente valido também existem no cenario da resisténcia adquirida aos inibidores tirosina
quinase do EGFR. Um estudo de fase Il recente mostrou uma taxa de resposta de 40% em pacientes com
resisténcia adquirida a inibidor do EGFR e um numero de copias de MET de igual ou maior do que 5
quando submetidos a tratamento com combinagdo de gefitinib e capmatinib; ndo foi observada resposta
no grupo com um niimero de coépias de MET inferior a 5.!36

A imuno-histoquimica para a expressao da proteina MET realizada em amostras de tecido fixadas
em formol e incluidas em parafina tem sido o método mais frequentemente utilizado em amostras de
cancer do pulmao. Ha numerous anticorpos monoclonais e policlonais comercialmente disponiveis
dirigidos contra varios epitopos de MET, com diferentes sensibilidades e especificidades tanto para MET
total e como para MET fosforilado. Os procedimentos de imuno-histoquimica e os critérios para avaliacao
do MET nao foram padronizados. Como resultado, a superexpressdo da proteina MET em casos ndo
selecionados de NSCLC variou de 20% a 70% .!3713% Uma MA concluiu que a expressio do MET por
IHQ ¢ um fator progndstico negativo em pacientes com NSCLC retirado cirurgicamente. Um anticorpo
comercial frequentemente utilizado, particularmente em ensaios clinicos, € o anticorpo monoclonal
primério de coelho anti- MET total CONFIRM (SP44, Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona)
dirigido contra um epitopo membranoso e citoplasmatico do MET.!" No momento desta publicacio, ainda
ndo esta claro se ¢ a superexpressdo total da proteina MET ou do MET fosforilado que representa um
indicador confiavel da ativacdo do MET. Nem o teste de IHQ nem o de FISH para MET sao preditivos da
eficacia do onartuzumab combinado ao etlotinib em pacientes com NSCLC avancado.!!®

Outros Genes - O espectro das alteragdes recorrentes no cancer de pulmao continua a evoluir, e
diversas alteracdes promissoras que foram relatadas ndo foram incluidas nesta recomendagao. Isso inclui
as fusdes envolvendo genes das familias NTRK e FGFR, ambas as quais t€ém drogas-alvo experimentais
com suporte de estudos in vitro e relatos de casos. As diretrizes ndo conseguem ser completamente
atualizadas, e os profissionais que cuidam de pacientes com cancer de pulmao sao aconselhados a manter-
se a par destes e de outros desenvolvimentos. A Tabela 5 inclui uma lista de biomarcadores emergentes
para testes moleculares em cancer de pulmao.
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Pergunta 2: Quais métodos devem ser usados para realizar testes moleculares?

8. Recomendagdo - A imuno-histoquimica ¢ uma alternativa equivalente ao FISH para o teste de
ALK.

A forca da evidéncia apoiando o uso da IHQ para testes de ALK foi adequada. Esta recomendacao
é baseada em evidéncias e foi apoiada por 20 estudos,®"*!!1139-156 compreendendo 6 PCSs,61:13-141-143.154 3
PRCSs, 140146155 ¢ 11 RCSs,!H1: 144 145, 147-153, 156 Dog 20 estudos, 19 usaram FISH como padrio de
referéncia ao avaliar o potencial diagndstico de THQ.!!1143:147-153.156 § outro estudo utilizou THQ como
padrio de referéncia e FISH como um indice."** Considerando os dados relatados como verdadeiro-
positivos, falso-positivos, verdadeiro-negativos e falso-negativos em 14 estudos que usaram FISH como
padrdo de referéncia, uma MA foi feita para determinar a estimativa combinada de sensibilidade e
especificidade para o teste ALK THQ (Figura 2). Todos os estudos incluidos foram avaliados quanto a
qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodoldgicas que levantassem suspeitas sobre os seus
resultados (SDC Tabela 20). Consulte a Tabela 21 do SDC para um resumo das descobertas de estudos
que apoiam o uso do ensaio IHC para o teste de ALK.

Quando a diretriz original foi elaborada, o tinico teste que tinha evidéncia de utilidade clinica em
estudos prospectivos para selecionar pacientes para terapia com crizotinib era o teste de FISH de separagao
de sinais (break-apart) para ALK, que ¢ interpretado como positivo se pelo menos 15% das células
tumorais mostrarem sinais separados por uma distancia de pelo menos dois didmetros de um dos sinais ou
mostrarem sinais isolados da sonda 3’ (com perda da sonda 5'). O teste de ALK FISH pode ser
tecnicamente dificil, particularmente em tumores que apresentem frequéncia de sinais positivos perto do
ponto de corte de 15%. Os testes de FISH em geral sdo limitados pelo alto custo, pela necessidade de
pessoal especializado para interpretacao e pela disponibilidade reduzida de equipamento, espago e pessoal
treinado. No entanto, o teste de IHQ para ALK também pode mostrar variacdo na coloracdo entre
anticorpos, protocolos e interpretacao.

Por todas estas razdes, diferentes tipos de ensaio foram propostos para a identificagao de rearranjos
no ALK em carcinomas de pulmao. Muitos estudos se concentraram na IHQ como um ensaio de triagem
amplamente disponivel e de custo eficiente. Em 2013, o teste de IHQ havia se mostrado comparavel ao
FISH em alguns estudos, mas variagdes significativas entre os anticorpos ¢ métodos e a disponibilidade
limitada de mercado de alguns dos anticorpos mais precisos impediram uma recomendagdo baseada em
evidéncias naquele momento.

Em 2016, no entanto, numerosas publicagdes®!:!!1:139-156 haviam estabelecido o desempenho
técnico de varios ensaios de IHC para ALK e sua correlagdo com os resultados do FISH para ALK. Uma
observacao inicial importante foi de que a quantidade de expressao da proteina de fusao ALK em NSCLC
era menor do que a encontrada no linfoma anaplasico de células grandes, do qual o gene recebeu seu nome
e para o qual os primeiros anticorpos de IHQ foram desenvolvidos.'*’ O anticorpo ALK1 (monoclonal de
camundongo anti-humano CD246, clone 4ALK1) normalmente usado para diagnosticar linfoma anaplasico
de células grandes nao identificou um namero significativo de NSCLCs com ALK rearranjado usando
técnicas padrio.'**138-161 Para superar esse problema, varias etapas técnicas foram introduzidas, como a
amplificacdo por tiramida e os sistemas aprimorados de detec¢dao baseados em polimeros. Apesar desses
avancos e mesmo com o anticorpo ALK1 tendo boa especificidade (91% -99%), a sensibilidade do teste
ainda ficou baixa, variando de 67% a 100%, e em consequéncia o anticorpo ALK1 ndo ¢ recomendado
para triagem de arranjos no ALK em carcinoma de pulmao.

Posteriormente, dois clones comercialmente disponiveis, o anticorpo monoclonal de camundongo
5A4 (Novocastra, Leica Biosystems, Buffalo Grove, Illinois) € o o anticorpo monoclonal de coelho D5F3
(Ventana), apresentaram sensibilidades e especificidades clinicamente aceitaveis quando comparados com
os resultados do FISH para ALK, variando de 95% a 100%.61:111:13%1417156 Eqtydos também mostraram que
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a expressao positiva da proteina ALK no teste IHQ se correlaciona com a resposta do tumor aos inibidores
de ALK mesmo em casos negativos do FISH para ALK .'%> Nos Estados Unidos, um ensaio usando o
anticorpo D5F3 (Ventana) ja foi aprovado pelo FDA para a selecdo de pacientes com cancer de pulmao
que devem receber tratamento com crizotinib.

Com base nas evidéncias publicadas com os anticorpos monoclonais 5A4 e D5F3, os ensaios de
IHQ devidamente validados sdo uma alternativa equivalente ao FISH para ALK. Uma meta-analise que
reuniu 14 estudos usando FISH como padrdo de referéncia determinou uma sensibilidade combinada de
97% (IC 95%, 93% -98%) e uma especificidade combinada de 99% (IC 95%, 97%-100%) para o teste de
IHQ para ALK tanto para o anticorpo 5SA4 como para o D5SF3 (Figura 2). O laboratério pode escolher qual
anticorpo usar com base na precisao analitica, na sensibilidade clinica e na especificidade clinica de acordo
com os padrdes publicados. O teste de IHQ para ALK ¢ uma alternativa aceitavel ao FISH e as decisdes
de tratamento podem ser tomadas quando os resultados de THQ sdo claramente positivos, como
manifestpela forte coloragao citoplasmatica granular com/sem acentuagdo da membrana, ou negativos. No
entanto, a coloragdo fraca pode ser dificil de interpretar, e a especificidade da coloracao fraca em relacao
ao FISH deve ser determinada em cada laboratdrio durante a validag¢do. Casos esporadicos podem ser
dificeis de interpretar devido a fixagdo/preservagao heterogénea e/ou artefatos de coloracao ndo especifica,
tais como coloragdo citoplasmatica leve em macrofagos alveolares, células neurais, mucina extracelular,
necrose e epitélio glandular. Nessas circunstancias, os casos também devem ser testados por outro método
validado (por exemplo, ALK FISH, RT-PCR, NGS).!41:146

Resultados discordantes entre os ensaios de FISH e IHQ para ALK foram descritos em raros casos.
Casos ALK -negativos por IHQ foram relatados em associacdo com resultados ALK-positivos por FISH
que tinham uma porcentagem baixa de células tumorais com rearranjo (15% -20%). Em casos com
porcentagem baixa de nucleos positivos para rearranjo, os erros técnicos ndo podem ser excluidos com
seguranca. Estudos recentes sugerem que o padrdo de FISH com delecdo da sonda 5° pode mais
comumente representar um resultado falso-positivo com resultados de IHQ discrepantes do que os casos
com os sinais do FISH separados.!®>"'% E importante notar, entretanto, que os resultados clinicos em
pacientes com resultados discrepantes de FISH e IHQ ndo mostraram um padrdo consistente de
superioridade de um método sobre o outro.'>166

Embora no momento da redacdo desta diretriz os testes de RT-PCR e NGS nao tenham sido
aprovados pela agéncia FDA dos Estados Unidos como métodos de primeira linha para determinar o status
de ALK na selecdo de pacientes para terapia-alvo contra ALK, essas abordagens mostraram desempenho
comparavel com a IHQ'®*1% quando programadas para detectar a maioria das fusdes, e sdo pratica padrio
em muitos outros paises.!®3165167 Esses métodos sdo altamente especificos para a maioria das fusdes
97168169 & pacientes com resultados positivos devem ser tratados com um inibidor do ALK, embora casos
com resultados negativos possam se beneficiar de um método mais sensivel para excluir a possibilidade
de uma fusdo variante. Da mesma forma, os ensaios de NGS com DNA baseados em amplicon também
podem falhar na detec¢do de toda a gama das variantes de fusdo e, portanto, uma abordagem de DNA ou
RNA baseada em captura ¢ preferida para detectar fusdes em ALK por NGS. Os dados atuais ainda sdo
muito limitados para desenvolver uma recomendag@o especifica a favor ou contra o uso de NGS para
detctar fusoes de ALK como o Unico determinante de terapia com inibidor da tirosina quinase do ALK.

Sequenciamento de Ultima Geragio.

9. Opiniao Consensual dos Especialistas - Painéis de sequenciamento genético em multiplex sdo
preferidos sobre varios testes com genes individuais além do EGFR, ALK e ROSI para identificar outras
opcdes de tratamento,

A forca da evidéncia ¢ inadequada para apoiar o uso de painéis de sequenciamento genético
multiplexados em comparagdo com testes de genes individuais. A declaragao ¢ baseada em evidéncias e
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apoiada por 5 estudos,'*!7* compreendendo um PCS,'”? dois PRCSs,!”!1"* e dois RCSs.!**17° Todos os
estudos incluidos foram avaliados quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas
metodoldgicas que levantassem suspeitas sobre os seus resultados (Tabela 22 do SDC). Consulte a Tabela
23 do SDC para um resumo das descobertas de estudos que apoiam o uso de painéis de sequenciamento
genético multiplexados.

O rapido surgimento nos ultimos tempos da chamada NGS, ou seqiienciamento macicamente
paralelo, modificou consideravelmente a pratica de diagndsticos moleculares no cancer de pulmao e em
outros contextos. Essa tecnologia envolve a separacao espacial de moléculas de DNA individuais de uma
amostra, amplificagcdo por PCR (com ou sem uma etapa precedente de captura por hibridizag¢ao) de regides
pre-determinadas do genoma, e sequenciamento paralelo por sintese de cada uma das moléculas
amplificadas de DNA em escala maciga, seguido pelo processamento de dados computacionais para
recombinar e identificar as sequéncias e fornecer uma exibi¢do digital das caracteristicas genomicas de
cada amostra. Essa tecnologia permite a avaliacdo sensivel e especifica de multiplas regides gendmicas
simultaneamente, at¢ mesmo incluindo todo o genoma. Os recursos necessarios para a implementacao
clinica do NGS sao substanciais e os testes sdo complexos na formulagdo, desempenho e interpretagdo.
Consequentemente, essa tecnologia nao estd implantada universalmente. No entanto, varias instituigdes
académicas e empresas privadas tem usado em grande escala essa tecnologia, que fornece um método
relativamente eficiente em termos de DNA e de custo para a avaliagdo de mutagdes genéticas do cancer
em comparacdo com as analises multiplas de genes individuais. Na primeira diretriz, essa tecnologia era
nova e nao comprovada, mas agora esta bem estabelecida. No inicio de 2017, foram publicadas diretrizes
de pratica profissional com relagdo a validagdo'” e interpretacdo/relatorio!” dos ensaios de NGS para
cancer.

O NGS possibilita a avaliacdo simultanea dos trés genes “obrigatorios” no cancer de pulmao -
EGFR, ALK, ROSI - assim como de cada um dos genes sugeridos para inclusao em painéis abrangentes -
BRAF, RET, ERBB2 (HER?2), KRAS , MET - e das centenas ou milhares de outros genes que podem ter
papéis potenciais no desenvolvimento do cancer. Além das mutagdes pequenas, os ensaios de NGS sdo
capazes de detectar fusdes/rearranjos e alteragdes no nimero de copias nos genes-alvo, se formulados com
detectar essas alteragdes.

Numerosos estudos'®'7® demonstraram excelente sensibilidade dos métodos de NGS em relacdo
aos ensaios direcionados a gene individuais, particularmente nos casos de mutagdes por substituicao de
um unico nucleotideo. Os métodos NGS normalmente requerem menos DNA na entrada e podem
acomodar amostras menores com concentragcdes mais baixas de células malignas e, embora normalmente
sejam mais demorados do que um ensaio de gene Unico, muitas vezes podem ser realizados mais
rapidamente em comparagdo a multiplos ensaios seqiienciais de genes individuais.!”>!7® A reducdo da
necessidade de repetir a biopsia ¢ um beneficio adicional do teste com painel.

Dois modelos basicos de ensaios NGS sdo usados em oncologia molecular: um baseado em
amplicon e outro baseado em captura hibrida. Ambos os modelos geram uma “biblioteca” de moléculas
de DNA amplificado que sdo seqiienciadas como moléculas individuais, usando uma das varias
plataformas de sequenciamento. O sequenciamento por amplificagdo usa multiplas reagdes de PCR para
gerar a biblioteca, o que geralmente ¢ mais facil, mais rapido e capaz de detectar mutagdes em freqiiéncias
alélicas mais baixas (isto ¢, populacdes subclonais). No entanto, ¢ mais adequado para ensaios mais
simples com menos genes, ¢ normalmente ¢ usado para andlise de pontos-chave oncogénicos ou de
pequenas regides selecionadas em determinados genes de interesse. Em sua forma bdsica, ndo pode
detectar fusdes ou variagdes no numero de copias de maneira confidvel. A maior sensibilidade analitica
deste método o torna adequado para amostras muito pequenas ou heterogéneas. Métodos baseados em
captura, ao contrario, usam a hibridagao para gerar a biblioteca e sdo mais complexos e envolvem mais
etapas, resultando em um tempo de conclusdo mais longo, mas sdo melhores para analisar um conjunto
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maior de genes ou regides gendmicas; apesar de que esses métodos geralmente sdo menos sensiveis em
amostras pequenas ou altamente heterogéneas. Em geral, os métodos baseados em captura podem ser
preferiveis para testes iniciais de amostras de cancer de pulmao, a fim de detectar rearranjos, como nos
genes ALK e ROS1, bem como uma gama mais ampla de marcadores genéticos potenciais. Para monitorar
a resisténcia clinica secundaria (por exemplo, no EGFR), quando se necessita testar uma gama menor de
mutacoes e pode-se preferir amostras menores ou mais heterogéneas, o sequenciamento do amplicon pode
ser preferido. No entanto, qualquer um dos métodos pode ser projetado e executado com éxito para
qualquer uma das aplicagdes.

10. Opinido Consensual dos Especialistas - Os laboratorios devem garantir que resultados dos
testes que sdo inesperados, discordantes, ambiguos ou de baixa confianga sejam confirmados ou resolvidos
usando um método ou uma amostra alternativa.

A forca da evidéncia que apoia o uso rotineiro de métodos ortogonais para confirmar resultados
para qualquer um dos marcadores moleculares ¢ insuficiente. No entanto, nossa opinido ¢ de que a boa
pratica laboratorial para alteragdes somaticas seja realizar testes confirmatorios para resultados incomuns,
sub-6timos ou inconsistentes com outros achados laboratoriais ou informagdes clinicas.

Todos os ensaios devem ser devidamente validados antes de serem oferecidos para uso clinico.
Isso normalmente inclui uma avaliagdo de sensibilidade, especificidade e reproducibilidade, além de
outras caracteristicas de desempenho, conforme exigido pela maioria das autoridades responsaveis por
certificacdo de laboratorios. As caracteristicas de desempenho dos ensaios baseados em sequenciamento
podem ser prontamente determinadas para as alteragdes mais comuns. A confiabilidade de mutagdes
encontradas raramente ou de categorias especificas de alteragdes cromossOmicas pode ser mais
desafiadora para documentar, e laboratorios que usam essas tecnologias devem ter procedimentos para
verificar quaisquer resultados que sejam inesperados, discordantes com outros resultados, ou que tragam
davidas ou comprometimento da confianga, a fim de fornecer um resultado ideal para o tratamento do
paciente e para entender melhor as limitagdes intrinsecas do ensaio. A corroboragdo dos resultados
questionaveis pode ser obtida pela avaliacdo de outro espécime da mesma lesdo, por teste confirmatorio
em outro laboratério, ou por avaliagdo utilizando uma metodologia ortogonal.

Pergunta 3: O Teste Molecular é Apropriado para Canceres Pulmonares Que Nio
Tém um Componente de Adenocarcinoma?

11. Opiniao Consensual dos Especialistas - Os médicos podem usar testes de biomarcadores
moleculares em tumores com outras histologias além do adenocarcinoma, quando os aspectos clinicos
indicarem uma maior probabilidade de ocorréncia de oncogenes-chave.

A forca da evidéncia que apoia o uso de testes de biomarcadores moleculares em cancer de pulmao
que ndo possuem um componente de adenocarcinoma ¢ insuficiente. Esta declaracdo ¢ baseada na opinido
consensual de especialistas.

Apods uma revisao sistematica, nenhuma evidéncia nova apoiou o uso de teste molecular de rotina
envolvendo quaisquer genes para casos de carcinoma espinocelular tipico, carcinoma de pequenas células
ou outros tumores de pulmao neuroenddcrinos. Embora pequenos estudos tenham relatado mutagdes raras
do EGFR em biopsias de carcinoma espinocelular, estas podem ter representado uma amostragem parcial
de canceres adenoescamosos e ndo foram verificadas em amostras cirargicas com histologia escamosa
confirmada.!”” Evidéncias de estudos bem controlados e com forte poder de conclusdo (well-powered),
apoiando a utilidade clinica do teste molecular de cancer de pulmio para a selecdo de terapias-alvo,
permanecem confinadas a carcinomas pulmonares de células nao-pequenas e nao-escamosas,
predominantemente adenocarcinomas ou canceres mistos com um componente de adenocarcinoma. No
entanto, a dependéncia estrita da histologia de adenocarcinoma pode ocasionalmente excluir alguns
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pacientes que ndo tém diagnodstico definitivo de adenocarcinoma (por exemplo, carcinoma pulmonar de
células ndo-pequenas sem outra especificacao) e poderiam se beneficiar de terapia-alvo, particularmente
nos casos de pequenas biopsias que s6 amostram parcialmente um tumor maior. Embora mutac¢des
acionaveis tenham sido relatadas em bidpsias com histologia de nao-adenocarcinoma e nao-pequenas
células, a frequéncia de tais achados ¢ baixa o suficiente para que ndo seja recomendado testar todas as
pequenas amostras de bidpsia com histologia de ndo-adenocarcinoma. Nesse contexto, o teste molecular
¢ apropriado para o cancer de pulmao com histologia de células ndo-pequenas além do adenocarcinoma
quando as caracteristicas clinicas sdo atipicas e/ou consistentes com uma maior probabilidade de mutagao-
alvo.

Entre os fatores clinicos que podem indicar uma maior probabilidade de um fator oncogénico
acionavel no contexto de uma histologia de ndo-adenocarcinoma, os mais relevantes sao a idade jovem e
a auséncia de exposicao ao tabaco. Nas histologias de células ndo-pequenas e ndo-adenocarcinoma, o
achado de altera¢des de EGFR, ALK ou ROS1 tem sido mais comumente relatado em situagdes em que os
pacientes nao tinham qualquer historia ou tinham uma histoéria minima de exposi¢ao ao tabaco (1 a 10
macos por ano). 31397161178 214 Aqqim no espectro dos carcinomas pulmonares, a exposicio leve ou
ausente ao tabaco deve ser uma justificativa suficiente para suportar a realizagdo do teste,
independentemente da metodologia de amostragem ou da exaustividade de exclusdo de componente com
adenocarcinoma.

Da mesma forma, alguns estudos sugeriram associacdes entre a presenga de alteragdes em ALK ou
ROSI e a idade mais jovem do paciente.’?3>181215216 Embora outros estudos tenham indicado que esses
achados podem refletir um viés de teste,?!” a documenta¢do de uma associagio entre a idade mais jovem
do paciente e um biomarcador aciondvel € outra consideracdo na sele¢ao de pacientes para teste. O limite
de idade entre jovens e ndo-jovens, no entanto, ndo esta bem definido, e um ponto de corte claro baseado
em evidéncias nao pode ser estabelecido para essa diretriz. A revisao sistematica da diretriz original (2013)
demonstrou que pacientes com adenocarcinoma com mutagdes do EGFR tinham uma média de idade
significativamente menor do que pacientes sem mutagdes (56 versus 63, P = 0,03), embora a diferenca na
média de idade para pacientes com e sem fusdes ndo tenha sido significativa (60 versus 66), nem a
diferenca nas idades médias dos pacientes com e sem fusdes de ROS/ desta revisao (65 versus 62). Além
disso, a diferenga nas médias ndo captura completamente a distribuicao das idades e, consequentemente,
a sensibilidade e especificidade de qualquer limite especifico de idade. Na auséncia de publicacdo de
evidéncias, nossa opinido ¢ que uma estratégia razodvel seria testar os pacientes com histologia de ndo-
adenocarcinoma com menos de 50 anos.

E importante ressaltar que os algoritmos de teste reflexivos iniciados e/ou gerenciados por
patologistas precisam acomodar os meandros do manejo clinico, o que pode ser um desafio, ja que
frequentemente ndo ha suficientes informagdes clinicas disponiveis para os patologistas incorporarem em
sua avaliacdo. O estabelecimento de um programa para o teste molecular reflexivo de amostras de cancer
de pulmao deve ser uma decisdo institucional e deve incluir um didlogo aberto entre patologistas e a equipe
de oncologia, a fim de implementar uma estratégia ideal. Uma vez que essas praticas sejam estabelecidas
pela equipe, € razoavel que o teste reflexivo seja iniciado pelo patologista.

Por fim, no contexto do uso crescente de testes baseados em paineis/NGS, pode se tornar
desnecessario identificar os analitos de interesse especificos em situagdes clinicas especificas. Ao invés,
poderia ser melhor identificar as situagdes clinicas nas quais os testes baseados em painel génico seriam
benéficos.

Pergunta 4: Quais Testes Sao Indicados para Pacientes Com Mutacées-Alvo Que
Sofreram Recaida em Terapia-Alvo?
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12. Recomendagdo Forte - Em pacientes com adenocarcinoma de pulmdo que apresentam
mutacdes sensibilizadoras do EGFR, e que progrediram ap6s tratamento com um inibidor the tirosina-
quinase (TKI) direcionado ao EGFR, deve ser usado o teste para mutacdo T790M no EGFR para guiar a
selecdo de tratamento com inibidores de EGFR de terceira geragao.

A forca da evidéncia foi adequada para apoiar o uso do teste para mutagdo T790M no EGFR ao
selecionar pacientes para a terapia de terceira geracao dirigida ao EGFR. Esta recomendacao ¢ baseada
em evidéncias e apoiada por 5 estudos,?'®??? incluindo uma MA,??? dois ensaios clinicos ndo
randomizados de fase I de brago tinico,?*%**! um PCS,?! e um RCS.?'® Todos os estudos incluidos foram
avaliados quanto a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodoldgicas que levantassem
suspeitas sobre os seus resultados (SDC Tabela 24). Consulte a Tabela 25 do SDC para um resumo dos
resultados dos estudos que apoiam o uso do teste para mutagdo T790M no EGFR ao selecionar pacientes
para a terapia-alvo ao EGFR de terceira geragao.

13. Recomendagdo - Os laboratorios que testam a mutagdo T790M no EGFR em pacientes com
resisténcia clinica secundaria aos inibidores da quinase do EGFR devem empregar ensaios capazes de
detectar essas mutagdes quando presentes em pelo menos 5% dos alelos do EGFR.

A forca da evidéncia que apoia esta recomendagao ¢ insuficiente. Esta recomendagdo baseia-se na
sensibilidade analitica do ensaio de PCR em tempo real para o alelo especifico que foi utilizado nos
ensaios clinicos que estabeleceram a utilidade dos inibidores de EGFR de terceira geragdo que tinham
como alvo a proteina mutante T790M.

O principal mecanismo de resisténcia clinica secundaria a primeira geracao de TKIs do EGFR,
erlotinib e gefitinib, ¢ o desenvolvimento da mutacdo T790M no mesmo alelo do EGFR que abriga a
mutacao original de sensibilizagdo, o que bloqueia a inibi¢do da proteina mutante por esses TKIs. A
deteccdo da mutacdo T790M no EGFR neste cenario se tornou clinicamente necessaria devido ao
desenvolvimento de TKIs de terceira geracao contra o EGFR, como o osimertinib, que sdao ativos na
presenca dessa mutacio.??*?2* No entanto, apesar de respostas raras terem sido descritas aos inibidores de
terceira geracdo em pacientes negativos para a mutagio T790M no EGFR,?* esses casos podem apresentar
outros mecanismos de resisténcia, como a amplificacio de MET ou ERBB2°*!1*226  que podem ser mais
eficazmente visados por outros agentes. Portanto, para determinar a terapia apropriada no contexto de
resisténcia clinica secundaria a um inibidor de EGFR ¢é necessario saber se a mutacdo T790M esta
presente ou ausente..

E importante ressaltar que os mecanismos genéticos da resisténcia clinica secundaria surgem de
forma subclonal porque conferem resisténcia a subpopulacdo de células nas quais estdo presentes, € esse
subclone se expande gradualmente sob a pressdo seletiva do EGFR TKI. Estudos experimentais
mostraram que a presenca da mutagdo T790M no EGFR em pequena propor¢ao (apenas 5%) de uma
populagdo de células tumorais volumosa, muitas vezes indetectavel pelo sequenciamento de Sanger, pode
levar ao aumento do crescimento tumoral apesar do tratamento com EGFR TKI1.2>>??7 A detecgdo torna-
se ainda mais dificil quando as bidpsias contém uma alta propor¢do de células ndo-tumorais. Essas
consideragdes nos levam a recomendar que os laboratérios tenham disponivel um teste de alta
sensibilidade para a deteccao da mutacdo T790M no EGFR em bidpsias pos-tratamento de pacientes que
demonstram progressao ou recidiva apds uma resposta inicial ao EGFR TKI.

Os ensaios clinicos??!??823% que estabeleceram a utilidade clinica do teste T790M na previsio da

resposta ao osimertinib usaram um ensaio comercial de PCR em tempo real especifico para o alelo, com
um limite inferior de detec¢do de 5% do alelo mutante.?*! Varios estudos?*??*3 mostraram sensibilidade
analitica comparavel, ou até superior, com a técnica de PCR digital por gota, e os métodos de NGS?342%
também podem fornecer esse nivel de sensibilidade, se formulados apropriadamente. E importante, no
entanto, reconhecer que o sequenciamento Sanger ndao-modificado, que era um método aceitavel na
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diretriz original de 2013,! ndo fornece sensibilidade adequada para essa aplicagdo. Independentemente do
método escolhido, uma validagdo cuidadosa deve ser realizada para estabelecer a sensibilidade apropriada.

Finalmente, deve-se notar que hd estudos em andamento para avaliar a importancia desses
inibidores de EGFR de terceira geragao como tratamento de primeira linha do adenocarcinoma de pulmao
com mutagio no EGFR.?2%221.236 Estio surgindo dados?*’ mostrando que uma segunda mutacdo de
resisténcia adquirida, a C797S, pode aparecer em tumores que progrediram apds o tratamento com
osimertinib para a doenca de T790M, contudo estes casos até¢ agora sdo raros e esta mutagdo ¢ pouco
estudada e ndo ¢ atualmente tratavel, portanto o teste para C797S nado ¢ recomendado para tratamento de
rotina neste momento.

14. Sem Recomendag¢do - Atualmente, ndo ha evidéncias suficientes para apoiar uma
recomendacdo a favor ou contra o teste de rotina para o status mutacional da ALK em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar com mutagdes sensitivas do ALK que progrediram apods o tratamento com um
TKI direcionado para ALK.

As evidéncias foram insuficientes para formar uma recomendacdo sobre a associacdo entre a
descoberta de resisténcia secunddria ao ALK no pré-tratamento ou re-bidpsia e as respostas clinicas.

Vérios grupos relataram um conjunto diverso de mutagdes secundarias no ALK que conferem
resisténcia adquirida ao crizotinib (por exemplo, L1152R, C1156Y, F1174L, L1196M, L1198P, D1203N
e G1269A).2%% Outras mutacdes adquiridas também foram descritas para inibidores de segunda linha do
ALK (G1202R, G1202del, V1180L, S1206Y, E1201K).

No entanto, embora alguns estudos?*® tenham sugerido que diferentes mutac¢des secunddrias do
ALK podem mostrar sensibilidade ou resisténcia aos diferentes inibidores do ALK, esses dados ainda sdo
limitados e insuficientes para orientar a sele¢do do tratamento no contexto de resisténcia adquirida. Além
disso, os inibidores do ALK de segunda geracdo também mostram atividade em NSCLC sem mutagdes de
resisténcia ao ALK, sugerindo que uma propor¢ao significativa dos carcinomas pulmonares com ALK
rearranjado torna-se resistente ao crizotinib devido a supressdo inadequada do ALK. Assim, a pratica atual
¢ administrar um dos varios inibidores de ALK de segunda geracdao (ceritinib, brigatinib, lorlatinib e
alectinib) que receberam aprovagdo do FDA para o tratamento de NSCLC com rearranjo no ALK que seja
refratario ao crizotinib, sem testar para mutagdes secundarias de ALK. A medida que mais pacientes
experimentam resisténcia e recebem inibidores de segunda geracdo, antecipamos a matura¢ao dos dados
para fortalecer a associagdo entre mutagdo secundaria e sensibilidade/resisténcia aos diferentes inibidores.

Contudo, por enquanto, acreditamos que ndo ha utilidade clinica suficiente para justificar testes de
rotina para mutagdes secundarias do ALK em pacientes que progrediram apds a resposta inicial a um
inibidor do ALK.

Questao 5: Qual é a Importancia do Teste em DNA Circulante (cfDNA, cell free DNA)
para Pacientes com Cancer de Pulmao?

Viérios estudos recentes demonstraram que as células de cancer de pulmao liberam seu DNA na
circulagao em niveis detectaveis por varias tecnologias modernas, como a técnica de PCR digital por gota,
PCR para alelo especifico e NGS. Este evento permite testar, pelo menos em alguns casos, o cfDNA em
plasma obtido a partir de amostras de sangue periférico como uma alternativa a uma amostra de biopsia,
para identificar muta¢des que ocorrem no cancer de pulmao, tanto ao diagnostico como durante o curso
da doenga.

Uma vantagem tedrica destes ensaios ¢ a derivagdo do DNA tumoral circulante a partir de
multiplos locais de doenga e, assim, ele pode representar uma avaliacdo integrada de todos os locais de
doenca. Embora ndo seja formalmente comprovada, esta vantagem potencial do cfDNA ¢ particularmente
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importante no cenario de resisténcia clinica secundaria,?*® por permitir a amostragem ampla de diferentes
subclones tumorais.>3>240:241

Os métodos analiticos para DNA circulante t€ém alta especificidade analitica, com taxas de falso-
positivos muito baixas (<5% -20%),232234235242.243 de modo que a demonstragio de uma mutagio no
contexto clinico adequado pode ser usada para guiar o tratamento com um inibidor-alvo. No entanto, a
sensibilidade da analise de cfDNA é menor (60% -70%),232234233242.243 de forma que a auséncia do achado
de mutagdo ndo exclui a possibilidade de que exista uma mutagao.

Também ¢ importante entender que, apesar da promessa proporcionada por esta tecnologia, pouco
ainda ¢ conhecido sobre a dindmica da liberacao de DNA das células cancerigenas. Fatores que aumentam
ou diminuem a liberacdo de DNA das células, sua meia-vida em circulagdo ¢ os mecanismos de
eliminacdo, sio pouco compreendidos.?**2% Ha, no entanto, uma correlagio global entre a carga da
doenca (volume e nimero de locais metastaticos) e a prevaléncia de mutagdes no cfDNA.

Finalmente, outros métodos de andlise podem ser aplicados as amostras de sangue. Células
tumorais circulantes podem ser isoladas do sangue, assim como exossomos portadores de DNA que foram
liberados pelas células cancerigenas. A andlise desses dois ultimos tipos de amostras ¢ mais desafiadora
tecnicamente, e ndo foi suficientemente estudada no cancer de pulmao para justificar a consideragao nesta
diretriz. Da mesma forma, estdo surgindo dados em relagdo a andlise do cfDNA em outros fluidos
corporais, particularmente na urina, mas esses sdo igualmente insuficientes para justificar uma
recomendacdo no momento. A maioria dos dados gerados até agora e o tema dos comentarios que se
seguem aplicam-se ao cfDNA de plasma.

15. Sem Recomendagdo - Atualmente, ndo ha evidéncias suficientes para apoiar o uso de métodos
moleculares no c¢fDNA circulante plasmaticos para estabelecer um diagnostico primario de
adenocarcinoma pulmonar.

A evidéncia foi insuficiente para formar uma recomendacdo sobre o uso de cfDNA para o
diagnostico de adenocarcinoma pulmonar primario.

Em teoria, como as mutagdes de sensibilizagdo no EGFR sao alteragOes caracteristicas ¢
especificas nos canceres de pulmio, pode-se questionar se a combinacdo de um resultado de cfDNA
mostrando tal mutagdo em um contexto clinico apropriado, com evidéncia radiografica de lesao pulmonar,
poderia permitir o diagndstico de cancer de pulmao com EGFR-mutante sem a necessidade de diagndstico
anatomo-patologico. Entretanto, nenhum estudo na literatura médica avaliou rigorosamente essa
abordagem de maneira prospectiva.

16. Recomendagdo - Em algumas situacdes clinicas nas quais o tecido ¢ limitado e/ou insuficiente
para testes moleculares, os médicos podem usar um ensaio em cfDNA para identificar as mutagdes do
EGFR.

A forga da evidéncia que apoia o uso de cfDNA para determinar o status de mutacdo do EGFR em
situagdes onde o tecido ¢ limitado ou insuficiente ¢ adequada. Esta recomendacdo ¢ baseada em evidéncias
e apoiada por 6 estudos,?? 234 235 242,243, 247 compreendendo dois MAs,?****7 dois PCSs,?>?%? ¢ dois
PRCSs.2%2* Os estudos identificados usaram varios métodos de deteccio do EGFR, mas todos
verificaram os resultados do cfDNA com resultados de tecido tumoral. Usando dados classificados como
verdadeiro-positivos, falso-positivos, verdadeiro-negativos e falso-negativos relatados em 4 estudos, uma
metanalise foi conduzida para determinar a estimativa combinada de sensibilidade e especificidade para
deteccao de mutagdo do EGFR em cfDNA (Figura 3). Todos os estudos incluidos foram avaliados quanto
a qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodologicas que levantassem suspeitas sobre os
seus resultados (SDC Tabela 26). Consulte a Tabela 27 do SDC para um resumo das descobertas nos
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estudos que apoiam o uso do cfDNA para determinar o status mutacional do EGFR em situa¢des em que
o tecido ¢ limitado ou insuficiente.

A andlise do cfDNA para muta¢des do EGFR no adenocarcinoma de pulmao tem sensibilidade
intermediaria (66,4%; 1C95%, 62,7% - 69,9%) e alta especificidade (95,6%; 1C95%, 83,3% - 99,0%)
(Figura 3). Em algumas situagdes clinicas nas quais o material de biopsia do tecido nao esté disponivel ou
¢ insuficiente e a re-aquisi¢ao do tecido ndo ¢ viavel, de modo que uma analise do EGFR baseada em
tecido ndo pode ser realizada, entdo um teste para uma mutacao ativadora do EGFR pode ser conduzido
no ¢cfDNA como um procedimento alternativo de diagndstico molecular. Como a sensibilidade deste
ensaio ¢ inferior a 80% em todos os relatos, deve-se reconhecer que nem todos os pacientes com
adenocarcinoma pulmonar que sejam positivos para mutacao de EGFR terao a mutacao detectada em seu
cfDNA, de modo que um resultado negativo da analise cfDNA ndo ¢ evidéncia confidvel de que nao haja
uma mutacao do EGFR no cancer de um determinado paciente. Nesse contexto, os médicos devem renovar
esforgos para obter uma amostra de tecido adequada para anélise.

17. Opinido Consensual de Especialistas - Os médicos podem usar métodos plasmaticos de
cfDNA para identificar as mutagdes T790M no EGFR em pacientes com adenocarcinoma pulmonar com
progressao ou resisténcia clinica secundaria aos TKIs direcionados ao EGFR. Recomenda-se testar
amostras tumorais se o resultado no plasma for negativo.

A forca da evidéncia que apoia o uso de métodos em cfDNA para identificar a mutagcao T790M
no EGFR ¢é inadequada. Esta declaragdo é baseada em evidéncias e apoiada por 4 estudos,?33-236-248.249
compreendendo dois PCSs?**?3¢ ¢ dois RCSs.?*®?*° Todos os estudos incluidos foram avaliados quanto a
qualidade e em nenhum foram encontradas falhas metodoldgicas que levantassem suspeitas sobre os seus
resultados (SDC Table 28). Consulte a Tabela 29 do SDC para um resumo dos resultados de estudos que
apoiam o uso de métodos cfDNA para identificar a mutacdo T790M do EGFR.

O teste molecular para mutacdo T790M no EGFR deve ser realizado em pacientes com
adenocarcinoma de pulmio com mutagdes de EGFR sensibilizadoras cuja doenca progrida ou que
mostrem resisténcia clinica secundaria aos TKIs do EGFR. Esse teste € particularmente apropriado porque
os inibidores do EGFR de terceira geracao (por exemplo, osimertinib) tém um beneficio significativo para
os canceres com a mutagdo T790M??! e foram aprovados para essa indica¢do pelas autoridades de saude
em todo o mundo. A analise do cfDNA ou a andlise de uma nova biopsia de tecido ¢ apropriada para a
deteccao do T790M no EGFR. O DNA circulante pode ser preferido para pacientes que nao querem ou
ndo podem se submeter a uma bidpsia no momento da progressdo. Além disso, como a progressao pode
representar processos subclonais, o teste no cfDNA pode representar uma amostragem mais global da
doenca em comparagd@o com uma biopsia tecidual. No entanto, a analise de cfDNA para T790M no EGFR
possui sensibilidade intermediaria (0,40-0,78) e especificidade alta.?332*6:248249 Agsim, um resultado
negativo ndo descarta a possibilidade de que a mutagcdo T790M no EGFR seja o mecanismo de resisténcia
a terapia com TKI e uma nova bidpsia de tecido um local de doenga progressiva deve ser considerada se
o resultado do cfDNA for negativo.

Observe que as mutacdes T790M adquiridas sdo frequentemente subclonais, € uma amostra de
cfDNA pode apresentar a muta¢do sensitiva de EGFR original (por exemplo, L858R) mas ter um
resultado falso-negativo para a T790M, exigindo uma amostra de tecido ou citologia para confirmagao.
Implicito nisso € o beneficio de incluir no ensaio a mutagdo de sensibilizacdo original (por exemplo,
delecao do exon 19, L858R) para confirmar que o DNA do tumor esta sendo liberado na circulagao,
embora isso possa ndo ser pratico para mutagdes de sensibilizagdo menos comuns. Por outro lado, devido
a alta especificidade do cfDNA, um achado positivo de T790M em cfDNA ¢ equivalente a um achado de
bidpsia tecidual de T790M,% e pode ser usado para guiar a terapia com osimertinib.
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18. Sem Recomendagdo - Atualmente, nao ha evidéncias suficientes para apoiar o uso de andlise
molecular em células tumorais circulantes para o diagndstico de adenocarcinoma pulmonar primério, para
a identificagdo de mutagdes no EGFR ou outras, ou para a identificacdo de mutagcdes T790M no EGFR no
momento da resisténcia ao TKI do EGFR.

A evidéncia foi insuficiente para formar uma recomendacdo sobre o uso de células tumorais
circulantes para o diagndstico de adenocarcinoma pulmonar primario.

Qual é a Importancia de Testar Pacientes a Serem Selecionados para Tratamento com
Terapias Imunomoduladoras?

Opinido - Deve-se preservar tecido para permitir testes para terapias imunomoduladoras.
Evidéncia — Sera assunto de futura diretriz.

A imunoterapia no cancer de pulmao evoluiu rapidamente desde a publicacdo da tltima diretriz e
se tornou parte do padrdo de tratamento para muitos pacientes com NSCLC avang¢ado. Estudos recentes?%-
234 mostraram beneficios significativos em um subgrupo de pacientes com cancer de pulmio avancado
quando tratados com esses agentes. Agéncias reguladoras governamentais aprovaram terapias
imunomoduladoras como agentes de segunda linha para pacientes com cincer de pulmio avangado,?>>7,
bem como terapia de primeira linha para pacientes com alto nivel de expressao de PD-L1 e auséncia de
mutagoes sensibilizadoras no EGFR ou rearranjos no ALK. Para alguns desses agentes, a selegdo de
pacientes com diagnéstico molecular acompanhante é necessaria,>® para outros, um diagnostico
complementar ¢ recomendado,??%! e, para alguns, nio h4 indicagdo de biomarcador. Os possiveis
biomarcadores para prever a resposta a esses agentes ¢ os métodos usados para avalid-los sao variados e
ainda ndo foram padronizados.

O fundamento das terapias imunomoduladoras apoia-se na sua capacidade de interromper a
sinalizacdo inibidora entre as células tumorais e as cé¢lulas imunolégicas (tipicamente as células T), que
ocorre quando as células tumorais expressam proteinas que induzem tolerancia imunologica e impedem o
sistema imunoldgico de atacar o tumor. Normalmente, esse mecanismo ¢ usado para controlar a resposta
imune e prevenir as doengas autoimunes. Existem varios desses processos de sinalizagdo inibitoria,
embora 0 maior progresso na terapia clinica no cancer de pulmao envolva a interagdo entre o PD-L1 nas
células tumorais e o receptor de morte programada-1 (PD-1) nas células T. Essa interacao efetivamente
silencia a resposta das células T a um tumor. Ao bloquear a PD-1 com os chamados inibidores do ponto
de verificagao (checkpoint) imunologico, as células T tornam-se capazes de reconhecer e responder aos
antigenos estranhos apresentados nas células cancerosas.

Como a maioria das células de cancer de pulmao contém numerosas mutacdes além de seus fatores
oncogenicos, elas normalmente expressam um grande nimero de proteinas mutantes, algumas das quais
podem ser reconhecidas na superficie celular por moléculas de antigeno leucocitario humano como
neoantigenos ‘“‘estranhos”. Quanto mais mutagdes existirem em uma célula, provavelmente mais
neoantigenos serao expressos, € ¢ mais provavel que o sistema imunologico destrua essas cé€lulas, desde
que os mecanismos de tolerdncia como PD-L1/PD-1 ndo estejam ativados. A expressdo de PD-L1 por
células tumorais (ou macréfagos locais), a expressdo de PD-1 por linfocitos infiltrantes de tumor, o
nimero de mutacdes e de neoantigenos e a evidéncia de um infiltrado imunologico (“tumor inflamado™)
sao todos marcadores candidatos a prever uma resposta a esses tratamentos. Outras vias de sinalizacao
inibitoria também podem estar envolvidas, como a interacdo entre a proteina 4 associada a linfécitos T
citotoxicos (CTLA-4) e CD80/86, que ¢ o alvo do ipilimumab, um agente imunomodulador tipicamente
administrado a pacientes com melanoma.

Os resultados do tratamento com esses agentes tem sido impressionantes,>*?** com alguns

pacientes apresentando respostas durdveis por anos. No entanto, ao contrario das terapias-alvo, a
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frequéncia com que os pacientes respondem, mesmo em populagdes selecionadas por biomarcadores, esta
ao redor de 20% a 30% na segunda linha e de 50% na primeira linha (contra 80% nas terapias-alvo),>>*
234 embora a resposta radiografica possa nio ser o melhor indicador de eficacia de uma terapia
imunomoduladora devido ao impacto da inflamagdo ativa no tamanho de um tumor, conforme avaliado
por exames padroes de imagem. Nesse aspecto, sdo necessarios melhores biomarcadores, pois o0s
biomarcadores diagndsticos acompanhantes ndo atendem plenamente a necessidade clinica de determinar,
com sensibilidade e especificidade, quem deveria receber esses medicamentos. Complicando ainda mais
o cenario, ha uma multiplicidade de diferentes biomarcadores, com diferentes metodologias desenvolvidas
em paralelo por empresas concorrentes para drogas concorrentes, de tal forma que ndo existe uma
mensagem clara, baseada em evidéncias, de quais biomarcadores devem ser testados ou como testa-los.
Ha estudos em andamento para comparar uma variedade de marcadores candidatos e para tentar
harmonizar diferentes ensaios visando cada biomarcador (por exemplo, diferentes métodos de [HQ para
PD-L1).

Devido a falta de evidéncias fortes que apoiem metodologias ou agentes especificos, nesta diretriz
ndo podemos fazer recomendagdes baseadas em evidéncias sobre os testes para essas drogas. Uma diretriz
pratica subseqiiente esta sendo planejada para focar especificamente na avaliacao baseada em evidéncias
dos métodos para selecionar os pacientes para receber terapias imunomoduladoras.

Apesar da exclusao desta questao da nossa revisao sistematica da literatura, ¢ nossa opinido que as
amostras devem ser preservadas para avaliacdo de biomarcadores que prevejam resposta a terapias
imunomoduladoras, de acordo com os requisitos de aprovagdo dos medicamentos em consideragao.
Importante, muitas vezes a area ideal de um tumor para esta aplicagdo ¢ diferente da area ideal do tumor
requerida para o teste molecular. Para o teste molecular, especialmente para o sequenciamento, uma
amostra ideal de cancer ¢ quase “toda cancer”, com pouco estroma ou inflamagao adjacente ou dentro do
tumor. A avaliacao de biomarcadores para terapias imunomoduladoras, teoricamente, deve ser realizada
em uma secdo de tumor contendo estroma adjacente e intratumoral, particularmente se rico em células T
infiltrantes. No entanto, nao ha recomendac¢des de diretrizes e isso ndo foi estudado prospectivamente. Foi
demonstrado que a resposta a alguns farmacos*® associa-se mais a natureza das células inflamatdrias
dentro de um tumor do que as proprias células do tumor. E essencial que os patologistas cirirgicos e os
laboratorios de histologia entendam essa distingdo, com as implicagdes operacionais de precisar,
potencialmente, identificar e cortar duas areas de cada tumor (uma para testes moleculares, € outra para a
avaliagdo por IHQ das moléculas imuno-reguladoras).

Na maioria das aplicagdes a analise necessaria ¢ IHQ para PD-L1, embora os anticorpos
especificos, os protocolo de coloragdo utilizados, e os critérios interpretativos variem para diferentes
tratamentos. Outros candidatos a biomarcadores de IHQ podem ser necessarios, no entanto, bem como a
caracterizacdo de populacdes de células reativas dentro de um tumor. A validade e a utilidade potencial
dos calculos de carga mutacional (mutacdes/par de bases da sequéncia gendmica total) avaliada pelos
painéis NGS estdo sendo exploradas como um biomarcador investigacional, assim como algoritmos de
predicao de neoantigenos derivados de dados de seqiienciamento de todo o exoma.

CONCLUSOES

A importancia do diagndstico molecular para o tratamento de pacientes com cancer de pulmao
continua a aumentar em ritmo acelerado. Muitas das recomendagdes da diretriz para a pratica clinica que
foram publicadas em 2013 ja& tinham sido objetos de reconsideragdo em 2015. Da mesma forma, essa
diretriz provavelmente precisara de revisao em um periodo de tempo relativamente curto. Quando se apoia
em estudos prospectivos publicados como base para recomendagdes praticas, se estara sempre atrasado
em relagdo as descobertas mais recentes e ao avango do tratamento, que estdo sendo apresentados nas
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reunides das sociedades profissionais. Os profissionais correntemente em pratica, € os que fazem as
recomendagdes como nos, enfrentam o dificil desafio de equilibrar a oncologia de precisdo, a nogao de
que cada paciente tem uma combinagdo unica de fatores que devem ser incorporados na determinacao de
planos de tratamento individuais, com a medicina baseada em evidéncias, a no¢do de que as decisdes de
tratamento adequadas devem ser baseadas em estudos de interven¢do volumosos em pacientes que por
outro lado tem as mesmas caracteristicas. Acrescentando a isso, os tamanhos das populagdes submetidas
analises gendmicas em grande escala sdo hoje cada vez menores, o que torna excepcionalmente dificil o
planejamento de estudos de grande porte que sejam controlados e efetivos. Quando uma resposta clinica
dramatica ¢ encontrada em 0,5% dos pacientes com uma condi¢do - até mesmo uma condi¢do comum
como o cancer de pulmao - como vamos recrutar pacientes em numero suficiente para estudar e provar
que a resposta dramatica ¢ uma verdade geral que deve mudar a pratica, ¢ como decidimos que todos
pacientes no mundo deveriam fazer um teste que pode determinar se eles estao incluidos nesses 0,5%?

Atualizamos as recomendagdes de 2013 para reconhecer as mudancas que ultrapassaram esse
limite - a importancia de testar para ROS1, o valor do teste de IHQ para ALK e a importancia de testar as
mutagdes T790M em pacientes que progridem com terapia anti-EGFR. Além disso, apresentamos as
alteracdes moleculares emergentes e promissoras que estdo “‘um passo abaixo” — as alteracdes em BRAF,
MET, ERBB2 (HER2) e RET - que antecipamos ultrapassardo este nivel em pouco tempo, € que
acreditamos devem ser incluidos nas analises mais detalhadas que sdao possiveis devido ao surgimento da
tecnologia NGS. Também vemos a promessa ¢ os resultados obtidos com terapias imunomoduladoras e
aguardamos a revisao sistematica que serd realizada para identificar e recomendar as melhores praticas
para selecionar pacientes para essas terapias. Esperamos ansiosos a evolugdo continua no diagnostico e
cuidados com os pacientes com cancer de pulmao a medida que a tecnologia, a compreensao cientifica e
a pratica clinica evoluam.
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Legendas das Figuras

Figura 1 - Grafico de sensibilidade e especificidade para a determina¢do imuno-histoquimica (IHQ) da
positividade do rearranjo de ROS! comparada com a hibridizacdo in situ por fluorescéncia.
Estimativa combinada de sensibilidade e especificidade com base na analise bivariada dos estudos
incluidos. Todos os estudos incluidos utilizaram uma intensidade de coloragcdo IHQ de pelo menos
2+ com anticorpo D4D6 para definir a positividade do rearranjo de ROS!. Abreviagdes: FN, falso-
negativo; FP, falso-positivo; TN, verdadeiro-negativo; TP, verdadeiro-positivo.

Figura 2. Grafico de sensibilidade e especificidade para determinagdo baseada em imuno-histoquimica da
positividade da rearranjo de ALK em comparacdo com a hibridizagdo in situ por fluorescéncia.
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Estimativa combinada de sensibilidade e especificidade com base na analise bivariada dos estudos
incluidos. Os estudos incluidos avaliaram os anticorpos 5A4, D5F3, ou uma combinagdo de 5A4
e D5F3, com pontos de corte de positividade baseados na presenga de qualquer coloragdo ou
intensidade de coloracao. Abreviagdes: FN, falso-negativo; FP, falso-positivo; neg, negativo; pos,
positivo; TN, verdadeiro-negativo; TP, verdadeiro-positivo.

Figura 3. Grafico de sensibilidade e especificidade para varios ensaios que determinam a positividade da
mutacdo do EGFR no DNA livre de células em comparacdo com o tecido tumoral. Estimativa
combinada de sensibilidade e especificidade com base na andlise bivariada dos estudos incluidos.
Quatro estudos incluidos compararam amostras de tecido tumoral com amostras de plasma
utilizando o mesmo sistema de detecgiio,?3*?324224 ¢ ym quinto estudo®*? obteve amostras de
plasma de pacientes com mutagdes tumorais conhecidas, como em EGFR e KRAS. Abreviagdes:
ARMs, sistema de mutagdo refrataria a amplificagdo; ddPCR, PCR digital em gota; FN, falso-
negativo; FP, falso-positivo; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; PNA/LNA, peptideo acido
nucleico bloqueado por acido nucleico; TN, verdadeiro-negativo; TP, verdadeiro-positivo.
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