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Resumo

0 cancro do pulmao é a principal causa de morte no mundo e em Portugal, o quarto com maior
incidéncia. Cerca de 85% dos casos diagnosticados correspondem a cancro do pulmao de nao
pequenas células (CPNPC).

A elegibilidade dos doentes com CPNPC avancado para potencial tratamento com terapia alvo e
imunoterapia, depende do diagndstico histolégico e biomarcadores, do estadiamento
clinico/extensao da doenca, das condicdes clinicas do doente, beneficiando da comunicacao
entre patologistas e oncologistas.

Pretende-se a caraterizacao molecular dos doentes com CPNPC, no Centro Hospitalar de Leiria,
entre 2017 e 2022, para avaliar a prevaléncia de biomarcadores preditivos para terapéuticas
especificas e a sobrevida destes doentes, aferindo a importancia dos estudos moleculares e da
expressao da PD-L1.

Os casos em que foram feitos estudos moleculares, 31% e 21% foram positivos para EGFR e
KRAS, respetivamente, com uma maior incidéncia do EGFR em mulheres jovens e nao fumadoras
e do KRAS em fumadores. A expressao da PD-L1 com TPS 250% incidiu mais em fumadores e
permitiu o tratamento de imunoterapia em monoterapia.

Verificou-se concordancia dos resultados relativamente a prevaléncia de biomarcadores
preditivos na populacao europeia e, acima de tudo, a possibilidade dos doentes com CPNPC

estadio IV beneficiarem de terapéuticas inovadoras alvo e imunoterapia.

Palavras-chave: Cancro do pulmao de nao pequenas células; terapia alvo no cancro do pulmao

de nao pequenas células; imunoterapia no cancro no pulmao de nao pequenas células.



Abstract

Lung cancer is the leading cause of death in the world, and the fourth with the highest incidence
in Portugal. Around 85% of cases corresponding to non-small cell lung cancer (NSCLC).

The eligibility of advanced NSCLC's patients for potential target therapy and immunotherapy,
depends on histological diagnosis and biomarkers, clinical staging/extent of the disease,
patient's clinical conditions and pathologists and oncologist's communication.

The aim is to carry out molecular characterization of patients with NSCLC at Leiria Center
Hospital, between 2017 and 2022 to evaluate the prevalence of predictive biomarkers for specific
therapies and the survival rate of these patients assessing the importance of molecular studies
and PD-L1 expression.

Cases in which amolecular study was carried out, 31% and 21% were positive for EGFR and KRAS,
respectively, with higher incidence of EGFR in young women and KRAS in smokers. PD-L1
expression with TPS 250% was higher in smokers’ patients and allowed immunotherapy
treatment in monotherapy.

There was agreement between the results regarding the prevalence of predictive biomarkers in
the European population, which allowed patients with stage IV NSCLC to benefiting from

innovative target therapy and immunotherapy.

Keywords: non-small cell lung cancer; non-small cell lung cancer; non-small cell lung cancer

immunotherapy.
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1. Introducao

O cancro do pulmao é uma doenca complexa, onde a melhor estratégia de terapéutica implica
conhecimento do diagndstico histoldgico e hiomarcadores, do estadiamento clinico/extensao da doenca,
das carateristicas do doente, comorbilidades e performance status ECOG* (estado clinico), para além da
comunicacao entre patologistas e oncologistas.

0 aumento da incidéncia do cancro no mundo esta relacionado com o aumento e com o envelhecimento
da populacao mundial. Por outro lado, a alteracdao da prevaléncia e os principais fatores de risco
associados estao frequentemente relacionados com o desenvolvimento socioeconémico de cada regidao
geografica (1).

Com um nimero estimado em 2,2 milhdes de novos casos e 1,8 milhdes de mortes, o cancro do pulmao é
o0 segundo mais diagnosticado e é a principal causa de morte no mundo, representando 11,4% dos cancros
diagnosticados e 18% das mortes (1). Dados da Globocan (The global cancer observation) de 2020,

revelam que em Portugal, o cancro do pulmao é o quarto com maior incidéncia (9%) e tem uma taxa de

mortalidade de 15,9% (Figura 1).

Iternafioecal Agency for Research om Canos
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Source: Globocan 2020

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages Geography

Colorectum
10501 (17.4%)

Other cancers Breast

27 801 (46%) 7041 (11.6%)
Prostate

6759 (11.2%)

Stomach Lung
2950 (4.9%) 5415 (9%)

Total: 60 467

Number of new cases in 2020, males, all ages Numbers at a glance

Figura1- Ndmero de novos casos de cancro em 2020, em ambos os sexos e em todas as idades. Adaptado de Sung
etal (1).

0 cancro do pulmao tem maior incidéncia nos paises desenvolvidos, onde os hdbitos tabagicos sao mais
prevalentes. De facto, mais de 80% dos casos desta patologia estao relacionados com o consumo de
tabaco (2,3). No entanto, tem-se verificado uma tendéncia de inflexdo na curva da sobrevivéncia nos
doentes com cancro do pulmao (4), devido auma maior sensihilizagao aos efeitos nefastos do tabaco e ao
aparecimento de novos tratamentos (5).

*Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) elaborou uma escala para medir a condicao fisica, nomeadamente o nivel funcional da capacidade
de cuidados pessoais, atividades didrias e capacidade fisica como andar, trabalhar, etc



A elevada taxa de mortalidade desta doenca esta relacionada com o diagndstico tardio e com o estadio
avancado da doenca (6), consequentemente associado a um pior progndstico (7).

Um estudo feito pela National Lung Screening Trial (NLST) mostrou que um rastreio trianual com
Tomografia Axial Computorizada (TAC), reduziu em 20% a taxa de mortalidade em doentes de alto risco
(4,8,9). Na realidade, o diagnéstico precoce do cancro do pulmao é crucial em populacdao com fortes
habitos tabagicos (mais de 30 unidades mago-ano — UMA), fumadores ativos ou que tenham deixado de
fumar ha menos de quinze anos, que ndo tenham doenca na altura em que é feito o rastreio (6) e comidade
entre 0s 55 e 80 anos (8,9). Tamhém é considerada populacao de risco a que estd exposta a fumos e a
produtos toxicos. Recentemente a United States Preventive Services Task Force (USPSTF) atualizou as
guidelines, propondo no rastreio do cancro do pulmao uma reducao da idade dos 55 para os 50 anos em
pessoas de risco e para o consumo de tabaco de 30 para 20 UMA (4).

No entanto, continua a ser muito reduzida a percentagem de casos detetados num estadio clinico precoce,
com 75% dos doentes a serem diagnosticados ja em estadios avancados e com opcdes de tratamento
mais limitadas em termos curativos (10).

Apesar de tudo, os progressos com técnicas menos invasivas para diagndstico e o desenvolvimento de
diferentes terapéuticas, como as terapias alvo e a imunoterapia, tém contribuido para o aumento da

sobrevida destes doentes.

1.1. Classificacao do Cancro do Pulmao

A Organizacao Mundial de Saide (OMS) classifica os cancros do pulmao com base na histologia,
imunohistoquimica (IHQ) e técnicas moleculares. A dltima atualizacao enfatizou a importancia do estudo
molecular, o qual permite a subclassificacao de subtipos tumorais, com base nas anomalias genéticas
especificas detetadas (11).

0 cancro ou carcinoma do pulmao é classificado histologicamente em: carcinoma do pulmao de pequenas
células (CPPC) e carcinoma do pulmao de ndo pequenas células (CPNPC), constituindo este tiltimo 85% do
total de cancros do pulmao diagnosticados (7,8,12) (Figura 2).

Os CPNPC surgem principalmente nas zonas pulmonares periféricas e foram classificados pela OMS em
trés subtipos: os adenocarcinomas (ADC), que sao os mais comuns, representando cerca de 40 %; os
carcinomas de células escamosas ou epidermdides (CCE), que sao cerca de 25 a 30 %, e 0s carcinomas de
grandes células que sao identificados em 5 a 10 % dos CPNPC. Alguns autores consideram um quarto
subtipo - o tumor carcindide bronquico (6). Adicionalmente, tém sido ainda identificados alguns subtipos

histoldgicos mais complexos resultantes de variantes e combinacdes (8,13).
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Figura 2 - Classificacao do cancro do pulmao nos dois principais grupos: cancro do pulmao de pequenas células
(CPPC; 15%) e cancro do pulmao de nao pequenas células (CPNPC; 85%). 0 CPPC deriva de células da linhagem
neuroenddcrinas e o CPNPC tem origem em diferentes células. 0 CPNPC tem os subtipos: adenocarcinomas (ADC;
origem nas células epiteliais alveolares do tipo Il), carcinoma de células escamosas (CCE; origem em células epiteliais
basais) e carcinoma de grandes células (CGC; origem em varias células epiteliais). Adaptado de Sanchez-Ortega et al
(12).

Os ADC aparecem tipicamente na zona periférica do pulmao (12), tém origem nas células que segregam
componentes surfactantes e o diagndstico do padrao morfoldgico pode ser definido pelaimunomarcacao
da Thyroid Transcription Factor1(TTF1) e da Napsin A com uma sensibilidade de aproximadamente 80%
(14). Os CCE localizam-se normalmente na zona mais central do pulmao (12) e tém origem nas vias aéreas
pulmonares, mais frequentemente nos brénquios principais. O diagnéstico morfoldgico é baseado na
presenca de células escamosas, queratinizadas e pontes intercelulares. Na inexisténcia deste padrao, a
imunomarcacao da p40, p63 ou citogueratina 5/6 pode suportar o diagndstico diferencial de CCE nao
queratinizado (14).

A estratégia de tratamento e prognéstico do CPNPC depende do diagndstico e estadio da doenca (15).
Neste sentido, a International Assaciation for the Study of Lung Cancer (IASLC) desenvolveu uma
classificacao com base na andlise estatistica de 100.000 doentes, sobre o estudo da descricao Tumor--
Ganglio-Metastases - classificacao TNM (9). Também a American Joint Committee on Cancer (AJCC)
definiu o sistema de estadiamento TNM para os CPNPC (8), com o objetivo de categorizar os estadios com
base no tamanho do tumor primario (T), na disseminacao do tumor nos ganglios linfaticos (N) e na
presenca de metdstases (M). A classificacao TNM final tem quanto as carateristicas tumorais as
categorias T1 a T4, quanto aos ganglios envolvidos as categorias NO a N3, e quanto as metastases a

auséncia (MO) ou a presenca (M1) (6).



Baseado nesta classificacao TNM, estima-se que 60% dos doentes com um estadio clinico IA (T1,NO, MO),
tenham uma sobrevida a 5 anos de 60%, enquanto que os doentes com um estadio clinico Il (T2b, N1, MO)
a IV (tumor invade os drgaos adjacentes) uma taxa de sobrevida a 5 anos entre 40% a 5% (6), ou seja, 0
progndstico dos doentes com cancro do pulmao, esta fortemente relacionada com o estadio da doenca

(Tabela1).

Tabela1-Descricao T,N e M para a classificacdo do cancro do pulmao (82 edicdo). Adaptado de Detterbeck et al (16).
TNM - Tumor-Ganglios-Metdstases

T (primary tumor)

T No primary tumor
Tis Carcinoma in sitn (squamous or adenocarcinoma)
T1 Tumor <3 cm
T lmi Minimally invasive adenocancinoma
Tla Superficial spreading tumor in central airways*
Tla Tumor <1 cm
Tlb Tumor >1 but <2 cm
Tlec Tumor =2 but <3 cm
T2 Tumor >3 but <5 cm or tumor involving: visceral pleura, main bronchus (not carina), atelectasis to hilum{
T2a Tumor =3 but <4 cm
T2b Tumor =4 but <5 cm
T3 Tumor =35 but <7 cm or invading chest wall, penicardium, phrenic nerve; or separaic tumor nodule(s) in the same lobe
T4 Tumor =7 cm or tumor invading: mediastinum, diaphragm, heart, great vessels, recurrent laryngeal nerve, canina, trachea, esophagus,

spine; or tumor nodule(s) in a different ipsilateral lobe

M (regional lymph nodes)

M No regional node metastasis
N1 Metastasis in ipsilateral pulmonary or hilar nodes
N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal or subcarinal nodes
M3 Metastasis in contralateral mediastinal, hilar, or supraclavicular nodes
M (distant metastasis)
MO No distant metastasis
Mla Malignant pleural or pericardial effusion? or plevral or pericardial nodules or separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe
MI1b Single extrathoracic metastasis
Mlc Multiple extrathoracic metastases (1 or >1 organ)

*Superficial spreading nmor of any size but confined 1o the racheal or bronchial wall. fArelectasis or ohstructive preumonits extending 1o hilum; sueh wmors are elassfied as
T2aif =3 and <4 co, T2baf >4 and <5 em. fFlewral effusions are excluded that are cytologically negative, nonbloody, ransudative. and clinically judged not to be die 1o cancer.

1.2. Carcinogénese

Apesar de estarem relativamente bem identificadas as causas do cancro do pulmao, o diagndstico e o
tratamento da doenca num estadio precoce tem sido dificil, devido ao ainda pouco conhecimento dos
mecanismos moleculares subjacentes a carcinogénese (17). Neste caso, a compreensao da patogénese e
do papel dos fatores genéticos no desenvolvimento da doenca, permite conhecer as carateristicas
morfoldgicas e moleculares, nao sé no cancro invasivo, mas também nas lesdes pré-invasivas em
fumadores sem cancro do pulmao (10), até porque, 25% dos casos de cancro do pulmao diagnosticados

no mundo, ndo estao associados ao tabaco (2,18).



Aimportancia daidentificagao dos fatores externos responsaveis pela carcinogénese estd na capacidade
em os controlar pela prevencao, informacao e mudanca de habitos. Fumadores que deixem de fumar aos
40 anos reduzem em 90% o risco de contrairem doencas relacionadas com o consumo tabagico,
comparativamente com os que continuam a fumar (19).

Um cancro invasivo pode ser precedido por alteracdes morfoldgicas como hiperplasia do epitélio
brénquico, metaplasia escamosa, displasia e carcinoma in situ. A hiperplasia e a metaplasia surgem como
reacao a uma inflamacao crénica e podem regredir espontaneamente apds cessacao tabagica, enquanto
a displasia e o carcinoma in situ sao consideradas alteracdes pré-malignas (10) (Figura 3).

No processo de progressao tumoral pode ainda ocorrer o aumento da expressao de fatores de
crescimento, a angiogénese, a evasao a apoptose, devido a mutacoes dos genes anti-apoptaticos e pro-
apoptaticos, o aumento da replicacdo celular, a invasao tecidular e a metastizacao (10). Das alteracoes
moleculares resulta o enfraquecimento da estrutura do DNA e a maior suscetibilidade a desregulacao do
ciclo celular, causado tanto por mutacdes nos protooncogenes e nos genes supressores tumorais, como

por alteracées nos mecanismos de reparacao do DNA.

Early Intermediate Late
Normal Invasive
bronchial Hyperplasia Dysplasia CIS lung
epithelium cancer

LOH

Microsatellite changes

DNA methylation

Figura 3 - Alteragdes sequenciais que ocorrem durante o processo da carcinogénese no cancro do pulmao. CIS -
Carcinoma in situ: LOH — Loss of heterozigosity. Adaptado de Wadowska et al (10).

Os oncogenes codificam habitualmente proteinas que regulam vdrios processos celulares incluindo
proliferacao e sobrevivéncia da célula. Alteracdes moleculares nos oncogenes, como mutacoes,
rearranjos e amplificacdes, podem levar a desregulacdo da sua expressao ou funcao (20) e a
sobreexpressao pode desencadear a ativacao de genes através de rearranjos cromossémicos (21).

Na carcinogénese as mutacoes que conferem vantagem no crescimento das células tumorais sao as
mutacdes condutoras ou drivers (10), pelo que, sinalizar uma mutacao driver com potencial blogueio por
um inibidor especifico é sindnimo de uma estratégia terapéutica bem-sucedida para o cancro (20), dado o
seu envolvimento na ativacao das cascatas de sinalizacao intracelular e, portanto, na proliferacao e
invasao celular. Por outro lado, estas mutacdes geram proteinas fundamentais para a manutencao e

sobrevivéncia das células tumorais. Assim, o facto de existir dependéncia bioldgica das células tumorais



e alteracdes genéticas (devido as mutacdes drivers serem Unicas), faz com que estas sejam
bhiomarcadores importantes para a selecao de doentes para terapia alvo (10). Ou seja, quer a identificacdo
dos oncogenes driver, quer o conhecimento da sua biologia tém permitido o desenvolvimento de agentes
alvo (22).

No CPNPC, as mutagdes driverem oncogenes, estao frequentemente associadas a subtipos histoldgicos,
a género, etnia, idade, passado de habitos tabdgicos e a relacao com outros oncogenes (20). Na idade
bioldgica, 0 encurtamento dos telémeros, o declinio do metabolismo NAD+ e a perda da capacidade celular
parareparacao do DNA sao também fatores carcinogénicos (3).

Para além das alteracdes genéticas, também estao identificadas no CPNPC alteracdes epigenéticas (23),
estimuladas por exposicoes ambientais a agentes carcinogénicos. Sob a influéncia de fatores externos, a
cromatina (formada por DNA, por histonas e por outras proteinas nucleares) pode sofrer modificacoes
reversiveis, as quais podem influenciar a expressao e regulacao génica envolvida no processo celular,
como a diferenciacao e maturacao (10).

Por outro lado, e por comparacao com outros tipos de tumores, o cancro do pulmao é caraterizado pela
elevada carga mutacional (20). Biomarcadores como a carga tumoral mutacional (TMB - tumor
mutational burden) ou a presenca e/ou as carateristicas dos linfdcitos infiltrados no tumor, podem ajudar
na selecao de sobreviventes de longa duracao (24). Porém, em 2020, a National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) excluiu o painel TMB como um biomarcador imunoldgico para doentes com CPNPC

metastatico, baseado em ensaios clinicos (25).

1.3. Heterogeneidade Tumoral

0 cancro do pulmao pertence a um grupo de tumores com grande heterogeneidade, cujo conhecimento é
relevante dada a sua implicacao na patogénese, na carcinogénese, no diagndstico histopatoldgico, na
selecdao do tecido para diagndstico molecular, na decisao terapéutica e no progndstico. Esta
heterogeneidade é explicada em parte pelas diversas origens celulares ou vias de diferenciacao, que se
refletem na grande variedade de diagndstico histopatoldgico e pode ser observada nos graus de
diferenciacdao, nomeadamente se se trata de tumor muito ou pouco diferenciado. Nestes casos a OMS
recomenda um diagndstico feito com base no padrao histoldgico mais prevalente (26).

A aplicacao de tecnologia molecular para a analise do genoma do cancro permite mostrar que os tumores
solidos do pulmao podem ter diferentes niveis de heterogeneidade - a heterogeneidade interdoentes que
ocorre entre individuos com o mesmo tipo de tumor, e pode explicar as diferentes respostas a tratamentos
em cada doente; a heterogeneidade intratumoral, em que se observa diversidade de células tumorais num
tinico tumor e a heterogeneidade intertumoral em que se considera a diversidade entre o tumor primario

e as suas metastases. Assim, dois cancros com a mesma origem histoldgica podem ter diferentes



variantes moleculares, as quais podem afetar o desenvolvimento do tumor e a resposta e resisténcia a
terapias alvo (10,20).

Apesar de tradicionalmente, uma grande parte da heterogeneidade tumoral ser atribuida a alteracoes
genéticas, esta estd também associada a mecanismos epigenéticos, incluindo a metilacao do DNA, a

remodelacao da cromatina e a modificacao pds-translacional das histonas (20) (Figura 4).
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Figura 4 - Principais mecanismos que contribuem para a heterogeneidade do cancro do pulmao. Adaptado de Marino
etal (20).
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1.4. Imunidade Tumoral

Quando ha formacao de tumores no organismo, o sistema imunitdrio tem a capacidade de prevenir o seu
desenvolvimento e progressao, nomeadamente através dos linfdcitos T citotdxicos, que eliminam as
células anormais, por um processo que compreende uma série de passos, designado por ciclo imunitario
tumoral (27) (Figura 5).

A imunidade tumoral é regulada por indmeros sinais estimuladores e inibidores que coletivamente se
chamam checkpoints imunoldgicos. A programmed cell death 1 (PD-1) é uma molécula checkpoint
imunoldgica inibidora e requladora que é expressa nos linfdcitos T citotdxicos ativados, que desencadeia
a eliminacdao de células tumorais. Porém, as células tumorais tém a capacidade de desenvolver
mecanismos imunossupressores que levam a imunotolerancia e inativagao dos linfdcitos T citotdxicos.
Assim, se as células tumorais expressarem o ligando do recetor programmed cell death ligand 1 (PD-L1),
podem escapar a resposta do sistema imune, assegurando a sua sobrevivéncia e a progressao tumoral. O
bloqueio desta interacao PD-1-PD-L1 com inibidores checkpoints imunoldgicos (ICl) permite recuperar a

capacidade imunolégica tumoral para eliminar as células anormais (8,27) (Figura 6).
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Figura 6 - Em microambiente tumoral a PD-L1 sobreexpressa na superficie da célula tumoral liga-se ao seu recetor,
expresso a superficie da célula T, o PD-1, inibindo a sua acao destruidora (Célula T disfuncional). Os Inibidores de
Checkpoints Imunoldgicos reativam o potencial imunoldgico, reativando as células T. Adaptado de Bie et al (28).



1.5. Alteracoes Moleculares

A identificacao e o estudo das alteracoes genéticas presentes no cancro do pulmao tém assumido uma
relevancia cada vez maior. Muitas dessas alteracdes moleculares sao consideradas clinicamente
relevantes por constituirem biomarcadores de progndstico e/ou preditivos de resposta a terapia alvo
disponivel para cancro do pulmao, estando identificadas as suas carateristicas na populagao mundial e a
sua prevaléncia. Sao exemplos de biomarcadores em cancro do pulmao os genes EGFR, KRAS, ALK, ROST,

RET, HER2e MET (Figura?).
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Figura 7 - Principais alteracées moleculares que ocorrem no cancro do pulmao. Adaptado Sutic et al (29).

> Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

0 EGFR é um dos quatro membros da familia ERBB /EGF de recetores transmembranares do fator de
crescimento epidermal humano (HER1/EGFR/ERBB1, HER2/ERBB2, HER3/ERBB3 e HER4,/ERBB4)
(15,22). Cada recetor HER é um mondmero inativo que dimeriza com um recetor do mesmo tipo ou com
outro membro da familia HER na resposta de ligacao ao ligando. A ativacao do recetor, desencadeia uma
complexa rede de sinalizacao a jusante que leva a replicacao celular (22,30) (Figura 8).

Em doentes com CPNPC, o0 EGFR desempenha um importante papel na proliferacao celular, nainibicao da
apoptose, naangiogénese, na progressao tumoral e na quimioresisténcia (30,31), nomeadamente nos que
albergam mutacdes no gene EGFR ou nas vias de sinalizacao envolvidas no tumor (15). As mutacdes neste
gene estao presentes em 10 a 30% dos doentes CPNPC na Europa, sendo a prevaléncia mais alta na Asia,
com mutagdes em 50% dos casos (9). Sao também mais frequentes em mulheres jovens com ADC do que

em homens (15,22), numa relacdao de aproximadamente 40% para 10%, e em nao fumadores



comparativamente a fumadores ou ex-fumadores (aproximadamente 45% para 7%). Este facto indica

gue o crescimento deste tipo de tumor estd apenas dependente das vias de ativacao EGFR(30).
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Figura 8 - Representacao esquematica da ativacao de sinal EGFR que leva a iniciacdo da cascata intracelular que
regula a proliferacao, o metabolismo e a sobrevivéncia célula. Adaptado de Papini et al (32).

A descoberta de mutacées ativadoras do EGFR foi importante para o desenvolvimento de inibidores de
tirosina cinase (TKI), enquanto preditivas de resposta a terapéutica com um TKI (21), levando a um
aumento de sobrevida nos doentes com CPNPC avancado, comparativamente com a quimioterapia
cldssica(22).

As mutacoes clinicamente relevantes incluem substituicoes, delecdes e insercoes nos exdes 18-21 as
quais ativam a tirosina cinase e podem conferir sensibilidade ou resisténcia aos TKI-EGFR ou a outros
farmacos (33). A possibilidade de ocorrerem mutacoes secundarias no dominio da tirosina cinase do
EGFR, como as mutacdes T790M, e em outros genes envolvidos numa via molecular alternativa que
desencadeiam resisténcia aos TKI, levou ao desenvolvimento de novos agentes alvo para as novas
alteracoes moleculares de resisténcia (15).

Neste sentido, os TKI-EGFR de 12 geracao — gefitinib e erlotinib — administrados a doentes CPNPC com
mutacdes EGFR ativadoras cldssicas (delecao no exao 19 ou mutagao no exao 21 L858R), mostraram
bons resultados na resposta do tumor e na sobrevida. Os TKI-EGFR de 22 geracao — afatinib — também
aprovados, revelaram maior toxicidade e tém sido substituidos pelos de 32 geracao — osimertinib. Estes
apresentaram vantagens em relacao aos das geragoes anteriores, especialmente quando ha metastases
cerebrais e por serem eficazes na resisténcia aos TKI-EGFR, nomeadamente a mutacao T790M,

passando a ser utilizado como tratamento de 12 linha (33).
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> Kirsten rat sarcoma(KRAS)
Os genes KRAS, NRAS e HRAS constituem a familia de oncogenes humanos mais frequentes (22). A
familia RAS codifica pequenas proteinas que hidrolizam a guanosina trifosfato (GTPase) a qual é inativa
guando se liga a guanosina difosfato (GDP) e ativa quando se liga a guanosina trifosfato (GTP). A forma
ativa do KRAS funciona como um interruptor que, com um estimulo extracelular, é capaz de ativar a
montante recetores de superficie celular como o EGFR, o FGFR e o ERBBZ2-4 e a jusante as vias de
proliferacao e sobrevivéncia celular (34,35). Basicamente, o0 KRAS é um protooncogene que funciona
como regulador de ativacao ouinativacao molecular para a proliferagcao, maturacao e diferenciacao celular
(15).
As mutacoes no gene KRAS sao as alteracbes oncogénicas driver mais comuns no CPNPC,
nomeadamente nos ADC (20 a 30%) (35), que neste caso tém uma localizacao na regido hilar do pulmao,
similar ao CCE e ao CPPC (11).
Algumas mutacgdes no gene KRAS, como as do exao 2 e 3, impedem a hidrdlise GTP e a quebra do sinal
KRAS que resulta na activacao constitutiva das proteinas KRAS. As mais frequentes dao origem a
substituicao de aminoacido no codao 12 ou no 13 da proteina KRAS (22). A mutacao KRAS p.G12C, que
substitui o0 aminoacido glicina por uma cisteina, esta presente em aproximadamente 13% dos CPNPC e
estd fortemente associada a fumadores ou ex-fumadores (22). A mutacao KRAS p.G12D, que envolve a
substituicao do aminodacido guanina por uma adenina, € mais comum entre os nao fumadores (22,35,36).
Os europeus tém maior prevaléncia de mutacdes KRAS que os asidticos, sendo detetadas em 30% e 10%
respetivamente, nos doentes diagnosticados com CPNPC (11,22). Estas mutacdes parecem nao estar
relacionadas nem com o género nem com a idade, se bem que as mulheres parecem ter maior
suscetibilidade para a variante G12C (15,35).
0 tratamento standard para os CPNPC com mutag6es KRAS, segue o principio do CPNPC sem alteracoes
de oncogenes driver ou seja, é a imunoterapia com ou sem quimioterapia baseada em platinos (22).
Recentemente tém surgido avancos no desenvolvimento de alvos terapéuticos, nomeadamente para a
mutacao KRAS p.G12C, que mantém o KRAS num estado inativo ligado ao GDP como é o caso dos TKI
sotorasib e adagrasib (22,35). Porém, continua a existir uma percentagem de doentes que também nao
responde a esta terapéutica, o que pode estar relacionado com a heterogeneidade tumoral, com a
resisténcia ainibidores KRAS ou mesmo com as vias independentes de ativacao do KRAS, sendo uma das
solucoes terapéuticas, a combinacao da terapia alvo com ICI (22).
A detecao das mutacoes KRAS é fundamentalmente recomendada para prever a evolucao clinica da
doenca (22). As mutacdes que ocorrem no gene KRAS, conjuntamente com as mutacées que ocorrem no

gene BRAF, sdo preditivas de pior progndstico (6).
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> Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK)

A maioria das alteracdes ALK, sao rearranjos cromossomicos que resultam na fusao de genes. A ativacao
constitutiva do ALK no ADC do pulmao é causada pelo rearranjo cromossomico que gera uma proteina de
fusao que, através dainteracdo ajusante com as vias de sinalizacdo JAK/STAT/, PI3K/AKTe MEK/ERK,
leva a proliferacdo celular e ainvasao (36).

Rearranjos do gene ALK com fusao do gene echinoderm microtubule-associated protein-like 4 (EML4)
sao mais frequentes e encontrados em aproximadamente 5% dos CPNPC, principalmente nos ADC
(8,22,23). Os doentes com tumores com estas translocacoes respondem bem a terapia com inibidores
ALK/MET/R0S1 e a outros inibidores ALK (11,21). Até ao presente, existem cinco TKI-ALK aprovados
comercialmente: crizotinib, ceritinib, alectinib, brigatinib e lorlatinib, sendo estes trés ultimos
recomendados para tratamento inicial (33). Porém encontram-se muitos outros em fase de teste no
ambito de ensaios clinicos.

A presenca de rearranjos ALK no CPNPC parece estar relacionada com um estadio mais avancado do
tumor (15). Estes rearranjos sao frequentes em fumadores leves ou nao fumadores (10,15,22), e podem
ser encontrados em doentes mais jovens (cerca de 40 anos) ou em doentes mais velhos (acima dos 70

anos), e nao parecem ter prevaléncia preferencial em nenhum dos sexos (15).

> ROS oncogene1(ROSY)

0 gene ROST codifica para um recetor de tirosina cinase que pertence a uma familia de recetores de
insulina e estruturalmente relacionado com o ALK (22). ROST e o ALK partilham sequéncias de
aminodcidos com locais de ligacao ATP homdlogos e, por isso, os rearranjos identificados em ADC do
pulmao, podem constituir um potencial alvo terapéutico com a administracao de TKI (13).

Os rearranjos ROST sdo raros, atuam como drivers oncogénicos em 1-2% dos CPNPC (9,22) e os mais
comuns sao as fusdes CD74-R0STe SCL34A2-R0S1(15). As alteracoes no gene ROS7estao associadas
a doentes jovens, sem ou com habitos tabdgicos ligeiros (15). Tem uma incidéncia muito baixa de
metdstases cerebrais em comparacao com os CPNPC onde sao detetadas fusdes ALK.

Nos dominios da tirosina cinase os genes ROS7e ALK parecem homdlogos e por isso, muitos TKI- ALK
atuam também para rearranjos ROST do cancro do pulmao (13,21). Crizotinib ou entrectinib sao
recomendados pela European Society for Medical Oncology (ESMO), sendo este tiltimo recomendado para
doentes com metdstases cerebrais (33). Guidelines recomendam iniciar o tratamento com crizotinib,
sendo previsivel a ocorréncia de resisténcias. A mutacao ROS7p.G2032R (andloga a mutacao resistente

ALK p.G1202R) foi identificada como a mutacao resistente mais comum no dominio ROS7(36).

> Rearranged During Transfection (RET)
0 gene RETé um protooncogene que codificaumrecetor de tirosina cinase localizado na superficie celular,

homélogo ao dominio cinase ALK, com o qual partilha 37% do dominio intracelular.

12



As alteracoes mais frequentes neste gene, sao as fusdes RE T que ocorrem por rearranjos cromossoémicos
com a justaposicao da regiao C-terminal da proteina RET com a porcao N-terminal de outra proteina
levando a ativacao constitutiva da RET cinase. Estes rearranjos produzem proteinas de fusao quiméricas
que podem provocar ativacao constitutiva do ligando independente do RET, promovendo o crescimento,
a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (37).

Tém sido descritos vdrios padrdes de rearranjos RET, dos quais os mais comuns sao KIF5B e CCDC6
(22,37). Estao identificados em 1-2% dos ADC do pulmao, sendo mais frequentes em doentes jovens e ndo
fumadores (23,37,38).

Porindicacao da European Medicine Agency (EMA), o tratamento recomendado para doentes com CPNPC
com fusao RET positiva e ndo tratados previamente cominibidores RET sao o selpercatinib e o pralsetinib
(33).

» Human Epidermal Receptor 2 (HER2/ERBB2)

0 gene HER2/ERBBZ codifica para a proteina HER2 que pertence a familia de recetores de fator de
crescimento epidérmico. A alteragao genéticano HER2/ERBBZ2pode resultar na dimerizagao constitutiva
e ativacao a jusante da via de sinalizacao que leva ao descontrolo da proliferacao celular (22) e pode ser
causada por mutacoes, amplificacoes e sobreexpressao da proteina (definida com score de expressao 3+
em IHQ). As mutacoes sao habitualmente insercdes ou pontos de mutacao no exao 20 e encontram-se
em aproximadamente 1-3% dos CPNPC, principalmente em ADC e em mulheres jovens, nao fumadoras.
As amplificacdes e a sobrexpressao no HERZ2 sao detetadas em 2-5% e 2-4% respetivamente no cancro
do pulmao (15,22,38), sendo que as amplificacdes parecem ser mais frequentes em homens ex-
fumadores (15).

Relativamente a terapia alvo ERBBZ, continuam a decorrer ensaios clinicos que consideram cadaumadas

alteracdes uma entidade individual e com diferentes alvos moleculares (22,38).

» Mesenchymal Epithelial Transition (MET)

O MET é um protooncogene que codifica para um recetor de tirosina cinase para o fator de crescimento
hepatdcito, com dominio extracelular, transcelular, justamembranar e dominio cinase (38). O dominio
intracelular justamembranar da proteina é codificado pelo exao 14 e contém elementos reguladores que
promovem a degradacao da proteina MET (15).

A desregulacao do MET pode ocorrer por mecanismos oncogénicos, nomeadamente: sobreexpressao,
amplificacao e mutacdes skipping no exao 14 (15,23,38). As mutacdes no gene MET que causam skipping
do exao 14, resultam num recetor mutado com sinal aumentado e potencial oncogénico, devido a perdada
porcao do dominio justa membranar (15). A mutacao skipping do exao 14 do gene MET pode ser detetada

em menos de 5% dos CPNPC (9,22) e parece afetar mais a populacao caucasiana, mais velha (acima dos
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70 anos) e fumadores (15). As amplificacdes MET ocorrem mais em ADC e estdo associadas a
mecanismos de resisténcia adquirida a TKI-EGFR (15).
Nas recomendacoes da EMA, para doentes com mutacdes skipping do exao 14 no gene MET e com
tratamento prévio com imunoterapia e quimioterapia baseada em platina, estao referenciados dois
agentes inibidores MET — capmatinib e tepotinib (33).

As alteracdes no gene MET predizem para melhor progndstico (15), dado a existéncia de inibidores MET.

1.6. Terapia Personalizada

A par de alteracdes moleculares especificas, ocorreram nas ultimas décadas desenvolvimentos de novas
terapias alvo, que permitiram uma abordagem personalizada, aumentando consideravelmente a
sobrevida e qualidade de vida dos doentes. A Figura S representa esquematicamente a grande evolucao
na drea das terapéuticas para o cancro do pulmao até 2020. No entanto, encontram-se permanentemente
em aprovacao novos farmacos pela EMA e INFARMED.

A tradicional quimioterapia citotdxica tem vindo a ser substituida por tratamentos dirigidos e definidos em
guidelines da NCCN, da American Society of Clinical Oncology (ASCO), da ESMO e da IASLC de acordo com
a classificacao dos CPNPC (6).

Aidentificacao das mutacdes somdticas no CPNPC é fundamental para a prescricao de terapia com TKl e
também para conhecer a base molecular da resisténcia aos farmacos e encontrar atempadamente o
reajustamento da terapia (22).

A decisao terapéutica para aplicacao da medicina personalizada é baseada no diagndstico histoldgico e
nas carateristicas moleculares e genéticas do tumor, tendo em atencao o estado clinico do doente e as
comorbilidades associadas. A heterogeneidade tumoral, constitui um importante desafio para a decisao
terapéutica, nomeadamente neste tipo de patologia, em que a compreensao das lesdes precursoras
tumorais e da sua origem celular é relevante na classificacao, no prognéstico e na decisao terapéutica (26).
A classificacdo da OMS de 2021 para os cancros do pulmao, recomenda a utilizacdo por rotina de testes
moleculares para pesquisa de mutacdes / fusdes no EGFR, ALK, ROST, BRAF V600E, NTRK1-3, RET, da
expressao dos genes KRAS e MET e a pesquisa da PD-L1por IHQ (11). Amesma abordagem faz o College
of American Pathologists (CAP), a Assaciation of Molecular Pathology (AMP) e a IASLC, que recomendam
também painéis de sequenciacao genética, com os genes BRAF, RET, ERBB2, KRAS e MET, como forma
de identificar possiveis opcoes de tratamento (21). As mutacdes ativadoras EGFR, os rearranjos ALK e

ROS-1representam as hallmarks preditivas de uma boa resposta ao tratamento com TKI no ADC (20).
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Figura 9 - Evolugao das terapias alvo no CPNPC, particularmente na Ultima década, aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA). Adaptado de Rodak et al (39).

Estudos evidenciam as vantagens efetivas e econdmicas de se testarem alterac6es gendmicas utilizando
um painel com tecnologia Next Generation Sequencing (NGS), ao invés de abordagens que requerem
maior quantidade de amostra de tecido e que implicam frequentemente o recurso a nova colheita (36). A
NGS é uma tecnologia de sequenciacao massiva ou de alta performance, que permite a amplificacao de
um painel de genes pré-definidos num grande niimero de amostras e numa tnica reacao (10). E muito
utilizada na pratica clinica, com o intuito de detetar alterac6es moleculares como mutacoes, mudancas na
copia dos genes e rearranjos, e assim, diagnosticar e selecionar os doentes elegiveis para terapia com TKI
(10) em CPNPC, nomeadamente nos ADC.

A utilizacao do NGS em tumores sdlidos implica a existéncia de amostras com quantidade suficiente de
células, que permitam obter quantidade de dcidos nucleicos suficientes, e com qualidade, para que a
testagem molecular seja possivel. Por outro lado, a utilizacao de NGS em amostras de tecido, para detecao
de mutacodes clinicamente relevantes no ADC do pulmao, tem maior sensibilidade que a utilizacdao em

amostras de plasma, e dai a utilizacao de tecidos ser preferencial para avaliacao do perfil molecular (40).
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1.7. Imunoterapia

No campo da imuno-oncologia, o conhecimento do papel dos checkpoints imunoldgicos na regulacao da
imunidade das células T facilitaram o desenvolvimento de ICI para o tratamento de cancros, incluindo o
CPNPC avancado, sem alteracdes moleculares e sem outras opcdes de tratamento (41). Ao bloquearem a
interacao PD-1/PD-L1, os anticorpos monoclonais alvo PD-1 ou PD-L1, impedem a imunossupressao
tumoral e promovem um aumento na sobrevida, para além de apresentarem toxicidade reduzida,
comparando com a quimioterapia estandardizada (41,42).

Gradualmente tém sido aprovados anticorpos anti PD-L1, como o Atezolizumab e o Durvalumab e
anticorpos PD-1, como o Nivolumab e o Pembrolizumab, com eficdcia clinica no tratamento do CPNPC
avancado (41). No entanto, é fundamental referenciar os doentes que podem beneficiar dos ICl, dado nem
todos responderem aos tratamentos, os quais sao caros e estao frequentemente associados a reacoes
adversas (43).

Sendo a hidpsia o gold standard para o diagndstico anatomopatoldgico (6), a utilizacdo da histologia € a
base de estudo para a detecdo e avaliacdo da expressao proteica da PD-L1pela IHQ (27,42-44).

A utilizacao de diferentes testes de IHQ e a aplicacao de diferentes critérios de andlise, podem contribuir
para resultados diferentes, pelo que, sem estandardizacao de procedimentos e de metodologias, a
comparacao dos resultados de diferentes biomarcadores é limitativo e pode ser incorreto, nao
beneficiando os doentes (44).

0 Pembrolizumab, foi a primeira monoterapia aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para
CPNPC metastatico, conjuntamente com o diagndstico complementar pela IHQ com o anticorpo anti-PD-
L1, clone 22C3 pharm DX test (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). O anticorpo anti PD-L1, clone 22C3 é um
teste qualitativo, cuja expressao da PD-L1é determinada pelo indice de proporcao do tumor (ou Tumor
Proportion Score - TPS), o qual representa a percentagem de células tumorais com marcacao da
membrana independentemente da intensidade (43). Considera-se que ha expressao quando o TPS 21% e
que a expressao € elevada quando o TPS =50 %.

Desta forma, a elegibilidade dos doentes com CPNPC avancado, esta relacionada com a avaliacao da
expressao proteica da PD-L1 nas células tumorais, a qual é amplamente aceite como biomarcador
preditivo da eficacia dos ICI (27). Assim, doentes com elevada expressao da PD-L1 (TPS 250%) podem
beneficiar do Pembrolizumab como tratamento de primeira linha em monoterapia (27,45,46). No entanto,
este biomarcador preditivo também é titil naidentificacao de doentes com CPNPC metastatico com niveis
de expressao mais baixa (TPS 21%) em que o Pembrolizumab é utilizado em combinacdo com
quimioterapia (41,42,46).

Outros fatores podem estar associados ao tratamento com os ICl. A TMB referente ao niimero de
mutagoes somaticas encontradas por sequenciacao do DNA da amostra tumoral, pode ser um potencial

indicador de terapia checkpoint (45). Porém as guidelines da NCCN em 2020, com bhase em dados de
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ensaios clinicos e outras questoes nao especificadas, descartaram a TMB como biomarcador imunoldgico
emergente para doentes com CPNPC metastizado (25).
Uma histdria de cancro do pulmao sem identificacao de habitos tabagicos parece estar associada a uma

menor eficdcia de ICI (33).
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2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo a caraterizacao molecular dos casos de CPNPC do Centro Hospitalar de
Leiria (CHL), no periodo de 2017 a 2022, aferindo a prevaléncia de biomarcadores preditivos para
terapéuticas especificas.

Para além do estudo do perfil de alterac6es genéticas que constituem biomarcadores preditivos de
resposta a terapias dirigidas, foi efetuada a avaliacao dos niveis de expressao proteica PD-L1 usando o
score TPS (%) e taxa de sobrevida global.

Pretende-se assim conhecer as carateristicas dos doentes com CPNPC de estadio avancado,
relativamente as alteracdes somaticas moleculares e da expressao proteica PD-L1, num periodo de

grandes avancos técnicos e cientificos e propostas terapéuticas emergentes.
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3. Métodos
3.1. Metodologia do Estudo
Neste estudo observacional retrospetivo efetuaram-se:
e Consulta dos relatérios anatomopatoldgicos de bidpsias de doentes cujo diagndstico
histopatoldgico, realizado no Servico de Anatomia Patoldgica (SAP) do CHL, no periodo de 2017 a
2022, revelou CPNPC;
e Consulta dos processos clinicos correspondentes aos doentes com diagndéstico histopatoldgico
de CPNPC, paraidentificacao de doentes em estadio |V,
o Consulta dos relatérios com resultados de IHQ para a expressao da PD-L1, de doentes com
diagndstico histopatoldgico de CPNPC de estadio IV;
e Consulta dos relatérios de estudo molecular, por NGS, de doentes com diagndstico
histopatoldgico de CPNPC de estadio IV.
A consulta dos processos clinicos e dos relatdrios apenas foi iniciada apds aprovacao pela Comissao de
Etica, do Centro de Investigacao e do Conselho de Administracdo da Instituicio CHL. Os dados foram
anonimizados e obedeceram as normas de confidencialidade exigidas pela Comissao de Eticado CHL.
Foram selecionados para o estudo, casos de CPNPC com material histoldgico de bidpsia colhido por
broncofibroscopia, por colheita transtordcica e/ou por toracoscopia guiada por TAC. O diagnéstico
histopatoldgico de CPNPC foi efetuado no SAP do CHL, em doentes seguidos na consulta de Pneumologia
Oncoldgicado CHL.
Os estudos moleculares e/ou imunohistoquimicos da expressao PD-L1dos casos de CPNPC em estadio
IV foram efetuados no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto
(IPATIMUP), um laboratdrio de referéncia nacional para o estudo anatomopatoldgico e molecular de casos
de cancro do pulmao.
Para a selecao de casos de CPNPC em estadio IV foram aplicados os sequintes critérios de inclusao:
» Diagndstico anatomopatoldgico disponivel de CPNPC com estadio clinico IV, no periodo de 2017
a2022 no SAP do CHL;
» Estudo molecular e/ou da expressao proteica da PD-L1disponiveis;
» Doentes seguidos na consulta de Pneumologia Oncoldgica do CHL.
Os casos de CPNPC em estadio IV foram retirados do estudo, de acordo com os sequintes critérios de
exclusao:
» Diagndstico anatomopatoldgico de CPNPC cuja amostra histoldgica foi considerada insuficiente
para estudo molecular e/ou para estudo de expressao proteica da PD-L1;
» Auséncia de informacao no processo clinico relativa aos estudos moleculares e/ou da expressao
PD-L1;

» Doentes com mais que um cancro;
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» Doentes que ndo iniciaram tratamento;
» Doentes com diagndstico anatomopatoldgico de CPNPC efetuado no SAP do CHL, mas que foram
seguidos noutro hospital.

Foram analisados os perfis das mutacdes aciondveis e da expressao da PD-L1e a abordagem terapéutica
de acordo com o preconizado pela instituicao e registado em documento interno codificado pelo Gabinete
da Qualidade. Foi ainda analisada a taxa de sobrevivéncia global, considerando a data do diagndstico
histopatoldgico e a ocorréncia do evento morte do doente, inserido na selecao feita neste estudo e alvo de
alguma abordagem terapéutica, ou a data do fim do estudo.
Nao foram analisados no estudo os farmacos disponibilizados a cada doente com CPNPC estadio IV; nem
a resposta a terapéutica pelos critérios RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), que sao
critérios imagioldgicos, nem o tempo livre de progressao da doenca (ou PFS — Progression free survival).

A taxa de recidiva tamhém nao foi analisada dado o periodo do estudo ser de apenas 6 anos.

3.2. Centros de Referéncia

No CHL, os testes moleculares - pelo método NGS — e a IHQ para pesquisa da expressao PD-L1, sao feitos
no IPATIMUP, que é um centro de referéncia. A Unidade de Patologia Molecular do IPATIMUP é acreditada
pelo Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC) IS0 15189 — Exames Clinicos - e o Laboratério de Patologia
e Citologia possui ainda a acreditacao pelo CAP.

Na técnica molecular foi utilizado o painel Oncomine™ Focus Assay (Thermo Fisher Scientific, Walthan,
Massachusetts, EUA) para pesquisa de mutacoes e rearranjos dos genes nos casos diagnosticados com
CPNPC, pela técnica de nova geracao em ADN e ARN obtidos a partir da amostra do tumor. No relatorio é
descrito o controlo morfoldgico relativo a representatividade do tumor, em percentagem de células
neopldsicas e dado o resultado das alteracoes moleculares detetadas.

A técnica IHQ foi feita em equipamento automatizado BenchMark™XT Ventana Medical System (Roche,
Oro Valley, Arizona,EUA) com um protocolo adaptado ao equipamento. Foi usado o anticorpo PD-L1, clone
22C3 pharma DX test (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) para identificar os doentes capazes de responder a
imunoterapia. Conjuntamente, para atestar a fidelidade e fiabilidade do protocolo e dos reagentes, foram
usados controlos positivos e controlos negativos. Na descricao microscépica do relatdrio é avaliada a
qualidade da amostra — aceitavel ou nao -, sendo considerada positiva, amarcacao parcial ou completada
membrana das células tumorais independentemente da intensidade. Marcacao de citoplasma de células
tumorais, de células imunes e dreas de necrose nao sao incluidas na avaliagao. A percentagem de células

tumorais marcadas é quantificada em toda a lamina como TPS < 1%, TPS 1-49 % e TPS = 50%.
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3.3. Base de Dados
Os dados recolhidos, foram sistematizados numa base de dados construida no programa Excel. As
informacdes foram obtidas através de relatérios de diagndsticos anatomopatoldgicos, de relatdrios de
estudos por IHQ para a expressao PD-L1, de relatdrios de estudos moleculares e de processos clinicos.
Neste estudo foram recolhidos os seguintes dados dos doentes com CPNPC avancado selecionados:

e |dade;

o Género;

e Habitos tabdgicos;

e Diagndstico anatomopatoldgico (tipo histoldgico);

e Estadio dadoenca;

e Locais das metdstases (contabilizadas as cinco mais frequentes);

e Alterac6es moleculares detetadas;

e Resultado do score TPS para a expressao PD-L1.
Os resultados da expressao proteica PD-L1 foram apresentados de acordo com a classificacao TPS
(percentagem de células tumorais com expressao proteica PD-L1), estando divididos em trés intervalos
de expressao: TPS <1 (negativo), TPS1-49% e TPS 2 50%.
Na consulta dos relatdrios dos estudos moleculares, foram selecionadas as mutacoes potencialmente
acionadveis para terapéutica alvo disponivel, com resposta favordvel e espectavel.
Outro dado recolhido foi o tempo de resposta a terapia aplicada: quimioterapia, imunoterapia em
monoterapia ou imunoterapia combinada e terapia alvo. Este dado foi recolhido apenas para perceber a
evolucdao na abordagem terapéutica, no periodo em estudo, enquanto influéncia na sobrevida destes
doentes.
Para calculo da taxa de sobrevivéncia global, foi considerada como inicio, a data do diagndstico

histopatoldgico e como fim, o tltimo dia do dltimo més do ano de 2022 ou a data do dbito.

3.4. Andlise Estatistica
A anadlise estatistica foi efetuada com o programa estatistico SPSS versao 29.0 (IBMR SPSSR statistics).
Os resultados sao apresentados em percentagem ou em médias.

Foi aplicada andlise estatistica descritiva aos casos selecionados para o estudo e correspondentes a
doentes com CPNPC estadio avancado, relativamente as carateristicas epidemioldgicas, ao tipo
histoldgico e as alteracdes moleculares e/ou da expressao PD-L1. Foi feita a analise e comparacao das
diferentes informacdes aplicando o teste Qui-quadrado — teste exato de Fisher e t-test quando
adequado. Foram efetuadas andlises de associacao entre as diferentes varidveis em estudo

’

nomeadamente idade, género, hdhitos tabagicos e a correlacao com as alteracdes moleculares e/ou da
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expressao PD-L1. O resultado das andlises em que o teste tem resultado de valor p < 0,05 é considerado
como tendo significancia estatistica.

Ataxade sobrevivéncia global foi analisada, considerando a data do diagndstico histopatoldgico e o dltimo
dia do ultimo més do ultimo ano do estudo dos doentes com CPNPC avancado e que iniciaram tratamento,

ou até a data do 6bito por qualquer motivo.
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4. Resultados

No periodo entre 2017 e 2022, foram diagnosticados 259 casos de CPNPC aos quais foram pedidos
estudos moleculares e/ou da expressao proteica PD-L1. Apds a selecao dos CPNPC de estadio IV e a
aplicacao dos critérios de exclusao foram selecionados 110 casos.

A maioria dos doentes selecionados eram do género masculino (61%), com uma razao de 1,5 homens para
cada caso diagnosticado em mulheres.

Os doentes diagnosticados com CPNPC tinham uma mediana de idades de 65 anos, em que a idade do
doente mais novo era de 37 anos e a do mais velho de 88 anos (Tabela 2).

Relativamente aos habitos tabagicos, 33% dos doentes com CPNPC eram nao fumadores e 67% eram
fumadores ou ex-fumadores. Como nao existem critérios claros que definam tempo a partir do qual o
doente é considerado ex-fumador, os doentes com CPNPC fumadores e ex-fumadores foram englobados
no mesmo grupo. Em nove dos 110 doentes a informacao relativa aos habitos tabagicos era omissa
(Tabela 2).

Dos 110 casos de CPNPC em estadio IV, 84% foram classificados histologicamente como
adenocarcinomas, 14% como carcinomas epidermdides e 3% em que nao foi possivel determinar a sua
classificacao histoldgica (Tabela 2).

Em 58% dos doentes foram registadas metastases a distancia, nomeadamente metastases dsseas com
39%, seguidas das cerebrais, hepaticas e na suprarrenal, presentes em 21%, 12% e 5% dos doentes
respetivamente. Adicionalmente, foi detetado derrame pleural em 29% dos doentes (Tabela 2). Além
destas, foram ainda identificadas metdstases ganglionares, cutaneas, pericdrdicas e pulmonares. Porém,
neste estudo apenas se contabilizaram as cinco metastases mais frequentes, pelo que, o facto de em 10
doentes nao terem sido registadas metdstases, tal nao significa inexisténcia das mesmas. Por outro lado,
em 23 doentes identificaram-se mais que uma das metastases mais frequentes.

Dos 110 casos de CPNPC em estadio 1V selecionados para o estudo, 74 casos tinham disponiveis os
resultados do estudo molecular e da expressao da PD-L1, 26 casos tinham apenas disponivel o resultado
do estudo molecular efetuado e 10 casos tinham apenas disponivel o resultado do estudo da expressao
da PD-L1.

No total dos 100 casos com CPNPC estadio IV com estudo molecular, foram detetadas alteracoes
moleculares em 64, 89% tinham a informacao de habitos tabdgicos disponivel, sendo 48% e 41%
correspondentes a fumadores e nao fumadores, respetivamente. Quanto ao género, foram detetadas
mais mutacoes no género feminino que no masculino, numa percentagem de 55% e 45% respetivamente

(Tabela 3).
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Tabela 2 - Carateristicas clinico patoldgicas de doentes do CHL, com CPNPC em estadio IV

N (%)
Idade (mediana, anos)
65(37-88)
Género
Masculino 67 (61)
Feminino 43(40)
Diagnéstico
Adenocarcinoma 92(84)
Carcinoma Epidermdide 15(14)
CPNPC sem outra classificagao 3(3)
Habitos Tabagicos
N&o Fumadores 33(33)
Fumadores (inclui ex-fumadores) 68 (67)
Metastases®
Derrame Pleural 32(29)
Ossea 43(39)
Hepética 13(12)
Cerebral 23(21)
Suprarrenal 6(5)

N — Numero de doentes

CHL - Centro Hospitalar de Leiria

CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

*Indica as metastases mais frequentes. Cada doente pode ter mais que uma metastase ou ndo ter nenhuma
das consideradas mais frequentes

Considerando os casos de CPNPC em estadio IV e com estudo molecular, verificou-se que 31% e 21%
mostraram positividade para o EGFR e KRAS, respetivamente (Tabela 3). Quanto as variantes no gene
EGFR, verificou-se a prevaléncia de 21% de delecoes no exao 19, 9% de mutacoes no exao 21 e 3% de
mutacoes no exao 20. Adicionalmente, 4 casos apresentaram a variante EGFR T790M, sendo estes
referentes ao periodo entre 2017 e 2020. Porém, até ao momento a terapéutica alvo aplicada para as
variantes EGFR exao 19 e exao 21é amesma, pelo que se considerou no geral a alteracao molecular EGFR
— com excecao para o exao 20 (Tabela 3).

Mutacdes mais raras ocorreram nos casos de CPNPC em estadio IV e com estudo molecular,
nomeadamente 5% dos casos apresentavam mutacdes no exao 14 (skipping) do gene MET, 3% dos casos
com mutacdes no gene ERBBZ e 4%, 3% e 1% com rearranjos nos genes ALK, ROST e RET,

respetivamente.
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Tabela 3 — Alterac6es moleculares em doentes do CHL, com CPNPC em estadio IV,
com estudo molecular

N (%)
Doentes com estudo molecular 100 (100)
Alteracao molecular
EGFR 31(31)

Exao19 21(21)
Exao 20* 3(3)
Exao 21 9(9)

T790M** 4
KRAS 21(21)
MET 5(s)
ALK 4(4)
ROS-1 3(3)
ERBB2 3(3)
RET 1(1)
Género
Masculino 29(45)
Feminino 35(55)
Habitos Tabagicos
N&o Fumadores 26 (41)
Fumadores (inclui ex-fumadores) 31(48)
Sem Informacao 7(M)

N — Ndmero de doentes

CHL - Centro Hospitalar de Leiria

CPNPC - Cancro do Pulmdo de Nao Pequenas Células
*Apenas 1doente sé com a variante no exao 20
**Associada ao exao 19

A presenca de mutacoes KRAS em casos de CPNPC em estadio IV estavam associadas, de forma
estatisticamente significativa, aos doentes do sexo masculino, fumadores e ex-fumadores (p = 0.035)
com uma percentagem de 57%, correspondendo 24% das mutacdes KRAS a doentes do sexo feminino
fumadoras e ex-fumadoras. Refira-se que um doente do sexo masculino nao tinha informacao dos
hdbitos tabdgicos (Tabela 4).

Contrariamente a presenca de mutagdes KRAS, a presenca de mutacdes EGFR em CPNPC em estadio IV
estavam associadas, de forma estatisticamente significativa, a doentes do sexo feminino e nao
fumadores (p < 0.001), com 52% dos casos, comparativamente com 6% correspondentes a doentes do
sexo masculino nao fumadores. Em 16% dos casos de CPNPC estadio IV, nao foi possivel obter a

informacao dos habitos tabagicos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Prevaléncia das mutacdes EGFR e KRAS nos doentes do CHL, com CPNPC estadio IV

Doentes selecionados com CPNPC estadio IV (n =110)

KRAS

EGFR Valor p o Valorp
N/% N/%
Varidveis
Sexo / Habitos Tabagicos
Masculino / Ndo Fumadores 2(6) 1(5)
Mas.culm'o / Fumadores 7(23) 12(57) 0.035
(inclui ex-fumadores
Masculino / Sem informagao 1(3) 1(5)
Feminino / Nao Fumadoras 16 (52) <0,001 2(9)
Fe.mlnl.no / Fumadoras 103) 5(24)
(inclui ex-fumadoras)
Feminino / Sem informacao 4(13)

N — Numero de doentes
CHL - Centro Hospitalar de Leiria
CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

Nas restantes alteracdes moleculares encontradas, nomeadamente ALK, ROS1 RET, MET e ERBBZ2, nao
se encontrou significancia estatistica relativa a habitos tabagicos, idade e género, provavelmente devido
ao reduzido nimero de casos.

As alteracoes moleculares foram maioritariamente detetadas em ADC. Houve apenas um caso
diagnosticado de CCE onde foi detetada uma mutacao no gene MET, e um caso CPNPC sem classificacao
de subtipo histoldgico, onde foi detetada uma mutacao EGFR (exao 19).

O principal interesse clinico para a identificacao das alteracdes moleculares sao as que tém terapia alvo
aprovada pelas entidades nacionais e disponiveis. No caso de ser identificada mais que uma mutacao,
privilegia-se a que tem terapia alvo ou seguem-se as indicacdes das guidelines internacionais,
nomeadamente a quimioterapia ou quimioterapia e imunoterapia.

A data do trabalho, os doentes com CPNPC avancado elegiveis para terapia alvo sao todos os que
apresentem positividade para EGFR (exao 19 e 21), translocacdées ALK e ROST e que apresentem
performance status e comorbilidades, compativeis com a realizagao de tratamento oncoldgico dirigido.

A identificacao e acompanhamento destes doentes mostrou beneficios, relativamente aos doentes com
CPNPC avancado que abrigam outras mutacoes cujas opcoes terapéuticas sao limitadas ou ainda nao
disponiveis no periodo de tempo selecionado para este estudo.

A andlise dos casos em estudo mostrou que a sobrevida nos doentes com mutacdes EGFR (exao19 e exao
21) foi em média de 18 meses, com um minimo de 2 meses e um maximo de 54 meses e em que, apenas 5

doentes tiveram uma sobrevida igual ou inferior a 6 meses (Tabela 5).
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Tabela 5 - Sobrevida dos doentes do CHL, com CPNPC estadio IV e com alterac6es moleculares

aciondveis e nao acionaveis para terapia alvo

Sobrevida (M)
Imunoterapia Vivos
Terapia Alvo + Quimioterapia (N)
Quimioterapia
Com Terapia Alvo
ALK 56 1
ROS1 27 2
Sem Terapia Alvo
KRAS 10,4 71 4
MET (exao 14 skipping) 15,5 9
ERBBZ2 4 1
RET 22

N = Ndmero de doentes; M = Meses

CHL - Centro Hospitalar de Leiria

CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

* Apenas 5 doentes com sobrevida menor ou igual a 6 meses

Os doentes com CPNPC estadio IV com mutacao no exao 20 do gene EGFR estavam, a altura do estudo,
com uma ma resposta previsivel a terapia alvo Osimertinib, contrariamente aos bons resultados com os
doentes CPNPC estadio IV com as variantes no exao 19 e no exao 21 do gene EGFR, pelo que ficaram
excluidos do grupo das mutacGes aciondveis. Refira-se que, dos trés doentes com CPNPC estadio IV
identificados com a mutacao no exao 20 do gene EGFR, apenas um doente tinha s6 esta mutacao, sendo
que os outros dois tinham: um, outra mutacdo acionavel para a qual foi tratado com terapia alvo, e o outro
uma segunda mutacao também nado acionavel.

Relativamente a avaliacao da expressao da PD-L1nos casos de CPNPC estadio IV, esta incidiu mais em
fumadores que em nao fumadores. Verificou-se também que, quer no género feminino, quer no masculino
a expressao negativa da PD-L1é a mais prevalente. Foram classificados com o score TPS 1-49% e com
0 score TPS >50%, 30% e 26% dos doentes com estudo IHQ da PD-L1, respetivamente (Tabela 6).

0 uso da quimioterapia, os ICl, a combinacao terapéutica de quimioterapia e ICl, eram a data do estudo, 0s
principais tratamentos para doentes com CPNPC avancado com expressao da PD-L1 e sem mutac6es
potencialmente acionadveis, baseados nas guidelines internacionais e na aprovacao dos farmacos pela
FDA, pela EMA e pela Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Satde (INFARMED).
Atualmente, s6 os doentes com CPNPC estadio IV com contraindicacdes para a imunoterapia ou

combinacao de quimioterapia com imunoterapia, sao tratados apenas com quimioterapia. O principal
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interesse clinico € identificar os doentes capazes de beneficiar das melhores abordagens terapéuticas e

ganhar em qualidade de vida e em sobrevida.

Tabela 6 - Carateristicas dos doentes do CHL, com CPNPC estadio IV, com estudo da expressao PD-L1

Expressao PD-L1

<1% 1-49% 250% Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
37(44) 25(30) 22 (26) 84 (100)
Género
Masculino 23(40) 18(31) 16 (28) 57(68)
Feminino 14 (52) 7(26) 6(22) 27(32)
Habitos Tabagicos
N&o Fumadores 8(35) 11(48) 4(17) 23(27)
Fumador (inclui ex-fumadores) 25(44) 14 (25) 18(32) 57 (68)
Sem Informacao 4 (5%)
Subtipo Histoldgico
Adenocarcinoma 32(46) 21(30) 17 (24) 70(83)
Carcinoma Epidermoide 5(38) 3(23) 5(38) 13(15)
CPNPC sem outra classificacao 1(8) 1(1)

N = Numero de doentes
CHL - Centro Hospitalar de Leiria
CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

Nos casos com estudo IHQ da PD-L1 verificou-se que a sobrevivéncia dos doentes com score TPS 250%,
tratados com ICl em monoterapia ou com a combinacao quimioterapia e ICl, foi o dobro em comparacao
com os outros niveis de expressao, sendo de 20,1 meses e 10,8 meses respetivamente (Tabela 7).

Se for analisada a sobrevida dos doentes com CPNPC avancado do CHL em meses, é também evidente o
beneficio dos doentes em que foram identificadas mutacoes aciondveis, comparativamente aos doentes
para os quais ainda ndo existe terapia alvo, em que 4% dos doentes atingiram uma sobrevida superior a
48 meses.

Relativamente aos doentes com CPNPC avancado com a expressao da PD-L1 = 50%, os quais foram
elegiveis para tratamento com ICI em monoterapia, foram 15 % os que tiveram uma sobrevida superior a
36 meses, comparativamente com os doentes com CPNPC avancado e expressao da PD-L1<50% em

que apenas 3% alcancaram uma sobrevida igual ou superior a 24 meses (Tabela 8).
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Tabela 7 - Sobrevida dos doentes do CHL, com CPNPC estadio 1V,

expressao da PD-L1e sem mutagdes acionaveis para terapia alvo

Sobrevida (Meses)

Imunoterapia

com estudo da

Vivos
Imuno?:rapia + Quimioterapia (N)
Quimioterapia
PD-L1>50% 20,1 75 7
PD-L1<1%
e 10,8 78 9

PD-L121% - 49%

N = Numero de doentes
CHL - Centro Hospitalar de Leiria
CPNPC - Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células

Tabela 8 - Sobrevida em meses dos doentes do CHL, com CPNPC estadio IV

Com Mutacoes aciondveis Sem Mutacgdes aciondveis

N/%) (N/%)
Sobrevida (M)
<12 12(52) 14 (66)
>12 6(26) 5(24)
>24 2(9) 1(5)
236 2(9) 1(5)
248 1(4)
Vivos 15 5
PD-L1250% PD-L1<50%
(N/%) (N/%)
Sobrevida (M)
<12 5(39) 24 (75)
212 4(31) 7(22)
>24 2(15) 103)
236 2(15)
Vivos 7 10

M — Meses: N - Niimero de doentes
CHL - Centro Hospitalar de Leiria
CPNPC - Cancro do Pulmdo de Nao Pequenas Células
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5. Discussao

Nos ultimos anos assistiu-se ao desenvolvimento tecnoldgico com avancos significativos na
caraterizacao de tumores. A testagem de biomarcadores para a identificacao dos subgrupos de CPNPC
com alteracbes em oncogenes drivers potencialmente aciondveis para terapia alvo, permite a
elegibilidade dos doentes com CPNPC avancado para as novas abordagens terapéuticas personalizadas
(33). Atualmente estao identificadas as carateristicas epidemioldgicas, quer dos doentes diagnosticados
com CPNPC, quer da prevaléncia das alteracdes moleculares da doenca, registando os vdrios estudos
cientificos diferencas entre populacao ocidental e asidtica (15). O facto de apenas 10 a 15% dos novos
casos diagnosticados com CPNPC se encontrarem num estadio clinico precoce, implica que a abordagem
aos casos avancados seja criteriosa e acompanhe as guidelines internacionais, quer em termos de
diagndstico histoldgico, quer da caraterizacao molecular e da expressao da PD-L1, para posterior
aplicacdo das terapias alvo, imunoterapia e quimioterapia ou combinacao de terapéuticas (10).

0 CHL abrange uma populacao de 400.000 habitantes e é constituido por trés Hospitais: o Hospital de S.
André, em Leiria, 0 Hospital Distrital de Pombal e o Hospital Bernardino de Oliveira em Alcobaca. Tem um
Servico de Pneumologia Oncoldgica e um Servico de Anatomia Patoldgica através dos quais pretende
providenciar aos doentes o melhor diagndstico e o melhor beneficio terapéutico.

A classificacao da OMS de 2021 para cancros do pulmao, recomenda a utilizacao por rotina de testes
moleculares e pesquisa da expressao proteica PD-L1por IHQ. Por essa razao, a partir do ano 2020, todos
os doentes com CPNPC estadio IV do CHL passaram a efetuar o estudo de alteracdes moleculares e o
estudo da expressao proteica PD-L1, sendo que os 10 doentes sem estudo molecular e 0os 26 doentes sem
estudo da expressao proteica PD-L1, dos 110 casos selecionados, correspondem ao periodo anterior ao
ano de 2020.

Nos casos de doentes diagnosticados com CPNPC avancado no CHL, o subtipo mais comum é o ADC, o
que é coincidente com o descrito na literatura (7,8,15,22,23).

A mediana daidade encontrada nos doentes com CPNPC estadio |V deste estudo foi de 65 anos, e estd de
acordo com o descrito para a populagao portuguesa (47). A incidéncia do cancro do pulmao abaixo dos 40
anos é considerada baixa, porém, aumenta gradualmente até atingir um pico de incidéncia entre os 65 e
0s 84 anos, com 90% dos diagndsticos e mortes a acontecerem depois dos 55 anos (8). Na verdade, o
elevado nimero de mortes em pessoas abaixo dos 65 anos, classifica 0 cancro do pulmao como o
responsavel pelo maior nimero de anos de vida perdidos e maior niimero de anos de vida Util perdidos
(47).

O racio de incidéncia entre sexos — 1,5 em homens para 1em mulheres - € inferior ao referido no Globocan
2020, que indica um valor de 2 vezes mais alto em homens (1). Porém, encontra-se concordancia na

prevaléncia.
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Na série selecionada de 110 doentes com CPNPC avancado no CHL, 31% dos casos apresentavam
mutacoes no gene EGFR, maioritariamente em mulheres nao fumadoras. A abordagem comparativa
revelou uma prevaléncia aumentada do gene EGFR, comparativamente ao referido na literatura para a
populacao ocidental e que varia de 10% a 20% (8,13,23) (Fig. 10). Contudo estudos também referem uma
prevaléncia na Europa de 10% a 30% (9).

0 KRAS é a mutacao oncogénica driver mais frequentemente detetada no CPNPC com uma prevaléncia
entre 20 e 40% no ADC do pulmao, sendo mais frequente em fumadores que em nao fumadores (30% vs
10%) (34,38). Neste estudo as mutacdes KRAS estavam presentes em 21% dos casos de CPNPC em
estadio 1V, estando de acordo com o descrito na literatura (10,15,22,35). Adicionalmente, a presenca de
mutacoes KRAS em CPNPC em estadio IV estava associada, de forma estatisticamente significativa, aos
doentes fumadores e ex-fumadores com CPNPC.

Relativamente as restantes alteracoes somaticas detetadas, encontram-se em concordancia com o
descrito na literatura, apesar da amostra ser muito pequena.

Relativamente a expressao proteicada PD-L1,a prevaléncia é mais elevada em tumores com estadio mais
avancado. Num estudo de Skov et al, é referido que a prevaléncia do score TPS = 50% é mais prevalente
nos ADC e nos CPNPC nao especificados, que nos CCE. Referem ainda que fatores como o tipo e
localizacao do material colhido para analise, a idade, o sexo ou habitos tabdgicos nao tém impacto
significativo na estratificacdo dos CPNPC por expressao proteica da PD-L1(42).

Memmottetal e Velcheti et al, referem que aproximadamente um terco dos CPNPC avancado apresentam
expressao PD-L1 com TPS < 1% (considerado negativo), 28% a 31% apresentam expressao com score
TPS 21-49%, e 10% a 32% dos doentes apresentam score TPS = 50% (considerada expressao elevada)
(43,46). Os valores encontrados neste estudo estdao em conformidade com o referido na literatura.

A taxa de sobrevivéncia constitui parametro essencial na pratica clinica para o tratamento do CPNPC
avancado, uma vez que permite avaliar a eficdcia de determinado farmaco (48). A base para a elegibilidade
dos doentes para tratamento com terapia alvo, com imunoterapia ou com terapia combinada com
quimioterapia, sao os resultados do estudo das alteracdes moleculares e/ou da expressao da PD-L1.

0 Servico de Pneumologia do CHL tem elaborado protocolos de tratamento a aplicar aos doentes com
cancro do pulmao, seqguidos na consulta de Pneumologia Oncoldgica, os quais sao periodicamente
atualizados. O intuito é definir orientacbes terapéuticas, com terapia alvo ou com imunoterapia,
nomeadamente para os doentes diagnosticados com CPNPC estadio 1V, preferencialmente apds
resultado do estudo molecular e/ou da expressao da PD-L1. Refira-se que, no caso de serem doentes com
doenca agressiva e muito sintomatica, o protocolado é um ciclo de quimioterapia antes da terapia alvo ou
da imunoterapia. A decisao terapéutica dos doentes com CPNPC com estadio IV depende da sua

performance status (estado funcional), das comorbilidades e de critérios estabelecidos internamente.
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Outra varidvel da decisao terapéutica é a constante evolucao em terapias inovadoras, sendo a abordagem
feita a luz dos conhecimentos e orientacoes das guidelines mais atuais.

Os resultados do estudo permitiram encontrar diferencas de sobrevivéncia, avaliada em meses, nos
doentes com alteracdes aciondveis, relativamente aos que abrigam mutacoes ainda sem terapia alvo.
Estes resultados demonstram a importancia da necessidade de estudos moleculares, quer para o
aumento da sobrevida dos doentes, quer para a sua qualidade de vida.

Com os enormes avancos cientificos nesta area é igualmente importante a detecao das mutagoes nao
aciondveis, para as quais pode surgir aprovacao a qualquer momento, dada a quantidade de ensaios
clinicos em curso.

Foi também importante verificar aimportancia do estudo IHQ da detecao proteica da PD-L1 em doentes
sem mutacdes aciondveis para terapia alvo. A sobrevivéncia dos doentes com CPNPC avancado com
score elevado da expressao da PD-L1 tratados em monoterapia com o ICl, duplicou em relacao aos
doentes com os outros scores. No entanto, estes doentes com scores TPS <1% e TPS 21% - 49%, também
apresentaram beneficio com o tratamento com imunoterapia ou com a imunoterapia combinada com
quimioterapia, comparativamente ao tratamento cldssico com quimioterapia.

Os resultados encontrados permitiram evidenciar e valorizar aimportancia da padronizacao dos métodos
e a definicdo da positividade da expressao PD-L1como biomarcador preditivo (44). Esta premissa parece
salvaguardada com os procedimentos adotados quer na fase pré-analitica, quer na técnica IHQ realizada
em laboratdrio de referéncia, uma vez que foram obtidos resultados da expressao da PD-L1em todas as
andlises.

No periodo em estudo nao foram encontradas analises histoldgicas inviaveis para estudo, ou seja, todas
as amostras apresentaram boa qualidade em termos de preservacao e processamento histoldgico. Este
facto, indica o cumprimento dos parametros de qualidade na fase pré-analitica. A fixacao com formol
neutro tamponado, imediatamente apds a colheita, com um tempo de isquémia fria minima, e o
processamento em equipamento automatico com protocolo de bidpsias otimizado, permitiu manter a
integridade dos dcidos nucleicos do tumor e a antigenicidade do tecido. A quantidade habitualmente
escassa de material foi salvaguardada, minimizando a utilizacao de técnicas desnecessdrias — de cada
bloco histoldgico apenas é feita uma lamina para hematoxilina-eosina. A IHQ é feita sempre que ha
necessidade para classificacao do subtipo histoldgico para diagndstico. Estes sao critérios defendidos
pela literatura (7,21).

A premissa de estandardizacao das metodologias é garantir resultados fidveis e capazes de oferecer ao
oncologista a melhor informacao para a melhor e mais eficaz abordagem terapéutica para beneficio do
doente.

Uma das limitacdes deste estudo, foi 0 niimero reduzido de doentes (tendo em conta os critérios de

inclusao e de exclusao definidos), o que parece dever-se ao facto de muitos doentes terem diagndstico

32



com estudos moleculares e da expressao da PD-L1realizados fora do CHL, mas que optaram por fazer o
seu seguimento e tratamento na Pneumologia Oncoldégica do CHL. Noinicio do estudo foram selecionados
259 doentes diagnosticados com CPNPC e com estudo molecular e/ou da expressao proteica da PD-L1.
Critérios como diagndstico histopatoldgico que nao o CPNPC e estadio que nao o estadio IV, amostra
insuficiente, presenca de mais que um tumor em simultaneo, auséncia de informacao no processo clinico,
o ndo inicio do tratamento e o facto do doente deixar de ser acompanhado pela Instituicao CHL, limitaram
a selecao a apenas 110 doentes para o estudo.

Outra limitacao foi a dificuldade na consulta de processos clinicos, com a auséncia de alguns registos
importantes, provavelmente relacionados com mudanca de programas informaticos que limitaram a
transferéncia de informagao. Também a nao uniformizacao dos registos, em parte relacionada com a
especificidade da doenca e dos doentes, quer em termos de comorbilidades, quer mesmo em aspetos
sociais com interferéncia na abordagem do doente como um todo, tornou a pesquisa mais dificil.

Nao foi abordada a discordancia atual entre o valor da expressao da PD-L1 na lesao primdria do pulmao e
nas metastases, com implicacoes significativas no tratamento com imunoterapia nos doentes com
CPNPC e que esta relacionado com a heterogeneidade tumoral (20,26).

A heterogeneidade tumoral é vista de diferentes perspetivas pelo patologista (dado os diferentes padroes
histoldgicos do tumor), pelo patologista molecular (dado as variacoes genéticas/moleculares e
epigenéticas identificadas no tumor) e pelo oncologista (dada a relacao existente entre a reposta a
terapéutica e a resisténcia). E importante perceber que a heterogeneidade tumoral tem vindo a mudar o
paradigma no sentido em que com a medicina de precisao, se considera cada doente, em cada momento
da evolucao da doenca para um dado tratamento (26).

No CHL, a detecao de mutac6es em genes com terapéutica alvo permite uma abordagem clinica com o
tratamento certo para o doente certo, tanto mais importante quanto o facto de se verificar um aumento
do ndmero de casos diagnosticados, nomeadamente de CPNPC, ano apds ano.

Foi interessante verificar a interdisciplinaridade entre os servicos em prole do doente com CPNPC em
estadio avancado. De facto, a qualidade obtida da fase pré-analitica a fase analitica, tendo em conta a
urgéncia daresposta, permitiram obter resultados suficientemente consistentes e capazes de permitir ao
clinico proporcionar ao doente, o tratamento adequado e de acordo com a sua condicao fisica. A medicina
de precisao é umarealidade que exige rigor na abordagem, qualidade nos procedimentos e fiabilidade nos
resultados histopatoldgicos e da caraterizacao molecular, em cada momento da evolugao da doenca para

um dado tratamento.
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6. Conclusao

0 cancro do pulmao é um problema de satide puiblica. A Surveillance Epidemiology and End Results (SEER),
uma base estatistica do estudo do cancro nos Estados Unidos alerta que. 6,1% de homens e mulheres
poderao ser diagnosticados com cancro do pulmao ou dos brénquios numa fase da sua vida.

Apesar de todos os avancos cientificos que tém ocorrido nos ultimos anos e malgrado a sobrevida dos
doentes com CPNPC avancado ainda ser muito baixa, tém-se registado progressos com a utilizacao das
terapéuticas inovadoras, como as terapéuticas alvo e aimunoterapia. Por isso, a caraterizagcao molecular,
assim como a expressao da PD-L1destes doentes, é fundamental para a sua elegibilidade para a terapia
personalizada.

0 estudo dos doentes com diagndstico histoldgico de CPNPC efetuado no SAP do CHL, no periodo de 2017
a2022 e com estadio IV, permitiu conhecer as carateristicas epidemioldgicas destes doentes nestaregiao
geografica em comparacao com o descrito na literatura; permitiu conhecer a evolucao das abordagens
relacionadas com a atualizacao e acompanhamento das guidelines da OMS ao longo deste periodo;
permitiu conhecer o beneficio em termos de sobrevida, com as novas terapias dirigidas, aprovadas ao
longo do periodo do estudo.

A investigacao continua na procura de novos biomarcadores preditivos e terapias alvo capazes de
melhorar ndo sé os resultados, como o custo-efetividade no tratamento de doentes com CPNPC (29).
Estudos mostram também a capacidade de pequenas moléculas reguladoras, os microRNA, como
bhiomarcadores (de diagndstico e de progndstico) em cancros como CPNPC, dado o seu aparente
envolvimento na carcinogénese (49). Com base em alteracdes no microRNA do plasma, o cancro do
pulmao pode ser previsivel com 24 meses de antecedéncia, o que indica que um painel microRNA tem
potencial para ser usado na detecao do cancro do pulmao em estadios precoces (10).

Fluidos organicos como sangue, expetoracao e amostras de urina, tém sido estudados no sentido de
detetar alteracdes num estadio mais precoce, continuando a bidpsia a ser o gold standard para o estudo
molecular e da expressao PD-L1(apesar das limitacdes, considerando a heterogeneidade tumoral) (6).

O grande desafio é tornar o cancro do pulmao, nomeadamente o CPNPC, uma doenca crdnica e
controldvel, onde a associacao da testagem correta permita uma selecao apropriada do doente de acordo
com as carateristicas da sua doenca, proporcionando os melhores cuidados com a correta utilizacao dos
recursos disponiveis, onde o investimento na maior sensibilizacao para o screening, em pessoas de risco

é também fundamental.
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