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RESUMO 

 

 

Cabral Filho PA. Prevalência do rearranjo do gene ROS1 em carcinoma de pulmão de 

células não pequenas não escamoso, EGFR e ALK negativo: análise de uma coorte 

brasileira. [Tese]. São Paulo; Programa de Pós-Graduação em Oncologia da Fundação Antônio 

Prudente, em Parceria com a Universidade Federal do Vale do São Francisco, 2021. 

 

Introdução: A prevalência do câncer de pulmão tem aumentado cerca de 2% ao ano e é 

considerado um problema de saúde pública mundial, sendo a principal causa de morte por 

câncer entre homens e mulheres. O Câncer de Pulmão de Células Não Pequenas (CPCNP) 

representa 85-90% dos cânceres de pulmão. A detecção do rearranjo do gene ROS1, 

considerada um importante fator preditivo para direcionamento terapêutico, constitui uma etapa 

crítica no tratamento de CPCNP. Objetivo: Avaliar a prevalência do rearranjo do gene ROS1 

em pacientes portadores de CPCNP não escamoso, sem mutação de EGFR ou rearranjo de ALK, 

diagnosticados na Região da Foz do Rio Itajaí, Estado de Santa Catarina, Brasil, no período de 

02/01/2019 a 27/07/2020. Materiais e Métodos: Estudo observacional, retrospectivo e 

prospectivo, descrito e analítico com 95 pacientes que possuíam material de biópsia suficiente 

para a realização de novas análises e que não apresentavam mutação de EGFR ou rearranjo de 

ALK. Os pacientes com imuno-histoquímica positiva para a proteína ROS1 foram testados pelo 

método de FISH, utilizando-se uma sonda de DNA do tipo break-apart para o gene ROS1. Foi 

realizada uma análise descritiva da amostra, e os resultados foram apresentados em números 

absolutos e porcentagens, representados por tabelas. O teste de qui-quadrado (χ2) foi 

empregado para comparação das frequências entre os grupos analisados. Resultados: 52,6% 

foram pacientes do sexo masculino; a idade mediana foi de 64 anos; 54,7% declararam-se 

tabagistas; 40,0% apresentavam doença estágio IV; 29,5% apresentaram tumores com alta 

expressão de PD-L1. Quanto a expressão de ROS1 por imuno-histoquímica: 89,5% foram 

identificados como ROS1+ em 0% das células tumorais, 4,2% como ROS1+ em <70% das 

células, e 6,3% como ROS1+ em ≥70% das células do tumor; portanto, 10,5% apresentaram 

resultados positivos para expressão de ROS1. Estes pacientes foram submetidos à análise de 

rearranjo de ROS1 pelo método de FISH e 7 (7,4%) apresentaram resultados positivos. 

Conclusão: Na população estudada, a análise pelo método de FISH mostrou uma prevalência 

de 7,4% para rearranjos do gene ROS1. 
 

Descritores: Rearranjo do gênico. Carcinoma de Pulmão de Células não Pequenas. Receptores 

ErbB. Quinase de linfoma anaplásico.  



 

ABSTRACT 

 

 

Cabral Filho PA. [Prevalence of ROS1 gene rearrangements in EGFR-Negative and ALK-

negative nonsquamous NSCLC: analysis of a Brazilian cohort]. [Tese]. São Paulo; 

Programa de Pós-Graduação em Oncologia da Fundação Antônio Prudente, em Parceria com a 

Universidade Federal do Vale do São Francisco, 2021. 

 

Introduction: Lung cancer prevalence has been increasing at rate of 2% per year and is 

considered a major public health concern worldwide, being the main cause of cancer death 

among women and men. Non-small cell lung cancer (NSCLC) represents 85-90% of total lung 

cancer. Detecting the rearrangement of the ROS1 gene is critical to the treatment of NSCLC. 

Objective: To assess the prevalence of the ROS1 gene rearrangement in patients diagnosed 

with non-squamous NSCLC patients diagnosed between January 2019 to July 2020 at Foz do 

Rio Itajaí, in the state of Santa Catarina, Brazil. Materials and Methods: This is a retrospective 

and prospective observational study Ninety-five NSCLC whose tumors were negative for 

EGFR mutation and ALK rearrangement and who had enough tumor tissue to carry out 

additional molecular analysis. Patients whose tumors were positive for ROS1 by immune-

histochemistry were tested using by FISH using a break-apart DNA probe (Abbot Molecular) 

for the ROS1 gene. A descriptive analysis was performed and results were presented as absolute 

frequencies and percentages and depicted in charts. Frequencies were compared with the chi-

squared test (χ2). Results: 52,6% were male, mean and median age were 65,10 and 64 years, 

respectively. 54,7% self-declared as smokers; 40,0% had stage IV disease; 29,5% had tumours 

with high expression of PD-L1. Regarding the expression of ROS1 by immunohistochemistry: 

89,5% were identified as ROS1+ in 0% of cells, 4,2% as ROS1+ in <70% of cells, and 6,3% as 

ROS1+ in ≥70% of the cells; therefore, 10,5% displayed positive results for the expression of 

ROS1+. These tumors were subjected to the analysis of ROS1 rearrangement by FISH and 7 

(7,4%) were positive. Conclusion: We observed 7,4% prevalence for ROS1 gene 

rearrangements in this pre-selected population. 

 

Keywords: Gene Rearrangement. Carcinoma, Non-Small-Cell Lung. ErbB Receptors. 

Anaplastic Lymphoma Kinase 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O câncer de pulmão constitui um problema de saúde pública mundial, com aumento de 

incidência de 2% ao ano (Gridelli et al. 2015), e é definido como neoplasia maligna que se 

origina nas vias aéreas inferiores ou no parênquima do pulmão. É considerado a principal causa 

de mortalidade por câncer entre homens e mulheres, superando os cânceres de cólon, mama e 

próstata juntos.  

A maioria das pessoas diagnosticadas com esse tipo de câncer tem idade ≥65 anos ao 

diagnóstico (American Cancer Society-ACS 2019). A maioria das estatísticas inclui os cânceres 

de pulmão de pequenas células (CPPC) e câncer de pulmão de células não pequenas (CPCNP) 

que, juntos, representam cerca de 95% das neoplasias malignas do pulmão (Midthun 2017; ACS 

2019).  

O CPPC é menos comum que o CPCNP, representando entre 10-15% de todos os casos 

de câncer de pulmão. Esse tipo de câncer é menos frequente em não fumantes e tende a 

apresentar metástases ao ser diagnosticado (Gridelli et al. 2015). 

O CPCNP representa aproximadamente 85-90% dos cânceres de pulmão (Gridelli et al. 

2015; Bubendorf et al. 2016; ACS 2019), e é representado por três subtipos principais: 

carcinoma de células escamosas (epidermoide), adenocarcinoma e carcinoma de grandes 

células (Gridelli et al. 2015). 

Nos Estados Unidos, as estimativas da ACS para 2020 foram de, aproximadamente, 

228.820 novos casos de câncer de pulmão (116.300 em homens e 112.520 em mulheres), e 

cerca de 135.720 mortes por esse tipo de câncer (72.500 em homens e 63.220 em mulheres) 

(Siegel et al. 2020). 

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), para o triênio 2020-

2022, são de 30.200 novos casos de câncer de pulmão, sendo que os homens responderão por 

17.760 novos casos e as mulheres por 12.440. Portanto, a cada 100 mil homens estima-se que 

surgirão 16,99 casos novos e 11,56 para cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de 

pele não melanoma, o câncer de pulmão em homens é o tumor mais incidente nas Regiões Sul 

(31,07/100 mil) e Nordeste (11,01/100 mil). Entre as mulheres da Região Sul, o câncer de 

pulmão é o terceiro mais frequente (18,66/100 mil), assim como no Sudeste (12,09/100 mil). 

Nas demais regiões, ocupa a quarta posição (Centro-Oeste 10,87/100 mil; Nordeste 8,86/100 

mil; Norte 6,47/100 mil) (Ministério da Saúde 2019). É importante observar que os valores de 



2 

câncer de pulmão no Brasil sugerem uma subnotificação dessa patologia, um dos motivos 

poderia ser a necessidade de uma readequação no sistema de notificações, outro motivo poderia 

ser o avanço rápido da doença em que o paciente viria a óbito antes mesmo de ser diagnosticado. 

A Figura 1 apresenta a incidência de pulmão no Brasil de acordo com cada região do 

país, sendo maior na Região Sul com 46,69 casos novos/100.000 habitantes (Mathias et al. 

2020). 

 

 
Fonte: Mathias et al. (2020). 
Figura 1 - Incidência de câncer de pulmão no Brasil 
 

A maioria dos pacientes com CPCNP, aproximadamente 85%, apresenta avaliação 

diagnóstica devido aos sintomas suspeitos de câncer de pulmão (tosse seca ou produtiva, 

hemoptoico, dor torácica, dispneia, emagrecimento) ou à descoberta incidental por imagem de 

tórax. O objetivo da avaliação inicial é obter informações clínicas e radiológicas suficientes 

para orientar a biópsia, o estadiamento e o tratamento (Thomas e Gould 2017).  

O tratamento de pacientes com CPCNP metastático, historicamente, consistia em 

quimioterapia citotóxica sistêmica. Ao eliminar as células que estão se dividindo, a 

quimioterapia reduz os sintomas, melhora a qualidade de vida e prolonga a sobrevida em alguns 

pacientes com CPCNP (Sequist e Neal 2017).  

A identificação de mutações nos genes condutores (driver genes) levou a uma melhora 

no resultado clínico de subgrupos de pacientes geneticamente definidos, como aqueles que 

possuem uma mutação sensibilizante no gene do receptor do fator de crescimento epidérmico 

(EGFR), tratados com inibidores de tirosina-quinase (TKI) direcionados a EGFR, ou aqueles 
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com rearranjo do gene ALK (quinase de linfoma anaplásico), tratados com TKI específicos 

(Scheffler et al. 2015). 

É importante selecionar adequadamente os pacientes com câncer de pulmão com 

indicação terapêutica para o uso de TKI, sendo fundamental estabelecer quais os melhores 

métodos para diagnóstico desses pacientes (Scheffler et al. 2015).  

Os rearranjos de ROS1 são oncogênicos em múltiplas patologias malignas, entre elas o 

câncer de pulmão de células não pequenas (Song et al. 2016; Drilon et al. 2016). A fusão 

oncogênica do gene ROS1 foi primeiramente identificada por Rikova et al. (2007), sendo 

descrita em 1-2% dos pacientes com CPCNP (Takeuchi et al. 2012; Kohno et al. 2015; 

Facchinetti et al. 2017; Suryavanshi et al. 2017; Kato et al. 2018; Luk et al. 2018; Joshi et al. 

2019).  

O gene ROS1 (localizado no cromossomo 6q22) codifica um receptor de tirosina-

quinase pertencente à família de receptores de insulina, que sinaliza principalmente pela via 

MAPK. Esse receptor associado à tirosina-quinase foi inicialmente descoberto como o 

homólogo celular da sequência v-ros de transformação do vírus do Sarcoma aviário UR2. A 

proteína é constituída por uma porção C-terminal intracelular contendo o domínio de proteína-

quinase, um único domínio transmembrana e um grande domínio extracelular N-terminal que 

contém várias repetições fibronectina tipo III (Davies et al. 2012). 

No câncer de pulmão, os parceiros de fusão com ROS1 incluem FIG, CD74, SLC34A2 

e SDC4, que quando fundidos com o gene ROS1 levam à ativação constitutiva da quinase e 

transformação maligna de células normais em cultura celular ou in vivo (Scheffler et al. 2015).  

A detecção do rearranjo do gene ROS1 é, nesse sentido, uma etapa crítica no tratamento 

de CPCNP, considerado um importante fator preditivo para direcionamento terapêutico e pode 

ser realizada usando diferentes técnicas, incluindo imuno-histoquímica (IHQ), hibridização in 

situ por fluorescência (FISH) e Next Generation Sequencing (NGS) (Rossi et al. 2017; Davies 

et al. 2018; Clavé et al. 2019). 

Como a proteína ROS1 está ausente no tecido pulmonar normal e a prevalência do 

rearranjos de ROS1 no CPCNP varia de 0,5% a 2%, a IHQ parece ser um exame de triagem 

custo-efetivo, permitindo resultados rápidos com menores custos (Gainor e Shaw 2013; 

Yoshida et al. 2013; Cai et al. 2013; Kim et al. 2014; Rossi et al. 2017).  

Estudos realizados por Davies et al. (2018) e Clavé et al. (2019) compararam os métodos 

FISH e NGS para a detecção de rearranjos ROS1. Davies et al. (2018) concluíram que ambos 

os métodos apresentam limitações que podem resultar em resultados falsos-negativos. Tanto no 

FISH quanto no NGS, os pontos de quebra e rearranjo genômicos são preditores não confiáveis 
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de pontos de quebra e rearranjo no nível transcricional, provavelmente devido ao splicing 

alternativo. Contudo, no estudo realizado por Clavé et al. (2019), concluiu-se que o NGS parece 

uma técnica mais confiável para avaliar rearranjos ALK e ROS1, oferecendo a vantagem sobre 

a imuno-histoquímica de detectar outras alterações moleculares com potenciais implicações 

terapêuticas. Já o FISH, com a identificação do padrão de sinal isolado 3’ em casos ALK e ROS1 

pode representar um resultado falso-positivo.  

Estudos recentes têm demonstrado que os cânceres pulmonares com rearranjos do gene 

ROS1 são altamente sensíveis ao tratamento com o inibidor de tirosina-quinase, crizotinibe 

(Shaw et al. 2014; Zhong e Huang 2016; Drilon et al. 2016; Joshi et al. 2019), com uma taxa 

de resposta de 72% e uma sobrevida livre de progressão (SLP) mediana de 19 meses com base 

em dados da coorte de expansão do estudo de fase I (PROFILE 1001) (Shaw et al. 2014).  

A avaliação da expressão PD-L1 na prática clínica de rotina no momento do diagnóstico 

patológico inicial, antes de qualquer tratamento antitumoral, é um importante fator preditivo 

para avaliação da expressão PD-L1 em CPCNP, especialmente durante o tratamento de primeira 

linha (Lee et al. 2019). Existe uma escassez de dados de expressão de PD-L1 em tumores com 

rearranjo do gene ROS1 na literatura acadêmica, entretanto os dados existentes sugerem que 

esses tumores geralmente não respondem bem à imunoterapia mesmo quando apresentam 

elevada expressão de PD-L1 (Shaw et al. 2014; Lee et al. 2019). 

Esta pesquisa justifica-se pelo fato de que o CPCNP é um problema que atinge pessoas, 

de ambos os sexos, em todo o mundo e tem como principal fator etiológico o tabagismo. A 

descoberta de pontos de controle imunológico (checkpoints imunes) corrobora a hipótese de 

que moléculas presentes no tumor modulam os mecanismos de carcinogênese e a atividade 

imunológica no microambiente tumoral, assim, buscamos aumentar a compreensão da biologia 

tumoral de pacientes com CPCNP por meio da avaliação dos biomarcadores ROS1 e PD-L1 na 

população brasileira. 

 

1.1 CÂNCER DE PULMÃO DE CÉLULAS NÃO PEQUENAS  

 

1.1.1 Classificação IASLC/ATS/ERS 

A Classificação IASLC/ATS/ERS de 2011 foi atualizada pela OMS (Travis et al. 2015) 

com a inclusão de recomendações de rotina, uma nova abordagem para pequenas biópsias e 

citologia, além de uma nova classificação de subtipos de adenocarcinomas de pulmão 

representados por espécimes cirúrgicos (Tang et al. 2014; Zugazagoitia et al. 2014; Travis et 
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al. 2015). Os demais grupos de cânceres pulmonares não apresentaram mudanças em relação à 

última classificação (Travis et al. 2015).  

A Tabela 1 apresenta a classificação dos carcinomas de pulmão, considerando a 

classificação dos adenocarcinomas pela IASLC/ATS/ERS de 2011 e sua atualização pela OMS 

(Travis et al. 2015). 

 

Tabela 1 - Classificação de carcinomas de pulmão – IASLC/ATS/ERS, 2011 atualizada pela 
OMS. 
 

Classificação Tipos/características 
01- Lesões pré-neoplásicas -Hiperplasia adenomatosa atípica 

-Adenocarcinoma in situ (≤ 3cm, antigo carcinoma 
bronquíolo-alveolar – CBA) – não mucinoso; 
mucinoso (raro); misto (mucinoso e não mucinoso)

02- Adenocarcinoma minimamente invasivo (≤ 3 
cm, predominantemente lepídico com ≤ 5 mm de 
invasão) 

- não mucinoso 
- mucinoso (raro)  
- misto (mucinoso e não mucinoso) 

03- Adenocarcinoma invasivo - Predominantemente lepídico (antigo CBA não 
mucinoso, >5 mm de invasão) 
- Predominantemente acinar 
- Predominantemente papilar 
- Predominantemente micropapilar 
- Predominantemente sólido com mucosecreção

04- Variantes do adenocarcinoma invasivo - Adenocarcinoma mucinoso invasivo (antigo CBA 
mucinoso) 
- Coloide 
- Fetal (baixo e alto grau) 
- Entérico 
- Cistadenocarcinoma mucinoso 

05- Carcinoma de células escamosas - Papilar 
- Células claras 
- Células pequenas 
- Basalóide

06- Carcinoma de células pequenas - Carcinoma de células pequenas combinado 
07- Carcinoma de células grandes - Carcinoma neuroendócrino de células grandes 

- Carcinoma neuroendócrino de células grandes, 
combinado / - Carcinoma Basalóide 

08- Carcinoma linfoepitelioma-like --
09- Carcinoma de células claras --
10- Carcinoma de células grandes com fenótipo 
rabdóide 

-- 

11- Carcinoma adenoescamoso --
12- Carcinoide - Típico 

- Atípico
Fonte: Travis et al. (2015). 
 

Além do reconhecimento de diferentes subtipos histológicos, a descrição de genes 

condutores recorrentemente alterados em alguns subgrupos de tumores permitiu a realização de 

uma classificação molecular do CPCNP, criando um melhor entendimento da doença e abrindo 

um leque de novos tratamentos para o câncer de pulmão avançado (Li et al. 2013). A Figura 2 

demonstra a evolução da classificação do CPCNP. 
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Fonte: Li et al. (2013). 
Figura 2 - Evolução da classificação do CPCNP. 
 

1.1.2 Tratamento  

Em pacientes diagnosticados com CPCNP os resultados do tratamento padrão são ruins, 

exceto para os cânceres mais localizados. Dessa forma, todos os pacientes recém-

diagnosticados com CPCNP são candidatos potenciais para estudos que avaliam novas formas 

de tratamento (Okita et al. 2017). 

O tratamento de CPCNP é específico em cada estágio da doença. Pacientes em estágio 

I a IIIA devem ser tratados com ressecção cirúrgica completa quando não houver 

contraindicação (Pöttgen et al. 2007; Howlader et al. 2020). Pacientes não cirúrgicos devem ser 

considerados para radioterapia convencional ou estereotática, combinada ou não à 

quimioterapia. Os procedimentos de ablação térmica percutânea como ablação por 

radiofrequência, micro-ondas e crioablação constituem opções úteis de tratamento no contexto 

de terapia de resgate pós-cirúrgico, radioterapia ou quimioterapia ou para tratamento paliativo 

em pacientes com CPCNP avançado (Duma et al. 2019).  

Já os pacientes diagnosticados com doença metastática recebem tratamento sistêmico 

paliativo com intuito de controle de sintomas e retardar a progressão da doença, uma vez que 

não há possibilidade de cura nesse cenário (Gridelli et al. 2015). 

A imunoterapia (IO) isolada ou combinada à quimioterapia se tornaram a base do 

tratamento para pacientes com CPCNP metastático sem drivers acionáveis (Santos 2020).  
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A identificação de mutações no câncer de pulmão levou ao desenvolvimento de terapia 

molecular direcionada para melhorar a sobrevida de subgrupos de pacientes com doença 

metastática (Pao e Girard 2011). 

Em particular, as anomalias genéticas nas vias de sinalização EGFR, MAPK e PI3K em 

pacientes com CPCNP podem definir mecanismos de sensibilidade a drogas e resistência 

primária ou adquirida aos TKI (Howlader et al. 2020).  

Atualmente, existem vários subtipos moleculares de CPCNP identificados que têm 

terapias direcionadas aprovadas para seu tratamento: tumores com mutações no gene EGFR e 

rearranjos do gene ALK, por exemplo. Tumores com essas alterações genéticas respondem bem 

a inibidores específicos de tirosina-quinase. Rearranjos do gene ROS1 são observados em até 

2% dos pacientes com CPCNP e respondem ao tratamento com crizotinibe e entrectinibe 

(Bergethon et al. 2012). Além de EGFR, ALK e ROS1, outros oncogenes importantes no 

CPCNP incluem MET, KRAS, ERBB2, BRAF, RET e NTRK (Jordan et al. 2017). 

A Tabela 2 apresenta os alvos acionáveis em câncer de pulmão e as terapêuticas 

disponíveis. 
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Tabela 2 - Alvos acionáveis em câncer de pulmão e as terapêuticas disponíveis 
 

Biomarcadores 
estratégicos 

Frequência  

em CPCNP 

Terapias 
aprovadas e 
investigadas 

Toxicidades 
Terapia de linha de 

frente preferida 

EGFR 10-50% 

Osimertinibe, 
Erlotinibe, 
Gefitinibe, 
Afatinibe, 
Dacomitinibe 

Cutânea (erupção 
acneiforme), 
gastrointestinal 
(diarreia) 

Osimertinibe 

ALK 1-7% 

Crizotinibe, 
Ceritinibe, 
Alectinibe, 
Brigatinibe, 
Lorlatinieb 

Gastrointestinal 
(náuseas, diarreia), 
transaminite, 
alterações visuais, 
pneumonite 

Alectinibe, brigatinibe ou 
lorlatinibe 

ROS1 1-2% 

Crizotinibe, 
Ceritinibe, 
Entrectinibe, 
Lorlatinibe 

Gastrointestinal 
(náuseas, diarreia), 
transaminite, 
alterações visuais, 
pneumonite 

Crizotinibe ou Entrectinibe 

MET 3-6% 

Crizotinibe, 
Capmatinibe, 
Tepotinibe, 
Telisotuzumabe-
vedotin 

Gastrointestinal 
(náuseas, diarreia), 
transaminite 

Crizotinibe ou 
Capmatinibe 

RET 1-2% 

Cabozantinibe, 
Vandetanibe, 
Sunitinibe, 
Pralsetnibe 
(BLU-667) 

Selpercatinibe 
(LOXO-292) 

Fadiga, 
transaminite, 
hipertensão, 
diarreia 

Selpercatinibe 

NTRK 3-4% 
Larotrectinibe, 
Entrectinibe, 
Loxo-195 

Fadiga, edema, 
tontura, prisão de 
ventre, diarreia, 
anormalidades 
hepáticas 

Larotrectinibe ou 
Entrectinibe 

BRAF 7% 
Dabrafenibe, 
Trametinibe, 
Vemurafenibe 

Erupção cutânea, 
febre, dor de 
cabeça, diarreia 

Dabrafenibe+Trametinibe 

Expressão PD-
L1 

-22%-47% 
(Dietel et al. 
2018) 

Pembrolizumabe 
Nivolumabe, 
Ipilimumabe, 
Atezolizumabe, 
Durvalumabe 

Toxicidades 
imunomediadas, 
incluindo pulmonar 
e gastrointestinal 

Várias opções de 
combinação de 
quimioterapia e 
imunoterapia ou 
imunoterapia de agente 
único 

Fonte: Modificado de Rajurkar et al. (2020). 
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1.1.3 Sobrevida dos pacientes com CPCNP 

Entre os homens, a incidência de CPCNP diminuiu gradualmente em 1,9% ao ano de 

2001 a 2008 e, de forma mais acentuada, 3,1% ao ano, de 2008 a 2016. A mortalidade baseada 

em incidência diminuiu 3,2% ao ano de 2006 a 2013, depois passou para 6,3% ao ano de 2013 

a 2016. A sobrevida passou de 26% em 2001 para 35% em 2014 (Howlader et al. 2020). 

Entre as mulheres, a incidência de CPCNP apresentou um redução de 1,5% a ano no 

período de 2006 a 2016. Em contraste, a mortalidade baseada na incidência diminuiu em 2,3% 

ao ano, no período de 2006 a 2014 e, em seguida, a uma taxa de 5,9% ao ano no período de 

2014 a 2016 (Howlader et al. 2020). 

A redução na mortalidade do CPCNP foi associada aos avanços no tratamento – 

particularmente o uso de terapias direcionadas – e a redução de incidência em decorrência da 

redução do consumo de tabaco. A evolução da sobrevida entre as mulheres foi observada em 

padrões semelhantes aos dos homens, em todas as raças e grupos étnicos. A melhora observada 

na sobrevida não é devida a mudanças de estágio, porque esses pacientes passaram de estágios 

desconhecidos para categorias de estágios específicas (como resultado da disponibilidade de 

melhores imagens) (Howlader et al. 2020). 

 

1.1.4 O gene ROS1 em CPCNP 

O oncogene ROS1 foi descoberto pela primeira vez como produto oncogênico de um 

vírus de RNA do sarcoma aviário (Rikova et al. 2007; Shaw et al. 2014, 2019) e é ativado por 

rearranjo cromossômico em uma variedade de cânceres humanos, incluindo o CPCNP (Shaw 

et al. 2014). Os rearranjos do gene ROS1 foram associados inicialmente ao câncer humano em 

1987 (Birchmeier et al. 1997), quando foram descobertos numa linhagem de células de 

glioblastoma e, posteriormente, em 2007, em uma linhagem celular derivada de um paciente 

com CPCNP (Rikova et al. 2007).  

O rearranjo leva à fusão de uma porção do gene ROS1, que inclui todo o domínio de 

tirosina-quinase, com 1 de 12 genes parceiros diferentes (Rossi et al. 2017; Drilon et al. 2020). 

As quinases de fusão resultantes são constitutivamente ativadas e conduzem à transformação 

celular. Não se sabe se as várias quinases de fusão podem ter propriedades oncogênicas 

diferentes (Shaw et al. 2014). 

Rearranjos de ROS1 ocorrem em aproximadamente 1-2% dos CPCNP (Takeuchi et al. 

2012; Shaw et al. 2014; Kohno et al. 2015; Facchinetti et al. 2017; Kato et al. 2018; Luk et al. 

2018; Joshi et al. 2019). A incidência do rearranjos ROS1 é baixa no CPCNP, mas seu 
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diagnóstico oferece aos pacientes a oportunidade de receber terapias direcionadas altamente 

eficazes (Suryavanshi et al. 2017). 

De 1,5 milhão de novos casos estimados de CPCNP em todo o mundo a cada ano, 

aproximadamente 15.000 podem ser causados por fusões oncogênicas de ROS1. Assim como 

nos rearranjos do gene ALK, os rearranjos de ROS1 são mais comumente encontrados em 

pacientes que nunca fumaram ou têm histórico de tabagismo leve e que possuem características 

histológicas de adenocarcinoma. No nível genético, os rearranjos de ALK e ROS1 raramente 

ocorrem no mesmo tumor, cada um definindo um subgrupo molecular único de CPCNP (Shaw 

et al. 2014). 

Devido às semelhanças entre os oncogenes ALK e ROS1, lições inferidas de rearranjos 

de ALK podem ser aplicadas ao CPCNP com rearranjos de ROS1. Contudo, existem 

disparidades entre as doenças dominadas por esses dois genes. Na ausência de alterações 

genéticas mais comumente detectadas em CPCNP, tais como mutações em EGFR e KRAS e 

fusões do gene ALK, a busca por rearranjos do gene ROS1 é essencial. Os diagnósticos 

moleculares dedicados devem ser padronizados, confiando em algoritmos práticos e eficientes, 

compreendendo a imuno-histoquímica e a hibridação in situ por fluorescência (Facchinetti et 

al. 2017). 

 

1.1.5 Diagnóstico do rearranjo de ROS1 

É clinicamente importante detectar pacientes que podem se beneficiar de tratamentos 

direcionados à rearranjos do gene ROS1 (Shaw et al. 2014; Bubendorf et al. 2016). Em pacientes 

com CPCNP, o método de FISH tem sido relevante para a confirmação do diagnóstico de 

rearranjos ROS1 (Bubendorf et al. 2016; Lim et al. 2017). Um problema na seleção desses 

pacientes é o número reduzido de amostras de biópsia para uma investigação molecular extensa 

(Lim et al. 2017). 

Luk et al. (2018) revisaram o papel da imuno-histoquímica na avaliação dos rearranjos 

de ALK e ROS1 no câncer de pulmão, enfatizando questões práticas em comparação com outras 

modalidades como a hibridização in situ por fluorescência. Concluíram que, embora a 

hibridização in situ por fluorescência continue a ser o padrão-ouro (Luk et al. 2018) para a 

detecção dos rearranjos de ALK e ROS1 no CPCNP, a imuno-histoquímica desempenha um 

papel importante e pode ser um método de rastreamento eficaz para a detecção dessas alterações 

genéticas, ou um teste de diagnóstico no contexto de ALK. Ambos os métodos, contudo, 

desempenham papéis importantes na identificação de adenocarcinomas pulmonares com fusões 
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de ALK e ROS1, e é fundamental que os patologistas compreendam os pontos fortes e as 

limitações das diferentes técnicas para otimizar o diagnóstico de cada paciente. 

Antes da realização do método de FISH, um teste de imuno-histoquímica de primeira 

linha é recomendado para pré-selecionar pacientes ROS1 positivos. Com uma pontuação igual 

a zero como resultado da imuno-histoquímica para ROS1 não é necessário realizar mais testes 

pelo método de FISH (Ginestet et al. 2018). No entanto, para resultados de imuno-histoquímica 

com ROS1 fraco a forte (pontuação 1+, 2+ e 3+) é necessário realizar o teste pelo método de 

FISH para confirmar a presença de rearranjos de ROS1, e posterior adoção de alguma terapia 

direcionada (Bubendorf et al. 2016; Ginestet et al. 2018).  

A Figura 3 apresenta um fluxograma para investigação do rearranjo de ROS1. 

 

 
Fonte: Budendorf et al. (2016) 
Figura 3 - Fluxograma para investigação do rearranjo de ROS1 
 

Para identificação de rearranjos de ROS1 o limite de, pelo menos, 15% dos núcleos do 

tumor com sinais reorganizados são considerados positivos pelo método de FISH (Bubendorf 

et al. 2016; Ginestet et al. 2018). No entanto, alguns resultados do método de FISH podem 

permanecer ambíguos em torno do limite de 15%, nesse caso, Uguen et al. (2015) e Uguen e 

De Braekeleer (2016) sugerem a realização de testes pelo método de FISH adicionais com 

diferentes sondas para auxiliar na interpretação desse status. 
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O Next Generation Sequencing (NGS) consiste numa tecnologia de sequenciamento de 

DNA que pode realizar o sequenciamento completo ou parcial de múltiplos genes em paralelo 

numa única reação. Em pacientes oncológicos, o NGS pode fornecer a base do tratamento 

personalizado para os pacientes, com o objetivo de identificar mutações em tumores que podem 

ser alvos de drogas específicas (Slatko et al. 2018). Clavé et al. (2019) comparando a eficácia 

de NGS e FISH para detecção de rearranjos de ALK e ROS1 demonstraram uma melhor 

capacidade destes eventos, como menor frequência de falsos positivos, com o emprego do NGS. 

 

1.1.6 Tratamento do CPCNP com rearranjo de ROS1 

Bergethon et al. (2012) analisaram as características clínicas e os resultados do 

tratamento de pacientes com CPCNP com rearranjos ROS1. Foi utilizado o método de FISH 

para a seleção de 1.073 pacientes com CPCNP e para atribuição do status de rearranjo do gene 

ROS1 com características clínicas, sobrevida global e, quando disponível, rearranjos de ALK. 

Eles também realizaram ensaios in vitro para avaliar a capacidade de resposta das células com 

rearranjos de ROS1 ao crizotinibe. Dos 1.073 tumores examinados, 18 (1,7%) apresentaram 

rearranjos de ROS1 e 31 (2,9%) foram classificados como tumores com rearranjos de ALK de 

acordo com o método de FISH. Em comparação com o grupo ROS1-negativo, os pacientes 

ROS1-positivos foram significativamente mais jovens e não fumantes. Todos os tumores 

positivos para ROS1 eram adenocarcinomas, com tendência a apresentarem maior grau 

histológico. Os grupos ROS1 positivos e negativos não apresentaram diferenças em sobrevida 

global (Bergethon et al. 2012).  

Em 2012, uma triagem de um grande painel de amostras de CPCNP identificou quatro 

novos parceiros de fusão do gene ROS1: TPM3, SDC4, EZR e LRIG3, além de SLC34A2 e 

CD74. Por meio de um sistema integrado de rastreamento, baseado em histopatologia, foi 

realizada uma triagem para fusões de ALK e ROS1 em 1.529 cânceres de pulmão e 

identificaram-se 44 carcinomas positivos para rearranjos de ALK e 13 de ROS1, incluindo casos 

com parceiros de fusão, até então, não identificados para ROS1. A resposta clínica de pacientes 

com CPCNP com rearranjos de ROS1 ao crizotinibe foi investigada como parte de uma coorte 

expandida de um estudo de fase I. A maior parte dos pacientes tratados com crizotinibe 

apresentou regressão do tumor. Os autores concluíram que o rearranjo do gene ROS1 define um 

subconjunto de CPCNP com características clínicas distintas que são semelhantes às observadas 

em pacientes com CPCNP com rearranjo do gene ALK (Takeuchi et al. 2012). 

Devido à baixa prevalência de rearranjos ROS1, a realização de estudos de fase III que 

comparam os diferentes inibidores de tirosina-quinase à quimioterapia é improvável, o que 
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dificulta o estabelecimento formal definitivo da superioridade dos inibidores de ROS1 em 

relação à quimioterapia (Dagogo-Jack e Shaw 2017).  

Shaw et al. (2019) avaliaram pacientes com idade ≥18 anos com diagnóstico de CPCNP 

localmente avançado ou metastático, confirmado histologicamente, positivo para rearranjos de 

ROS1. Foram incluídos na análise 53 pacientes, sendo 50 pacientes na coorte de expansão de 

CPCNP positivo para ROS1 e 3 pacientes em uma coorte de CPCNP ALK-negativo que foram 

retrospectivamente determinados como positivos para rearranjos de ROS1. O status do gene 

ROS1 foi determinado por FISH ou Reação em Cadeia da Polimerase após Transcrição Reversa. 

Os pacientes foram inscritos em um estudo de fase I, avaliando crizotinibe, que incluiu uma 

fase inicial de escalonamento de dose seguida por uma fase de expansão na qual o RP2D foi 

avaliado em coortes de pacientes definidas molecularmente (PROFILE 1001). Todos os 

pacientes receberam crizotinibe na dosagem inicial de 250 mg duas vezes ao dia. Após um 

acompanhamento por um período mediano de 62,6 meses, a sobrevida global mediana em 

pacientes com CPCNP avançado ROS1-positivo que receberam crizotinibe foi de 51,4 meses, 

a mais longa observada até aquela data com uma terapia orientada para ROS1. Esses achados 

servem como uma nova referência para a sobrevida global em pacientes com CPCNP avançado 

ROS1-positivo e continuam a apoiar o uso do crizotinibe no tratamento desses pacientes. 

Segundo Rossi et al. (2017), uma vez estabelecido o papel de ROS1 no CPCNP, e a 

melhora clínica obtida com o crizotinibe, a detecção de rearranjos ROS1 é fundamental. 

Até 50% dos tumores pulmonares que abrigam genes de fusão ROS1 tratados com 

crizotinibe desenvolvem uma mutação secundária, G2032R, no domínio da quinase. Vários 

inibidores ROS1 de última geração foram desenvolvidos para pacientes com câncer de pulmão 

ROS1-positivo. O inibidor de MET/VEGFR2/RET/ROS1/AXL, cabozantinibe, já foi aprovado 

para uso em pacientes com carcinoma de células renais avançado e ensaios clínicos foram 

realizados para câncer de pulmão com genes de fusão de RET ou ROS1 (NCT01639508). Por 

conseguinte, o cabozantinibe pode ser um medicamento clinicamente relevante para superar a 

resistência ao crizotinibe em câncer do pulmão que contenha genes de fusão ROS1 (Kato et al. 

2018). 

Outro medicamento desenvolvido recentemente para o tratamento do CPCNP é o 

entrectinibe que induz controle durável da doença em pacientes com CPCNP com rearranjos de 

ROS1 e apresenta perfil de segurança bastante administrável (Doebele et al. 2020; Drilon et al. 

2020; Lassen 2020).  

O entrectinibe é um potente inibidor da tirosina quinase com atividade contra ALK, 

ROS1 e NTRK. Esse medicamento foi estudado em três ensaios de fase 1 e 2 de pacientes com 
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tumores sólidos de fusão de genes ALKA-372-001, STARTRK-1 e STARTRK-2 (Lassen 

2020). Os estudos publicados por Drilon et al. (2020) e Doebele et al. (2020) apresentaram 

resultados encorajadores com a análise integrada de todos os três ensaios em tumores sólidos 

com fusões gênicas. 

 

1.2 EXPRESSÃO DE PD-L1 EM CPCNP 

 

Recentemente, os esforços de imunoterapia contra o câncer têm-se concentrado no uso 

de inibidores de checkpoints imunes. A ativação das células T é um processo fortemente 

regulado que envolve um equilíbrio entre sinais co-estimulatórios e co-inibitórios (Herzberg et 

al. 2017). Os sinais co-inibitórios (checkpoints imunes) servem para manter o estado de auto-

tolerância e evitar a destruição do tecido normal do hospedeiro durante uma resposta imune 

contra patógenos. Essa característica tem formado a base para o desenvolvimento de anticorpos 

terapêuticos monoclonais direcionados a proteínas co-inibitórias (Herzberg et al. 2017). Os 

checkpoints imunes mais caracterizados e mais clinicamente relevantes até o momento são: 

CTLA-4 e PD-1, sendo o segundo o ponto de interesse para o presente estudo. 

O PD-1 é uma proteína de membrana tipo I, com 268 aminoácidos, pertencente à família 

de moléculas reguladoras de células T, denominada CD28/B7, codificada pelo gene PDCD1, 

com domínio extracelular IgV, seguido de uma região transmembrana e uma cauda intracelular, 

contendo dois sítios de fosforilação. Essa proteína é expressa na superfície de células T ativadas, 

células B e macrófagos, sugerindo que ela é capaz de inibir a resposta imune celular de forma 

mais ampla. Sua principal função é regular a ativação de linfócitos efetores durante a resposta 

imune nos tecidos periféricos nos quais as células T podem entrar em contato com os ligantes 

de PD-1, PD-L1 (B7-H1) e PD-L2 (B7-DC), que são expressos por células tumorais, células do 

estroma, ou ambas (Zandberg e Strome 2014; Sui et al 2018). 

O PD-L1 está intrinsecamente ligado à modulação da resposta imune no câncer 

(Zandberg e Strome 2014). Atualmente, sabe-se que pode existir superexpressão de PD-L1 

como um mecanismo de escape à resposta imune adaptativa em tumores malignos sólidos de 

diversas localizações anatômicas. Vários tipos de células que infiltram o estroma dos tumores 

podem expressar o PD-L1, tais como macrófagos, células supressoras mieloides, células 

endoteliais, células dendríticas, linfócitos T e linfócitos B (Okita et al. 2017). 

O PD-L1 está presente no citoplasma e na membrana plasmática das células tumorais, 

mas não é expresso necessariamente em todas as células dentro de um tumor. A expressão de 

PD-L1 é induzida por múltiplas moléculas pró-inflamatórias, incluindo os interferons de tipo I 
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e II, TNF-α, LPS, GM-CSF e VEGF, bem como as citocinas IL-10 e IL-4, sendo o IFN- γ o seu 

indutor mais potente (He et al. 2015).  

A avaliação por imuno-histoquímica de PD-L1 possui um inegável valor preditivo de 

resposta às terapias anti-PD-1 e anti-PD-L1 disponíveis. O resultado da expressão de PD-L1 

pode ser determinado pelo percentual de células tumorais com imunocoloração de membrana 

(completa ou basolateral) de qualquer intensidade ou pelo percentual de células imunes 

associadas ao tumor, com imunocoloração de qualquer intensidade, de acordo com o tipo de 

neoplasia em análise (Chen 2017). 

A terapia anti-PD-1/anti-PD-L1 é considerada um importante avanço no tratamento de 

CPCNP (Chen 2017). Recentemente, estudos clínicos demonstraram atividade antitumoral 

significativa de agentes anti-PD-1 e PD-L1 em CPCNP (Topalian et al. 2012; Herbst et al. 2014; 

Garon et al. 2015; Grigg et al. 2016; Barbier et al. 2021), e melhora significativa na sobrevida 

global de pacientes com CPCNP avançado, em comparação com o docetaxel como agente único 

em segunda linha (Horn et al. 2017; Borghaei et al. 2021). 

A expressão de PD-L1 nas células tumorais está significativamente associada a presença 

de linfócitos infiltrantes do tumor (TIL) (Velcheti et al. 2014), sugerindo que o microambiente 

tumoral desempenha um papel importante no crescimento e progressão do tumor. Em um 

esforço para prever os pacientes que responderão ao bloqueio PD-1/PD-L1, foi proposto que os 

tumores podem ser classificados em quatro grupos com base na expressão de PD-L1 e presença 

ou ausência de TILs (Taube et al. 2012; Teng et al. 2015). Estes quatro grupos são: tipo I: PD-

L1 positivo com TILs, refletindo resistência imune adaptativa; tipo II: PD-L1 negativo sem 

TILs, indicando ignorância imunológica; tipo III: PD-L1 positivo sem TIL, indicando indução 

constitutiva de PD-L1; e tipo IV: PD-L1 negativo com TIL, indicando o papel de outros 

supressores na promoção da tolerância imunológica (Teng et al. 2015). 

A avaliação da expressão PD-L1 no momento do diagnóstico patológico inicial, antes 

de qualquer tratamento antitumoral, é a melhor maneira de avaliar a expressão PD-L1 em 

CPCNP, sobretudo durante o tratamento de primeira linha (Lee et al. 2019).  

Semelhantemente as mutações de EGFR e os rearranjos de ALK, os CPCNP com 

rearranjos de ROS1 estão associados à má resposta à imunoterapia (Lim et al. 2017; Ginestet et 

al. 2018).  

O PD-L1 é o principal ligante de PD-1 e apresenta ampla expressão normal em células 

dendríticas, macrófagos, mastócitos, células T, células B, células endoteliais e epiteliais (Sharpe 

et al. 2007; Jiang et al. 2017). No ambiente tumoral, a expressão de PD-L1 é ectopicamente 

regulada para cima em TC, bem como em células imunes infiltrantes de tumor (Jiang et al. 
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2017). A análise de expressão de PD-L1 por imuno-histoquímica é usada para seleção de 

terapias de primeira linha em adenocarcinomas de pulmão. A intensidade de marcação de PD-

L1 por imuno-histoquímica pode ser preditiva de resposta ao inibidor de PD1 e de PD-L1 

(Rangachari et al. 2017).  

Vários estudos clínicos em CPCNP demonstraram uma correlação entre o aumento da 

expressão de PD-L1 em CPCNP TC e/ou infiltração de tumor IC com eficácia aprimorada de 

imunoterapias anti-PD-1/PD-L1 (Garon et al. 2015; Herbst et al. 2014; Jiang et al. 2017). 

Entretanto, há uma escassez de informação sobre a expressão de PD-L1 em tumores com 

rearranjos do gene ROS1. 

Neste contexto, a realização do presente estudo é relevante pela prevalência de CPCNP, 

sendo fundamental a identificação de biomarcadores relacionados a esse tipo de câncer para 

ampliar as opções de tratamento. Assim, a identificação de rearranjos de ROS1 pelo método 

FISH em pacientes com CPCNP é essencial para a adoção de uma terapêutica mais promissora 

para o paciente.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a prevalência do rearranjo do gene ROS1 em pacientes portadores de CPCNP 

não escamoso diagnosticados na Região da Foz do Rio Itajaí, Estado de Santa Catarina (SC), 

Brasil, no período de 02/01/2019 a 27/07/2020.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar a frequência de pacientes com CPCNP não escamoso ou carcinoma 

adenoescamoso de pulmão com rearranjo do gene ROS1; 

• Descrever as características clínicas dos pacientes incluídos na coorte estudada; 

• Avaliar a expressão do PD-L1 nos tumores dos pacientes incluídos na coorte estudada 

bem como entre os tumores com rearranjos de ROS1 e descrever a frequência de 

rearranjos de ALK e mutação de EGFR; 

• Descrever a frequência de expressão de ROS1 por imuno-histoquímica em CPCNP; 

• Analisar a frequência de rearranjo do gene ROS1 pelo método de FISH nos pacientes 

com imuno-histoquímica positiva para a proteína ROS1. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Estudo observacional, retrospectivo e prospectivo, descritivo e analítico. 

 

3.2 LOCAL DA PESQUISA 

 

Região da Foz do Rio Itajaí, Estado de Santa Catarina, Brasil, análises 

anatomopatológicas centralizadas no Laboratório de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de 

Itajaí e Balneário Camboriú (SC).  

 

3.3 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

Pacientes com CPCNP não escamoso ou carcinoma adenoescamoso de pulmão 

atendidos na Região da Foz do Rio Itajaí, Estado de Santa Catarina, Brasil, com análises 

anatomopatológicas centralizadas no Laboratório de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de 

Itajaí e Balneário Camboriú (SC).  

O Estado de Santa Catarina conta com uma população estimada para 2020 de 7.252.502 

pessoas. A Região do Vale do Itajaí possui uma população estimada para 2020 de 1.007.789 

pessoas, representando 13,9% da população do Estado. Já a Região da Foz do Rio Itajaí conta 

com uma população estimada para 2020 de 731.766 pessoas, que corresponde a 72,6% da 

população do Vale do Itajaí e a 10,09% da população do Estado de SC (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística-IBGE 2020), distribuída entre onze municípios: Balneário Camboriú, 

Balneário Piçarras, Bombinhas, Camboriú, Ilhota, Itajaí, Itapema, Luiz Alves, Navegantes, 

Penha, Porto Belo, totalizando uma população estimada para 2020 de 731.766 pessoas (Figura 

3). 
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Tabela 3 - Municípios da Foz do Rio Itajaí, Vale do Itajaí, Estado de Santa Catarina, população 
estimada para 2020. 
 

Município 
População estimada para 2020 

n % Foz do Rio Itajaí % Vale do Itajaí % Estado Santa Catarina 

Balneário 
Camboriú 

145.796 19,9% 14,47% 2,01%

Balneário de 
Piçarras 

23.772 3,2% 2,36% 0,33%

Bombinhas 20.335 2,8% 2,02% 0,28%

Camboriú 85.105 11,6% 8,44% 1,17%

Ilhota 14.359 2,0% 1,42% 0,20%

Itajaí  223.112 30,5% 22,14% 3,08%

Itapema 67.338 9,2% 6,68% 0,93%

Luiz Alves 13.107 1,8% 1,30% 0,18%

Navegantes 83.626 11,4% 8,30% 1,15%

Penha  33.284 4,5% 3,30% 0,46%

Porto Belo 21.932 3,0% 2,18% 0,30%

TOTAL  731.766 100,0% 72,61% 10,09%

Fonte: IBGE (2020). 

 

A estimativa para o Estado de Santa Catarina, em 2020, foi de 1.770 novos casos de 

câncer do pulmão. O Laboratório de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de Itajaí e Balneário 

Camboriú (SC), realizou o diagnóstico de 587 casos de câncer do pulmão no período de 

02/01/2019 a 27/07/2020, entre os pacientes da Região da Foz do Rio Itajaí, representando 

33,2% do total estimado para o Estado de Santa Catarina em 2020. 

 

3.4 PERÍODO DE REALIZAÇÃO DA PESQUISA (COLETA DE DADOS)  

 

De 02/01/2019 a 27/07/2020. 

 

3.5 SELEÇÃO DOS PACIENTES 

 

3.5.1 Critérios de inclusão 

 Pacientes com diagnóstico histopatológico de CPCNP não escamoso ou 

carcinoma adenoescamoso de pulmão, recrutados consecutivamente, no período 

de 02/01/2019 a 27/07/2020 em qualquer estádio, na Região da Foz do Rio Itajaí, 

Estado de Santa Catarina, Brasil.  
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3.5.2 Critérios de exclusão 

 Pacientes com tumores não epiteliais de pulmão; 

 Pacientes sem material biológico disponível para análise. 

 

3.6 COLETA DE DADOS CLÍNICOS E PATOLÓGICOS 

 

As amostras de tumor empregadas neste estudo foram identificadas no laboratório 

INFOLAUDO, nas unidades localizadas em Itajaí e Balneário Camboriú, que representam a 

Região da Foz do Rio Itajaí, no Estado de Santa Catarina (SC), Brasil.  

As análises histológicas para diagnóstico, assim como a avaliação de PD-L1, EGFR, 

ALK e ROS1 foram realizadas no Laboratório de Patologia INFOLAUDO. As análises pelo 

método de FISH foram realizadas no Laboratório Studart Ltda., situado em Fortaleza, Ceará, 

Brasil, pelo Dr. Rodrigo Guimarães Andrade. 

 

3.6.1 Variáveis analisadas 

• Frequência de rearranjos de ROS1; 

• Expressão PD-L1; 

• Frequência de mutação no gene EGFR; 

• Frequência de casos ALK positivos; 

• Sexo; 

• Idade; 

• Tabagismo; 

• Estadiamento;  

• Tipo de adenocarcinoma. 

 

3.7 ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

A expressão dos marcadores ROS1 e PD-L1 por imuno-histoquímica foi analisada 

utilizando-se o microscópio Olympus CX31. Apenas os pacientes negativos para mutação em 

EGFR e para rearranjos de ALK foram submetidos a esta análise. 

Os recursos utilizados para análise no INFOLAUDO foram: 

 BechMark Ultra: O BechMark Ultra é um sistema de coloração de lâminas para 

imuno-histoquímica (apenas sistema automatizado de imuno-histoquímica), 
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totalmente automatizado da Roche Tissue Diagnostics, que oferece recursos 

projetados para fornecer um diagnóstico de confiança. 

 Autostainer Link 48: O Autostainer Link 48 fornece opções de software e 

conectividade que visam melhorar a gestão da carga de trabalho e relatórios em 

laboratórios, mantendo a qualidade nos resultados de coloração de imuno-

histoquímica (utilizado para análise PD-L1). 

A reação de imuno-histoquímica foi realizada por meio da plataforma automatizada 

BenchMark ULTRA staining instrument (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) para as 

análises de ROS1 e ALK. 

O ALK foi avaliado por imuno-histoquímica VENTANA ALK (D5F3) IHC (Roche 

2015): 

 Positivo para ALK: apresenta coloração citoplasmática granular forte em células 

tumorais. Devem excluir-se determinados artefatos de coloração, como: 

pontilhado citoplasmático ligeiro em macrófagos alveolares; células de origem 

neuronal; coloração epitelial glandular; e células linforreticulares dispersas com 

infiltrado linfocítico. Também pode apresentar alguma coloração de fundo na 

mucosa normal em CPCNP (incluindo mucina) e em áreas tumorais necróticas, 

que devem ser excluídas da avaliação clínica. 

 Negativo para ALK: ausência de coloração citoplasmática granular forte em 

células tumorais. 

O gene EGFR foi analisado por PCR-ARMS (amplification refractory mutation 

system). Esse é um dos métodos de PCR mais comumente usados para análise EGFR e baseia-

se na atividade diferencial da enzima Taq DNA-polimerase durante a amplificação de 

sequências que têm pontos de incompatibilidade na extremidade 3’. Os primers (iniciadores) 

usados na reação de ARMS, ao se emparelharem com sequências que sofreram mutação, 

apresentam pontos de não-pareamento, possibilitando a detecção de mutações por meio da 

identificação de diferenças nos padrões de bandas gerados (Lopes et al. 2015). 

As amostras tumorais seguiram rotinas internas de cuidados pré-analíticos, incluindo a 

fixação com formol tamponado 10%, durante período de seis a 12 horas. Após processamento 

histológico, as amostras foram cortadas com espessuras de 5,0 μm. O anticorpo utilizado foi o 

ROS1 (clone SP384), pré-diluído, pronto para uso. Ao anticorpo primário monoclonal foi 

aplicado o OptiView DAB IHC Detection Kit e OptiView Amplification Kit, seguindo instruções 

do fabricante (Kit optview amplification Ref 6396518001). 
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Foi usado pneumócito II de pulmão normal como controle positivo da reação imuno-

histoquímica para ROS1 (Figura 4). 

 

 
 
Figura 4 - Marcação imuno-histoquímica para ROS1 observada em pneumócito II (coloração 
acastanhada) em pulmão normal, usada como controle positivo. Fotomicrografia obtida em 
Microscópio Olympus CX31. Anticorpo monoclonal de coelho (Clone SP384). 
 

Na imuno-histoquímica para ROS1 foi utilizado um sistema de pontuação semi-

quantitativa de intensidade de expressão. Foram considerados positivos as amostras com 

expressão moderada e forte, independente do percentual de células marcadas (Figura 5). 

 

 
 
Figura 5 - Análise imuno-histoquímica da marcação para ROS1 com microfotografias 
mostrando o agrupamento das intensidades de marcação. 
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A coloração foi graduada de forma semiquantitativa (Sholl et al. 2013):  

0 (zero) para expressão ausente ou apenas expressão nuclear; 

 1+ para colorações citoplasmáticas fracas, coloração quase imperceptíveis, que 

não excedam o fundo em nenhuma porcentagem de células; 

 2+ para coloração citoplasmática excedendo o fundo em 0 a 50% das células 

tumorais; e 

 3+ para coloração citoplasmática excedendo o fundo em >50% das células 

tumorais.  

Os casos positivos demonstram um padrão de expressão citoplasmática granular e 

difusa, frequentemente de intensidade variável na população de células tumorais (Sholl et al. 

2013). Nesta pesquisa foram considerados apenas os resultados classificados como 3+. 

Os tumores com imuno-histoquímica positiva para a proteína ROS1 foram testados, 

posteriormente, pelo método de FISH. 

A avaliação do PD-L1 foi realizada apenas nas células tumorais, sendo observada a 

expressão na membrana celular, independente da sua intensidade. Para fins de interpretação e 

correlação. 

Os tumores com imuno-histoquímica positiva para a proteína ROS1 foram testados, 

posteriormente, pelo método de FISH, utilizando-se uma sonda de DNA para o gene ROS1 do 

tipo break-apart (Abbott Molecular). 

A avaliação do PD-L1 foi realizada apenas nas células tumorais, sendo observada a 

expressão na membrana celular, independente da sua intensidade. Para fins de interpretação e 

correlação com demais variáveis, a expressão PD-L1 foi tanto avaliada como variável contínua, 

com pontos de corte de 1%, 5%, 10% e daí em diante com acréscimo de 10% até 100%, quanto 

dividida em três categorias de interpretação, seguindo padrões já estabelecidos pela literatura, 

sendo elas: sem expressão, aonde menos de 1% das células tumorais são positivas para esta 

proteína, baixa expressão, onde essa positividade é observada entre 1% e 49% destas células e 

alta expressão, em que mais de 49% das células são PD-L1 positivas. 

A técnica empregada foi baseada no PD-L1 IHC 22C3 pharmDX que contém reagentes 

otimizados e o protocolo necessário para a execução dos procedimentos de marcação de imuno-

histoquímica de amostras embebidas em parafina e fixadas em formalina (FFPE) usando 

Autostainer link 48. Após a incubação com o anticorpo monoclonal primário anti-PD-L1 ou o 

reagente de controle negativo (NCR), as amostras foram incubadas utilizando um anticorpo de 

vinculação específico às espécies hospedeiras do anticorpo primário e, em seguida, foram 

incubadas com reagente de visualização pronto para uso, composto por moléculas de anticorpo 
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secundário e moléculas de perioxidase de raiz forte ligadas à espinha dorsal de um polímero 

dextrano. A conversão enzimática do cromogênio adicionado posteriormente resulta na 

precipitação de um produto de reação visível no local do antígeno. A cor da reação cromogênica 

é modificada por um reagente cromogênico de realce. A amostra pode, então, ser contrastada e 

recoberta com vidro.  

A leitura das lâminas foi realizada pela equipe do INFOLAUDO. Os resultados foram 

interpretados pelo pesquisador, comparados com os achados na revisão de literatura e 

apresentados neste estudo. Quanto à expressão PD-L1, a Figura 6 demonstra os resultados 

observados considerando os seguintes pontos de corte: sem expressão (menos de 1%); baixa 

expressão (de 1 a 49%); e alta expressão (mais de 49% das células são PD-L1 positivas).  

 

3.8 MÉTODO DE FISH 

 

Os pacientes com imuno-histoquímica positiva para a proteína ROS1 foram testados 

pelo método de FISH, utilizando-se uma sonda de DNA para o gene ROS1 do tipo break-apart 

(Abbott Molecular).  

Foi utilizada uma sonda de DNA para o gene ROS1 do tipo break-apart (Abbott 

Molecular) – Sonda de Separação de duas cores. 

As duas extremidades do gene ROS1 são separadas e a porção contendo o domínio 

tirosina quinase é fundida com outro parceiro para criar um gene de fusão.  

Parte 3’ centromérica – Verde e parte 5’ Telomérica – Laranja. 

A – Padrão convencional – apresenta dois sinais separados. 

B – Padrão atípico – apresenta o sinal 3 (Verde) Isolado. 

A porção com sinal verde é a que contém o domínio quinase. 

O critério de avaliação de rearranjo do gene ROS1 pela técnica de hibridização in situ 

fluorescente (FISH), realizado com sonda de dupla marcação (dual probe assay) nas células 

neoplásicas é que se segue: 

 Positivo para rearranjo do gene ROS1: quando apresentar valores >15% de 

células positivas; 

 Negativo para rearranjo do gene ROS1: quando apresentar valores <15% de 

células positivas. 
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Foram considerados positivos os resultados que apresentaram: 

 Coloração forte e difusa (3+);  

 FISH Positivo – Sinais vermelhos e verdes separados. 

 

A imagem da Figura 6 representa um resultado positivo para rearranjo do gene ROS1. 

 

 
 
Figura 6 - Amostra de tumor com FISH positivo para rearranjo do gene ROS1. Imagem mostra 
células com os sinais correspondentes as sondas fluorescentes (vermelho e verde) separados, sugerindo que houve 
um rearranjo cromossômico. 
 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A frequência de mutação de EGFR e de rearranjo de ALK foi calculada em toda a 

amostra com diagnóstico de carcinoma de pulmão de células não pequenas não escamosos. 

Entretanto, a análise descritiva se restringiu a amostra de pacientes com tumores sem mutação 

de EGFR ou rearranjo de ALK, e os resultados foram apresentados em números absolutos e 

porcentagens, representados por tabelas e discutidos a partir de uma comparação com a revisão 

de literatura relacionada ao tema.  

Os valores estatísticos foram calculados em relação as variáveis sexo e idade. O teste de 

qui-quadrado (χ2) de Pearson foi empregado para comparação das frequências entre os grupos 

analisados. Comparações com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes. 

Empregou-se o programa estatístico Action Stat para todas a análises. 
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3.10 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O estudo obedeceu aos preceitos éticos do Conselho Nacional de Saúde (CNS), 

incluídos na resolução n. 466/2012 (autonomia, beneficência, não maleficência, justiça e 

equidade). Foi submetido ao Comitê de Ética e Pesquisa-CEP da instituição e os dados foram 

coletados após liberação do Parecer Consubstanciado, aprovado pelo Parecer no. 3.412.642 

(Anexo 1). 

Os pacientes ou seus responsáveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido-TCLE para participação no presente estudo (Apêndice 1). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 PROCESSO DE SELEÇÃO DE PACIENTES 

 

A coorte analisada contou com 587 pacientes diagnosticados com câncer de pulmão na 

Região da Foz do Rio Itajaí, Estado de Santa Catarina, Brasil, no período de 02/01/2019 a 

27/07/2020. Desta coorte foram excluídos 110 (18,7%) pacientes diagnosticados com 

carcinoma de pulmão de células escamosas.  

Entre os 477 (81,3%) pacientes restantes com diagnóstico histopatológico de CPCNP 

não escamoso ou carcinoma adenoescamoso de pulmão foi analisada a frequência de mutação 

no gene EGFR e de expressão de ALK. Destes, 92 (19,3%) foram identificados como EGFR 

positivos e 29 (6,1%) como ALK positivos, totalizando 121 (25,4%) pacientes que foram 

analisados apenas quanto às características clínicas, mas excluídos das análises por imuno-

histoquímica e FISH, restando 356 pacientes para análise subsequente. A frequência da 

expressão PD-L1 foi 70,4% (336 de 477), sendo 153 (32,1%) entre 1% a 49% e 183 (38,4%) 

≥50%. 

Dos 356 pacientes, apenas 95 (26,7%) pacientes possuíam material de biópsia suficiente 

e adequado para novas análises e foram incluídos no estudo; os outros 261 (73,3%) pacientes 

que não possuíam material de biópsia suficiente para novas análises foram analisados apenas 

quanto às características clínicas para comparação com os 95 pacientes da amostra e dos 

pacientes EGFR positivo e ALK positivo, como demonstra o fluxograma apresentado na Figura 

7. 
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Figura 7 - Fluxograma de seleção de amostras em cada etapa do estudo. 
 

4.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E DEMOGRÁFICAS DOS 

PACIENTES  

 

Os resultados abrangem 95 pacientes diagnosticados com CPCNP não escamoso ou 

carcinoma adenoescamoso (adenocarcinoma), com material de biópsia suficiente para análises 

propostas. 

Esses 95 pacientes representam 16,2% do total de 587 pacientes diagnosticados com 

câncer de pulmão, 19,9% dos 477 pacientes diagnosticados com CPCNP não escamoso ou 

carcinoma adenoescamoso (adenocarcinoma) e 26,7% dos 356 pacientes sem mutação de 

EGFR ou rearranjo de ALK. 

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram as características clínico-

demográficas dos 477 pacientes diagnosticados com adenocarcinoma ou carcinoma 

587 pacientes diagnosticados com 
câncer do pulmão.

477 (81.3%) pacientes com 
diagnóstico histopatológico de 

CPCNP não escamoso ou carcinoma 
adenoescamoso foram analisados 

para EGFR e ALK. 

356 (74,6%) pacientes foram 
avaliados para disponibilidade de 

material de biópsia para novas 
análises.

261 pacientes sem material de 
biópsia suficiente para novas análises 

foram incluídos apenas para 
comparação das características 

clínicas.

95 (26,7%) pacientes possuíam 
material de biópsia suficiente para 

novas análises e foram incluídos no 
estudo.

121 (25,4%) pacientes, sendo 92 
(19,3%) EGFR positivos e 29 (6,1%) 
ALK positivos foram excluídos das 

análises imuno-histoquímica e FISH, 
mas foram incluídos para 

comparação das características 
clínicas.

110 (18,7%) pacientes diagnosticados 
com câncer de pulmão não pequenas 

células (carcinoma de células 
escamosas) foram excluídos do 

estudo. 
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adenoescamoso de pulmão, sendo: 121 pacientes EGFR e ALK positivos; 261 pacientes EGFR 

e ALK negativos sem material de biópsia suficiente para novas análises e 95 pacientes da 

amostra submetida à pesquisa de rearranjo de ROS1 (EGFR e ALK negativos com material de 

biópsia suficiente para novas análises). 

 

Tabela 4 - Características clínico-demográficas dos 477 pacientes com diagnóstico de 
adenocarcinoma ou carcinoma adenoescamoso de pulmão. Os grupos foram comparados pelo teste de 
Qui-quadrado de Pearson. Comparações com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. 
 

Característica Amostra        do 
estudo 
(N=95) 

Pacientes EGFR+ e 
ALK+  

(N=121) 

Pacientes sem 
material arquival 

(N=261) 

Total p 

Sexo 
 Masculino 50 36 138* 224 <0,001
 Feminino 45 85 123+ 253 
Idade 
 < 60 anos 17 23 53* 93 0,86
 ≥ 60 anos 78 98 208* 384 
Tabagismo 
 Sim 52 0 0 52 
 Não 43 0 0 43 
Estadiamento 
 IB 8 0 9- 17 0,06
 IIA 7 7 16- 30 
 IIB 12 14 32* 58 
 IIIA 10* 27 38 75 
 IIIB 20 32 69* 121 
 IV 38 41 97* 176 -
PD-L1 
0% 41 50 108* 199 0,13
1-49% 26 43 64- 133 
≥50% 28 28 89* 145 
* valor significativamente diferente dos demais 
+ todos diferem significativamente 
- não diferem entre si 

 

Entre os 95 pacientes da amostra submetida à pesquisa de ROS1, observamos um 

percentual maior de indivíduos com idade ≥ 60 anos, estádio IV e com tumores com expressão 

PD-L1=0%.  

Entre os 121 pacientes EGFR+ e ALK+, observamos mais indivíduos do sexo feminino, 

com idade ≥60 anos, e com estádio IV. 

Já entre os 261 pacientes sem material de biópsia para novas análises, verificamos  maior 

número de indivíduos com idade ≥60 anos, em estádio IV, e cujo tumor apresentava expressão 

de PD-L1 ==0%. 

 Para as demais variáveis analisadas não foram observadas diferenças significativas.  

A Tabela 5 apresenta as características clínico-demográficas da amostra estudada (95 

pacientes). A idade média dos pacientes foi 65,10 anos e a idade mediana foi 64 anos (menor 
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35 anos; maior 84 anos). Desses 95 pacientes, 45 (47,4%) pertenciam ao sexo feminino, com 

idade média de 63,68 anos e idade mediana de 63 anos (menor 35 anos; maior 81 anos); os 

outros 50 (52,6%), pertenciam ao sexo masculino com idade média de 66,38 anos e idade 

mediana de 64 anos (menor 50 anos; maior 84 anos).  

Cinquenta e quatro por cento (54,7%) dos pacientes eram tabagistas ou ex-tabagistas. 

Quarenta por cento dos pacientes foram diagnosticados como doença metastática. As 

características clínicas e demográficas da população submetida a análise de ROS1 estão 

descritas na Tabela 5.  

 

Tabela 5 - Características clínico-demográficas dos pacientes da amostra analisada para 
presença de expressão de ROS1 (N=95). 
 

Característica N (%) IC (95%) 

Sexo   

 Masculino 50 (52,6%) 42,7 – 62,4 

 Feminino 45 (47,4%) 37,6 – 57,3 

Idade   

 < 60 anos 17 (17,9%) 11,5 – 26,8 

 ≥ 60 anos 78 (82,1%) 73,2 – 88,5 

Tabagismo   

 Sim 52 (54,7%) 44,7 -64,3 

 Não 43 (45,3%) 35,6 – 55,3 

Estadiamento   

 IB 8 (8,4%) 4,3 – 15,7 

 IIA 7 (7,4%) 3,6 – 14,4 

 IIB 12 (12,6%) 7,4 – 20,8 

 IIIA 10 (10,5%) 5,8 – 18,3 

 IIIB 20 (21,1%) 14,1 – 30,3 

 IV 38 (40,0%) 30,8 – 50,0 

 

A associação entre a expressão de ROS1 e as características demográficas, clínicas e 

expressão de PD-L1 são apresentadas na tabela 2. Sobre a análise imuno-histoquímica para 

ROS1, os valores são descritos como positivos (≠ zero) ou negativos (= zero). 

Dos 95 pacientes analisados nesta etapa, 10 pacientes (10,5%) apresentaram resultados 

positivos para ROS1 por imuno-histoquímica e foram selecionados para análise pelo método 

de FISH. Não se observou associação entre sexo, idade, história de tabagismo ou expressão de 

PD-L1 e a expressão de ROS1 avaliada por imuno-histoquímica (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Associação entre expressão de ROS1 avaliada por imuno-histoquímica e 
características clínico-demográficas e expressão de PD-L1 (N=95). Os grupos foram comparados 
pelo teste de Qui-quadrado de Pearson. Comparações com p<0,05 foram consideradas estatisticamente 
significativas. 
 

Característica ROS1 negativo 
N (%) 

ROS1 positivo 
N (%) 

p 

Sexo   0,860 
 Feminino 40 (42,1%) 5 (5,3%)  
 Masculino 45 (47,4%) 5 (5,3%)  
Idade   0,491 
 <60 anos 16 (16,8%) 1 (1,1%)  
 ≥60 anos 69 (72,6%) 9 (9,5%)  
Tabagismo   0,534 
 Sim  47 (49,5%) 5 (5,3%)  
 Não 38 (40,0%) 5 (5,3%)  
PD-L1   0,523 
 0% 35 (36,8%) 6 (6,3%)  
 1-49% 24 (25,3%) 2 (2,1%)  
 ≥50% 26 (27,4%) 2 (2,1%)  

 

4.3 ASSOCIAÇÃO ENTRE CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS, 

DEMOGRÁFICAS E PATOLÓGICAS E PRESENÇA DE REARRANJO DO 

GENE ROS1 AVALIADO POR FISH 

 

A idade média dos 10 pacientes (10,5%) selecionados para pesquisa de alteração de 

ROS1 por FISH foi 68,6 anos e a idade mediana foi de 69 anos (menor 56 anos; maior 80 anos); 

sendo 5 (50%) pacientes pertencentes ao sexo feminino, com idade média de 68,6 anos e idade 

mediana de 68 anos (menor 60 anos; maior 80 anos); e 5 (50%) pacientes pertencentes ao sexo 

masculino, com idade média de 68,6 anos e idade mediana de 70 anos (menor 56 anos; maior 

80 anos). A Tabela 7 apresenta a associação entre rearranjo ROS1 e características clínico-

demográficas, expressão de ROS1 e expressão de PD-L1. 
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Tabela 7 - Associação entre rearranjo de ROS1 e características clínico-demográficas, 
expressão de ROS1 e expressão de PD-L1 (N=10). Os grupos foram comparados pelo teste de Qui-
quadrado de Pearson. Comparações com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. 
 

Característica 

Rearranjo de ROS1 

presente 

N (%) 

Rearranjo de ROS1 

ausente 

N (%) 

p 

Sexo   0,414 

Feminino 3 (30,0%) 2 (20,0%)  

Masculino 4 (40,0%) 1 (10,0%)  

Idade   0,014 

<60 anos 1 (10,0%) 0   

≥60 anos 6 (60,0%) 3 (30,0%)  

Tabagismo   0,414 

Sim 3 (30,0%) 2 (20,0%)  

Não 4 (40,0%) 1 (10,0%)  

PD-L1    

0% 3 (30,0%) 3 (30,0%) * 

1-49% 2 (20,0%) 0  

≥50% 2 (20,0%) 0  

ROS1 (IHQ)   * 

Positivo 7 (70,0%) 3 (30,0%)  

Negativo 0 0  

Subtipo histológico   * 

Adenocarcinoma sólido 0 1 (10,0%)  

Adenocarcinoma mucinoso 2 (20,0%) 0  

Adenocarcinoma papilar 3 (30,0%) 1 (10,0%)  

Adenocarcinoma lepídico 1 (10,0%) 0  

Adenocarcinoma acinar 1 (10,0%) 1 (10,0%)  

* Não foi possível realizar a comparação para PD-L1, ROS1 (IHQ) e subtipos de adenocarcinoma devido aos 

valores iguais a zero. 

 
A análise pelo método FISH mostrou uma prevalência de 7,4% para rearranjos do gene 

ROS1. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Observamos um predomínio de pacientes do sexo masculino, com idade ≥60 anos e 

estádio IV ao diagnóstico na população inicial de 477 pacientes com adenocarcinoma de 

pulmão que avaliamos. Esses resultados replicam os achados da literatura, que descreve uma 

maior prevalência de CPCNP entre pacientes com idade ≥65 anos (Midthun 2017; ACS 2019) 

e diagnosticados em estágios mais avançados da doença (Pöttgen et al. 2007; Howlader et al. 

2020). O mesmo foi observado para os 261 pacientes excluídos das análises finais devido a 

indisponibilidade de material arquival de tumor. 

Entre os 121 pacientes com tumores EGFR+ ou ALK+ observou-se maior frequência de 

mulheres, com idade ≥60 anos com doença avançada (estádio IV). Os pacientes com tumores 

com mutação de EGFR e ALK positivos representaram 19,3% e 6,1%, respectivamente, da 

amostra inicial de 477 pacientes. Nos estudos realizados por Gelatti et al. (2020) e Mascarenhas 

et al. (2021) em pacientes brasileiros diagnosticados com CPCNP, a frequência de casos de 

CPCNP com mutação de EGFR foi de 11,31% e 22,5%, respectivamente. No presente estudo, 

o percentual de pacientes com tumores com mutação no gene EGFR positivo foi semelhante ao 

encontrado no estudo de Mascarenhas et al. (2021). De maneira semelhante, a frequência de 

pacientes com tumores ALK positivos a frequência de casos positivos para ALK foi de 6,1%, 

similar a encontrada no estudo realizado por Gelatti et al. (2020), de 3,64%, e no estudo de 

Mascarenhas et al. (2021), de 5,4%. Esses dados estão comparados na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Comparação da frequência de EGFR e ALK encontrada neste estudo com outros 
estudos realizados no Brasil. 
 

AUTOR, DATA N Mutação de EGFR  ALK POSITIVO 

Presente estudo 477 19,3% 6,1% 

Gelatti et al. 2020 1512 11,31% 3,64% 

Mascarenhas et al. 2021 513 22,5% 5,4% 

 

A amostra de 95 pacientes com CPCNP, com EGFR e ALK selvagens, avaliada para 

presença de rearranjo do gene ROS1representou 26,7% dos 356 pacientes sem mutação de 

EGFR ou rearranjo de ALK. Resolvemos empregar a estratégia de pré-selecionar a população a 

ser testada em vista da limitação de recursos e de estudos prévios indicarem que, na ausência 
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de mutações EGFR e rearranjos de ALK, existe um enriquecimento de casos com rearranjo do 

gene ROS1, facilitando a sua identificação (Scheffler et al. 2015; Rossi et al. 2017). 

A idade média foi dos 95 pacientes avaliáveis para ROS1 foi de 65,10 anos, sendo a maioria do 

sexo masculino (52,6%) e tabagistas ou ex-tabagistas (54,7%). A frequência de idade já era 

esperada de acordo com a literatura, mas a frequência de tabagistas ou ex-tabagistas foi menor 

esperado nessa população (Xu et al. 2020; Bergethon et al. 2012; Park et al. 2018).  

Quanto ao estadiamento do tumor, a maioria (40,0%) apresentou estadiamento IV, 

corroborando dados da literatura que afirmam que o CPCNP geralmente é diagnosticado em 

estágios avançados (Pöttgen et al. 2007; Midthun 2017; ACS 2019). 

A expressão de PD-L1 ≥50% foi identificada em 29,5% dos pacientes com CPCNP sem 

mutação de EGFR ou rearranjo de ALK, sendo que 27,4% dos pacientes com PD-L1 ≥50% eram 

ROS1 negativos e 2,1% eram ROS1 positivos.  

No estudo realizado por Lee et al. (2019), demonstrou-se que a alta expressão de PD-

L1 frequentemente se sobrepõe ao rearranjo de ROS1 (35,7%), enquanto se correlaciona 

negativamente com mutações do gene EGFR. Apesar disso, esses tumores são invariavelmente 

não responsivos à terapia com inibidores de checkpoint imune (Drilon et al. 2016). Havíamos 

programado inicialmente realizar também uma avaliação do infiltrado imune nesses tumores 

para uma melhor caracterização do microambiente tumoral, entretanto, em vista de limitações 

de recursos, tais análises não foram realizadas. 

Na análise imuno-histoquímica para ROS1, 10 (10,5%) pacientes apresentaram 

resultados positivos (≠zero). Os estudos realizados por Conde et al. (2019), Bubendorf et al. 

(2016) e Ginestet et al. (2018) descrevem a análise imuno-histoquímica como um importante 

instrumento de triagem para a seleção de pacientes para análise pelo método de FISH. O ponto 

de corte sugerido por Conde et al. (2019) para seleção de casos para realização de FISH é de 

expressão de ROS1 em ≥70% das células do tumor. Nesta pesquisa, 3 (42,9%) pacientes que 

apresentaram resultados, na análise imuno-histoquímica, de expressão de ROS1 em <70% das 

células do tumor foram diagnosticados com rearranjos ROS1 pelo método FISH. Estes 

resultados sugerem que todos os pacientes diagnosticados na análise imuno-histoquímica como 

ROS1 positivo (independente da intensidade) deveriam ser encaminhados para análise pelo 

método de FISH (Bubendorf et al. 2016; Ginestet et al. 2018).  

Não se observou associação entre sexo, idade, histórico de tabagismo, expressão PD-L1 

ou subtipos de adenocarcinoma com a expressão de ROS1 por imuno-histoquímica.  

Neste estudo, observamos uma prevalência de 7,4% para rearranjos ROS1 pelo método 

de FISH. Esta prevalência é superior a descrita na literatura que varia de 1,5% a 2,9% (Rikova 
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et al. 2007; Takeuchi et al. 2012; Kohno et al. 2015; Facchinetti et al. 2017; Suryavanshi et al. 

2017; Kato et al. 2018; Luk et al. 2018). 

Nos estudos realizados por Bergethon et al. (2012) e Wiesweg et al. (2017), com 

pacientes com CPCNP em populações caucasianas, os valores encontrados para rearranjos de 

ROS1 variaram de 1,7% a 2,5%. Na população asiática, os valores variaram de 1,59% a 2,59% 

(Rimkunas et al. 2012; Zeng et al. 2018; Zhang et al. 2019); já no estudo realizado por Xu et 

al. (2020), a prevalência encontrada para rearranjos de ROS1, em pacientes chineses com 

CPCNP, foi de 4,17% (72/1726). Estudos realizados na Índia, que utilizaram análise pelo 

método FISH, demonstraram prevalência de 2,9% (Suryavanshi et al. 2017) e 4,1% (Joshi et al. 

2019) para rearranjos de ROS1 em pacientes com CPCNP. O estudo realizado por Mascarenhas 

et al. (2021) com uma coorte brasileira, sem pré-seleção da amostra, utilizando NGS, descreveu 

uma prevalência de 2,2% de rearranjos do gene ROS1 em adenocarcinoma de pulmão. 

Uma possível explicação para os resultados deste estudo é a pré-seleção com a exclusão 

de tumores EGFR negativos e ALK negativos, aumentando as chances de se encontrar 

resultados positivos para rearranjos do gene ROS1, já que essas alterações são mutuamente 

exclusivas. Vários estudos encontraram frequências semelhantes em populações selecionadas. 

No estudo realizado por Mescam-Mancini et al. (2014), em uma população caucasiana com 

amostra pré-selecionada EGFR e ALK negativos, a prevalência de rearranjos ROS1 por FISH 

foi de 7,4%. O estudo realizado por Kim et al. (2013) encontrou uma frequência de 5,7% (6/105) 

entre pacientes EGFR/KRAS/ALK-negativos e concluiu que a frequência de rearranjos de ROS1 

em pacientes pré-selecionados é superior à frequência encontrada em pacientes não 

selecionados. De modo semelhante, o estudo realizado por Suryavanshi et al. (2017), que 

contou com uma amostra de 105 pacientes, também apresentou valores superiores aos 

encontrados na literatura, entretanto estes autores também incluíram apenas casos sem mutação 

do gene EGFR ou rearranjo do gene ALK. No estudo realizado por Xu et al. (2020), em 

pacientes com CPCNP negativos para mutação em EGFR e para rearranjos de ALK, a taxa geral 

observada de rearranjos de ROS1 foi de 9,51% (56/589). O estudo realizado por Joshi et al. 

(2019), que também excluiu aqueles pacientes com mutação EGFR ou rearranjos ALK, 

encontrou uma prevalência de 4,1% para rearranjos de ROS1 (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Frequência de rearranjos ROS1 em tumores de pacientes com CPCNP descrita em 
diversas coortes previamente selecionadas de mutação no gene EGFR, rearranjo de ALK ou 
mutação de KRAS e em uma coorte brasileira não pré-selecionada para comparação.  
 

AUTOR, 
DATA 

COORTE N PRÉ-SELEÇÃO 
DA AMOSTRA 

FREQUÊNCIA  
DE REARRANJOS  

ROS1 

CARACTERÍSTICAS  
CLÍNICAS 

Resultados 
deste estudo 

Brasileira 95 Duplo- negativo 
(EGFR; ALK) 

7,4% Homens; tabagistas ou 
ex-tabagistas, com 

mediana de idade de 65 
anos, e com doença 

metastática ao 
diagnóstico.

Kim et al. 
2013 

Coreana 105 Triplo-negativo 
(EGFR; KRAS; 

ALK)

5,7% Adenocarcinoma; não 
fumantes. 

Mescam-
Mancini et al. 

2014 

Francesa 121 Triplo-negativo 
(EGFR; KRAS; 

ALK)

7,4% Estágios Avançados; 
fumantes leves ou não 

fumantes.
Xu et al. 2020 Chinesa 589 Duplo-negativo  

(EGFR; ALK) 
9,51% Mulheres jovens; nunca 

fumantes e estágio 
avançado.

Mascarenhas 
et al. 2021 

Brasileira 513 Não selecionada 2,2% Homens, idade média 64 
anos.

 

Observamos entre os pacientes com rearranjo ROS1 uma maior frequência de homens 

(57,1%), com 60 anos ou mais (85,7%), não-tabagistas (57,1%), e de tumores com expressão 

PD-L1 igual a zero (42,9%). Destes, 28,6% apresentavam diagnóstico histológico de 

adenocarcinoma mucinoso, 42,9%, de adenocarcinoma papilar, 14,3%, de adenocarcinoma 

lepídico, e 14,3%, de adenocarcinoma acinar, entretanto não conseguimos avaliar se há 

diferença na distribuição em decorrência do número de casos. Observamos um número 

semelhantes de indivíduos tabagistas/ex-tabagistas e não tabagistas entre os pacientes com 

rearranjos de ROS1, contrariando o que é classicamente descrito, de que os rearranjos de ROS1 

são mais comumente encontrados em pacientes que nunca fumaram ou com histórico de 

tabagismo leve (Shaw et al. 2014). Interessantemente também, 2 de 7 pacientes com rearranjo 

do gene ROS1 apresentaram expressão de PD-L1 acima de 50%, correspondendo a uma 

frequência de alto-expressores de PD-L1 nesse subgrupo de semelhante àquela descrita em 

populações não selecionadas de CPCNP não-escamoso (Jiang et al. 2017). 

Os dados encontrados nesta pesquisa são importantes para aumentar a compreensão 

sobre a biologia tumoral em pacientes com CPCNP por meio da avaliação dos biomarcadores 

ROS1 e PD-L1 na coorte brasileira analisada. Com implicação direta na prática clínica, 

sugerindo de que todos os pacientes identificados como ROS1 positivo na análise imuno-
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histoquímica devem ser submetidos à avaliação pelo método de FISH ou NGS para 

identificação de rearranjos de ROS1 para o manejo terapêutico adequado. 

Uma das maiores dificuldades encontradas para a realização deste estudo foi a 

disponibilidade de material de biópsia dos pacientes diagnosticados com CPCNP adequado para 

realização de novas análises, esse problema também foi descrito no estudo realizado por Lim 

et al. (2017). Devido ao pequeno tamanho das biópsias e dos múltiplos testes realizados tanto 

para classificação histológica quanto para avaliação molecular, não é infrequente haver 

esgotamento da amostra nos blocos de parafina.  

Uma possível solução para a escassez de material para novas análises seria a adoção da 

biópsia líquida (Rolfo et al. 2018), que pode ser considerada no momento do diagnóstico inicial 

em todos os pacientes que necessitam de um perfil tumoral molecular, mas é particularmente 

recomendada quando o tecido tumoral é escasso, não está disponível, ou quando é esperado um 

atraso significativo potencialmente superior a duas semanas na obtenção do tecido tumoral. 

Outra solução é montar-se um fluxo entre o radiologista intervencionista e o serviço de 

anatomia patológica, de forma que se colham múltiplas amostras do tumor (3 a 5 amostras é o 

ideal), que tais amostras sejam embocadas separadamente, sejam realizados poucos cortes para 

imuno-histoquímica diagnóstica e pesquisa de PD-L1 (3 a 4 cortes apenas), e sistematicamente 

já se separem cortes não corados para análise de alterações genômicas somáticas, empregando 

preferencialmente NGS, o que resulta na economia de material da biópsia.  

 

  



38 

6 CONCLUSÃO 

 

 

A amostra de 95 pacientes com CPCNP analisada quanto à presença de rearranjo de 

ROS1 caracterizou-se por ter um discreto predomínio de homens tabagistas ou ex-tabagistas, 

com mediana de idade de 65 anos, e com doença metastática ao diagnóstico. 

Expressão de PD-L1 ≥50% foi observada em 29,5% dos casos analisados. A expressão 

de PD-L1 ≥50% foi observada em 28,6% (2/7) dos casos com rearranjo de ROS1. 

Quanto a expressão de ROS1 por imuno-histoquímica, 10,5% dos pacientes analisados 

apresentaram resultados positivos. Não se observou associação entre sexo, idade, histórico de 

tabagismo ou expressão PD-L1 e a expressão de ROS1 por imuno-histoquímica. Estes pacientes 

foram submetidos à análise de rearranjo do gene ROS1 pelo método de FISH e 7 (7,4%) 

apresentaram resultados positivos.  

Esse valor é superior ao encontrado na literatura com populações não selecionadas, 

contudo, em populações pré-selecionadas para mutações EGFR e rearranjos de ALK, a 

prevalência de rearranjos ROS1 apresenta resultados semelhantes.  

Os resultados desta pesquisa sugerem que todos os pacientes identificados como ROS1 

positivo na análise imuno-histoquímica devem ser submetidos à avaliação por um método 

complementar (FISH ou NGS) para identificação de rearranjos de ROS1. 
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