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Capitulo T:

INTRODUCAO

Medicina Genomica ¢ uma
area da medicina emergente
gue se caracteriza pela utiliza-
¢ao de informacgao derivada do
DNA de um individuo e que é
parte tantodoseuacompanha-
mento médico (prevencdo de
doencas, diagnodstico ou deci-
sdes terapéuticas) quanto das
politicas de saude. Esse con-
ceito foi adaptado do Genomic
Medicine Working Group, um
grupo de trabalho desenvolvi-
do pelo NIH (National Institu-
tes of Health) norte-americano
para propulsionar a translagao
mais veloz da informacgado ob-
tida em laboratério a pratica
clinica.

A medicina genbmica faz
parte de um conceito mais
amplo de medicina individua-
lizada, chamada de Medicina
de Precisdao. Essa area mais
abrangente envolve novos exa-
mes de imagem, com ou sem
radionuclideos, nanotecnolo-
gia e busca de biomarcadores
nao nucleicos em liquidos e
tecidos corporais (https:/www.
genome.gov/health/Genomi-
cs-and-Medicine).

Este consenso se refere a
painéis de alteracdes soma-
ticas, pesquisadas em 4acidos
nucleicos provenientes de teci-
dos tumorais; nao sao aqui dis-
cutidas plataformas que ava-
liam expressao génica e testes
de metilacdo. Andlises de mu-
tacOes somaticas em DNA tu-
moral circulante podem ser
discutidas de forma explora-
téria, mas nao fazem parte do
escopo deste conjunto de re-
comendacgoes.

1.1 Medicina Gendémica
e Oncologia

O oncologista contempo-
raneo convive com uma ava-
lanche de informacdes prove-
nientes das descobertas sobre
as variantes na estrutura indi-
vidual das moléculas de DNA e
RNA. Essas alteracdes adquiri-
das podem se associar a fendti-
pos diferentes na célula tumo-
ral, com consequentes reflexos
no comportamento da mesma.
Sabemos que a integragao des-
se conhecimento na pratica cli-
nica ja se iniciou e se acelera de
forma irreversivel. O fato em si
nao surpreende, ja que diversas
etapas no processo de combate
ao cancer podem ser decodi-
ficadas com maior precisao a
partir de informacdes contidas
no material genético tumoral.

Epidemiologia dos tumo-
res, prevengao e risco, além de
progndstico e decisao terapéu-
tica, ja sdo afetados por conhe-
cimentos extraidos dos estudos
de genbmica do cancer. O de-
safio consiste em trazer ao clini-
co um pouco de entendimento
sobre como essas informacodes
sdo obtidas, como elas sdo vali-
dadas e como impactam a pra-
tica médica no cuidado do pa-
ciente com cancer.

Apesar do rapido avanco
na area, hd muitos desafios a
serem enfrentados nos pro-
ximos anos: a falta de familia-
ridade com a tecnologia por
parte dos pacientes e médicos,
0 gque pode gerar resisténcia a
esse conhecimento; o reduzido
ndmero de profissionais com
capacitacao em gendmica; a

escassez de especialistas e la-
boratdrios de bioinformatica; a
dificuldade de acesso e o cus-
to dos exames. Contribui para
dificultar esse quadro a veloci-
dade muito maior que as infor-
macdes genéticas, potencial-
mente relevantes, sao obtidas
sem que etapas preliminares
de adequacao de descobertas
tenham sido ainda assimiladas.

A desproporcao de informa-
cOes sobre variagdes genéticas
catalogadas em populacdes
de algumas regides do mundo
em detrimento de paises em
desenvolvimento, com etnias
bastante diversas, é outro olbs-
taculo que precisa ser superado
nos proximos anos. Finalmente,
um aspecto pratico ainda retar-
da a implementacao da medi-
cina gendmica em escala mais
extensa na oncologia: afora os
casos de mutacdes validadas
clinicamente em um grupo pe-
gueno de genes, as evidéncias
ainda sao limitadas sobre a efi-
cacia e o custo-efetividade de
estudos gendmicos mais exten-
sos na pratica clinica.

Diante disso, a SBOC deci-
diu inaugurar o capitulo de ge-
némica em oncologia em seus
comités, assim como outras
sociedades de oncologia tém
feito no mundo, na tentativa de
colaborar com a compreensao
sobre o tipo de tecnologia dis-
ponivel ao clinico hoje, como
ela pode ser utilizada e como
interpretar a informacdo que
emerge dessas analises.

As recomendacdes que se
seguem sao baseadas nas me-
lhores evidéncias atuais, com-
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piladas por topografia. Os gru-
pos de especialistas em cada
uma das maiores subareas da
oncologia foram constituidos
por oncologistas representan-
tes de diversos grupos e cen-
tros de tratamento de pacien-
tes com cancer, tanto publicos
guanto privados, de todas as
regides geograficas do Bra-
sil. Pediu-se que cada grupo
discutisse apenas métodos
disponiveis no pais e que ti-
vessem aplicacao pratica real,
baseada em tratamentos apro-
vados pela ANVISA ou disponi-
veis dentro de estudos clinicos
abertos no Brasil. Os represen-
tantes de grupo se reuniram
entre si para responder as se-
guintes perguntas quanto ao
uso de painéis gendmicos em
suas respectivas areas:

e Para quem e quando um
teste de painel somatico
deve ser solicitado e qual o
melhor momento?

¢ O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacgdes

somaticas (quais genes de-
vem ser incluidos e quais
alteracbes sao esperadas
de cada gene)?

e Quais plataformas ou tes-
tes sdo mais apropriados?

As respostas a essas pergun-
tas foram organizadas na forma
de tépicos, com posterior sessao
de discussao, ocasido em que 0s
dados foram colocados em con-
texto e a sua aplicacao clinica
discutida brevemente.

Vale mencionar que quan-
do se avalia a evidéncia de um
teste e se gradua a recomenda-
¢ao levando em conta a quali-
dade dos estudos na realizagao
do teste, existe o risco de vieses
inerentes a testagem molecu-
lar, incluindo a consisténcia dos
resultados, sua precisao e apli-
cabilidade. Para que essa ava-
liagdo tenha embasamento e
resulte em recomendacao forte,
€ estritamente necessaria a pu-
blicacao dos dados e da valida-
¢cao do teste.

Painéis de segquenciamento
de nova geracao (NGS, do inglés
next-generation sequencing)
podem identificar uma deter-
minada mutagao acionavel, po-
rém com resultados terapéuti-
cos modestos. Assim, embora
O teste possa ser sensivel, a sua
aplicabilidade tem resultados
abaixo do ideal. Quanto ao grau
de recomendacao para uso,
este depende da percepcdo de
um painel de avaliadores e do
grau de consenso entre eles.
Assim, uma recomendacao
moderada ou fraca ndo indica
gue o teste seja ruim, mas que
ndo houve consenso quanto ao
beneficio de sua utilizagao; isso
certamente varia conforme a
dependéncia do meio em que
ele é realizado. Um painel de
NGS pode ser fortemente reco-
mendado em um centro com
dezenas de estudos de fase |,
mas, no caso de um leque limi-
tado de tratamentos e auséncia
de ensaios clinicos com novas
terapias, o grau de recomenda-
¢ao sera fraco.
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Capitulo 2:

EVOLUCAO DOS PAINEIS

COMERCIAIS

Nas ultimas décadas, a iden-
tificacao de terapias-alvo pa-
vimentou o caminho para a
oncologia de precisao. Em pa-
ralelo, o rapido desenvolvimen-
to da tecnologia de sequen-
ciamento moderna permitiu
a expansao da caracterizacao
molecular do cancer e acelerou
a descoberta de eventos muta-
cionais acionaveis, além do de-
senvolvimento de terapias-alvo
direcionadas. Primeiramente
introduzido em 1977', o método
de sequenciamento de Sanger
representou um grande avanc¢o
na determinac¢ao da sequéncia
de nucleotideos na molécula
de DNA. Descobertas impor-
tantes, como as mutac¢des on-
cogénicas de RAS em 19822 e
de EGFR em 20043, foram pos-
siveis gracas ao sequenciamen-
to de Sanger. Da mesma forma,
o Human Genome Project* foi
todo realizado usando essa pla-
taforma. Contudo, projetos de
larga escala, como o TCGA (The
Cancer Genome Atlas), lanca-
ram mao de novos métodos
de sequenciamento paralelo
massivo, os quais ficaram larga-
mente conhecidos como NGS®.

Métodos de NGS oferecem
uma ampla gama de oportuni-
dades para caracterizar o geno-
ma do cancer. Primeiramente,
o NGS permite a avaliagao de
dezenas ou milhares de genes
simultaneamente, cobrindo
todo o genoma ou transcrip-
toma dentro de poucos dias®.
Além disso, o NGS €, ao mesmo
tempo, mais sensivel e abran-
gente que o método de Sanger,
pois avalia nao somente as alte-

racdes em nucleotideos Unicos,
mas também a variacao no nu-
mero de copias e as multiplas
alteragdes estruturais, como in-
sercoes, delecdes e rearranjos,
0S guais comumente ocorrem
no genoma do cancer®.

Para se tornarem clinica-
mente Uteis, os mMmétodos de
NGS foram progressivamen-
te customizados para reduzir
custos; priorizar genes associa-
dos ao cancer e alteragcdes gé-
nicas acionaveis, aplicaveis em
amostras fixadas em formalina
e emblocadas em parafina; e
fornecer resultados em tempo
adequado’. Painéis de sequen-
ciamento génico direcionado
(targeted gene sequencing
panels) foram primeiramente
introduzidos por centros aca-
démicos para acelerar a onco-
logia de precisao e a inclusao
em ensaios de fase | e Il, dire-
cionados por biomarcadores’®.
Entretanto, painéis comerciais
emergiram como uma oportu-
nidade de pacientes e médicos
individualizarem o uso de tera-
pias-alvo na clinica®. Enquanto
isso, consensos internacionais
foram desenvolvidos para for-
malizar a recomendacao do uso
de painéis de sequenciamento
génico em varios cenarios", o
que ampliou ainda mais o en-
tusiasmo pela sua solicitacao.

Painéis de NGS comercial-
mente disponiveis podem ser
didaticamente classificados
em duas grandes estratégias,
tecnicamente definidas pelo
meétodo de enriquecimento dos
alvos: captura baseada em am-

plificacao ou hibridizagao™®. O
enriqguecimento do alvo é uma
etapa central no NGS, ja que os
genes de interesse sao isolados
do restante do genoma e am-
plificados. Esse passo gera uma
biblioteca de DNA, que contém
as regides-alvo que serao se-
guenciadas e analisadas.

O NGS baseado em amplifi-
cacao foi rapidamente imple-
mentado na clinica devido ao
fato de ser um processo mais
simples e ter uma analise mais
direta, menor custo e tempo
de entrega mais curto™ Em
adicao, laboratoérios locais po-
dem adaptar painéis in-house
para cobrir as regides génicas
de interesse. Como limitacao,
NGS baseado em amplificagcao
é mais adequado para cobrir
apenas regides hotspot do DNA
e, frequentemente, sé algumas
ddzias de genes. Por outro lado,
o NGS baseado em hibridiza-
¢ao (também conhecido como
comprehensive genomic profi-
ling) € mais facilmente escalo-
navel, tem uma alto rendimen-
to e representa uma estratégia
mais abrangente, pois permite
acessar centenas de genes si-
multaneamente™”. Essa abor-
dagem pode ser mais acurada
para procurar todas as formas
de alteracdes gendbmicas e in-
cluir andlises como carga mu-
tacional tumoral e pesquisa de
instabilidade de microssatéli-
tes. Outras diferencas entre as
duas técnicas de NGS incluem
0 processo de sequenciamento
e o algoritmo de bioinformati-
ca. Tais particularidades foram
revisadas em outras publica-
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cbes? e estdo além do escopo
deste artigo.

Um passo crucial na imple-
mentacao de painéis de mu-
tagdes somaticas € a expertise
apropriada de técnicas de pa-
tologia molecular e de bioin-
formatica, as quais devem vir
acompanhadas de validacao
adequada para cada etapa des-
se processo”? Existem varias
diretrizes disponiveis acerca
desse tema e que devem ser
cuidadosamente seguidos para
garantir performance e acura-
cia otimas'®.

Dada a complexidade dos
painéis de NGS, o processo
completo deve ser validado
desde a extracao do acido nu-
cleico do material biolégico a
sua analise final. Dentre os pon-
tos essenciais, o processo de va-
lidagao deve incluir a avaliacao
da qualidade das amostras cli-
nicas, presentes nos blocos de
parafina; demonstrar a habili-
dade de detectar diferentes ti-
pos de alteracdes genéticas; de-

finir métricas para as testagens
de rotina e para os testes suple-
mentares em regides genémi-
cas que ndo sdo seguenciadas
de forma confidvel. Variantes
acionaveis comuns devem
ser especificamente avaliadas
guanto a acuracia e reproduti-
bilidade. Métodos ortogonais
devem ser aplicados para con-
firmar os resultados do proces-
so de validacao. Vale ressaltar
gue mudancas no desenho dos
painéis requerem revalidacao
antes da implementacao de
um novo painel na rotina.

Os laboratérios devem in-
formar se os painéis de NGS
desenvolvidos in-house foram
adequadamente validados,
bem como as possiveis limi-
tacdes encontradas durante
o processo. Adicionalmente, a
proficiéncia do teste e o labo-
ratério devem ser certificados
para garantir que 0s processos
de NGS sdo seguidos de forma
segura localmente. Exemplos
de programas de testagem de
proficiéncia reconhecidos inter-

nacionalmente sao o College of
American Pathologists (CAP),
o Clinical Laboratory Improve-
ments Amendments (CLIA) e o
United Kingdom National Ex-
ternal Quality Assessment (UK
NEQAS)™. Ao confirmar rotinas-
-padrao de testagem e analise,
tais esforcos também servem
para educar os laboratérios no
reporte adequado de variantes
clinicamente relevantes?.

A agéncia regulatéria ame-
ricana - Food and Drug Admi-
nistration - também proveu
mecanismos especificos para a
aprovacao regulatéria de NGS
destinada a avaliagdo de perfis
gendmicos em tumores e defi-
niu niveis de evidéncia que su-
portam a acionabilidade e utili-
dade clinica de testes de NGS.
Esses programas sao essenciais
para assegurar testagem de
alta qualidade e embasar poli-
ticas de cobertura nacional ou
por companhias seguradoras
de saude.
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Capitulo 3:

APLICACAO CLINICA POR

TIPO DE CANCER

Tumores Toracicos

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado e qual o melhor
momento?

1. Todos os pacientes com
cancer de pulmao de células
nao pequenas (CPCNP), com
qualguer componente histolo-
gico ndao escamoso, com tumor
estagio IV ou recorrente e can-
didatos a tratamento sistémico
paliativo devem ser testados no
momento do diagndstico (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte);

2. Considerar a testagem de
pacientes com CPCNP estagio
Il ou Ill tratados, com intuito
curativo e a fim de guiar trata-
mento adjuvante (no caso de
mutagdes em EGFR) e/ou ma-
nejo de uma eventual recidiva
futura (tipo de recomendacdo:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacao: moderada);

3. Considerar a testagem de
pacientes com histologia esca-
mosa pura, com baixa ou ne-
nhuma exposigdo a tabaco (tipo
de recomendacgdo: consenso
formal; for¢ca da recomendacao:
fraca).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracdées sdo esperadas de
cada gene)?

4.No minimo, devem ser ava-
liadas mutacdes somaticas nos

genes EGFR, ALK, ROSI, BRAF
e NTRKI-3 (tipo de recomenda-
¢ao: baseada em evidéncia; for-
ca da recomendacao: forte);

5. Adicionalmente ao painel
minimo, considerar avaliagdes
acerca de alteragdes somaticas
nos seguintes genes: ERBB2,
MET, RET, KRAS (tipo de reco-
mendacao: consenso formal;
forca da recomendacao: mode-
rada).

Quais plataformas ou testes
sdao mais apropriados?

6. O uso de painéis de se-
guenciamento contendo mul-
tiplos genes é preferivel a ava-
liacdo de genes individuais de
maneira sequencial (tipo de re-
comendacao: consenso formal;
forca da recomendacdo: mode-
rada);

7. Avaliacao de alteragdes
somaticas em DNA circulante
tumoral (bidpsia liquida para
genotipagem) pode ser consi-
derada especialmente nos ca-
sos em que haja dificuldades
de obtencao de material teci-
dual. Se nao forem encontradas
alteracbes somaticas em DNA
circulante tumoral, recomen-
da-se a avaliagcao molecular em
material tecidual (tipo de reco-
mendagdo: consenso formal;
forca da recomendacao: mode-
rada);

8. Métodos alternativos ao se-
guenciamento génico podem
ser utilizados para avaliagao mo-
lecular do cancer de pulmao, a
saber:

a. IHQ (IHQ) positiva para
ALK com anticorpo D5F3 ou 5A4
pode ser usada como critério de
selecdo para tratamento de pa-
cientes com inibidores de ALK,
sendo considerado o meétodo
preferencial. FISH positivo para
ALK pode ser usado como cri-
tério de selecao para tratamen-
to de pacientes com inibidores
de ALK (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacao: forte);

b. Imuno-histoquimica (IHQ)
positiva para ROS com o anti-
corpo D4D6 deve ser confirma-
da com FISH e/ou NGS antes do
uso de inibidores de ROS. FISH
positivo para ROST é considerado
como critério de selecao para tra-
tamento de pacientes com inibi-
dores de ROS (tipo de recomen-
dacao: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte);

c. IHQ para TRK positiva com
o0 anticorpo Pan-TRK: TRKA,
TRKB e TRKC, ou VENTANA pan-
-TRK EPR17341. Pode ser usada
como critério de selecao para
tratamento de pacientes com
inibidores de TRK, porém é pre-
ferivel confirmacao por FISH ou
NGS (tipo de recomendacao:
consenso formal; forca da reco-
mendacao: moderada);

d. Os dados em cancer de
pulmao sao insuficientes para
se recomendar a IHQ para BRAF
V600E como critério de selecao
para tratamento de pacientes
com inibidores de BRAF (tipo
de recomendacgao: consenso
formal; forca da recomendacao:
moderada);
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e. IHQ para EGFR nao deve
ser usada para selecdo de pa-
cientes candidatos a inibidores
de EGFR (tipo de recomenda-
cao: baseada em evidéncia; for-
ca da recomendacao: forte).

O uso de terapia-alvo palia-
tiva em pacientes seleciona-
dos conforme perfil molecular
aumenta a sobrevida livre de
progressao e sobrevida global
guando comparado a quimiote-
rapia citotdxica?. Estudos de te-
rapia-alvo bem controlados in-
cluiram somente pacientes com
adenocarcinoma, predominio
de adenocarcinoma, ou com his-
tologia mista com componente
de adenocarcinoma. Pacientes
sem o diagndéstico definitivo de
adenocarcinoma (por exemplo,
carcinoma sem outras especi-
ficacoes, SOE) podem apresen-
tar mutagdes drivers (especial-
mente em andlises de bidpsias
peguenas nao representativas)
e devem também ser tratados
com terapia-alvo nessa situa-
cdo. Mutacgdes drivers também
sdo encontradas em pacientes
com histologia escamosa, com
nenhuma ou pouca exposicao
ao tabaco (1a 10 anos-mago)?.

A decisdo de se testar pacien-
tes com doenca em estagios
mais iniciais deve levar em con-
ta o custo de se obter tais exa-
mes em individuos que podem
ser curados da doenga (e para os
quais os resultados terdo pouca
ou nenhuma utilidade) versus
a vantagem de se conhecer o
perfil molecular precocemente,
caso o paciente venha a recidi-
var™?2, Mutagbdes drivers com re-
levancia clinica em geral estao
presentes desde o diagndstico
inicial em pacientes com esta-
gios menos avangados e per-
manecem estaveis ao longo da
evolugao natural da doencga®.

A terapia-alvo na adjuvancia ou
em contexto ndo paliativo € ob-
jeto de varios estudos?, sendo
gue o uso de osimertinibe adju-
vante comeca a ser considera-
do por demonstrar aumento de
sobrevida livre de doencga ver-
sus placebo em pacientes com
CPNPC estagio ll-Ill ressecado?.

O painel molecular minimo
deve incluir avaliacao de EGFR,
ALK, ROS, BRAF e NTRKI1-3. Esse
painel reflete a aprovagao de te-
rapias-alvo no Brasil e deve ser
expandido a medida que novas
drogas demonstrem beneficio
clinico (Tabela 1). Inibidores do
EGFR sao recomendados para
o tratamento de primeira linha
dos pacientes com mutacdes
de sensibilidade no gene do
EGFR devido ao aumento de
sobrevida livre de progressao,
taxa de resposta e qualidade
de vida quando comparados a
guimioterapia®®. Pacientes com
mutacdo em EGFR, tratados
com inibidores de primeira ou
segunda geracao, desenvolvem,
frequentemente, a mutagao se-
cundaria de resisténcia T790M
no momento da progressao. O
uso de osimertinibe nessa situa-
cao € considerado padrao-ouro
de tratamento, conforme re-
sultados de estudo de fase 3, o
que torna a busca da mutagao
T790M obrigatdria nesse con-
texto?. A presencga de rearranjos
do gene ALK confere alta sensi-
bilidade aos TKls do ALK (crizo-
tinibe, ceretinibe, alectinibe, bri-
gatinibe e lorlatinibe)?8.

Devido ao alto grau de ho-
mologia nos dominios tirosino-
-quinase do ALK e ROS, o crizo-
tinibe apresentou alta taxa de
resposta e controle de doenca
em pacientes com fusdao do
ROSI, sendo a droga de escolha
no tratamento de primeira linha
desses pacientes®. A presenca
de mutacao do BRAF V600E é

mutuamente excludente de ou-
tras alteracdes moleculares, ex-
ceto da mutacao do KRAS, que
pode coexistir com outros tipos
de mutacdo do BRAF®*°. A com-
binacdao de dabrafenibe e tra-
metinibe para o tratamento dos
pacientes com mutacao V60OOE
do BRAF esta aprovada no Brasil
e baseia-se em estudos positi-
vos de fase 2°. Fusdo em um dos
trés receptores TRK confere sen-
sibilidade ao larotrectinibe em
cancer de pulmao e em outros
tumores TRK positivos, sendo
essa a primeira terapia agnosti-
ca aprovada no Brasil*%.

A realizacao do painel ex-
pandido pode detectar altera-
¢oes geneéticas que tém drogas
aprovadas para outros tipos de
tumores, porém com ativida-
de em cancer de pulmao (por
exemplo, bloqueio do HER2
com trastuzumabe, afatinibe
ou T-DM1 no contexto de mu-
tagbes em ERBB2 ou amplifica-
cao de HER2)*. Também permi-
te reposicionamento de drogas
aprovadas para outro contexto
(por exemplo, uso de crizotinibe
para os tumores com aplicacdes
do MET ou mutacdes tipo ski-
pping do éxon 14 desse gene)3,
uso de medicacodes ja aprovadas
em outros paises (por exemplo,
capmatinibe para cancer de
pulmao com mutacgao tipo ski-
pping do éxon 14 do gene MET*
e salpercatinibe para cancer de
pulmao com translocacao de
RET)* e inclusao de pacientes
em estudos com novas drogas®.

Frequentemente, um painel
de hotspot é usado para testar
pacientes em busca de altera-
¢cbdes gendmicas mais comuns®,
Sequéncias de testes de gene
Unico também podem ser uti-
lizados sem um painel de hots-
pot, testando primeiramente as
alteragbes mais frequentes e,
apds, as mais raras. Em ambos
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0S casos, executar uma sequén-
cia de testes de gene uUnico con-
some tempo e pode exigir uma
quantidade relativamente gran-
de de amostra tecidual®.

O sequenciamento de nova
geracao (NGS) emergiu como
uma estratégia confiavel para
testar simultaneamente va-
rias alteracdes a partir do uso
de uma amostra Unica de teci-
do“®. Modelos informatizados
demonstraram que o NGS foi
associado ao mesmo tempo
como resultado para o teste
(quando comparado ao painel
do hotspot) ou menor (quando
comparado aos testes sequen-
ciais ou de exclusdo) e a custos
reduzidos*. O uso de NGS resul-
tou na identificagao de quase
40% a mais de pacientes com
alteracdes gendmicas e com te-
rapias-alvo ainda nao aprovadas
por agéncias regulatdrias. Esses
pacientes poderiam ser candi-
datos a ensaios clinicos*.

A bidpsia liquida em conteu-
do plasmatico pode superar al-
gumas limitacdes da bidpsia de
tecido sélido*. O DNA tumoral
circulante pode refletir o per-
fil genético do tumor e a capa-

cidade de caracteriza-lo pode,
portanto, ter valor progndstico
e terapéutico**, N&do obstante,
a bidpsia liquida pode falhar ao
detectar baixos niveis de DNA
tumoral circulante (seja por bai-
xa carga tumoral ou por baixa
liberacdo de DNA pelo tumor),
podendo levar a resultados falso-
-negativos de bidpsia liquida. A
concordancia da bidpsia liquida
com a analise baseada no teci-
do tumoral depende da porcen-
tagem de alteracdes teciduais
encontradas no sangue®“, do
tamanho da amostra tumoral
de tecido, do tempo da amos-
tra, além de outros fatores, como
heterogeneidade tumoral, inter-
valo do tratamento e método de
analise utilizado*>4849,

Além do sequenciamento
génico, o perfil molecular do
cancer de pulmao pode ser de-
terminado por métodos alterna-
tivos, incluindo IHQ e FISH para
genes especificos. Os anticor-
pos D5F3 e 5A4 para ALK apre-
sentam sensibilidade de 96%
e especificidade de 100% para
diagnoéstico de CPNPC, com
translocagcao de ALK, e sao
considerados como testes-pa-

drao para selecao de pacientes
pelas diretrizes da ASCO, ESMO
e NCCN™446  FISH para ALK
também é um método aceitavel
para deteccdo de translocacao
de ALK, porém apresenta des-
vantagens em relacdao ao NGS,
como a impossibilidade de de-
finicdo do parceiro de translo-
cacao e menor sensibilidade®.
A IHQ para ROS pode funcionar
como teste de rastreamento
para tumores com transloca-
cao de ROSI. O anticorpo D4D6
para ROS pode marcar células
nao neoplasicas e, por isso, re-
sultados positivos devem ser
confirmados por FISH ou NGS°.
O FISH para ROSIT tem sensibili-
dade de 100% e especificidade
de 92%°'.

Varias metodologias alterna-
tivas podem ser utilizadas para
deteccao das fusdes de NTRK, in-
cluindo FISH e IHQ. O FISH pode
necessitar até trés sondas para
uma analise completa”. O an-
ticorpo monoclonal anti-BRAF
V600E estd comercialmente dis-
ponivel", porém ha necessidade
de validacdo desse método na
deteccao das mutacdes de BRAF
em cancer de pulmao.
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Tabela 1. Principais alteragc6es somaticas no cancer de pulmao de nao pequenas células e ndo escamoso

Gene ~ -
{ Alteracao Teste Comentario
Alteracao
NGS . . .
~ . . Mutag¢des incomuns no éxon 20 estao
Mutacdes nos éxons 18-21. As mais £ . N o
frequentes (90% dos casos) sio as delecoes requentemente associadas a resisténcia. A
EGFR (10-25%) . ~ N RT-PCR pesquisa da mutacao T790M do EGFR esta
do éxon 19 e a mutacao de substituicao L ~ S A
. indicada na progressdo aos inibidores tirosino-
L858R no exon 21 . . . ~
dd-PCR quinases de primeira ou segunda geracgéo
NGS

ALK (2-5%)

Translocacdes (rearranjos) génicas

Métodos alternativos:

IHQ com anticorpos D5F3 ou 5A4
ou técnica de FISH

O principal parceiro € o gene EML4, que
determina o oncogene de fusao EML4-ALK

ROST (1-2%)

Translocacgdes (rearranjos) génicas

NGS

Métodos alternativos: FISH / se IHQ
positiva com anticorpo D4D6, deve
ser confirmada com FISH e/ou NGS

Outras mutacdes no gene BRAF nado sao

(pan-TRK: TRKA, TRKB e TRKC, ou
VENTANA pan-TRK EPR17341)

BRAF (2%) Presenca da mutacao pontual V6OOE NGS consideradas drivers
NGS
NTRK12 e 3 i ' o Métodos alternativos:
(< 1%) Translocagdes (rearranjos) génicas FISH ou IHQ com o anticorpo

Dois mecanismos de desregulacao podem

Raramente pode ocorrer mutacgdes pontuais

KRAS (20%)

HER2 (1-3%) ocorrer: Amplificacdo / hiperexpressao NGS -
. ~ . - 8 no éxon 20.
génica ou mutacado de insercao no éxon 20
A amplificagao génica esta envolvida na
MET (3%) Mutacdo do tipo skipping no éxon 14 NGS resisténcia aos inibidores tirosino-quinases do

EGFR

RET (1-2%) Translocacgdes (rearranjos) génicas NGS

Mutacées pontuais NGS A acionabilidade atual reside no achado da

alteracdo G12C do gene KRAS




Tumores de cabecga e

pescoco

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado e qual o melhor
momento?

1. Ndo se indica painel somatico
de rotina. IHQ para avaliar supe-
rexpressao de plo (determinar
se HPV positivo ou negativo) na
orofaringe é mandatéria para
estadiamento e avaliagcao prog-
nostica (tipo da recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
evidéncia: forte). Na doenca me-
tastatica, € necessaria avaliacao
de PD-LI] através de IHQ (CPS)
para definicdo de tratamento
(tipo da recomendacgao: basea-
da em evidéncias; forca da evi-
déncia: forte).

> Carcinoma de nasofaringe

2. Nao se indica painel somatico
de rotina. Pode-se indicar IHQ
ou hibridizacao in situ (preferen-
cialmente) na amostra tumoral
para avaliar correlagcao etiolo-
gica com o virus Epstein-Barr
(EBV) (tipo da recomendacao:
forte, baseada em evidéncias;
forca da evidéncia: forte).

» Carcinomas de glandulas
salivares

3. Na doenga metastatica, indi-
ca-se: 1) IHQ ou hibridizacao in
situ para avaliar superexpres-
sdao de HER2 (tipo da recomen-
dacao: baseada em evidéncias;
forca da evidéncia: moderada);
2) IHQ para avaliar expressao
de receptor androgénico (tipo
da recomendacao: baseada em
evidéncias; forca da evidéncia:
moderada); 3) Pesquisa de fusdo
dos genes NTRKI-3, inicialmen-
te por IHQ pan-TRK e, se positi-
vo, confirmacao com NGS (tipo
da recomendacgao: baseada em
evidéncias; forca da evidéncia:
moderada).

Cancer de tireoide

» Carcinoma diferenciado de
tireoide

4. Nao se indica painel somati-
co de rotina. Na doenga metas-
tatica, indica-se: 1) pesquisa de
fusdes dos genes NTRKI-3, seja
por rastreamento inicial por IHQ
pan-TRK (EPR 17341 Abcam ou
Roche/Ventana) e, se positivo,
confirmacao com NGS, ou tes-
tagem direta por NGS (tipo da
recomendagdo: baseada em
evidéncias; forca da evidéncia:
moderada); 2) NGS para pes-
quisa de fusdes de RET (tipo
da recomendacdo: baseada em
evidéncias; forca da evidéncia:
moderado).

> Carcinoma medular
de tireoide

5. Nao se indica painel somatico
de rotina. Nos casos avancados
ou metastaticos, recomenda-se:
NGS para pesquisa de mutacdes
no gene RET no tecido tumoral
e pesquisa de mutagcao germi-
nativa nos casos suspeitos de
neoplasia enddcrina multipla
tipo 2 (tipo da recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
evidéncia: forte).

» Carcinoma anaplasico de
tireoide

6. Nao se indica painel somatico
de rotina. Nos casos localmen-
te avancados ou metastaticos,
indica-se: 1) RT-PCR (real time
polymerase chain reaction) ou
NGS para detectar mutacao
BRAF V600E (tipo da recomen-
dacao: baseada em evidéncias;
forca da evidéncia: moderada);
2) IHQ para pan-TRK como fer-
ramenta de rastreio e, se po-
sitivo, confirmagao com NGS,
preferencialmente de RNA (tipo
da recomendacdo: baseada em
evidéncias; Forca da evidéncia:
moderada). Nao se recomenda
a pesquisa de PD-L1 ou TMB (tu-

mor mutational burden) de roti-
na nesses pacientes.

O carcinoma de cabega e
pescogo € um grupo heterogé-
neo de tumores epiteliais que
se iniciam na cavidade oral, la-
ringe e faringe (vias aerodiges-
tivas superiores), além dos seios
paranasais, glandulas salivares e
tireoide.

» Carcinoma epidermoide de
cabeca e pesco¢o (CECCP)

O CECCP representa 90% dos
tumores de cabeca e pescoco.
Além da heterogeneidade clini-
ca, fenotipica e etioldgica, esses
tumores apresentam alta hete-
rogeneidade molecular®?. Nao
ha marcadores genéticos pre-
ditivos de respostas atualmente
Uteis para definir o tratamento.
Portanto, nao se indicam pai-
néis para avaliar mutacdes so-
maticas de rotina para CECCP.

A superexpressao da proteina
pl6 por IHQ na amostra de tumo-
res da orofaringe (positividade
acima de 70% da amostra) € um
marcador da presenca do virus
do papiloma humano (HPV) e é
mandatodria para estadiamento e
avaliacdo prognostica desses tu-
mores®s. Para os CECCP metasta-
ticos em linfonodos cervicais de
sitio primario desconhecido, de-
ve-se pesquisar, no tecido tumo-
ral, a presenca do pl6 (por IHQ) e,
se negativo, a presenga do virus
EBV através de IHQ ou hibridiza-
¢do in situ, preferencialmente®.
Na doenca metastatica & ne-
cessaria a avaliagdo por IHQ da
expressao de PD-L1 (22C3 phar-
mDx), caracterizado pelo CPS
(combined proportional score).

Em um estudo de fase Il (KE-
YNOTE 048), foramn comparados
pembrolizumabe isolado ou
em associacdao com cisplatina

SOCIEDADE
BRASILEIRA

DE ONCOLOGIA
CLINICA




e 5-fluorouracil versus o regime
EXTREME (cisplatina, 5-fluorura-
cil e cetuximabe)®. Esse estudo
foi positivo em sobrevida global,
com superioridade de pembro-
lizumabe isolado nos pacientes
com CECCP diagnosticado e
com CPS superior ou igual a 1%
(12,3 versus 10,3 meses, HR=0,74)
e de pembrolizumabe associa-
do a cisplatina e 5-fluorouracil,
independentemente do CPS (13
versus 10,7 meses, HR=0,72), em
comparac¢ao ao braco EXTREME.
Pacientes com CPS menor que 1
nao apresentaram beneficio em
relacdo ao uso de imunoterapia
em primeira linha®.

Tumores de glandulas
salivares

Nos tumores de glandulas
salivares, a pesquisa de alvos te-
rapéuticos é indicada em alguns
casos e, dentro das neoplasias
de cabeca e pescoco, esse se-
ria o cenario no qual painéis de
mutacdes somaticas estariam
mais préoximos do uso na pratica
clinica.

Fusbes dos genes NTRKI-3
sao descritas em 90-100% dos
carcinomas secretoérios de glan-
dula salivar (também conheci-
dos como MASC)*%%7, especifica-
mente a fusdo ETV6-NTRK3%6:%,
Podem estar presentes tam-
bém em 2-15% dos carcinomas
papiliferos de tireocide®% e em
menos de 1% em outros tumo-
res de cabeca e pescoco®e4,

Recomenda-se o rastreamen-
to por IHQ através do anticorpo
pan-TRK (EPR 17341 Abcam ou
Roche/Ventana)®®, seguido de
NGS para confirmacgao, com pes-
quisa de fusdes relacionada aos
genes NTRKI, NTRK2 e NTRKS,
preferencialmente baseada em
RNA® No caso de diagndsti-
co histoloégico de MASC, o NGS
pode ser realizado como exame

14

inicial. Para pacientes metastati-
cos com indicagao de tratamen-
to sistémico e com presenca de
fusdo de NTRK, recomenda-se
tratamento de primeira linha
com larotrectinibe®2. O entrecti-
nibe também ¢é opgdo nesse ce-
nario®’, embora nao esteja dispo-
nivel no Brasil.

Hiperexpressao de HER2 esta
presente em até 30% dos carci-
nomas mucoepidermaodides ou
adenocarcinomas sem outra es-
pecificacao (SOE)%%, e em até
40% dos carcinomas ductais sa-
livares®®°7>, Embora ndo haja
consensos especificos, a maioria
dos estudos avalia a expressao
de HER2 nos moldes do cancer
de mama,’®”” sendo considera-
do positivo IHQ 3+ ou 2+ com
FISH razdo HER2/CEP17>26878.
Na doenca metastatica, o trata-
mento com combinagao de qui-
mioterapia (taxanos com ou sem
platina) e trastuzumabe é emba-
sada por uma série de casos’?®°
e estudo de fase 178, Had também
dados para bloqueio duplo com
trastuzumabe e pertuzumalbe®,
Trastuzumabe-entansina (TDM-1)
pode ser utilizado em segunda
linha®®#* e ha dados iniciais sobre
a eficacia de trastuzumalbe-deru-
xtecano®. O uso de terapia anti-
-HER2 no tratamento adjuvante
foi avaliada apenas em ensaios
retrospectivos’®e,

Expressdao de receptor an-
drogénico (RA) por IHQ, carac-
terizada como nuclear, forte
e difusa (>70%), € observada
na maioria dos carcinomas
ductais salivares®”®' e em ade-
nocarcinomas SOE. O uso de
bloqueio hormonal combina-
do, com agonista de GnRH e
bicalutamida, mostrou efetivi-
dade em doenca metastatica
com expressao de RA em es-
tudos retrospectivos®?4 e pros-
pectivo de fase II°°>. Um estudo
randomizado de fase 2 e que

compara bloqueio hormonal
e gquimioterapia nesse cenario
estd em andamento®. O uso no
cenario adjuvante foi avaliado
apenas retrospectivamente?’.

> Cancer de tireoide

No carcinoma diferenciado
de tireoide (CDT) iodo-refra-
tario metastatico, estima-se a
presenca de fusdes do NTRK
em até 12% dos casos®. Reco-
menda-se o rastreamento des-
ses casos com |IHQ composto
por anticorpo pan-TRK (EPR
17341 Abcam ou Roche/Ven-
tana)®, seguido de NGS para
confirmacao, com pesquisa
de fusdes relacionada aos ge-
nes NTRKI, NTRK2 e NTRKS3,
preferencialmente baseado
em RNA®¢, Para pacientes me-
tastaticos com indicacdao de
tratamento sistémico e com
presenca de fusao de NTRKI-3,
recomenda-se tratamento de
primeira linha com larotrectini-
be - ja aprovado no Brasil. Essa
aprovacgao foi baseada em uma
analise combinada de trés es-
tudos com sete individuos por-
tadores de cancer de tireoide
avancado. Houve 100% de res-
posta ao larotrectinibe nessa
populagao®. O rearranjo do
gene RET foi encontrado em,
aproximadamente, 20% desses
pacientes®,

Recentemente, o FDA apro-
VOu o selpercatinibe em primei-
ra linha para o tratamento de
CDT iodo-refratario metastatico
com fusdes de RET. Essa medi-
cacao demonstrou resultados
bastante animadores em estu-
do de fase 1/2. Especificamente
nos CDT, a taxa de resposta foi
de 100% quando utilizado em
primeira linha e 79% nas demais
linhas de tratamento®*. Reco-
menda-se a pesquisa de fusdes
do gene RET por NGS®8,
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No carcinoma medular de ti-
reoide (CMT), a ativacdo do gene
RET é comprovadamente um
dos principais mecanismos de
oncogénese. Nos pacientes com
CMT esporadico, mutacdes so-
maticas do RET sdo encontradas
em, aproximadamente, 40-60%
dos casos®. Os resultados do es-
tudo LIBRETTO-001 com selper-
catinibe demonstraram taxa de
resposta de 73% em primeira li-
Nnha, especificamente em CMT, e
69% em pacientes previamente
tratados®*. NGS ¢é indicado para
pesquisa de mutacdes no gene
RET no tecido tumoral®e.

No carcinoma anaplasico de
tireoide (CAT), a mutacao V60OOE
do gene BRAF é encontrada no
intervalo de 20% a 50% dos ca-
s0s'%°, A combinacao de dabra-
fenibe e trametinibe ja esta
aprovada para o tratamento de
pacientes com CAT localmente
avancado ou metastatico, com
mutacao BRAF V6OOE sem op-
coes eficazes de tratamento lo-
corregional. Foi demonstrada
taxa de resposta de 69% com a
combinagao, sendo a estratégia
preferencial nessa situagao™.
Para esses casos, indica-se a
pesquisa dessa mutacao atra-

vés de RT-PCR ou NGS'?, Fusodes
do gene NTRK também sdo re-
levantes nos CAT.

Como mencionado, o laro-
trectinibe apresenta resultados
animadores nessa populagcao e
deve-se realizar o rastreamento
desses casos com IHQ compos-
to por anticorpo pan-TRK (EPR
17341 Abcam ou Roche/Venta-
na)®, seguido de NGS para con-

firmacgao®®.

Tabela 2. Principais alteragcées somaticas no cancer de cabeca e pescoco

Tipo de

neoplasia

Gene /
Alteracao

Teste

Comentario

Cabecga e
pescoco
(carcinoma
espinocelular)

Nao ha gene
com alteragao
acionavel
validada

IHQ para superexpressao de
pl6 (determinar se HPV positivo
ou negativo) na orofaringe é
mandatoria para estadiamento
e avaliagcao progndstica (positivo
em 70% dos casos)

IHQ para PD-L1 (CPS) destinado
a definicao de tratamento no
contexto metastatico

Nao ha indicacao de
teste de sequenciamento
somatico

Carcinoma de

Nao ha gene
com alteragao

IHQ ou hibridizacao in situ
(preferencialmente) na amostra
tumoral para avaliar correlacao

Nao ha indicacao de
teste de sequenciamento

nasofaringe acionavel S i : .
validada etioldgica com o virus Epstein- somatico
Barr
IHQ para HER-2 e para expressao o
. do receptor androgénico (AR) Nao ha mdmagao de

Carcinoma teste de sequenciamento
de glandulas NTRK1-3 ) somatico na auséncia de
salivares IHQ pan-TRK como triagem para | triagem positiva para pan-

fusdo de NTRK1-3; se positivo
confirmar com NGS

TRK
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Gene /
Alteracao

Tipo de

X Comentario
neoplasia

IHQ: pan-TRK (EPR 17341 Abcam
Carcinoma ou Roche/Ventana) para rastreio
diferenciado e, se positivo, confirmacao com
(papilifero, NTRK1-3 NGS (positivo em 12% casos)
folicular) de RET
tireoide NGS para pesquisa de fusdes do
gene RET no tecido tumoral (20%)
Esta indicada a pesquisa
Carcinoma NGS para pesquisa de fusdes de mutacgdo germinativa
medular de NTRK1-3 do gene RET no tecido tumoral para casos suspeitos
tireoide (40-60%) de neoplasia enddcrina
multipla tipo 2
NGS para pesquisa de mutacao
. BRAF V600E (20-50%)
Carc!npma NTRK1-3
anaplasico de
Frafao BRAF IHQ pan-TRK como ferramenta de
rastreio e, se positivo, é necessaria
a confirmacao com NGS

Tumores
gastrointestinais

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. No diagnéstico da doen-
ca metastatica ou localmente
avancgada irressecavel em ade-
nocarcinomas esofagogastricos,
pancreaticos, biliares, intesti-
nais (delgado e colorretal) (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte);

2. No diagndstico da doencga
localizada em estagio clinico (EC)
Il e lll, em adenocarcinoma eso-
fagogastrico (tipo de recomen-
dacdo: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte);

3. No diagndstico da doencga
localizada em EC Il, em adeno-
carcinoma colorretal (tipo de re-
comendacao: baseada em evi-

déncia; forca da recomendacao:
forte).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacgées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracoes sdao esperadas de
cada gene)?

4. Em todos os adenocarci-
Nnomas ou carcinomas pouco
diferenciados metastaticos ou
irressecaveis:

a) pesquisa de instabilidade
de microssatélites (MSI) (tipo
de recomendagdo: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte).

b) pesquisa de fusbes de
NTRKI-3 (neurotrophic tyrosine
receptor kinase) (tipo de reco-
mendacao: baseada em evidén-
cia; forca da recomendacao: forte).

» 5. Adenocarcinoma
esofagogastrico:

a) doenca metastatica/local-
mente avangada irressecavel:
pesquisa de superexpressao
HER2 ou amplificagdo de ERBB2
(Human epidermal growth fa-
tor receptor; superexpressao ou
amplificacdo (tipo de recomen-
dacao: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte);

b) doenca localizada: pesqui-
sa de MSI (microsatellite insta-
bility) (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacao: forte).

> 6. Tumores de vias biliares:

a) doenca metastatica/local-
mente avancada irressecavel:
pesquisa de fusao ou rearran-
jos de FGFR2 (fibroblast growth
factor receptor 2) (tipo de reco-
mendagao: consenso formal;
forca da recomendacao: forte);
mutacao de [DHI (isocitrate-
-dehydrogenase) (tipo de re-
comendacao: baseada em evi-
déncia; forca da recomendacao:
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moderada); mutacao V60OOE do
gene BRAF (tipo de recomen-
dacdo: consenso formal; forga
da recomendacdo: forte); am-
plificacdo de ERBB? (tipo de re-
comendacao: consenso formal;
forca da recomendacao: fraca).

> 7. Adenocarcinoma
colorretal:

a) doenca metastatica (es-
tagio 1V): pesquisa de mutacao
nos genes KRAS e NRAS (éxon 2:
coddons 12, 13; éxon 3: cédons 59 a
61; éxon 4: codons 117 e 146) (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte); mutacao V60OE do
BRAF (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca
da recomendacao: forte); supe-
rexpressao de HER2 ou ampli-
ficacdo de ERBBZ2 (tipo de re-
comendacao: consenso formal;
forca da recomendacao: mode-
rada); mutacao de POLE (DNA
polymerase epsilon) (tipo de re-
comendacao: consenso formal;
forca da recomendacao: fraca).

b) Doenca estagio Il: pesquisa
de MSI (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacgao: forte)

> 8. Tumores
neuroendécrinos:

a) Doenca metastatica, G3/
Carcinoma neuroendodcrino
(NEC): pesquisa de mutacao
V60OE do BRAF (tipo de reco-
mendacao: consenso formal;
forca da recomendacao: fraca).

Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

Existem testes alternativos
na pratica clinica (ex. sequen-
ciamento de gene unico, FISH,
IHQ, etc.)? No caso de testes al-
ternativos, sempre que possivel,
determinar se o painel é o pre-
ferivel.
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9. HER2/ERBB2: IHQ com-
plementada por ensaios de hi-
bridizagdao in situ (ISH), como
FISH, caso inconclusivo. Na IHQ,
a expressao do anticorpo é gra-
duada em escore O, 1, 2 ou 3
cruzes. Quando o escore for 3+
indica superexpressao; quando
2 é duvidosa e é recomenda-
do fazer FISH. A amplificacao
ou mutacdes evidenciadas por
painéis de NGS nao devem ser
utilizadas como critério para tra-
tamento na auséncia de positi-
vidade em IH.

10. MSI/MMR: IHQ, PCR ou
NGS. A IHQ é o teste mais dis-
ponivel e menos dispendioso,
entretanto, por ser um meétodo
indireto, € mais sujeito a falhas,
devendo ser confirmado por
técnica direta quando positi-
vo. A IHQ consiste na pesquisa
da expressao das proteinas de
reparo MLH1, MSH2, MSHG e
PMS2. A auséncia de expressao
significa a presenca de MSI|. A
IHQ isoladamente ndo detecta
10% dos casos com MSI, por isso,
se disponivel, exames negati-
vos deveriam ser repetidos com
analise molecular. O painel vali-
dado mais utilizado no mundo
para pesquisa de instabilidade
de microssatélites envolve cin-
co marcadores monomorficos
(painel pentaplex). A presenca
de dois marcadores com insta-
bilidade caracteriza um status
de alta instabilidade. A presen-
¢a de um ou nenhum marcador
instavel caracteriza estado de
baixa instabilidade ou de mi-
crossatélites estaveis;

1. NTRK: NGS. IHQ pode ser
usada para rastreio, sendo rapi-
do e menos dispendioso. Contu-
do, casos positivos precisam ser
avaliados com sequenciamento
para confirmar a fusao do gene;

12. KRAS/NRAS: O teste ideal é
0 sequenciamento do gene por

PCR em tempo real, podendo
ou nao ser parte de um painel
com outros genes. Na auséncia
da técnica, € comum e confiavel
a pesquisa de hotspots por se-
guenciamento simples, ou até
por uso de PCR comum com
enzimas de restricao;

13. BRAF V600E: O teste ide-
al é o sequenciamento do gene
por PCR em tempo real, poden-
do ou ndo ser parte de um pai-
nel com outros genes. Na au-
séncia da técnica, € comum e
confidvel a pesquisa das altera-
¢bdes mais comuns de hotspots
por sequenciamento simples,
ou até por uso de PCR comum
com enzimas de restricao;

14. FGFR2: Seguenciamen-
to do gene por PCR em tempo
real, podendo ou ndo ser parte
de um painel com outros genes;

15. IDHT: Sequenciamento do
gene por PCR em tempo real ou
por NGS;

16. POLE: Sequenciamento do
gene por PCR em tempo real ou
por NGS. Habitualmente, fazem
parte dos painéis de NGS, sendo
caracteristico o elevado numero
de mutagdes encontrado nas cé-
lulas tumorais, denominado de
gendtipo ultramutado.

Obs. Pelo custo de cada uma
das andlises e pelo tempo dis-
pendido, os painéis por NGS
tendem a substituir rapidamen-
te as tecnologias acima, abor-
dando todos esses genes com
sequenciamento profundo si-
multaneamente.
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> Alteracdes agnédsticas

Instabilidade de microssaté-
lites (MSI) — Microssatélites sao
sequéncias curtas repetidas
de nucleotideos que tém ocor-
réncia em todo o genoma. Sua
instabilidade € um marcador de
deficiéncia do reparo por empa-
relhamento errébneo (MMR), sis-
tema composto por quatro en-
zimas codificadas pelos genes
MLHT, MSH2, MSH6 e PMS2, cuja
disfuncao pode ser germinativa
(sindrome de Lynch) ou somati-
ca, mais frequentemente asso-
ciada a alteragbes epigenéticas
(metilacao da regido promotora
do gene). A detecgao dessa alte-
racao em paineéis somaticos por
diferentes metodologias (secao
1), além do rastreio de individu-
os e familias com sindrome de
Lynch, estd associada a uma po-
tencial resposta a imunoterapia
com inibidores de checkpoints
imunes (ICl) em diversas histolo-
gias'®*1%, sendo essa estratégia
a primeira terapia oncoldgica
agnostica aprovada em muitos
paises apds a falha em, pelo me-
nos, uma linha de tratamento.

Na plenaria da ASCO 2020, o
estudo KEYNOTE-177 mostrou
beneficio em sobrevida glo-
bal (SG), sobrevida livre de pro-
gressao (SLP) e taxa de respos-
ta a favor do pembrolizumabe
guando comparado com a qui-
mioterapia a escolha do investi-
gador e anticorpo monoclonal
na primeira linha do cancer co-
lorretal metastatico®. Vale res-
saltar ainda que a presenca de
mutacdes em POLE ou POLDI
também estao associadas ao
melhor progndstico na doencga
inicial e beneficio com imuno-
terapiad®”. Em neoplasias color-
retais estagio Il, a presenca de
MSI-H foi associada ao melhor
prognostico, de maneira que a
guimioterapia adjuvante é con-

siderada ineficaz e nao reco-
mendada nesse cenario.’o®

Em adenocarcinoma gastro-
esofagico, a presenca de MSI-H
foi associada a auséncia de efi-
cacia da quimioterapia para do-
enca localizada em analises pos-
t-hoc de estudos clinicos de fase
[11'%°7° e sua indicagado é conside-
rada controversa, especialmen-
te no cenario perioperatorio.

Fusdes e rearranjos de NTRK
— Os genes NTRK codificam as
proteinas quinase do receptor
de tropomiosina (TRK). As fu-
sdes desses genes levam a hi-
perexpressao de proteinas de
fusdao com TRK, o que resulta
em sinalizacao persistente em
diferentes tumores™. A ativida-
de de inibidores de tirosina-qui-
nase (TKI) de NTRK ocorre em
diversas histologias®. O uso dos
agentes inibidores de TRK deve
ser considerado em terapias
subsequentes a primeira linha
nesses pacientes. Larotrectinibe
€ a droga dessa classe disponi-
vel no Brasil.

Observagcdo: Em pacientes
de uma coorte de 2.314 tumores
colorretais metastaticos, as alte-
racoes de NTRK foram achadas
em pacientes sem mutacdes, ou
seja, selvagem para KRAS, NRAS
e BRAF. Sete das oito fusdes
de NTRK dessa analise ocorre-
ram em pacientes MSI-H™. Se
confirmado, esse achado pode
restringir a populacdo de can-
cer colorretal metastatico para
guem o teste estaria indicado.

» Cancer esofagogastrico

HER2 - A proteina HER2 é um
receptor-tirosina quinase trans-
membrana, membro da familia
do receptor do fator de cresci-
mento epidérmico (EGFR) e res-
ponsavel pela regulagao da pro-
liferacao celular, diferenciagao e

sobrevivéncia™. Cerca de 7-20%
dos adenocarcinomas esofago-
gastricos sao HER2 positivos,
isto é, apresentam intensidade
de expressao IHQ para HER2 3+,
ou 2+ com FISH (hibridizacao in
situ por fluorescéncia), ou CISH
(hibridizacao in situ cromogéni-
ca) positivos™. As taxas de posi-
tividade sao semelhantes entre
pacientes europeus e asiaticos
(23,6% vs. 23,9%), mas sao maio-
res no tipo intestinal do que no
difuso (31,8% vs. 6,1%); e no ade-
nocarcinoma de juncao esofa-
gogastrica do que em tumores
gastricos (32,2% vs. 21,4%)".

O estudo ToGA avaliou um
anticorpo monoclonal hu-
manizado contra o HER2, de-
monstrando ganho de SLP e
SG™ em pacientes com cancer
gastroesofagico localmente
avancado, irressecavel ou me-
tastatico, HER2 positivos, qui-
mioterapia isolada e comparada
a qguimioterapia associada ao
trastuzumabe. O estudo DES-
TINY-GastricOl, aberto, de fase
2, randomizado, demonstrou
gue o trastuzumabe deruxte-
can (DS-8201), comparado ao
tratamento escolhido pelo in-
vestigador, aumentou a taxa de
resposta e a SG em pacientes re-
fratarios em, pelos menos, duas
linhas de tratamento, incluindo
trastuzumabe®.

> Tumores de vias biliares

FGFR - O receptor do fator
de crescimento de fibroblasto
€ um receptor transmembrana
com um dominio tirosina-quina-
se, dividido em quatro subtipos
(FGFR1-4). Entre 6 e 15% dos co-
langiocarcinomas ¢é apresenta-
da alguma alteracao nos genes
FGFR, sendo as fusdes mais fre-
guentes'”. Elas sdo mais comuns
no colangiocarcinomas intra-he-
paticos e, em geral, sdo associa-
das a tumores de melhor prog-
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nostico™. O pemigatinibe € uma
droga inibidora do FGFRI, -2 e -3,
aprovada pelo FDA em 2020 para
uso em pacientes com fusdo de
FGFR2. A aprovacao se baseia no
estudo de fase 2, FIGHT-202, no
qual 107 pacientes com fusdo de
FGFR2, que tinham falhado em,
pelo menos, uma quimioterapia
prévia, foram tratados com o pe-
migatinibe. A taxa de resposta e
de controle da doenca foi de 35%
e 88%, respectivamente, com
SLP mediana de 6,9 meses™. Pa-
cientes com mutacao nao apre-
sentaram beneficio no uso da
droga.

IDHT/2 — Mutacdes em IDH1/2
sao encontradas em até 7% dos
colangiocarcinomas extra-he-
paticos, mas em até 15% dos
intra-hepaticos, em geral, es-
sas mutacdes sao mutuamen-
te excludentes com alteragdes
de FGFR.?° O ivosidenibe é um
inibidor de IDHT usado para o
tratamento de leucemias com
alteracdo de IDH. No estudo de
fase Ill, ClarIDHy, 185 pacien-
tes com falha em quimiotera-
pia prévia foram randomizados
para receberem ivosidenibe ou
placebo. O grupo de tratamento
com ivosidenibe teve maior nu-
mero de pacientes com doenca
estavel e maior SLP™.

BRAF - As mutacoes de BRAF
ocorrem em 1-7% dos tumores
de vias biliares, sendo a maio-
ria em colangiocarcinomas in-
tra-hepaticos. A alteragdo mais
comum é a mutacao V6OOE™.
Especificamente em pacientes
com a mutacao BRAF V60O0E, a
combinacao dabrafenibe-tra-
metinibe foi avaliada no estu-
do ROAR, no qual 35 pacientes
foram tratados com uma taxa
de resposta de 36% e SLP de 9,2
meses'?,

HER2 — As amplificagdes de
ERBB2 ocorrem em 1-3% dos

colangiocarcinomas  intra-he-
paticos, mas em 10-16% dos
extra-hepaticos e tumores de
vesicula biliar™. Ha relatos de
hiperexpressdao de HER2 como
um mecanismo de resisténcia
adquirida a inibidores de FGFR.
Os dados de drogas anti-HER2
se limitam a uma série de ca-
sos retrospectivos, com taxas
de resposta de até 50% para tu-
mores de vesicula biliar tratados
com trastuzumabe, com ou sem
pertuzumabe™. O maior estudo
prospectivo sobre terapias anti-
-HER2 para tumores de vias bi-
liares é o MyPathway, no qual 11
pacientes com amplificacdo ou
mutacao de ERBB2 foram tra-
tados com trastuzumabe-per-
tuzumabe, resultando em uma
taxa de resposta de 36% e dura-
cao de resposta de 4,2 meses'®.

> Carcinoma colorretal

KRAS, NRAS e HRAS - Os trés
genes RAS humanos, KRAS,
NRAS e HRAS, encontram-se
frequentemente alterados por
mutacdes somaticas em varios
tumores, incluindo os colorre-
tais”. RAS € um componente
downstream da via EGFR. An-
ticorpos monoclonais anti-EG-
FR agem bloqueando a cadeia
de sinalizagao e impedindo a
proliferacdo celular. Entretanto,
quando ha mutagdes nos ge-
nes que codificam RAS, essa via
fica constantemente ativada. O
KRAS estd mutado em, aproxi-
madamente, 40% dos tumores
colorretais®?’,  representando
um evento precoce na carcino-
génese e o primeiro a ser identi-
ficado como marcador preditivo
negativo em relagao ao uso de
anticorpos monoclonais anti-
-EGFR. As mutacdes de NRAS,
embora menos frequentes (5-
10%), também sao preditoras
negativas de resposta aos anti-
-EGFR, sendo hoje testadas em
conjunto com KRAS e nomea-

das all-RAS. O cetuximabe e o
panitumumabe sdao os anticor-
pos monoclonais anti-EGFR que
demonstraram beneficio nos
pacientes com cancer colorre-
tal metastatico RAS selvagem,
especialmente quando o tumor
primario esta localizado em coé-
lon esquerdo?s2,

BRAF - O gene BRAF codifica
a proteina quinase serina-treoni-
na e age como efetor downstre-
am dasinalizacdo do RAS, sendo
parte da via RAS-RAF-MEK-MA-
PK®3, A mutacao V60OOE ocorre
em 8-10% dos adenocarcinomas
colorretais metastaticos, sendo
mais comuns nos tumores do
lado direito e conferindo pior
prognostico®4. As mutagdes dos
genes da familia RAS e BRAF
V600OE sao mutuamente exclu-
dentes®™>.

Estudos demonstraram que
o tratamento com combinacao
tripla de QT FOLFOXIRI, asso-
ciada ou nao ao bevacizumabe,
é superior as combinacdes du-
plas®¢. Em pacientes com tumo-
res mutados para BRAF V6OOE
e ja previamente tratados, um
estudo fase Il randomizado
mostrou evidéncias de benefi-
cio com associacao de inibidor
de BRAF (vemurafenibe), QT
(irinotecano) e anticorpo anti-
-EGFR (cetuximabe).® Mais re-
centemente, o estudo fase lll
BEACON mostrou beneficio no
aumento de SG, SLP e taxa de
resposta com a combinagao de
inibidor de BRAF (encorafenibe)
e anticorpo anti-EGFR (cetuxi-
malbe), com ou sem inibidor de
MEK (binimetinibe), em pacien-
tes previamente tratados, sendo
aprovado pelo FDA®819,

A mutagao BRAF V600OE tam-
bém é preditora negativa de
beneficio a terapia anti-EGFR,
como mostrado em metana-
lise®. Ha outras mutag¢des no
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BRAF, nao V60OOE, que nao apre-
sentam o mesmo perfil prog-
nostico das V60OOE, assemelhan-
do-se ao BRAF selvagem. Essas
mutacdes podem ser concomi-
tantes as mutacdes dos genes
da familia RAS em, aproximada-
mente, 30% dos casos'.

HER2 - A amplificagao ou
hiperexpressao de ERBB2 esta
presente em 6% dos adenocarci-
nomas colorretais metastaticos

RAS selvagem, sendo conside-
rado um mecanismo de resis-
téncia a terapia anti-EGFR. No
estudo HERACLES, 27 pacientes
com cancer colorretal metasta-
tico RAS selvagem, HER2+, refra-
tarios a terapias-padrao, recebe-
ram trastuzumabe e lapatinibe,
atingindo uma taxa de resposta
de 34%'“?. J& no estudo de fase
lla MyPathway, 57 pacientes
com cancer colorretal HER2+
receberam trastuzumabe-per-

tuzumabe com taxa de respos-
ta de 32%?%. Recentemente, o
estudo de fase Il Destiny-CRCOI
em pacientes com cancer color-
retal metastatico HER2-positivo
(imuno 3+, ou imuno 2+/ISH+),
previamente tratados, demons-
trou atividade do trastuzumabe
deruxtecan e obteve taxas de
resposta de 45%, independente
da exposicao prévia a anti-HER2.
Na amostra, 30% ja haviam rece-
bido agentes anti-HER2'4,

Tabela 3. Principais alteragées somaticas no cancer de tumores gastrointestinais

Tipo de
neoplasia

Gene / Alteracédo*

Em todos os
sitios (aprovacao
agnoéstica)

Instabilidade de microssatélites
(MSI-high)

NTRK1-3

Pesquisa de instabilidade de microssatélites
por IHQ, RT-PCR ou NGS

IHQ pan-TRK como triagem para fusao de
NTRK 1-3; se positivo, confirmmar com NGS

Adenocarcinoma
esofagogastrico

Instabilidade de microssatélites
(MSI-high)

EBRBZ2

Pesquisa de instabilidade de microssatélites
por IHQ, RT-PCR ou NGS

Pesquisa de amplificagdo de HER-2 por IHQ
e, se duvidoso, confirmar com FISH

Adenocarcinoma

FGFR2 (fusao)

IDH1

NGS

de vias biliares BRAF (V60OOE)

ERBB2 (amplificacao)

IHQ para HER-2 e, se duvidoso, FISH

Em EC I, pesquisar MSI por IHQ, RT-PCR ou

neuroenddcrinos

Instabilidade de microssatélites NGS
(MSI-high)
Adenocarcinoma KRAS e NRAS L. . .
el e € No contexto metastatico, solicitar painel
BRAF (V600E) NGS para via RAS-RAF
ERBB2
POLE IHQ para amplificacao HER-2 e, se duvidoso,
FISH
Tumores BRAF (V60OE) NGS no contexto metastatico, G3/Carcinoma

neuroenddcrino (NEC)

*As frequéncias podem variar significativamente dependendo do tumor considerado.
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Tumores ginecolégicos

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

No cancer ginecoldgico, de
acordo com as evidéncias atu-
ais, ha beneficio em realizacao
de painel somatico apenas nos
canceres de ovario e endomé-
trio, conforme detalhamento a
seguir.

> Cancer de endométrio

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutagodes
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracodes sao esperadas de
cada gene)? Como? Quais
plataformas ou testes sao
mais apropriados?

1. Todas as pacientes com car-
cinoma de endométrio (CE),
ao diagnostico, independente-
mente da histologia e estadia-
mento, devem ser submetidas
a investigacao de deficiéncia de
mismatch repair (MMR), poden-
do ser por pesquisa de instabi-
lidade de microssatélite (MSI),
por next generation sequencing
(NGS) ou por pesquisa de ex-
pressao das proteinas de MMR
- MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 por
IHQ. Ha evidéncia de alta con-
cordancia entre MSI e IHQ para
expressao das proteinas MMR
no CE (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacao: forte);

2. E aconselhavel, ao diagndsti-
co, a realizagcao de pesquisa de
mutacao nos genes POLE (por
NGS) e pesquisa de expressao
de p53 (IHQ). E aconselhavel
também a realizacdo de pes-
quisa de LICAM (IHQ) nessas
pacientes (tipo de recomenda-
¢ao: baseada em evidéncia; for-
¢a da recomendacdo: fraca);

3. Pacientescom diagndstico de
CE seroso, FIGO IlI/IV ou doenca
recorrente também devem ser
consideradas para pesquisa de
HER2 por IHQ, seguido de FISH
Nnos casos duvidosos (tipo de re-
comendagao: baseada em evi-
déncia; forca da recomendacgao:
moderada);

4. E recomendada a realiza-
¢ao de pesquisa de receptores
hormonais, progesterona e es-
trogénio por IHQ nos CE (his-
tologia endometrioide) estagio
Ill, IV ou recorrente (tipo de re-
comendagao: baseada em evi-
déncia; forca da recomendacgao:
moderada).

Devido a alta prevaléncia de
deficiéncia em MMR em CE, as
diretrizes do NCCN e da Society
of Gynecologic Oncology reco-
mendam sua pesquisa univer-
sal em pacientes no momento
do diagnéstico, podendo ser
realizada a pesquisa de MSI por
NGS ou por IHQ para proteinas
de MMRM%4145 - Até 40% dos CE
podem apresentar MSI, mas
apenas 3-5% apresentam mu-
tacdo germinativa nos genes
MMR/Sindrome de Lynch's,

Estudo recente demonstrou
discordancia dos exames (NGS
com MSI-high e auséncia de
MMRd na IHQ) em 5% dos ca-
sos de CE". As pacientes dis-
cordantes apresentavam Tu-
mor Mutation Burden (TMB)
semelhante as concordantes
e obtiveram elevadas taxas de
resposta a imunoterapia.

Em 2013, com a publicacao
do The Cancer Genome Atlas
Research Network (TCGA), foi
possivel subdividir o cancer
de endométrio epitelial (endo-
metrioide e seroso) em quatro
grupos moleculares: a) POLE
ultra-mutado, caracterizado

pela mutacdo no gene POLE;
b) instabilidade microssatélite
(MSI) hipermutado, caracteri-
zado por mutacdes nos genes
de MMR: MLHI, MSH2, MSH®6,
PMS2; c) numero de copias
baixas (NCB), que nao possui
uma mutacao especifica; e d)
ndmero de coépias altas (NCA),
compreendendo a quase to-
talidade dos tumores serosos
e caracterizado por mutacéao
no gene TP53™% Nesse estudo,
as pacientes com mutacao de
POLE apresentaram excelente
progndstico, ja as pacientes do
subgrupo de NCA apresenta-
ram o pior progndstico. As pa-
cientes MSI e NCB tiveram um
progndstico intermediario. Os
achados do TCGA foram repli-
cados por grandes grupos em
Vancouver (Canadd) e Leiden
(Holanda) através de técnicas
mais acessiveis, utilizando IHQ
para p53 e MMRd, e sequencia-
mento do gene POLE &

Pacientes do grupo POLE e
MSI sao considerados portado-
res de tumores quentes com
alta formacao de neoantigenos,
elevado TMB e, por isso, sdo ex-
celentes candidatos a imunote-
rapia'“®. Varios estudos tém de-
monstrado atividade de drogas
anti-PD1 (ex: pembrolizumabe
e dorstalimabe) e anti-PD-L1
(ex: atezolizumabe e avelu-
mabe) com respostas globais
gue variam de 25 a 50% para
perfis MSI'®154 Pacientes com
mutacao em TP53 apresenta-
ram, em uma recente andlise
do PORTEC 3, beneficio para
o tratamento combinado com
guimiorradioterapia, sobretudo
guando comparado a radiote-
rapia isolada. J4 em outra anali-
se realizada no estudo PORTEC
2, as pacientes com mutacao
em TP53 apresentaram melhor
sobrevida quando tratadas com
radioterapia pélvica e compara-
da a braquiterapia®™®.
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O subgrupo de NCA apre-
senta amplificacdao de ERBB2
em, aproximadamente, 25%
dos casos'“®. Em um estudo de
fase Il randomizado, pacientes
em estagio IlI/IV ou recorrente
com carcinoma seroso e IHQ
com expressao de HER2 (base-
ado em diretriz da ASCO/Colé-
gio Americano de Patologia de
2007) apresentaram ganho de
sobrevida livre de progressao
(SLP) e global (SG) quando o
trastuzumabe foi adicionado a
carboplatina e paclitaxel™®'7,

Pacientes com CE receptor
hormonal positivo parecem ter
uma maior probabilidade de
responder a terapia enddcrina.
Em um estudo randomizado, a
taxa de resposta observada em
pacientes com RE e RP positi-
va foi de 25% e 37%, respectiva-
mente, mas apenas de 7% a 8%
em pacientes com doenca RE/
RP negativa®®'™™. Hormoniote-
rapia € o tratamento sistémico
preferido para pacientes com
tumores RH positivo, graus 1 ou
2, e auséncia de doenca rapida-
mente progressiva'®.

LICAM é uma proteina de
adesdao que vem sendo reco-
nhecida como fator prognds-
tico adverso em CE. Em uma
analise multicéntrica, dentre
1.021 pacientes com tumores
endometriais, aquelas LICAM
positivo apresentaram pior SLP
e SG'e

> Cancer de ovario

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutagdes so-
maticas (quais genes devem
ser incluidos e quais alteragdes
sao esperadas de cada gene)?

1. Em pacientes com diag-
noéstico de carcinoma epitelial
do ovario (CEO) ndo mucinoso,
estagios Il e IV ou recidivadas,

Ccuja pesquisa de mutacao ger-
minativa de BRCAI/2 foi negati-
va, deve ser realizada a pesqui-
sa de mutagao somatica desses
genes através de NGS (tipo de
recomendacao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte);

2. As pacientes com carcino-
mas endometrioides, mucino-
sos e de células claras devem
realizar pesquisa de MMRd por
sequenciamento dos genes
MLHI1, MSH2, MSH6 e PMS2 por
NGS, ou por IHQ para as res-
pectivas proteinas (tipo de re-
comendacao: baseada em evi-
déncia; forca da recomendacao:
moderada);

Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

3. O sequenciamento deve
empregar painel multigénico,
incluindo no minimo os ge-
nes BRCAI, BRCA2, RADS5IC,
RADS5ID, BRIP1, MLHI, MSH2,
MSH6, PMS2 e PALBZ2 (tipo de
recomendacdo: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
¢ao: moderada);

4. O método recomendado
para o sequenciamento soma-
tico do BRCAI/2 é o NGS na pa-
rafina. J& a opgdao de escolha
para avaliacdo de MMRd isola-
damente é a IHQ, um método
acessivel e de baixo custo (pai-
néis de NGS também podem
ser usados) (tipo de recomen-
dacdo: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte).

Variantes patogénicas em um
dos genes BRCA sao encontra-
das em cerca de 21% das pacien-
tes com CEO: 14% sdo mutacdes
germinativas e 7% somaticas.
Defeitos no reparo de DNA se-
cundario a deficiéncia de vias de
recombinacao homologa (DRH)

sdo detectados em cerca de 50%
das pacientes. A DRH, especial-
mente por mutacao em BRCA,
esta associada a sensibilidade de
inibidores de PARP (iPARP)™2,

Quatro estudos randomi-
zados respaldam o uso dessa
classe de drogas na primeira
linha de pacientes com CEO.
O estudo SOLO-1 demonstrou
beneficio da manutengdo com
olaparibe em primeira linha
nos pacientes com mutacao de
BRCAI/2 e com resposta parcial
ou completa a platina, reducao
de risco de progressao ou morte
na ordem de 70% (IC95%:0,23-
0,41; p<0,0001)*3. Esses resulta-
dos embasaram a aprovacgao
do olaparibe nessa indicacao no
Brasil.

Os estudos PRIMA, VELIA e
PAOLA-1 avaliaram, respectiva-
mente, manuten¢cao com nira-
paribe™, veliparibe concomitan-
te a quimioterapia e seguida de
manutencao por trés anos'®, e
olaparibe, com manutencao por
dois anos em associagcao ao be-
vacizumabe'®®. Os trés estudos
incluiram pacientes a despeito
da presenca do status BRCA. O
maior beneficio observado com
0 uso dos iPARP foi na popula-
cao com variante patogénica
em BRCA (HR: PRIMA 0,4; VELIA
0,44; PAOLA 0,31). A presenca de
HRD (VELIA cut-off=33; PRIMA e
PAOLA-1 242) sem mutacao de
BRCA 1/2 também se associou
a sensibilidade dos iPARPs nos
estudos PRIMA e PAOLA-1, mas
nao no estudo VELIA; apenas o
estudo PRIMA revelou beneficio
nos proficientes em RH. Velipa-
ribe e niraparibe ainda nao tém
aprovacao no Brasil.

Os estudos SOLO-2 e estudo
19 respaldam o uso do olaparibe
na populacao com CEO recidiva-
do e sensivel a platina (PS). O pri-
meiro incluiu pacientes mutadas
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em BRCAI/2, ap6s, pelo menos,
duas linhas terapéuticas basea-
das em platina e em resposta
parcial ou completa, levando a
um significativo ganho de SG'.
O segundo, um estudo de fase 2
que incluiu pacientes a despeito
da mutacao de BRCAI/2, foi o pri-
meiro estudo a demonstrar be-
neficio de olaparibe em CEO re-
cidivado OS™®®, tendo sido a base
para a sua aprovagcao no Brasil
nesse contexto, independente-
mente da presenca de mutacao
de BRCAT/2.

Resultados semelhantes em
SLP foram obtidos com iPARP
niraparibe e rucaparibe, drogas
ainda nao disponiveis no Bra-
sil; os dados de SG dos estudos
ARIEL3 e NOVA ainda nao estao
maduros®. NCCN e ESMO re-
comendam o uso de iPARP em
CEO recidivado PS, indepen-
dente do status de mutacdo em
BRCA™7, O valor preditivo de
HDR ainda é discutido, mas vem
ganhando forca. Em 2019, a pla-
taforma myChoice foi aprova-
da para o uso do niraparibe em
CEO recidivado PS e, recente-

mente, para o uso de olaparibe
combinado com bevacizumabe
na primeira linha de tratamento
dos pacientes sem mutagcdo em
BRCA. Vale ressaltar que esse
teste ainda nao esta disponivel
no Brasil.

De forma nao selecionada,
10-12% dos tumores epiteliais
de ovario podem apresentar
dMMR'”?2 e, embora ndo se te-
nha no Brasil aprovacdo agnos-
tica do pembrolizumabe, essas
pacientes sao potencialmente
candidatas a imunoterapia.

Tabela 4. Principais alteracdes somaticas no cancer de endométrio e ovario

Tipo de
neoplasia

Gene / Alteracao

Teste

Comentario

Instabilidade de
microssatélites

Pesquisa de instabilidade
de microssatélites por IHQ,

Em todos )

os sitios (MSI-high) RT-PCR ou NGS
?prr,g\;:iiaac; IHQ pan-TRK como triagem

9 NTRK 1-3 para fusdo de NTRK 1-3; se

positivo, confirmar com NGS

Cancer de

BRCAI, BRCA2,
RADS5IC, RAD51D,
BRIPT1 e PALB2
(BRCAI ~8%
germinativo e 3%
somatico; BRCA2~6%
germinativo e 3%
somatico)

homodloga

NGS com painel que inclua
genes associados ao reparo
do DNA por recombinacao

A pesquisa de mutacao
em genes de reparo por
recombinacao homologa
deve ser realizada em
DNA germinativo e, caso
negativa, sequenciar o
DNA somatico

ovario
(estagio lll e IV)

MLHT, MLH2, MSH®6,
PMS2
(MSI ~12% néao
selecionado
por histologia;
endometrioide ~20%,
Mmucinoso ~17% e
células claras ~12%)

Pesquisa de instabilidade de

microssatélites por IHQ, RT-

PCR ou NGS em carcinomas

endometrioides, mucinosos
e de células claras
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Tipo de
neoplasia

Gene / Alteracao

Comentario

POLE (~7%) NGS

MLH]1, MLH2, MSH®,
PMS2, p53 (MSI~30%:;

Pesquisa de instabilidade
de microssatélites e p53 por

p53~25%) IHQ, RT-PCR ou NGS
~ (o)
Cancer de LICAM (~17%) IHQ
endométrio HER2 (superexpressao
em ~25% dos tumores IHQ
Serosos)

Receptores hormonais
(estrogénio e IHQ
progesterona)

Tumores de mama

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. O tratamento de primeira li-
nha utilizado em cancer de
mama metastatico (CMM) esta
fundamentado em ampla lite-
ratura. O uso dos painéis pode
ser considerado somente em
pacientes com CMM que apre-
sentem indicagao para receber
tratamentos oncoldgicos adi-
cionais — especialmente quan-
do as opc¢des de tratamento
padrio/registrados se tornam
[imitadas. Quando a finalidade
é essa, é fundamental que os
pacientes e suas familias en-
tendam que os painéis soma-
ticos fornecem resultados Uteis
apenas em uma minoria dos
casos. Muitas vezes, o acesso
ao tratamento indicado € mui-
to restrito — visto que a maio-
ria dos tratamentos indicados
com base nesses painéis nao
sdo registrados pelas agéncias
regulatdrias brasileiras e, assim,
nao sao disponibilizados, seja

24

Nna saude publica ou na saude
suplementar; ha, ainda, um nu-
mero muito restrito de estudos
clinicos que se baseiam em re-
sultados de painéis somaticos
No Nosso pais. As familias tam-
bém devem entender que, em
geral, precisarao arcar com pos-
siveis custos financeiros tanto
dos proprios painéis quanto dos
eventuais tratamentos. Portan-
to, este presente documento
nao deve ser utilizado como
justificativa de solicitagcdo junto
aos planos de saude ou ao sis-
tema publico de saude, seja por
via judicial ou outra.

Outro uso potencial dos pai-
néis é a testagem de multiplos
biomarcadores necessarios
(para os tratamentos registra-
dos) em um Unico exame do
gue a testagem individual e se-
guencial de um numero rapida-
mente crescente de biomarca-
dores.

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacodes
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteragdes sao esperadas de

cada gene)? Como? Quais
plataformas ou testes sao
mais apropriados?

2. Sugere-se a pesquisa de al-
teracdes gendmicas somaticas
com alto nivel de evidéncia para
intervencao, incluindo amplifi-
cacao do gene ERBB2, muta-
¢bes ativadoras no gene PIK3CA,
instabilidade de microssatéli-
tes, fusdes em NRTKI, NRTK2
e NRTK3, e alta carga mutacio-
nal (tumor mutational burden
- TMB). Todas essas alteracdes
descritas sdo preditivas de be-
neficios em diferentes terapias,
além de possuirem aprovacao
pela agéncia americana FDA.
Ademais, sugere-se a pesqui-
sa de mutagbes somaticas em
BRCAT ou BRCA2 e de mutacdes
do gene ERBB2 quando estas
apresentarem niveis de evidén-
cia fraca/moderada para modifi-
cacao de conduta clinica.

Ainda sdo poucas as situa-
¢des nas quais a identificacdo
de mutagdes especificas com
base em painéis somaticos leva
a disponibilizacdo de outras te-
rapias com beneficio clinico
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documentado - além de casos
anedoticos ou pequenas séries
de casos. No Brasil, onde a dis-
ponibilidade de estudos clinicos
de fase | e Il é limitada, a reali-
zagao de painéis somaticos em
pacientes com CMM deve ser
muito criteriosa, ja que apenas
raramente ira ampliar as opgcdes
de tratamento fora de um am-
biente de pesquisa.

O tratamento do CMM con-
tinua sendo decidido majorita-
riamente com base na avaliacao
de expressao de receptores hor-
monais (por IHQ), hiperexpres-
sdo (por IHQ) e/ou amplificacdo
(por ISH — hibridizacao in situ)
de HER2, identificagao de muta-
¢oes ativadoras de PIK3CA (por
PCR, nos 3 hotspots), expressao
de PD-L1 (por IHQ), mutagdes
germinativas de BRCAI, BRCA2
e, possivelmente, PALB2 (por
sequenciamento genémico do
DNA do hospedeiro em sangue
ou saliva), instabilidade de mi-
crossatélites (por IHQ e/ou PCR)
e fusdes de NTRK (PCR ou NGS).
A propdsito, muitos desses tes-
tes sao fornecidos gratuitamen-
te pelos fabricantes das drogas.

E importante mencionar
gue, para as pesquisas das al-
teracbes gendmicas supraci-
tadas, é possivel a realizacao
de testes individuais, com con-
fiabilidade semelhante ao uso
de painéis somaticos de ampla
cobertura e com menor custo.
No entanto, com o crescente
numero de alvos a serem pes-
quisados, questdes referentes
ao esgotamento/circulacdo de
material biolégico devem ser
consideradas, ja que os painéis
representam uma alternativa
pratica a testagem de multiplos
biomarcadores individualmen-
te. Mesmo para essa finalida-
de, ressalta-se que ainda nao
ha cobertura das seguradoras
no pais.

O cancer em estagio avanca-
do adquire alteracdes durante a
evolucao da doenca e, dessa for-
ma, o perfil gendmico torna-se
mais complexo do que aquele
do CM precoce'”. Embora o se-
guenciamento seja tradicio-
nalmente realizado no tecido
tumoral, o que é limitado pela
disponibilidade da amostra e
pelo risco associado a bidpsia,
a utilizacao do sequenciamen-
to de DNA de tumor no plasma
constitui uma alternativa cres-
cente'’,

E importante avaliar se a alte-
racao encontrada corresponde
a uma terapia direcionada ese a
mesma se traduz em efeito an-
titumoral de magnitude clinica-
mente relevante.

A identificacao de alteragdes
gendmicas relacionadas a sen-
sibilidade e resisténcia podem
auxiliar na selecao de tratamen-
tos para o CMM. Embora as téc-
nicas avancadas de sequencia-
mento tenham possibilitado a
deteccdo de alteragcdes gendmi-
cas importantes, antes de con-
siderar o teste, € fundamental
determinar se o sequenciamen-
to é clinicamente indicado e
como os resultados afetariam as
decisdes de tratamento. Além
disso, as evidéncias associadas
as decisbes de tratamento com
base nas alteracdes gendmicas
descobertas no sequenciamen-
to precisam ser continuamen-
te avaliadas de forma critica.
Esforcos vém sendo feitos para
criar um esquema de classifica-
cao abrangente que oriente e
priorize metas de acordo com o
nivel de evidéncia'.

Amplificagdo de ERBB2
(HERZ2): define o subtipo HER2+
e estd amplamente validada
como fator preditivo de resposta

as terapias anti-HER2: trastuzu-
mabe, pertuzumabe, T-DM],
lapatinibe, neratinibe, trastuzu-
mabe deruxtecan e tucatinibe.
Estudos prospectivos randomi-
zados demonstraram o aumen-
to de sobrevida global (SG) e a
sobrevida livre de progressao
(SLP) em pacientes com CMM
e portadores dessa amplifica-
¢ao'’. Embora o emprego do
sequenciamento de Ultima ge-
racdo e o uso de painéis soma-
ticos sejam capazes de detectar
a amplificagcdo do ERBB2, esta &
mais comumente determinada
no cenario clinico usando IHQ
ou hibridizagao fluorescente ou
cromogénica in situ (qQuando a
IHC é duvidosa).

Mutac¢des em PIK3CA: cerca
de 40% dos CMM horménio-po-
sitivos apresentam mutacdes
ativadoras no gene PIK3CA, que
codifica a cadeia alfa da protei-
na PI3K. O estudo randomizado
de fase Ill SOLAR-1 demonstrou
a relevancia clinica das muta-
cbes de PIK3CA no CMM hor-
monio-positivo. Nesse estudo,
pacientes com a mutagao em
PIK3CA tratados com alpeli-
sibe (um inibidor alfa-seletivo
de PI3K) e fulvestranto tiveram
uma SLP mediana de 11 meses
versus 57 meses no brago que
recebeu placebo e fulvestranto
(HR 0,65; p=0,00065). Nao houve
diferenca entre os grupos na co-
orte sem mutagao em PIK3CA™.

Instabilidade de microssaté-
lites: a incidéncia no CM é esti-
mada em cerca de 1%'78. Tumo-
res com deficiéncia no sistema
de reparo por recombinacao de
bases nao pareadas sao mais
responsivos ao blogueio de PD-1
pelo pembrolizumabe'®. Essa
droga é aprovada nos EUA de
maneira agnostica (indepen-
dente da histologia), com base
na analise de 149 pacientes (2
com CM) incluidos em cinco es-
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tudos de coorte de braco Unico,
prospectivos. A taxa de resposta
objetiva geral foi de 39,6%. Os
dois pacientes com CM apre-
sentaram resposta parcial. Em-
bora existamm métodos de de-
teccdo dessa alteracao usando
NGS, é importante reconhecer
que o atual padrdo-ouro para
deteccao é PCR ou IHC™®,

Fusdes de NTRK: familia dos
receptores de tropomiosina qui-
nase (TRK) é composta por trés
proteinas  transmembranares
(TrkA, TrkB e TrkC), as quais sdo
codificadas pelos genes NTRKI,
NTRK2 e NTRK3, respectiva-
mente. Alteracdes cromossdmi-
cas que levam a fusdes de dife-
rentes genes com genes NTRK
determinam a transcricao de
proteinas TRK quiméricas com
funcdo de quinase, constitutiva-
mente ativadas ou superexpres-
sas, conferindo a essas células
potencial oncogénico™®®. Atual-
mente, dois inibidores de TRK
estao aprovados: o larotrectini-
be e o entrectinibe (sem apro-
vagdo no Brasil). Larotrectinibe
demonstrou eficacia no estudo
LOXO-101. Ao todo, 55 pacientes
foram incluidos e tratados com
larotrectinibe, incluindo um
paciente com CM (2%). A taxa
de resposta objetiva foi de 75%.
Apobs um ano, 71% dos pacientes
gue obtiveram resposta objetiva
permaneciam com a resposta e
55% dos pacientes permanece-
ram sem progressao. A duragao
mediana da resposta e a SLP
mediana ndo foram atingidas®,
porém a frequéncia de fusdes
NTRK no CM & muito baixa; um
estudo que examinou 12.214 pa-
cientes consecutivos com CMM
encontrou que 0,13% dos tumo-
res abrigavam fusdes dos genes
NTRK®. Entre os subtipos de
CM, é importante notar que fu-
sGes de NTRK sao encontradas
mais comumente no carcinoma
de glandula salivar analogo ma-

mario e no carcinoma secretor
de mama'®. E importante notar
que a fusdao NTRK tem multi-
plos parceiros e nem todos sao,
de fato, alteracdes oncogénicas.
Além disso, mutac¢des de hots-
pots do NTRKI, G595R, e NTRK3,
GC623R, estao provavelmente
associadas a resisténcia ao laro-
trectinibe®.

Alta carga mutacional (tu-
mor mutational burden):
agéncia americana aprovou
recentemente o uso de pem-
brolizumabe para tumores
sélidos com alta carga muta-
cional™®, Essa aprovacao é con-
siderada também agndstica e
é baseada em carga mutacio-
nal >10 mutacdes por mega-
base (mut/Mb), determinada
pelo painel somatico Founda-
tionOne CDx (Foundation Me-
dicine, Inc.). A aprovagao desse
tratamento foi baseada numa
analise retrospectiva do estudo
KEYNOTE-158, o qual envolveu
dez coortes de tumores tratados
com pembrolizumabe 200mg a
cada trés semanas. Ao todo, 102
pacientes (13%) apresentavam
tumores com alta carga muta-
cional. A taxa de resposta obje-
tiva foi de 29%, além de taxa de
resposta completa de 4% e taxa
de resposta parcial de 25%. A
duracao de resposta mediana
nao foi alcangada, pois 57% dos
pacientes tiveram uma duracao
de resposta 212 meses e 50% dos
pacientes apresentaram uma
duracdo de resposta 224 meses.
E importante ressaltar que ne-
Nnhum paciente com CMM foi in-
cluido nessa analise. No cenario
de CMM, diferentes grupos tém
apontado uma frequéncia com
alta carga mutacional, em tor-
no de 10%'®¥4186 Alguns estudos
preliminares sugerem benefi-
cio em termos de SLP e de SG
para o uso de inibidores de che-
ckpoint nessa populacao'®”®ee,

Abaixo sdo mencionadas al-
teracdes com mais fraco nivel
de evidéncia, porém com utili-
dade potencial, especialmente
na dependéncia de mais dados
cientificos:

Mutagbdes somaticas no
BRCAI/2: enquanto existir evi-
déncia robusta sobre o fato que
mutacdes germinativas em
BRCAT ou BRCA2 predizem be-
neficio ao uso de inibidores de
PARP™®91%0 ou agentes platinan-
tes?, os dados sobre esse mes-
mo papel em relagcao as mu-
tagbes somaticas ainda serao
preliminares. Recentemente,
Tung e colaboradores apresen-
taram resultados do estudo TB-
CRC 048, um estudo de fase I,
de braco Unico e que mostrou
taxa de resposta de 50% apods o
uso de olaparibe em monotera-
pia de pacientes com mutacodes
somaticas em um desses dois
genes2, E preciso salientar que
0s painéis somaticos podem
ndo capturar todas as muta-
cdes germinativas de BRCAT/2
e PALBZ2 (possivelmente em 10-
20% dos casos)'®, e podem res-
ponder muito bem aos inibido-
res da PARP™2,

Mutacdes de ERBBZ2: altera-
cbes de ERBB2, além de promo-
ver a amplificagdo, chegam a
representar 20% do total de alte-
racdes de ERBB2 nesses painéis
(e 2-3% do total de casos de CM),
nao sendo detectaveis por IHQ
ou FISH convencionais™*. Dados
preliminares sugerem possibili-
dade de resposta as terapias an-
ti-HER2™®,

Apesar desses potenciais be-
neficios pontuais, os estudos
clinicos prospectivos que ten-
taram avaliar o impacto dessas
tecnologias, em grande parte,
falhnaram™®1%8, As principais justi-
ficativas sdo a heterogeneidade
intratumoral, a falta de medica-
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mentos eficazes para a maio-
ria dos alvos moleculares até
0 momento, as populagdes de
pacientes heterogéneas e, além
disso, o tratamento prévio e in-
tenso da vasta maioria dos pa-
cientes recrutados, podendo ter
ocorrido a selegdo de casos com
tumores que desenvolveram va-
rios mecanismos de resisténcia.

Diante desses dados, salvo
excecdes supracitadas, con-
clui-se que o uso de painéis so-
maticos no CMM ainda perma-
nece grandemente restrito a
pesquisa clinica, contrapondo
0 posicionamento da ASCO e
as diretrizes da ESMO Advan-
ced Breast Cancer (ABC) 4, que
afirmam que painéis multigé-
nicos ndao devem ser usados

na pratica clinica de rotina do
CMM™° No entanto, os painéis
somaticos podem ser utilizados
em programas prospectivos de
triagem molecular que envol-
vem a selecdo de pacientes para
ensaios terapéuticos, ou, entao,
como um substituto pratico a
testagem de multiplos marca-
dores individuais'®®.

Tabela 5. Principais alteragcées somaticas no cancer de mama

Gene / Alteracdo

PIK3CA (~40%)

Teste

RT-PCR ou NSG para PIK3CA, em
cfDNA ou tecido

Comentario

Trata-se de um teste padrao para
pacientes com tumores RH+ HER2-

BRCAT ou BRCA2

NGS pode ser Util para identificacao

Trata-se de um teste padrao para

germinativas desse gene

germinativo de potenciais mutacbdes pacientes com cancer de mama
(até 10%)* germinativas desses genes metastatico
NGS bode ser Util para identificacso O uso desse teste deve ser restrito
PALB2 germinativo pde otenciaiz utacses ¢ e individualizado devido a escassez
(~2%)* P s de estudos pivotais definidores de

conduta

TMB (~10% em triplo
negativo; <5% em
luminais)

NGS pode ser Util para definicao de
carga mutacional tumoral

BRCAT ou BRCA2
somatico (~5-10%)

NGS pode ser Util para definicao de
mutacdes somaticas desses genes

PD-L1 (~2-6% para
amplificacoes, ~20-
25% incorporando
ganhos em cépias)

NGS pode ser Util para definicdao
de ganhos em copias/amplificacdo
desse gene

MSI (~1%)

NGS ou RT-PCR pode ser util para
definicao de instabilidade de
microssatélites

NTRK1/2/3 (<0,5%)

NGS ou RT-PCR pode ser util para
definicdo de fusdes de NTRK

ERBB2 (~2-3% para
mutacoes e ~10%
para amplificacao)

NGS pode ser Util para definicao de
amplificacdao ou mutacdes de ERBB2
—com informacdes adicionais ao
status HER2 ja determinado por IHQ/
FISH padrao

Na doenga metastatica, o teste de

NGS somatico tem seu uso restrito

e individualizado devido a escassez

de estudos pivotais definidores de
conduta

*Quando identificadas em painéis somaticos, mutag¢des nesses genes precisam ser confirmadas em testes para avaliagdo de muta-
¢oes germinativas em sangue ou saliva. Especificamente em relagdo aos genes BRCAT e BRCA2, mesmo mutagdes somaticas estao
associadas a resposta ao tratamento com inibidores da PARP.
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Tumores
genitourinarios
> Cancer de Proéstata

Para quem e quando um
teste de painel somatico
deve ser solicitado?

Qual o melhor momento?

Doenca Localizada

1. Pode ser oferecido teste
de alteracdes somaticas aos
pacientes diagnosticados com
cancer de prostata localizado
de risco baixo ou risco interme-
diario-favoravel. O momento
ideal para oferecer o teste é na
ocasiao do diagndstico histopa-
tolégico, antes do tratamento
(tipo de evidéncia: baseada em
evidéncias; forca da recomenda-
cao: fraca);

2. Apesar de muitos genes
isoladamente se correlaciona-
rem com o prognostico em pa-
cientes com doenca localizada,
nao ha validagcdo para mudan-
¢a de conduta baseada em al-
teragdes pontuais de analises
gendbmicas (tipo de evidéncia:
baseada em evidéncias; forca da
recomendagao: moderada).

Doenca Avancada

3. Deve ser oferecido teste
de alteracdes somaticas aos pa-
cientes com cancer de préstata
resistente a castragdo (CPRC)
metastatico. O momento ideal
para oferecer o teste é, preferen-
cialmente, na ocasiao do diag-
nostico da doenca metastatica
resistente a castracao (tipo de
evidéncia: baseada em evidén-
cias; forca da recomendacdo:
forte).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacgées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracoes sdo esperadas de
cada gene)? Como? Quais

plataformas ou testes sdo
mais apropriados?

4. Sequenciamento por téc-
nica de NGS: Alteragcdes deleté-
rias em genes responsaveis pelo
reparo de DNA apresentam im-
plicacdes prognosticas e podem
predizer respostas a diferentes
terapias. Alteracbes em genes
da via de recombinacao ho-
modloga (RH), incluindo BRCAI,
BRCA2, ATM, BRIP1, BARD],
CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCL,
PALB2, PPP2R2A, RAD5IB, RA-
D51C, RAD5S1ID, e RAD54L, e al-
teracdes deletérias em genes
responsaveis pela via de reparo
de mismatch (dMMR), incluin-
do genes MSH2, MSH6, PMS2 e
MLH1, devem constar em pai-
néis de NGS para pacientes com
CPRC (tipo de evidéncia: basea-
da em evidéncias; forca da reco-
mendacao: forte);

5. Alteragdes em genes como
PI3K, AKT, PTEN, TP53, RBI, CT-
NNBI, APC e RNF43 também
apresentam implicagdes prog-
nosticas e, dessa forma, tam-
bém devem constar, preferen-
cialmente, nos painéis de NGS.
Esses testes podem ser realiza-
dos a partir de tecido parafina-
do em boas condi¢gbes de con-
servacdo, entretanto, deve-se
dar preferéncia, se factivel, a bi-
o6psia recente, de lesao metasta-
tica ou DNA tumoral circulante,
uma vez que estes refletem de
maneira mais fidedigna o sta-
tus molecular do tumor. Outros
biomarcadores ndo molecula-
res também podem ter impli-
cacao prognostica, entre eles o
mais relevante € a presenca da
variante 7. do receptor androgé-
nico (AR-V7), biomarcador com
valor preditivo de resisténcia a
terapia antiandrogénica e tam-
bém relacionado ao pior prog-
nostico (tipo de evidéncia: ba-
seada em evidéncias; forca da
recomendacgao: fraca);

6. Na pesquisa de defeitos de
reparo de DNA na via de recom-
binacdo homodloga (RH), pai-
néis multigénicos validados sao
sempre mais completos do que
a avaliacao de genes unicos
(BRCAT ou BRCAZ2, por exem-
plo), uma vez que a terapia-al-
VO, nesse contexto, foi aprovada
com base em um painel com 15
genes da via de RH. Logo, com
a pesquisa de genes unicos,
muitos pacientes poderiam
ser privados de terapia efeti-
va. Em pacientes com suspeita
de tumores com instabilidade
de microssatélites, a avaliacao
por IHQ da perda de expressao
de MSH2, MSH6, PMS2 e MLH1
pode substituir adequadamen-
te os painéis pela técnica de
NGS (tipo de evidéncia: basea-
da em evidéncias; forca da re-
comendacgao: forte).

Pacientes com cancer de
prostata localizado podem se
beneficiar da realizagdo de tes-
tes moleculares, tanto para es-
tratificacao progndstica quanto

para selecao de tratamento*®
201

Apesar das decisdes terapéu-
ticas em pacientes com cancer
de préstata localizado serem
realizadas a partir de fatores
clinicos (PSA, estagio clinico)
e patoldgicos (escore de Glea-
son), alguns testes moleculares
podem ajudar na definicao de
conduta em pacientes com do-
enca de baixo risco e em alguns
pacientes com risco intermedi-
ario-favoravel?°°2°1 candidatos a
vigilancia ativa. Testes diagnos-
ticos moleculares como Deci-
pher,?°?2 OncotypeDx Prostate?®
e Prolaris?®* sao comercialmen-
te disponiveis e, em casos se-
lecionados, podem ajudar no
manejo do cancer de proéstata
localizado?°°2". No Brasil, nem
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todos os testes diagndsticos es-
tao disponiveis e, devido a au-
séncia de comparacdes entre
eles, deve-se priorizar o mais fa-
cilmente disponivel. Apesar das
multiplas opc¢des de testes no
contexto da doenca localizada,
nenhuma delas se consagrou
como padrao-ouro e, dessa
maneira, decisdes terapéuticas
baseadas em fatores clinicos e
patoldgicos ainda sdo o padrao.

Alteragcdes em alguns ge-
nes estao associadas aos piores
desfechos em pacientes com
cancer de prostata localizado,
como, por exemplo, mutac¢des
em BRCA2 e em genes respon-
saveis pelo reparo de mismatch
(MSH2, MSH6, PMS2 e MLHI),
presentes em cerca de 3-8% dos
pacientes nesse estagio. Alte-
racdes nesses genes de reparo
de DNA associam-se a progres-
sao nos pacientes em vigilan-
cia ativa, menor sobrevida livre
de metastases, tempo mais
curto para inicio de hormonio-
terapia e pior sobrevida glo-
bal?%52%7, Pacientes com escore
de Gleason mais alto?°8, aqueles
com Gleason primario 5 (5+4 e
5+5)2%9  histologia ductal®®, es-
tagio mais avangado?°¢, envol-
vimento linfonodal?®®, invasao
angiolinfatica® e metastases ao
diagndstico®*®apresentam risco
aumentado de presenca dessas
alteracdes genéticas deletérias.
Apesar de ainda nao haver re-
comendacado para mudanca de
conduta na presenca dessas al-
teragdes, podem ser oferecidos
estudos clinicos com terapias-
-alvo aos pacientes com essas
anormalidades genéticas?°°29,

Na doenca avancada, algu-
mas alteracbes moleculares
tém ganhado grande impor-
tancia nos ultimos anos, espe-
cialmente em genes respon-
saveis pelo reparo de DNA - as
guais sao mais comuns Nnos pa-

cientes com cancer de prdstata
resistente a castracao (CPRC).
Cerca de 23%°° dos pacientes
com CPRC apresentam altera-
cOes somaticas desses genes e
12% alteragbes germinativas?".
As duas vias de reparo de DNA
com alteracdes vistas em pa-
cientes com CPRC sao a via da
recombinacao homodloga (RH)
e a via de reparo de mismatch
(dMMR). Na doenca avancada,
alteracdes nessas vias tém im-
plicacdes terapéuticas relevan-
tes. Pacientes com alteracdes
em genes da via de RH sdo can-
didatos ao uso de inibidores da
PARP??2% e pacientes com alte-
racdes em reparo de mismatch
(dMMR) sdo candidatos a inibi-
dores de PD1™.

O estudo de fase Ill PROFou-
nd avaliou olaparibe em pacien-
tes com CPRC?3, Pacientes com
alteracdes deletérias em genes
da via de RH e que haviam pro-
gredido para uma terapia an-
tiandrogénica com abiraterona
ou enzalutamida foram inclu-
idos. Olaparibe demonstrou
beneficio em sobrevida livre de
progressao por imagem (des-
fecho primario do estudo), tan-
to na coorte A (alteragcdes em
BRCAI, BRCA2 e ATM) quanto
na populacao geral do estudo
(incluindo outras alteragdes na
via da RH). Pacientes da coor-
te A que receberam olaparibe
apresentaram beneficio em so-
brevida global, demonstrando
qgue essa terapia pode aumen-
tar a sobrevida de pacientes se-
lecionados?®. Apesar de serem
analisados em grupo, cada tipo
de alteracao genética na via da
RH deriva, provavelmente, de
um beneficio diferente da te-
rapia com o inibidor de PARP
olaparibe. Cada caso deve ser
individualizado, pesando-se ris-
cos e beneficios.

Varias séries retrospectivas

sugerem que defeitos na via
de reparo de DNA pela via de
RH também foram associados
as melhores respostas com uso
de radium-2232627 e quimiote-
rapia baseada em platina?®. En-
tretanto, esses achados devem
ser interpretados com cautela
até serem validados em estudos
prospectivos.

Ja o beneficio do uso de
pembrolizumabe em pacientes
com CPRC vem dessa medica-
¢ao como terapia agnostica em
pacientes com defeitos na via
de reparo mismatch™??, via que
€ alterada em até 8% nos pa-
cientes com CPRC?7. Apesar de
dados preliminares demostra-
rem beneficio no uso de inibi-
dores de PD1 em pacientes com
mutagdes no gene CDKI2?%,
novos estudos com casuisticas
maiores nao confirmaram que
as mutagdes nesse gene seriam
um biomarcador de resposta a
imunoterapia?®??,

Alguns genes que estao con-
tidos na maior parte dos painéis
de NGS comercialmente dispo-
niveis podem trazer informa-
¢bes prognosticas e de associa-
¢ao com resisténcia a algumas
terapias. Genes como PI3K, AKT,
PTEN, TP53, RBI, CTNNBI, APC e
RNF43 estao relacionados tan-
to ao pior progndstico quanto a
resisténcia a terapias antiandro-
génicas. Apesar de clinicamente
relevantes, esses dados devem
ser interpretados com cautela
até a sua validagcao em estudos
prospectivos???223,

Pelos dados expostos acima,
pacientes com cancer de prds-
tata, em diferentes momentos
da doencga, podem se beneficiar
da realizagao de testes molecu-
lares somaticos tanto para es-
tratificacdo progndstica quanto
para selecao de tratamento®.
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> Carcinoma Urotelial

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Pacientes com carcinoma
urotelial avancado (estagio 1V),
preferencialmente durante a
primeira linha de tratamento
ou logo apds a falha da mesma.
Testes podem ser realizados a
partir de tecido parafinado em
boas condicdes de conservacao
(tipo de recomendacdo: basea-
da em consenso formal; forca da
recomendagao: forte).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacgées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracoes sdo esperadas de
cada gene)?

2. Alvo com aprovagao regu-
latdria:  alteracdes (mutacdes
e fusdes) nos genes FGFR2 e
FGFR3 (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
recomendacao: forte);

3. Biomarcadores (nao mo-
leculares) com implicagdes re-
gulatdrias: expressao de PD-LI
(anticorpos 22C3 ou SP142 por
IHQ) (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
recomendacao: moderada);

4. Outros alvos terapéuticos
potenciais para inclusdo em
estudos clinicos: HER-2, TSCI,
genes de reparo de DNA (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncias; forca da recomenda-
cao: fraca).

Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

5. RT-PCR (PCR em tempo
real) para FGFR Therascreen
(QIAGEN) (teste preferivel). Dis-
ponivel comercialmente ou por
meio de programas de testes
patrocinados (tipo de recomen-

dacao: baseada em evidéncias;
forca da recomendacao: forte);

6. Painel NGS: painéis multi-
genénicos disponiveis no mer-
cado (verificar se no painel de
genes estdo incluidos os genes
FGFR2 e 3, contemplando fu-
sbes e mutagdes - dar prefe-
réncia aos painéis que incluam
essas alteracdes) (tipo de reco-
mendacgao: consenso formal;
forca da recomendacao: fraca).

Pacientes com carcinoma
urotelial avancado podem se be-
neficiar da realizacao de testes
moleculares somaticos para sele-
caode tratamento. Idealmente, a
solicitacao desses testes deve ser
considerada no estagio clinico IV
da doencga, preferencialmente
antes ou durante uma primeira
linha de tratamento. Atualmen-
te, ndo existem evidéncias para
suportar a selecdao de terapias
baseadas em testes moleculares
em tumores ndo metastaticos.
No entanto, € importante con-
siderar que alguns carcinomas
uroteliais apresentam rapida
progressao, nao existindo tempo
habil para realizacao de exames
em fases avancadas da doenca.
Estudos clinicos estdao disponi-
veis com drogas-alvo em esta-
gios mais precoces, o que pode
justificar a realizagdo de testes
especificos nesse cenario.

Atualmente, os principais al-
Vvos terapéuticos disponiveis com
aprovacao regulatéria de trata-
mento sao as alteragcdes nos ge-
nes FGFR2 e FGFR3 (mutacgdes e
fusdes). Os pacientes com essas
alteragcdes podem ser tratados
com a medicagcdo erdafinitibe,
aprovada pela ANVISA apods falha
em, pelo menos, uma linha tera-
péutica prévia na doenca metas-
tatica. Essa aprovacao é baseada
em um estudo clinico de fase I,
o qual demonstrou taxa de res-

posta objetiva de 40%, sobrevida
livre de progressao de 55 meses
e sobrevida global de 13,8 meses
com erdafitinibe?®. Além dis-
so, atualmente existem estudos
clinicos abertos para pacientes
com alteracdes em FGFR, inclu-
sive em centros brasileiros. Im-
portante lembrar que a ampli-
ficagdo de FGFR ou do ligante
FGF pode ser detectada em al-
gumas plataformas de NGS, mas
nao é um fator preditivo ao uso
dos inibidores de FGFR.

A expressao de PD-LI, ape-
sar de nao fazer parte da analise
molecular, € um biomarcador
de importancia na definicdo da
primeira linha de tratamento de
carcinoma urotelial. Pacientes
nao candidatos a cisplatina, cujos
tumores expressem PD-LI1, sao
candidatos ao uso de inibidores
de PD-1/PD-L1 em primeira linha
de tratamento®’??®, |mportante
mencionar que tal biomarcador
nao é necessario ao se optar pela
utilizagcdo dessas drogas em li-
nhas posteriores de tratamento.
Na utilizacdo de inibidores de
checkpoint imunolégico em tu-
mores uroteliais, ndo sdo neces-
sarios marcadores moleculares,
como a carga mutacional (TMB)
ou a presenca de instabilidade de
microssatélites (MSI), que podem
ser pesquisados em plataformas
de NGS. No entanto, diversos
estudos demonstram que TMB
elevado ou MSI-high se correla-
cionam com maior probabilida-
de de resposta a imunoterapia??,
0 que pode ser uma informacgao
util a decisao terapéutica, depen-
dendo do contexto clinico.

Existem outras alteracdes
moleculares no carcinoma uro-
telial que podem ser classifica-
das como Tier 2, ou seja, alvos
investigacionais com alguma
evidéncia clinica de beneficio®°.
Esses alvos podem ser pesquisa-
dos em pacientes com boa con-
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dicdo clinica para inclusdao em
estudos. Dentre eles, citam-se as
mutacdes em TSCI (prevaléncia
aproximada de 8%), que podem
se correlacionar com respos-
tas aos inibidores de MmTORZ
as mutacdes e amplificacdes
em HER2 e HER3 (prevaléncia
aproximada de 15%), que podem
predizer respostas as drogas an-
ti-HER2%2 e as alteragcbes em
genes de reparo de DNA (DDR),
gue podem indicar atividade de
inibidores de PARP?Z,

Em relacdao as recomenda-
¢cdes de consenso, segundo a
Sociedade Europeia de Onco-
logia Clinica (ESMO), ndo ha
consenso sobre a realizagao de
testes moleculares em carcino-
ma urotelial avangado, incluin-
do os tipos de marcadores que
devem ser pesquisados; no en-
tanto, existe consenso contrario
ao Nao considerar esse tipo de
avaliacao dependendo do con-

texto®4. O NCCN recomenda a
realizagdo de testes moleculares
para estagios IVA e IVB, princi-
palmente a analise de FGFR por
RT-PCR (https://www.nccn.org/
professionals/physician_gls/pdf/
bladder.pdf).

Dessa forma, atualmente,
o teste molecular a ser consi-
derado no carcinoma urotelial
avancado € a avaliacao de FGFR
2 e 3, que define a indicacao do
inibidor de FGFR. Painéis mole-
culares mais amplos podem ser
considerados para inclusdao de
pacientes em estudos clinicos.

> Cancer de rim

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Ndo ha recomendacdo para
solicitacdo de testes molecu-
lares somaticos em pacientes
com carcinoma de células re-

nais. Tal recomendacao se aplica
a doenca localizada ou metasta-
tica (tipo de recomendagao: ba-
seada consenso informal; forca
da recomendacao: forte). Testes
moleculares podem ser realiza-
dos com o objetivo de incluir pa-
cientes em estudos clinicos.

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutagoées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteragoes sdao esperadas de
cada gene)? Como? Quais
plataformas ou testes sao
mais apropriados?

2. Nao existem alvos com
aprovagao ou implicagao regu-
latéria no carcinoma de células
renais (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
recomendacao: forte);

3. Testes e plataformas dispo-
niveis: nao se aplicam.

Tabela 6. Principais alteracées somaticas nos tumores urolégicos

Tipo de
neoplasia

Gene / Alteracdao

Comentario

Cancer de
prostata
(avancado)*

Instabilidade de microssatélites
(MSI-high) (3-4%)

Genes associados ao reparo
do DNA por recombinacao
homoadloga: BRCAI, BRCA2, ATM,
BRIP1, BARDI1, CDK12, CHEK],
CHEK2, FANCL, PALB2, PPP2R2A,
RAD5I1B,

RADSIC, RADS1ID, RAD54L (23%)

PI3K, AKT, PTEN, TP53, RB],
CTNNBI, APC, RNF43

AR (variante VII) (20%)

Pesquisa de
instabilidade de
microssatélites por
IHQ, RT-PCR ou NGS

NGS (no contexto
metastatico, na doenca
castragao resistente)

RT-PCR para deteccao
da variante VIl do
transcrito do receptor
de androgénio (AR)

Painéis gendmicos
podem ajudar na
decisdo de tratamento
da doenca localizada de
baixo risco e em alguns
pacientes com risco
intermediario-favoravel.
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Tipo de
neoplasia

Gene / Alteracdao

Comentario

Carcinoma
urotelial

Mutacgdes ou fusdes em FGFR2 e
FGRR3 (20%)

RT-PCR (PCRem
tempo real) para FGFR
Therascreen (QIAGEN)

NGS para alvos além
do FGFR

Analise de PD-L1 por
IHQ € necessario para
utilizagao de inibidores
de checkpoint imune
em primeira linha para
pacientes nao elegiveis
a receber cisplatina.

*Os dados de frequéncia estao relacionados a doenga metastatica resistente a castragao.

Hematolégicos sélidos

Abordam-se aqui somente os
linfomas mais frequentes, como
tumores hematoldgicos sdlidos.
Existem dezenas de subtipos de
linfomas. As duas principais ca-
tegorias de linfomas sao os lin-
formas de células B e linfomas de
células T (nao abordados neste
texto). Além disso, pode-se di-
vidir os linformas também entre
Linfornas de Hodgkin (LH) e Lin-
formas nao Hodgkin (LNH). Cerca
de 90% dos linfomas sdo LNH e,
dentre eles, o Linfoma difuso de
grandes células B e o Linfoma
folicular sdo os mais frequentes.

> Linfoma Difuso de grandes
células B (LDGCB)

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Todos os casos de LDGCB
devem fazer teste para classi-
ficacdo de COO (tipo da reco-
mendacao: baseada em evidén-
cias; forca da evidéncia: forte);

2. A pesquisa de painéis de
mutacdes somaticas com NGS
e a identificacao de subgrupos
de LDGCB baseado nessas alte-
racoes, apesar de estudadas em
um grande numero de casos,
nao tém ainda validade prati-

ca e, portanto, nao devem ser
utilizadas na rotina clinica para
tomada de decisdes (tipo da re-
comendacao: consenso formal;
forca da evidéncia: moderada).

O que deve ser pesquisado
(quais genes devem ser
incluidos e quais alteracoes
sao esperadas de cada gene)?
Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

1. O algoritmo de Hans, com
uso de CD10, BCL6 e MUMT, ana-
lisado por IHQ, pode ser usado
Nna pesquisa de célula de origem
(COOQ) (tipo da recomendacao:
consenso formal; forca da evi-
déncia: moderada);

2. Nao € indicado o uso ro-
tineiro de perfil de expressao
génica (GEP) para definicao de
COO. O uso de algoritmos de
IHQ é permitido, apesar da defi-
nicao de COO ser mais acurada
por GEP (tipo da recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
evidéncia: forte);

3. Sempre que possivel, solici-
tar FISH para pesquisa de translo-
cagcao do MYC, BCL2 e BCL6 (tipo
da recomendacao: consenso for-
mal; forca da evidéncia: forte);

4. Deve-se pesquisar a du-
pla expressao por IHQ de MYC
e BCL2 em todos os casos. Na

auséncia da translocacao dos
respectivos genes (FISH nega-
tivo), esses pacientes devem ser
relatados como “duplos expres-
sores” (tipo da recomendacao:
baseada em evidéncias; forca da
evidéncia: forte);

5. E aceitdvel pesquisa da
translocacgao isolada para o MYC
inicialmente e, se positiva, pros-
seguir com BCL2 e BCL6 (tipo
da recomendacgao: consenso in-
formal; forca da evidéncia: mo-
derada);

6. Nas situacdes de dificulda-
de de realizacao de FISH, priori-
zar 0s casos com taxas superio-
res na imunoexpressao de 40%
para o MYC e 50% para o BCL2
(tipo da recomendacao: consen-
so formal; forca da evidéncia:
fraca).

A determinacao da célula
de origem (COQO) é conside-
rada mandatdria pela versdo
mais recente da Organizacao
Mundial de Saudde (OMS). A
COO pode ser determinada
por meio de IHQ. O algoritmo
de Hans utiliza CD10, BCL6 e
MUMT, e consegue distinguir os
tipos centro germinativo (CG) e
célula B ativada/nao classifica-
vel (nao CG ou CBA)%*. Quan-
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do comparado com a andlise
de expressao genética (GEP
- gene expression profiling), o
algoritmo de Hans apresenta
acuracia de cerca de 85-90%%¢.
Devido a sua facil aplicagao,
baixo custo e boa correlacao,
€ indicado para uso na pratica
clinica. A distingcao entre CG e
CBA é importante, pois o Ulti-
mo subgrupo esta associado
ao pior prognoéstico?.

De forma mais recente, o
papel da expressao proteica do
MYC e BCL2 por meio da IHQ
tem se configurado como fator
de mau progndstico?®®, inde-
pendente da COO?*°. Seu re-
sultado positivo deve ser con-
siderado quando for maior que
40% para o MYC e 50% para o
BCL2. O cenario em que ambos
sao positivos, mas sem presen-
ca da translocacao genética,
se chama “duplo expressor”.
Baseado nesses resultados de
COO e expressao de MYC e
BCL2 por IHQ, novas drogas es-
tao sendo testadas em conjun-
to com o protocolo padrao de
guimioterapia, R-CHOP, para
tentar melhorar o progndstico
dessa populacao?.

Estudos utilizando  NGS
conseguiram demonstrar de
maneira mais robusta a dife-
renca entre os subtipos CG e
CBA, além de desvendar novas
mutacdes com potencial prog-
nostico e terapéutico. As alte-
racbes mais frequentemen-
te encontradas em pacientes
com COO do tipo CG envolvem
ogene BCL2 (34%, translocagao
e mutacdo), enquanto aqueles
com subtipo CBA envolvem
TNFAIP3 (30%, mutacdo e de-
lecao) e MYD88 (30%, muta-
¢ao)?4. Translocacao do BCL6
(35%) e mutacao do KMT2D
(35%) apresentam frequéncia
similar nos dois subtipos de
COO. Apds andlise de quase

600 bidpsias de casos de LD-
GCB2?%2, quatro subgrupos ge-
néticos foram propostos: MCD
(mutacdo do MYD88 e CD79B),
BN2 (fusdao do BCL6 e mutagao
do NOTCH?Z2), N1 (mutacao do
NOTCHI) e EZB (mutacao do
EZH2 e translocacao do BCL2).
Os grupos BN2 e EZB parecem
ter melhor desfecho clinico do
que 0s grupos MCD e NI.

Alteracdes envolvendo os
genes MYC, BCL2 e BCL6 po-
dem resultar de diferentes
mecanismos?®.  Anormalida-
des moleculares desses genes
tendem a produzir fendtipos
mais agressivos da doenca, no
caso de translocacgdes, do que
por mutac¢des de ponto ou in-
dels. A forma mais tradicional
de identificar essas transloca-
cOes é pelo uso de hibridiza-
cao in situ (FISH). Os linfomas
que albergam simultanea-
mente as translocagdes men-
cionadas sao denominados de
Double Hit (MYC + BCL-2) ou
Triple Hit (MYC + BCL-2 + BCL-
6). Os linfomas B de alto grau,
com translocagdo do MYC e
BCL2 ou BCL6, sdo reconheci-
dos como uma nova entidade
pela recente classificacdao da
OMSZ®, Esse grupo de especial
pior progndstico tem uma res-
posta muito pobre a quimiote-
rapia convencional e ainda nao
ha um consenso sobre como
esses casos devem ser aborda-
d05244’245.

Em situacbes de escassez
de recursos para pesquisa de
translocagcao genética, é pos-
sivel fazer o FISH inicialmente
apenas para o MYC, reservando
a pesquisa do BCL2 e do BCL6
para as situagdbes em que o
primeiro for positivo?®. Outro
marcador com possivel papel
prognodstico, visto em [HQ, é
o IRF4/MUM1. Ja foi demons-
trado que sua expressao pode

estar associada a maior taxa de
resposta em tratamentos no
subtipo CBA?,

> Linfoma Folicular (LF)

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Ndo estd indicado, no mo-
mento, um painel genético es-
pecifico para pacientes com LF
e que auxilie na avaliacao da
evolucao, resposta terapéutica
ou risco de transformacao para
[infoma agressivo (tipo da re-
comendacao: consenso formal,
forca da evidéncia: forte).

O que deve ser pesquisado
(quais genes devem ser inclu-
idos e quais alteragbes sao es-
peradas de cada gene)? Como?
Quais plataformas ou testes sdo
mais apropriados?

1. Todos os casos de LF com
duvida diagnoéstica devem ser
encaminhados para pesquisa
direta de t(14,18)(g32.3,921.3),
por meio de método especifico
(FISH) (tipo da recomendacao:
baseada em evidéncias; forca
da evidéncia: forte);

2. Nao é indicado o uso roti-
neiro do FLIPI-m7 como indice
prognodstico, uma vez que nao
é validado em diferentes coor-
tes de pacientes com LF (tipo
da recomendacgdo: baseada em
evidéncias; for¢ca da evidéncia:
moderada);

3. A perda da translocacao
do BCL2 e hiperexpressao de
deaminase induzida por ativa-
cao (AID) podem servir como
pista no diagnéstico de um
linfoma folicular transformado
para LDGCB (tipo da recomen-
dagao: consenso informal; forga
da evidéncia: fraca).

SOCIEDADE
BRASILEIRA

DE ONCOLOGIA
CLINICA




A alteracao genética mais ca-
racteristica do LF é a presenca
da translocacao do proto-on-
cogene BCL2 com o locus do
gene da cadeia pesada da imu-
noglobulina (IgH)?*. O resultado
€ uma translocagao reciproca
t(14;18)(932.3,921.3), que resulta
em super-expressao constituti-
va de BCL2 e confere efeito an-
tiapoptdtico a célula tumoral?.
Isoladamente, essa translocacao
nao é capaz de promover a lin-
fomagénese, sendo necessario
que outras alteracdes sejam so-
madas para esse processo ocor-
rer. Individuos saudaveis podem
apresentar a t(14;,18)(g32.3,921.3)
em linfécitos B circulantes sem
desenvolver a doenga®®. En-
tre as alteracdes moleculares, a
mais importante e frequente é
a mutacao do gene KMT2D (ou
MLL2), que ocorre entre 70-80%
dos casos?*°. Em geral, as altera-
¢cdes epigenéticas sao frequen-
temente vistas no LF.

Com o objetivo de agregar
as informacdes relativas as alte-
racdes moleculares com dados
clinicos em um indice prognds-
tico combinado, foi desenvol-
vido o FLIPI-m7%. Esse escore
prognostico integrou os fatores
de risco do FLIPI (escore que
usa idade, nUmero de sitios no-
dais, valor do LDH, hemoglobina
e estadiamento de Ann Arbor)
ao status performance e somou
a isso sete genes frequente-
mente mutados no LF (EZH2,
ARIDIA, MEF2B, ERP300, FOXOI],
CREBBP, CARDII). O FLIPI-m7
foi validado em pacientes tra-
tados com R-CHOP ou R-CVP,
esquemas classicos de primeira
linha no tratamento da doenca,
mas Nao em pacientes expostos
a bendamustina ou rituximabe
em monoterapia®?. Pacientes
com LF e progressao da doenga
dentro dos primeiros dois anos

34

apo6s o tratamento de primei-
ra linha com R-CHOP (POD24)
representam um grupo de pior
prognostico, sobretudo quando
comparados aos pacientes com
progressao apds dois anos?3 Em
um estudo que avaliou de forma
prospectiva o FLIPI-m7 em pa-
cientes com POD24, quase me-
tade da populagao foi classifica-
da como baixo risco, mostrando
gue essa ndo é uma ferramenta
suficientemente sensivel para
identificar um grupo com evo-
lucao pior.

A transformacdo do LF para
um linfoma agressivo (grau his-
tolégico 3B) € um evento que
ocorre em cerca de 10-15% dos
casos®* e que representa uma
das principais causas de morta-
lidade relacionadas a doenga®®.
Quando ocorre a transformacao
histolégica, na maioria dos ca-
sos, a morfologia se assemelha
a um LDGCB novo. Esse feno-
meno parece estar relacionado
a hiperexpressao de deaminase
induzida por ativacdo (AID)?*
e a perda da translocacao de
BCL2%6257 Contudo, ndo h3, até
0 momento, uma combinacao
de mutacdes que possa ser
diagndstica desse processo.

> Linfoma de Hodgkin (LH)

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Ndo estd indicado, no mo-
mento, um painel genético es-
pecifico para pacientes com LH
gue auxilie na avaliagdo da evolu-
GCao ou resposta terapéutica (tipo
da recomendacgao: consenso for-
mal; forca da evidéncia: forte).

O que deve pesquisado

(quais genes devem ser
incluidos e quais alteragcées
sdo esperadas de cada gene)?
Como? Quais plataformas ou

testes sdo mais apropriados?

1. Pela grande prevaléncia do
virus EBV em pacientes com LH,
indica-se a sua pesquisa atraves
de expressao proteica (LMP],
IHQ) ou direta do seu material
gendmico (EBER, hibridizacao
in situ), responsaveis por auxi-
liar o diagnostico desse linfoma
(tipo da recomendacao: basea-
da em evidéncias; forca da evi-
déncia: forte);

2. O uso de IHQ para avaliar
expressao de PD-L1 tumoral e a
positividade do MHC de classe |l
sdo preditores de desfechos fa-
voraveis aos pacientes tratados
com bloqueadores de PDI (tipo
da recomendacgdo: consenso
formal; forca da evidéncia: mo-
derada);

3. Avaliagdo genética para
alteragcGes associadas ao pior
progndstico com tratamento
guimioterapico, como amplifi-
cacao do cromossomo 9p24.1,
nao deve ser feita como rotina
(tipo da recomendacao: con-
senso formal; for¢a da evidéncia:
moderada);

4. Pesquisa de hotspots com
DNA circulante tumoral (ctD-
NA), como mutagao do STATE,
ainda é experimental no LH e
nao deve ser aplicada, até esse
momento, na conducao de ca-
Sos na pratica clinica (tipo da re-
comendacgdo: consenso formal;
forca da evidéncia: moderada).

O LH tem uma intima rela-
cao com o virus do EBV, pre-
sente em espécimes de bidpsia
ganglionar?®, assim como uma
relacao inversamente propor-
cional com infec¢cbes comuns
da infancia, notadamente sa-
rampo, rubéola e caxumba?>®,
O LH pode ser dividido em LH
classico e predominancia linfo-

SOCIEDADE
BRASILEIRA

DE ONCOLOGIA
CLINICA




citica nodular?®. O primeiro € o
tipo mMais comum, representa
cerca de 90% dos casos. A célu-
la neoplasica caracteristica é a
célula de Reed-Stenberg (RS),
de origem centro folicular B,
gigante, multinucleada e com
um infiltrado inflamatdério ao
seu redor?®°, Considerando todo
o tecido tumoral, a célula de RS
representa entre 0,1-10%, sendo
o restante composto por linfé-
citos, histiocitos e eosinodfilos
reacionais periféricos?. A célu-
la de RS tem expressdao aumen-
tada dos ligantes 1 e 2 do PD-1
(programmed death-1), PD-L1 e
PD-L2, o que confere protecao
contra os mecanismos de mor-
te induzida pelos linfécitos T (fe-
ndmeno de evasao imune)?61262,

Variagdo no numero de copias
cromossémicas sao frequentes
no LH, especialmente no cro-
mossomo 9p24.1 (localizacao
tanto do gene JAK2 como dos
genes do PD-L1 e de PD-L2),
achado frequente em pacien-
tes com doenca avancgada e as-
sociado a redugao de sobrevida
livre de progressao com trata-
mento quimioterapico?¢-263,

As alteracdes genéticas mais
vistas no LH levam a mudan-
cas em trés vias principais de
sinalizagao: NF-kB (gene TN-
FAIP3 mutado em cerca de 40%
dos pacientes e em maior fre-
guéncia nos casos EBV+), JAK/
STAT (SOCSIT e STAT6 mutados
em 30-40% dos casos) e MHCI

(gene B2M mutado em até 70%
dos casos, sobretudo no subti-
po predominancia linfocitica
nodular)?“ Como a quantidade
de células neoplasicas em re-
lagdo ao tecido tumoral é bas-
tante reduzida, estudos de alte-
racdes genéticas desse linfoma
sempre foram bastante desa-
fiadores. O uso de DNA circu-
lante tumoral (ctDNA) ganhou
destaque no LH e autores italia-
nos que utilizavam essa técnica
foram capazes de demonstrar
mutacoes do STAT6 em 40%
dos casos?®®, concordando com
outros trabalhos.

Tabela 7. Principais alteragées somaticas no cancer de préstata

Tipo de neoplasia

Linfoma difuso de células B

Gene / Alteracao

CDI10, BCL2, BCLSG,
MUM1, MYC e BCL2

Translocagao de MYC,
BCL2 e BCL6

Teste

IHQ

FISH

Linfoma folicular

N&o estd indicado, no momento, um
painel gendmico especifico que auxilie
na avaliagdo da evolugao, resposta
terapéutica ou risco de transformacao
para linfoma agressivo

Linfoma de Hodgkin

Nao esta indicado
painel genémico

Podem ser Uteis:
LMP1 e PD-LI

IHQ para pesquisa de LMP1 que denota
presenca de EBV e pesquisa da expressao

de PD-LI
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Os sarcomas sdao neoplasias
malignas raras e heterogéneas.
Serao incluidos nesta recomen-
dacao os sarcomas de partes mo-
les de extremidades e retroperito-
neais, os tumores osseos e o GIST.

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento? O que deve ser
pesquisado em um painel de
mutacoées somaticas (quais
genes devem ser incluidos

e quais alteracées sdo
esperadas de cada gene)?
Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

1. Considerar testes molecula-
res com pesquisa de alteracdes
génicas somaticas em situagdes
cuja morfologia e IHQ nao sao
suficientes para estabelecer o
diagndstico preciso, ou uma in-
formacdo prognéstica/preditiva
necessaria. A técnica a se consi-
derar pode ser orientada confor-
me a suspeita diagndstica e dis-
ponibilidade. Alternativamente,
o0 sequenciamento amplo de
multiplos genes pela técnica de
NGS pode ser considerado (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte);

2. Considerar testes de se-
guenciamento pela técnica de
NGS para diagndstico, prognds-
tico e planejamento terapéuti-
co de sarcomas nao GIST (tipo
de recomendacao: baseada em
consenso; forca de recomenda-
cao: fraca);

3. Considerar a analise muta-
cional em GIST (genotipagem)
no planejamento do tratamento
adjuvante. Nao ha uma técnica
considerada preferencial (tipo
de recomendacao: baseada em
consenso; forca de recomenda-
¢ao: moderada);

4. Considerar a analise mu-
tacional em GIST (KIT, PDGFRA,
NFI1, RAS e SDH) no planejamen-
todo tratamento da doenga me-
tastatica ou inoperavel. Nao ha
uma técnica considerada prefe-
rencial (tipo de recomendacao:
baseada em consenso; forca de
recomendagao: moderada);

5. Caso o tratamento inicial
do GIST ndo tenha sido orien-
tado por pesquisa molecular, a
pesquisa da mutagcao em PD-
GFRA D842V deve ser feita nos
casos de progressao da doenga,
com indicios de resisténcia pri-
maria a imatinibe (tipo de re-
comendacao: baseada em evi-
déncia; forca de recomendacao:
forte);

6. Pesquisa da translocacao
do gene ALK em pacientes com
diagnostico de tumor miofibro-
blastico inflamatdrio pode ser
feita para confirmar o diagnos-
tico e orientar potencial terapia
com inibidor de ALK. Ocorre
em, aproximadamente, 50% dos
IMFT?%¢ (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca de
recomendagao: fraca);

7. A pesquisa da fusao de
NTRK pode ser realizada em pa-
cientes que progridem a primei-
ra linha, independente da histo-
logia. A pesquisa pode ser feita
primariamente por técnica de
sequenciamento, FISH ou orien-
tada por IHQ (tipo de recomen-
dacao: baseada em evidéncig;
forca de recomendacdo: forte);

8. A pesquisa da amplificacao
de CDK4 e MDM?2 pode ser rea-
lizada para uso de inibidores de
CDK&4. Do total, 97% dos lipos-
sarcomas sao bem diferencia-
dos e os desdiferenciados apre-
sentam essa alteragao?®’ (tipo
de recomendagao: baseada em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: fraca).

As mutacdes somaticas iden-
tificadas na maioria dos sarco-
mas nao sao mutacdes drivers e,
conseguentemente, resultardo
em limitado beneficio clinico
imediato ao paciente. Por outro
lado, as mutagdes somaticas en-
contradas no momento do diag-
noéstico sao importantes para
refinar o diagndstico histolégico
e, posteriormente, direcionar a
melhor terapia. A IHQ, aliada a
expertise de um patologista es-
pecialista em sarcomas, € um
método acessivel de classifica-
¢do dos sarcomas. No contexto
de definicao diagndstica, os tes-
tes moleculares sao fortemente
recomendados como métodos
auxiliares e complementares a
IHQ?%8. Mais de 30% dos sarco-
mas apresentam alguma trans-
locacao conhecida®®. Dessa
forma, o uso de hibridizacao in
situ (FISH), ou mesmo a técni-
ca de PCR em tempo real para
deteccdo dessas alteracdes, de-
vem ser realizadas em casos em
qgue o diagndstico histoldgico
ndo pode ser firmado com pre-
cisao apenas pela morfologia ou
IHQ?°, Um exemplo da impor-
tancia da pesquisa de fusdes é a
identificacao de diversas trans-
locacdes nas neoplasias de cé-
lulas redondas. As translocacdes
envolvendo o gene EWS sao
inUmeras e, cada vez mais, sao
reconhecidas como marcadores
prognoésticos nos sarcomas de
Ewing e nos Ewing-similes?70-272,

O sequenciamento pela téc-
nica de NGS com painéis amplos
€ capaz de identificar indUmeras
alteragdes somaticas nos sarco-
mas. No entanto, a chance de se
encontrar alguma alteragcdo mo-
lecular driver e que seja alvo de
tratamento € baixa. Essa estra-
tégia pode ser utilizada quando
ha a possibilidade de incluir o pa-
ciente em estudos clinicos?”.
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Em um estudo conduzido no
MD Anderson Cancer Center,
com 102 pacientes portadores
de sarcomas recidivados e me-
tastaticos, as principais altera-
¢des encontradas foram muta-
¢cdo em TP53 (31%), CDK4 (23%),
MDM?2 (21%), RB1 (18%) e CDKN2A
(13%). Apenas 14/102 pacientes
apresentaram mutagdao que €
alvo de duas drogas aprovadas:
pazopanibe e imatinibe. Contu-
do, essas drogas exercem efeito
off-target em PDGFRA, FGFR e
KIT?”*, Logo, o sequenciamento
amplo pode ser utilizado para o
auxilio da classificagcao histolo-
gica e identificacdo de pacien-
tes destinados a inclusdao em es-
tudos clinicos experimentais?”>.

Estudos de fase Il avaliaram a
eficacia de inibidores de CDK4
(palbociclibe) em pacientes por-
tadores de lipossarcoma bem
diferenciados e desdiferencia-
do com amplificacdo de MDM2/
CDK4. Os resultados mostram
gue essa estratégia resulta em
controle de doenca com sobre-
vida livre de progressao promis-
sora, mas com poucas respostas
objetivas?’®.

Crizotinibe e ceritinibe sao
inibidores de ALK e demons-
traram atividade em pacientes
portadores de tumor miofibro-
blastico inflamatério (IMFT),
com translocagao de ALK?7278,
Pacientes com diagndstico de
PEComa e linfangioleiomioma-
tose foram tratados com inibi-
dores de mTOR e os resultados
sao promissores?’?,

Por outro lado, pacientes
com diagndstico de GIST po-
dem ter a genotipagem tumo-
ral realizada no momento do
diagndstico da doenca localiza-
da ou no tratamento da doencga
recidivada ou metastatica®°. As
alteragGes mais frequentes no
GIST sdo mutagao em KIT e PD-
GFRA. Em, aproximadamente,
15% dos pacientes, nao foi en-
contrado nenhum tipo de mu-
tacao nesses dois genes (KIT e
PDGFRA selvagem). No entan-
to, o subtipo selvagem tem sido
caracterizado por mutacdes em
NFT1, BRAF, SDHT, RAS e NTRK?8"-
285 A presenca de mutagao no
éxon 11 do gene KIT é a mais
frequente e esta relacionada
com a maior sensibilidade ao

imatinibe no cenario de doenca
metastatica. Outras mutacdes
conferem resisténcia parcial ou
total ao imatinibe®®“. O conheci-
mento prévio dessas mutacdes
pode direcionar melhor a abor-
dagem terapéutica como o uso
de drogas alternativas, como o
sunitinibe, na primeira linha de

mutacdao em KIT exon 9%,

Recentemente, foi

clinicos.

As  alteracdes

um ano de idade?®”.

Tabela 8. Principais alteragcdées somaticas em sarcomas

Tipo de neoplasia Gene / Alteracdo

Todos os sarcomas
do adulto

NTRK 1-3 (fusdo) (0,76%)

IHQ pan-TRK como triagem para
fusao de NTRK 1-3; se positivo
confirmar com NGS

Lipossarcoma

alguma das alteracées em >98%
(alg ¢ )

desdiferenciado bem CDK4 e MDM2 (amplificagdo) (>97%) NGS
diferenciado
GIST KIT, PDGFRA, NF1, RAS e SDH NGS

Fibrossarcoma infantil

NTRK (fusio) (>70%)

IHQ pan-TRK como triagem para
fusao de NTRK 1-3; se positivo
confirmar com NGS

Tumor
miofibroblastico
inflamatorio

ALK (fusao) (>50%)

RT-PCR ou NGS
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aprova-
do nos EUA o avapratinibe que
inibe de forma potente a mu-
tacdo em PDGFRA D842V2s,
Os pacientes que desenvolvem
resisténcia secundaria ao imati-
nibe adquirem novas mutacdes
em KIT ou PDGFRA, e a identi-
ficacdo dessas mutacdes pode
facilitar a inclusao em estudos

molecula-
res nos genes NTRK sao infre-
guentes nos sarcomas do adul-
to (0.76)%. No entanto, podem
ocorrer em mais de 70% dos
casos de fibrosarcoma infantil,
uma doencga rara que acomete
criancas, geralmente abaixo de
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Tumores de pele

> Melanoma

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. A investigacao de muta-
¢cbes somaticas deve ser solici-
tada para todo paciente com
diagndstico de melanoma cuta-
neo, de mucosa ou de primario
desconhecido, nos estagios Ill
ou IV (tipo de recomendacao:
baseado em evidéncia; forca de
recomendacdo: forte). Nao ha
indicacao, fora de protocolos
de pesquisa, para realizagao de
testes que busquem mutacgdes
somaticas nos estagios | e ll;

2. A investigacao de muta-
¢cbes somaticas deve ser soli-
citada no momento do diag-
noéstico do melanoma (tipo de
recomendacgdo: baseado em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutacgées
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracoes sdo esperadas de
cada gene)?

3. Para melanoma cutaneo,
de mucosa ou de primario des-
conhecido, deve ser pesquisada
a presenca de mutacao dogene
BRAF, sendo a mais frequen-
te a mutacao do tipo V60OOE e
V600K (tipo de recomendacao:
baseado em evidéncia; forca de
recomendacao: forte);

4. Para melanoma cutaneo
(principalmente melanoma do
subtipo sptizoide), de mucosa
ou de primario desconhecido,
deve ser pesquisada a presen-
ca de fusao do gene TRK (tipo
de recomendacgao: baseado em
evidéncia; torca de recomenda-
cao: forte);

5. Para melanoma cutaneo,
de mucosa ou de primario des-
conhecido, pode ser pesquisada
a presenca de mutagao do gene
NRAS, sendo a mais frequente
a mutacao do tipo Q6], usual-
mente Q6]L, e, menos frequen-
temente, Q6IR e Q6]1H (tipo de
recomendacgado: consenso infor-
mal; forca de recomendacao:
fraca);

6. Para melanoma de muco-
sa ou acral lentiginoso, pode ser
pesquisada a mutacao do gene
KIT, sendo mais frequentes as
mutagdes dos éxons 9, 11,13 e 17
(tipo de recomendacao: consen-
so informal; forca de recomen-
dacgao: fraca).

Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

7. Diversos testes estao dis-
poniveis para avaliacao da mu-
tagdo V600 do gene BRAF no
melanoma, empregando tanto
analise do DNA quanto anticor-
pos. Esses testes sao baseados
em técnicas como reagao em
cadeia da polimerase real-time
(RT-PCR), mutacao-especifica
ou de gene Uunico, sequencia-
mento do tipo Sanger ou NGS,
pirosequenciamento, high-re-
solution melting e IHQ, essa Ul-
tima utilizando o anticorpo mo-
noclonal VEI. No Brasil, os testes
utilizados com maior frequén-
cia e acessiveis incluem versoes
comercialmente disponiveis, as
quais envolvem técnicas de RT-
-PCR (Cobas 4800, Idylla, THxI-
D-BRAF) e apresentam elevada
sensibilidade e especificidade
para mutagdes do gene BRAF
V60OOE e V600K, porém com
baixa acuracia para demais mu-
tagdes no coédon 600 (tipo de
recomendac¢do: baseado em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte). Mais recentemente,
tornaram-se disponiveis painéis
gendbmicos amplos, baseados

em NGS com variadas compo-
sicdes, incluindo as principais
mutacdes de interesse no mela-
noma (BRAF, NRAS, KIT e fusdes
de TRK);

8. Para avaliagdo de fusodes
de TRK, pode-se utilizar, como
triagem, IHQ com anticorpo
pan-TRK. Todavia, faz-se neces-
saria a confirmacao molecular
das fusdes de NTRKI, NTRK2
ou NTRK3, usualmente feita
através de NGS. Alternativas in-
cluem hibridizacdo fluorescen-
te in situ (FISH) ou RT-PCR (tipo
de recomendacao: baseado em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte);

9. A pesquisa de mutacdes
nos genes KIT e NRAS é feita
por PCR ou RT-PCR mutacao-
-especifica, sequenciamento do
tipo Sanger ou NGS. Convém
salientar que o uso da IHQ para
avaliacao da expressdo do CD117
(c-KIT) nao é validado no mela-
noma (tipo de recomendacao:
consenso informal; forca de re-
comendacao: fraca).

Mutacdes no gene de BRAF
gue ativam constitutivamente
a via da MAPK estao presentes
em, aproximadamente, 40 a 60%
dos melanomas. Em 80 a 90%
dos casos, essa mutacao ativa-
dora consiste na substituicao da
valina por &cido glutdmico no
cédon 600 (mutagao VEOOE), e a
maior parte do restante consiste
em uma substituicao alternativa
(valina por lisina) (V600K)?88,

No cenario adjuvante, o es-
tudo de fase |II COMBI-AD (2)
avaliou o uso da combinagao
de dabrafenibe e trametinibe
versus placebo em 870 pacien-
tes com diagnostico recente de
melanoma cutaneo totalmente
ressecado, com doenca estagio
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IIIA, considerado de alto risco
de recidiva (metastases linfo-
nodais >1 mm), lIIB ou IlIC, com
mutacao no gene do BRAF
(V60OOE ou V600K), e demons-
trou reducgao estatisticamente
significativa de 51% do risco de
recidiva de doenga. Com um
seguimento mediano de cinco
anos, a sobrevida livre de reci-
diva (SLR) foi maior com dabra-
fenibe e trametinibe (taxa em 5
anos, 52% x 36%; HR 0,51; 1C95%
0,42-0,61). Com um seguimento
mediano de 2,8 anos, a sobre-
vida global (SG) foi prolongada
com dabrafenibe mais trame-
tinibe (taxa em 3 anos, 86% X
77%; HR 0,57; 1C95% 0,42-0,79),
mas permanece ainda imatura.
Com base nesse estudo, a com-
binacdao de dabrafenibe mais
trametinibe foi aprovada para
uso adjuvante®®,

No cenario metastatico, ini-
bidores de BRAF e MEK tam-
bém foram combinados em
um esforco para retardar o de-
senvolvimento da resisténcia ao
tratamento e reduzir algumas
toxicidades diretamente asso-
ciadas a inibicao do BRAF?°,

No estudo COMBI-D de fase
IIl, 423 pacientes metastati-
cos com mutacao em BRAF
V6OOE ou V600K, virgens de
tratamento sistémico anterior,
foram randomizados para rece-
ber dabrafenibe e trametinibe,
ou dabrafenibe e placebo®°. A
sobrevida livre de progressao
(SLP) foi significativamente
maior com a combinagao do
gue com o uso de dabrafenibe
sozinho (mediana 11,0 x 8,8 me-
ses, HR 0,67; IC95% 0,53-0,84). A
SG foi maior com a combinacao
(mediana 25,1 x 18,7 meses, HR
0,71, 1IC95% 0,55-0,92). Com um
seguimento minimo de 36 me-
ses, 19% dos pacientes tratados
com a combinag¢cao permane-
ceram em terapia em compara-

cao aos 3% dos tratados apenas
com dabrafenibe®!. A taxa de
resposta objetiva (TRO) foi sig-
nificativamente melhor (68%
X 55%) com a combinacao em
comparacdo ao uso isolado de
dabrafenibe; as taxas de RC fo-
ram de 18% contra 15%, respec-
tivamente.

Um segundo estudo de fase
1, o COMBI-V, randomizou 704
pacientes com melanoma me-
tastatico, mutacdo em BRAF
(V600) e nao tratados anterior-
mente para receber dabrafeni-
be e trametinibe, ou vemurafe-
nibe em monoterapia®®?. A SG
aumentou significativamente
com a combinacao dabrafeni-
be e trametinibe (sobrevida em
1 ano 72% versus 65%, HR 0,69;
IC95% 0,53-0,89). A SLP em trés
anos permaneceu mais altacom
a combinacao de dabrafenibe e
trametinibe (25% x 11%); 58% dos
pacientes randomizados para
dabrafenibe e trametinibe que
estavam vivos aos trés anos per-
manecem em seu regime origi-
nal. ASLP mediana também au-
mentou significativamente (11,4
X 7,3 meses, IC 95% 0,46-0,69),
assim como a TRO (67% x 53%) a
favor da combinacao.

Em uma andlise combinada
dos estudos COMBI-D e COM-
BI-V, a combinacao de dabrafe-
nibe e trametinibe demonstrou
medianas de SLP e SG de, apro-
ximadamente, 11 e 26 meses,
respectivamente?s. A SLP esti-
mada e a SG em cinco anos fo-
ram de, aproximadamente, 19%
e 34%, respectivamente. Entre
0s 19% com uma RC, a SG esti-
mada em cinco anos foi de 71%.

Uma outra combinacdo de
inibidores de BRAF e MEK foi
testada utilizando vemurafe-
nibe mais cobimetinibe em
um estudo de fase Ill, qguando
495 pacientes com melanoma

avancado e com mutacdo em
BRAF, previamente nao trata-
dos, foram randomizados para
vemurafenibe mais cobimetini-
be, ou vemurafenibe mais pla-
cebo?*4 Com um seguimento
mediano de 14,2 meses, a SLP
aumentou significativamente
com a combinacgao de vemura-
fenibe e cobimetinibe quando
comparado com vemurafenibe
e placebo (mediana 12,3 x 7,2
meses, HR 0,58; [C95% O0,46-
0,72). A TRO foi aumentada
com vemurafenibe mais cobi-
metinibe (70% x 50%), assim
como a taxa de RC (16% x 11%). A
SG mediana também foi signi-
ficativamente mais longa com
a combinacao (22,3 x 17,4 me-
ses, HR 0,70; IC95% 0,55-0,90).

Uma terceira combinacao de
inibidores de BRAF e MEK, o uso
de encorafenibe com binimeti-
nibe foi comparado com a mo-
noterapia de encorafenibe ou
de vemurafenibe no estudo de
fase Ill COLUMBUS, envolvendo
577 pacientes com melanoma
metastatico mutados em BRAF
(V600)*5 também foi positivo
para SLP em comparagao com
vemurafenibe (mediana 14,9 x
7,3 meses, HR 0,51; IC95% 0,39-
0,67) e com encorafenibe (me-
diana 14,9 x 9,6 meses, HR 0,77,
IC95% 0,59-1,00). A SG também
foi superior com a combinacao
do que com o uso isolado de ve-
murafenibe (mediana 33,6 x 16,9
meses, HR 0,61; IC95% 0,47-0,79)
e de encorafenibe (mediana
33,6 x 23,5 meses, HR 0,81; IC95%
0,61-1,006).

E importante ressaltar que
as trés diferentes combinagdes
nao foram comparadas entre si
em um estudo de fase lll.

Além das mutagdes em
BRAF, a via MAPK também
pode levar ao desenvolvimento
de tumores em decorréncia de
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mutagdes no gene do NRAS. O
binimetinibe é um inibidor da
MEK que foi estudado especi-
ficamente em pacientes com
mutagdes no NRAS. Um estudo
de fase Ill randomizou 402 pa-
cientes com melanoma avan-
cado e mutacao de NRAS para
receber binimetinibe ou dacar-
bazina®®. A SLP foi prolongada
com binimetinibe do que com
dacarbazina (2,8 x 1,5 meses, HR
0,62; IC 95% 0,47-0,80). A TRO
também aumentou com bini-
metinibe (15% x 7%). No entanto,
nao houve diferenca significati-

va na SG (11 x 10 meses) em uma
analise interina pré-especifica-
da. Aproximadamente 45% dos
pacientes do estudo foram sub-
metidos a imunoterapia subse-
quente, o que pode ter masca-
rado qualquer diferenca de SC.

As mutacdes no gene KIT
sao observadas em, aproxima-
damente, 15 a 20% dos pacien-
tes com melanomas acrais ou
de mucosa, e em uma porcen-
tagem menor de melanomas
gue surgem em areas de danos
crénicos na pele. Os estudos de

fase Il usando imatinibe ou nilo-
tinibe em grupos de pacientes
com melanoma avancado de-
monstraram apenas evidéncias
minimas de atividade®”.

Osrearranjosde NTRK podem
ser encontrados em um peque-
no subconjunto de melanomas
cutaneos e de mucosa. Recen-
temente, o inibidor da NTRK, o
larotrectinibe, demonstrou uma
taxa de resposta objetiva de 78%
em tumores com fusdes da fa-
milia NTRK, independentemen-
te da histologia®®®.

Tabela 9. Principais alteracdoes somaticas no melanoma

Tipo de
melanoma

Gene / Alteracao

Comentario

NTRK 1-3 (fus&o) (0,8%)
BRAF (40-60%)
NRAS (15-20%)

KIT (10-15%)

Todos os
melanomas

IHQ pan-TRK como triagem
para fusdo de NTRK 1-3; se
positivo, confirmar com NGS

Pesquisar mutacodes
em KIT em melanoma
acral ou de mucosa

NGS para as outras alteracoes

Tumores do sistema
nervoso central

> Gliomas do adulto

Para quem e quando um teste
de painel somatico deve ser
solicitado? Qual o melhor
momento?

1. Ainvestigacao de mutacoes
somaticas deve ser solicitada
para todo paciente com diag-
nostico de glioma difuso (tipo
de recomendacgao: baseado em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte);

2. A investigacdao de muta-
¢cbdes somaticas deve ser soli-
citada preferencialmente no
momento do diagndstico (tipo
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de recomendacao: baseado em
evidéncia; forca de recomenda-
cao: forte).

O que deve ser pesquisado
em um painel de mutagodes
somaticas (quais genes
devem ser incluidos e quais
alteracoes sdo esperadas de
cada gene)?

3. A presenca da mutagdo de
IDH deve ser pesquisada para
gliomas difusos do adulto (astro-
citomas, oligodendrogliomas e
glioblastomas) no momento do
diagnodstico (tipo de recomen-
dacao: baseada em evidéncig;
forca de recomendacao: forte);

4. A perda completa dos bra-
¢os cromossdmicos 1p e 19qg (co-

delecao de 1p/199) deve ser pes-
quisada em pacientes adultos
com diagnostico de glioma di-
fuso, com fendtipo oligodendro-
glial e que apresentam mutacao
do gene IDH (tipo de recomen-
dacao: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte);

5. Nos gliomas difusos com
histologia astrocitica, perda de
ATRX e mutacao em TP53 nao
se recomenda a pesquisa de co-
delecao (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacgao: forte);

6. A presenca da mutacao
K27M no gene da familia H3
da histona 3A (H3F3A) deve ser
pesquisada em todos os pacien-
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tes adultos com diagndstico de
glioma difuso de linha média
(medula espinhal, tdlamo, tron-
co e cerebelo) (tipo de recomen-
dacdo: baseada em evidéncia;
forca da recomendacao: forte);

7. A presenca de fusdao dos
genes NTRK deve ser pesqui-
sada em pacientes com diag-
noéstico de glioma difuso (tipo
de recomendacao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte);

8. A pesquisa da mutacao
VE6OOE de BRAF deve ser pes-
guisada em casos selecionados;
em adultos, principalmente no
xantoastrocitoma pleomorfico
(tipo de recomendacao: basea-
da em evidéncia; for¢ca da reco-
mendacao: forte);

9. A pesquisa de amplificacao
do EGFR, ganho do cromosso-
mo 7, perda do cromossomo 10
e presenca da mutagao do pro-
motor TERT pode ser considera-
da em pacientes com astrocito-
ma difuso e IDH selvagem (tipo
de recomendagao: consenso
formal; forca da recomendacao:
moderada);

10. A pesquisa de mutagdes
de ATRX, de TP53, além de pes-
quisa de delegcdo homozigdti-
ca em CDKN2A efou CDKN2B,
podem ser consideradas em
pacientes com diagndstico de
glioma difuso com mutacao
de IDH (tipo de recomendacao:
consenso formal; forca da reco-
mendacao: moderada).

Como? Quais plataformas ou
testes sdo mais apropriados?

1. Mutagdes de IDH: IHQ para
mutacao /IDHT com anticorpo
R132H é considerada o método
preferencial. Casos negativos
deverao sempre seguir para
andlise por sequenciamento
(tipo de recomendacgao: basea-
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da em evidéncia; forca da reco-
mendacao: forte);

12. Codelecdo 1p/19g: FISH é
o método de escolha para ava-
liacdo de codelecdo 1p/199 em
pacientes com diagndstico de
glioma difuso e mutacao de IDH,
embora ndo exista consenso
sobre o padrao-ouro. Na indis-
ponibilidade do método, a IHQ
indicando mutacdao de ATRX
(mostrando perda da expressao
nuclear de ATRX) é considerada
caracteristica de astrocitomas e
mutuamente excludente com
a presenca de codelegdo 1p19g.
Outros métodos podem ser
utilizados como alternativa (ex:
CISH, PCR-based microsatellite
analysis, RT-PCR, MLPA, SNP ar-
ray). O teste ideal deve identifi-
car a perda parcial ou completa
dos bragcos cromossémicos (tipo
de recomendagao: baseada em
evidéncia; forca da recomenda-
cao: forte);

13. Mutagao H3K27M: IHQ é o
método preferencial em pacien-
tes com diagndstico de glioma
difuso de linha média. Métodos
de sequenciamento podem ser
empregados como alternativa
(tipo de recomendacao: basea-
da em evidéncia; forca da reco-
mendacao: forte);

14. Fusdes do gene NTRK: mé-
todos de sequenciamento que
identifiguem fusdes génicas
sdo o método de escolha para
identificacao dessas alteracdes
em tumores de SNC. A IHQ nao
€ adequada nesse cenario por
apresentar alto indice de falso-
-positividade (tipo de recomen-
dacgao: baseada em evidéncig;
forca da recomendacao: forte);

15. Amplificagdo de EGFR,
ganho do cromossomo 7, per-
da do cromossomo 10, presen-
¢a da mutagdo do promotor
TERT e pesquisa de delecao

homozigética em CDKN2A e/
ou CDKNZ2B: preferencialmente
solicitadas dentro de um pai-
nel de sequenciamento amplo.
Como alternativa, FISH ou téc-
nicas citogenéticas de alta reso-
lucdo (por exemplo, array-CGH,
SNP arrays, methylation arrays)
podem ser usadas para detec-
tar delegbes homozigoticas de
CDKN2A/CDKN2B e perdas cro-
mossémicas (tipo de recomen-
dacao: consenso formal; forca da
recomendacao: intermediaria);

16. Mutagdes de ATRX e de
TP53. podem ser pesquisadas
por IHQ, principalmente com o
intuito de diagndstico. Como al-
ternativa, podem ser avaliadas
em um painel de sequencia-
mento (tipo de recomendacao:
baseada em evidéncia; forca da
recomendacao: forte);

17. Mutacao V60OOE de BRAF:
preferencialmente, recomenda-
-se a pesquisa em um painel de
sequenciamento génico. Como
alternativa, pode ser pesquisada
por IHQ (tipo de recomendacao:
consenso formal; forca da reco-
mendagao: forte);

18. Avaliacdao de alteracdes
somaticas em DNA circulante
tumoral (bidpsia liquida) nao
deve ser considerada em tumo-
res de SNC (tipo de recomenda-
cao: consenso formal; forga da
recomendacao: intermediaria).

Testes moleculares foram in-
corporados na Classificagdao de
Tumores Primarios do SNC, de
acordo com a Organizagao Mun-
dial de Saude (OMS), em 20162,
Esses testes devem, portanto,
ser solicitados no momento do
diagnodstico. Além disso, a maio-
ria também possui importante
papel progndstico. As mutacdes
de isocitrato desidrogenase
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(IDH) tipo 1 ou 2 foram identifi-
cadas como eventos iniciais no
desenvolvimento de gliomas di-
fusos. Estao presentes em todos
os tumores oligodendrogliais e
sao Mais comuns em pacientes
com diagndstico de glioma di-
fuso grau Il da OMS (59-90% dos
casos) quando comparados aos
gliomas grau lll (28-82% dos ca-
sos) e gliomas grau IV (10% dos
casos). Sua presenca confere
um melhor prognéstico frente
aos tumores com IDH selvagem.
Quando observadas no glioma
de alto grau, sugerem que o
tumor tenha se desenvolvido a
partir de uma lesao precursora
de baixo grau. Cerca de 80-90%
dos casos sao identificados por
IHQ (IHQ), que também pode
ajudar a diferenciar gliose rea-
tiva de infiltragao tumoral*®. O
sequenciamento genético pode
ser utilizado em casos de testes
imuno-negativos. O desenvolvi-
mento de terapias inibidoras de
IDH representam uma estraté-
gia promissora e pode conferir
papel preditivo ao marcador3°',

Para o diagndstico de oligo-
dendroglioma é necessaria a
presenca da mutacao IDHI1/2 as-
sociada a codelecdo 1p/19q. Esta
€ causada por uma translocacgao
ndo balanceada entre os cro-
mossomos 19 e 1, com perda to-
tal de um cromossomo hibrido
t(1p;19q) e perda da heterozigo-
se. Um dos testes mais praticos
para a detecgcao da codelegcao
1p/19q € o FISH (hibridizacao por
fluorescéncia in situ), embora
possa resultar falso-positivo em
dele¢cdes parciais ou incomple-
tas. A codelecdo 1p/19q € ampla-
mente reconhecida como um
marcador progndstico e predi-
tivo, associada a sobrevida pro-
longada dos pacientes, além de
melhor resposta a quimiotera-
pia*®2. Quase todos os tumores
oligodendrogliais, com codele-
cao 1p/199g e mutacao IDH, apre-
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sentam mutagdes ativadoras
na regiao promotora do gene
da transcriptase reversa da te-
lomerase (TERT). Contudo, vale
lembrar que essas mutacdes
também sao frequentes nos
glioblastomas IDH selvagem,
conferindo pior progndstico
nesse cenario®®,

A mutacao do TP53 é identi-
ficada em 36-60% dos gliomas
em adultos. Ja a perda da ex-
pressao do ATRX esta fortemen-
te associada as mutacdes IDH1/2
e foi identificada em 65-97%
dos astrocitomas com mutagao
IDH1/2. Sua concordancia com
mutacdes no TP53 ocorre em
70-94% dos casos. E importante
ressaltar que as mutacoes ATRX
e TP53 sao quase mutuamen-
te excludentes da presenca de
codelecdo 1p/19q, portanto, sua
identificacao pode ser utilizada
como método de triagem?34,

O glioma difuso de linha mé-
dia com mutagdo H3K27M é
identificado como um subgrupo
gue abriga uma mutacao K27M
no gene da familia H3 da histo-
na 3A (H3F3A), ou no gene da
familia H3 de histonas do clus-
ter 1/B (HISTIH3B/C). Apresenta
um fendtipo glial e um padrao
difuso de crescimento, além de
estar localizado na linha média.
Morfologia e alteracdes mole-
culares sao importantes para
sua definicdo, uma vez que as
mutacdes no H3K27M nao sao
exclusivas dos gliomas da linha
média. Esse tumor ocorre pre-
dominantemente em pacientes
jovens, com localizagao na linha
média (medula espinhal, tala-
mo, tronco cerebral e cerebelo),
€ possui um pior prognostico,
com taxa de sobrevida de dois
anos abaixo de 10% e sobrevi-
da mediana de nove meses. A
presenca da mutacao H3K27M
pode ser demonstrada de forma
confiadvel usando IHQ®°®.

O entendimento sobre como
as alteragcdes moleculares afe-
tam a tipagem e a classificacao
dos tumores no SNC continua
evoluindo. Além dos ja mencio-
nados marcadores obrigatoérios
para o diagndstico, atualizacdes
propostas pelo Consortium to
Inform Molecular and Practi-
cal Approaches to CNS Tumor
Taxonomy (consoércio cIMPAC-
T-NOW) sugerem outras alte-
racbes com potencial impacto
prognostico. Pela proposta, um
astrocitoma difuso IDH selva-
gem, com mutag¢ao do promo-
tor TERT e/ou amplificacdo do
gene do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR)
e/ou de ganho combinado do
cromossomo 7, associado a per-
da do cromossomo 10, seria clas-
sificado como um tumor grau
IV pela OMS. A sobrevida dos
pacientes com esses tumores
é semelhante a dos pacientes
com glioblastoma (com acha-
dos histolégicos classicos), IDH
selvagem, grau IV da OMS308,

Da mesma forma, astroci-
tomas anaplasicos (OMS grau
1) IDH mutados deveriam ser
testados quanto a presenca
de delecao homozigdtica de
CDKN2A/B e, caso esta esteja
presente, o tumor deveria ser
designado como grau 4. Ativi-
dade mitoética permanece como
critério de graduacao. Prolife-
ragdo microvascular e necrose
continuam sendo critérios para
diagnosticar um tumor grau 4,
embora esses tumores possam
se comportar de formma menos
agressiva, sobretudo se nao
apresentarem delecdo homozi-
gotica de CDNK2A/B. Na prética
neuropatolégica, FISH ou técni-
cas citogenéticas de alta reso-
lugcao (por exemplo, array-CGH,
SNP arrays, methylation arrays)
podem ser usadas para detec-
tar delegbes homozigoticas de
CDKN2A/B3%,
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Alteracdes de BRAF podem
caracterizar subtipos de glio-
mas. Em adultos, as mutacgdes
pontuais tipo V6OOE de BRAF
estao presentes em até dois
tercos dos xantoastrocitomas
pleomorficos. Ocasionalmente,
gliomas difusos também po-
dem apresentar essa alteracao,
com potencial preditivo para
utilizacdo de terapia-alvo. Um
anticorpo especifico esta dispo-
nivel para deteccao da mutacao
VEOOE por IHQ, mas também
pode ser detectada por sequen-
ciamento®?”.

A familia TRK de receptores
transmembrana ¢é composta
por trés proteinas, TRKA, TRKB

e TRKC, que sdao codificadas,
respectivamente, pelos genes
NTRKI1, NTRK 2 e NTRK 3. Es-
ses receptores possuem papel
crucial no desenvolvimento do
sistema nervoso durante a em-
briogénese e permanecem ex-
pressos apds o nascimento, no
tecido neuronal. Fusdes pato-
génicas envolvendo os genes
NTRK resultam em oncoprote-
inas. Trata-se de uma alteracao
agnodstica rara, porém poten-
cialmente presente em qual-
quer tipo tumoral. Em tumores
primarios de SNC, a frequéncia
reportada é <1%, podendo ser
mais alta em gliomas pediatri-
cos*®8, O desenvolvimento de te-

rapia-alvo, com medicamentos
inibidores de TRK, tornou obri-
gatdria a investigacao dessas
alteracGes em todos os tipos de
tumor. Especificamente em te-
cido proveniente de tumores do
SNC, a IHQ, embora disponivel, é
inadequada pelo alto indice de
resultados falso-positivos32=P,

A pratica neuro-oncolégica
atual depende cada vez mais do
diagnostico molecular do tecido
tumoral. A classificacdao de tu-
mores de acordo com achados
histoldgicos, integrados a acha-
dos moleculares, é diagndstica,
prognostica e potencialmente
terapéutica.

Tabela 10. Principais alteragcées somaticas em gliomas

Gene / Alteracdao

« NTRK 1-3 (fusdo) (<1%)

« 1p/19q (codelecio)
(somente
oligodendrogliomas)

« IDH (até 90% casos
de glioma grau ll)

« ATRX
« TP53 (36-60%)

« H3K27M
(gliomas de linha média)
« BRAF (V600E) (1-5%
gliomas difusos do adulto)
- EGFR

« Alteragdes citogenéticas:

« Ganho do cromossomo 7,
perda de cromossomo 10
e preseng¢a da mutagao do
promotor de TERT

Teste

- IHQ pan-TRK como triagem
para fusdao de NTRK 1-3, se
positivo confirmar com NGS

- FISH

- NGS

- Hibridizacao gendmica
comparativa (CGH-array)

Comentario

- Mutacdes no gene da familia
H3 da histona 3A (H3F3A) estao
presentes nos tumores de linha

média
- Mutagdes na regido promotora
de TERT estao presentes no
astrocitoma difuso e gliomas IDH
selvagem
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Capitulo 4:

CONSIDERAQOES FINAIS

NA INTERPRETAQAO DE

MUTACOES SOMATICAS E

ACIONABILIDADE CLINICA

Na dJdltima década, painéis
somaticos comecaram a ser
rapidamente adotados para a
identificacao de alteracbes ge-
némicas que pudessem auxiliar
na tomada de decisao sobre a
selecao de terapias-alvo e ma-
nejo do paciente™35  Hoje,
centenas de laboratérios em
todo o mundo fornecem resul-
tados de testes gendmicos ba-
seados em painéis somaticos,
gerando dezenas de milhares
de laudos a cada ano. Contu-
do, ainda ha pouca uniformida-
de quanto aos mecanismos de
analises de variantes e padroni-
zacao de laudos de sequencia-
mento3167318.

Apesar do desenvolvimen-
to de recomendacbes para a
validacdo de testes de NGS®®,
muitos desafios permanecem
na deteccdo de mutacdes so-
maticas. Entre esses desafios,
encontram-se a deteccdo de al-
teragdes subclonais ou varian-
tes em amostras de tumor de
baixa pureza, bem como a dis-
tingdo de alteragcdes da linha-
gem germinativa ou de artefa-
tos relacionados a amplificacao
ou seguenciamento durante a
reacao em cadeia da polimera-
e (PCR). Comparacdes diretas
de testes de NGS desenvolvidos
em laboratérios que utilizam
técnicas distintas de processa-
mento e seqguenciamento da
amostra demonstram discor-
dancia de resultados, o que traz
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preocupacao com relagcao a
precisao de tais testes®?0-322,

Uma analise recente dos al-
goritmos in silico, mais comu-
mente utilizados para chamada
de mutacdo, revelou que os mé-
todos existentes para a deteccao
de mutacao somatica podem
ser influenciados por fatores que
geram resultados falso-positivos
e falso-negativos®?. Abordagens
computacionais que implemen-
tam aprendizado de maquina
para andlises direta dos dados
brutos de sequenciamento pa-
ralelo massivo podem ser Uteis
na minimizacao do montante
de chamadas falso-positivas,
otimizando a sensibilidade para
deteccdo de alteracdes reais do
tumors?,

A anotagao final de variantes
clinicamente relevantes requer
suporte computacional valida-
do para a acurada interpretacao
de mutacgdes acionaveis de uma
determinada neoplasia®***%, Por
outro lado, sabe-se que a cura-
doria manual é parte essencial
Nno processo de geragado dos lau-
dos e das bases de dados publi-
cas de mutagdes somaticas®?65?7,
A padronizagdo do processo de
curadoria pode melhorar o con-
trole de qualidade e a interope-
rabilidade entre os bancos de
dados disponiveis, facilitando
a aprovagao regulatéria desses
esforcos de interpretacao clini-
ca de variantes?**?6, Nos ultimos

anos,duasimportantes basesde
dados tém se destacado como
ferramentas publicas de cura-
doria de variantes somaticas em
cancer: OncoKB e CIViC, desen-
volvidas, respectivamente, pelo
Memorial Sloan Kettering Can-
cer Center’® e pela Washington
University School of Medicine®*°,

A base de dados OncoKB
(Precision Oncology Knowledge
Base) inclui informacdes bio-
l6gicas, clinicas e terapéuticas,
com curadoria de recursos pro-
venientes de informacdes nao
estruturadas, incluindo reco-
mendacdes e diretrizes do FDA
(Food and Drug Administra-
tion), da NCCN (National Com-
prehensive Cancer Network) e
de grupos de especialistas®®.
Uma vez que as implicacdes
clinicas  variam substancial-
mente com base na alteracao
especifica em um determinado
gene e no contexto do tumor,
as informacgdes na OncoKB sao
hierarguicamente organizadas
por gene, alteracao, tipo de ne-
oplasia e potenciais implicacdes
clinicas. As informacdes da On-
coKB estdo publicamente dis-
poniveis por meio de um site
interativo (http:/oncokb.org/) e
incorporadas ao cBioPortal for
Cancer Genomics (http://cbio-
portal.org/)**"2,  facilitando a
interpretacdo de dados gend-
micos complexos para oncolo-
gistas e pesquisadores de can-
cer. Até o momento, a OncoKB
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anotou mais de 5.300 alteracdes
em 682 genes associados ao
cancer em 55 tipos de tumores.

A base de dados CIViC (Cli-
nical Interpretation of Variants
in Cancer) contém, atualmen-
te, 7.532 interpretacgdes curadas
de relevancia clinica para 2.622
variantes que afetam 431 ge-
nes (https://civicdb.org/home).
Essas interpretacdes foram se-
lecionadas a partir de 2.737 es-
tudos publicados por 256 cura-
dores da CIVIC**°. Os registros
de evidéncia CIVIC sao apoia-
dos por uma ampla gama de

niveis de evidéncia, atualmente
focada em alteragdes somati-
cas e em associagdes positivas
com resposta ao tratamento.
Pelo menos um registro de evi-
déncia foi criado para 309 sub-
tipos de cancer e 454 farmacos,
sendo a maioria dos dados dis-
poniveis para acionabilidade de
genes em cancer de pulmao,
mama, colorretal e tumores he-
matoldégicos.

Desde o langcamento publi-
co do CIVIC em junho de 2015,
curadores externos (nao afilia-
dos a Washington University)

contribuiram com gquase meta-
de de todos os registros de evi-
déncias nessa base de dados,
indicando a importancia de
colaboragdes externas longitu-
dinais na curadoria de varian-
tes somaticas. Assim como a
OncoKB, a base CIViC pode ser
acessada gratuitamente sem
necessidade de inscricao ou /o-
gin. Tanto a adog¢ao académica
guanto comercial dessas bases
de dados devem ser ampla-
mente incentivadas por onco-
logistas, cirurgides oncolégicos,
radio-oncologistas, patologis-
tas e pesquisadores em geral.
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