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RESUMO

Cabral Filho PA. Prevaléncia do rearranjo do gene ROS1 em carcinoma de pulméo de
células nao pequenas nio escamoso, EGFR e ALK negativo: analise de uma coorte
brasileira. [Tese]. Sdo Paulo; Programa de P6s-Graduagao em Oncologia da Fundagdo Antdnio

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

Introducdo: A prevaléncia do cancer de pulmio tem aumentado cerca de 2% ao ano e ¢
considerado um problema de satde publica mundial, sendo a principal causa de morte por
cancer entre homens e mulheres. O Cancer de Pulmao de Células Nao Pequenas (CPCNP)
representa 85-90% dos canceres de pulmdo. A detec¢do do rearranjo do gene ROSI,
considerada um importante fator preditivo para direcionamento terapéutico, constitui uma etapa
critica no tratamento de CPCNP. Objetivo: Avaliar a prevaléncia do rearranjo do gene ROS1
em pacientes portadores de CPCNP nado escamoso, sem muta¢do de EGFR ou rearranjo de ALK,
diagnosticados na Regido da Foz do Rio Itajai, Estado de Santa Catarina, Brasil, no periodo de
02/01/2019 a 27/07/2020. Materiais e Métodos: Estudo observacional, retrospectivo e
prospectivo, descrito e analitico com 95 pacientes que possuiam material de bidpsia suficiente
para a realizacdo de novas analises e que ndo apresentavam mutacdo de EGFR ou rearranjo de
ALK. Os pacientes com imuno-histoquimica positiva para a proteina ROS1 foram testados pelo
método de FISH, utilizando-se uma sonda de DNA do tipo break-apart para o gene ROS1. Foi
realizada uma analise descritiva da amostra, e os resultados foram apresentados em ntimeros
absolutos e porcentagens, representados por tabelas. O teste de qui-quadrado (y2) foi
empregado para comparacdo das frequéncias 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 doenca estagio IV; 29,5% apresentaram tumores com alta
expressdo de PD-L1. Quanto a expressdo de ROSI por imuno-histoquimica: 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 expressao de ROS1. Estes pacientes foram submetidos a andlise de
rearranjo de ROS1 pelo método de FISH e 7 (7,4%) apresentaram resultados positivos.
Conclusao: Na populagdo estudada, a analise pelo método de FISH mostrou uma prevaléncia

de 7,4% para rearranjos do gene ROS1.

Descritores: Rearranjo do génico. Carcinoma de Pulmao de Células ndo Pequenas. Receptores

ErbB. Quinase de linfoma anaplasico.



ABSTRACT

Cabral Filho PA. [Prevalence of ROS1 gene rearrangements in EGFR-Negative and ALK-
negative nonsquamous NSCLC: analysis of a Brazilian cohort]. [Tese]. Sao Paulo;
Programa de Pos-Graduagdo em Oncologia da Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com a

Universidade Federal do Vale do Sdo 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 Itajai, 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 (%2). 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 [V 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 INTRODUCAO

O cancer de pulmao constitui um problema de saude publica mundial, com aumento de
incidéncia de 2% ao ano (Gridelli et al. 2015), e ¢ definido como neoplasia maligna que se
origina nas vias aéreas inferiores ou no parénquima do pulmao. E considerado a principal causa
de mortalidade por cancer entre homens e mulheres, superando os canceres de colon, mama e
proéstata juntos.

A maioria das pessoas diagnosticadas com esse tipo de cancer tem idade >65 anos ao
diagnostico (American Cancer Society-ACS 2019). A maioria das estatisticas inclui os canceres
de pulmao de pequenas células (CPPC) e cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP)
que, juntos, representam cerca de 95% das neoplasias malignas do pulmao (Midthun 2017; ACS
2019).

O CPPC ¢ menos comum que o CPCNP, representando entre 10-15% de todos os casos
de cancer de pulmdo. Esse tipo de cancer ¢ menos frequente em ndo fumantes e tende a
apresentar metastases ao ser diagnosticado (Gridelli et al. 2015).

O CPCNP representa aproximadamente 85-90% dos canceres de pulmao (Gridelli et al.
2015; Bubendorf et al. 2016; ACS 2019), e ¢ representado por trés 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 cancer de pulmao (116.300 em homens e 112.520 em mulheres), e
cerca de 135.720 mortes por esse tipo de cancer (72.500 em homens e 63.220 em mulheres)
(Siegel et al. 2020).

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o triénio 2020-
2022, sao de 30.200 novos casos de cancer de pulmao, sendo que os homens responderdo por
17.760 novos casos e as mulheres por 12.440. Portanto, a cada 100 mil homens estima-se que
surgirdo 16,99 casos novos e 11,56 para cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de pulmao em homens ¢ o tumor mais incidente nas Regides Sul
(31,07/100 mil) e Nordeste (11,01/100 mil). Entre as mulheres da Regido Sul, o cancer de
pulmao ¢ o terceiro mais frequente (18,66/100 mil), assim como no Sudeste (12,09/100 mil).
Nas demais regides, ocupa a quarta posi¢ao (Centro-Oeste 10,87/100 mil; Nordeste 8,86/100
mil; Norte 6,47/100 mil) (Ministério da Satude 2019). E importante observar que os valores de



cancer de pulmao no Brasil sugerem uma subnotificagdo dessa patologia, um dos motivos
poderia ser a necessidade de uma readequacgao no sistema de notificagdes, outro motivo poderia
ser 0 avango rapido da doenga em que o paciente viria a Obito antes mesmo de ser diagnosticado.

A Figura 1 apresenta a incidéncia de pulmao no Brasil de acordo com cada regido do
pais, sendo maior na Regido Sul com 46,69 casos novos/100.000 habitantes (Mathias et al.

2020).
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Fonte: Mathias et al. (2020).
Figura 1 - Incidéncia de cancer de pulmao no Brasil

A maioria dos pacientes com CPCNP, aproximadamente 85%, apresenta avaliacio
diagnostica devido aos sintomas suspeitos de cancer de pulmao (tosse seca ou produtiva,
hemoptoico, dor toracica, dispneia, emagrecimento) ou a descoberta incidental por imagem de
torax. O objetivo da avaliacdo inicial ¢ obter informagdes clinicas e radioldgicas suficientes
para orientar a biopsia, o estadiamento e o tratamento (Thomas e Gould 2017).

O tratamento de pacientes com CPCNP metastatico, historicamente, consistia em
quimioterapia citotoxica sistémica. Ao eliminar as células que estdo 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 identificagdo de mutagdes nos genes condutores (driver genes) levou a uma melhora
no resultado clinico de subgrupos de pacientes geneticamente definidos, como aqueles que
possuem uma mutagdo sensibilizante no gene do receptor do fator de crescimento epidérmico

(EGFR), tratados com inibidores de tirosina-quinase (TKI) direcionados a EGFR, ou aqueles



com rearranjo do gene ALK (quinase de linfoma anaplasico), tratados com TKI especificos
(Scheftler et al. 2015).

E importante selecionar adequadamente os pacientes com cancer de pulmido com
indicagdo terapéutica para o uso de TKI, sendo fundamental estabelecer quais os melhores
métodos para diagndstico desses pacientes (Scheffler et al. 2015).

Os rearranjos de ROS1 s3o oncogénicos em multiplas patologias malignas, entre elas o
cancer de pulmao de células ndo pequenas (Song et al. 2016; Drilon et al. 2016). A fusdo
oncogénica 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 a familia de receptores de insulina, que sinaliza principalmente pela via
MAPK. Esse receptor associado a tirosina-quinase foi inicialmente descoberto como o
homologo celular da sequéncia v-ros de transformacao do virus do Sarcoma aviario UR2. A
proteina € constituida por uma por¢ao C-terminal intracelular contendo o dominio de proteina-
quinase, um unico dominio transmembrana e um grande dominio extracelular N-terminal que
contém varias repeti¢des fibronectina tipo III (Davies et al. 2012).

No cancer de pulmao, os parceiros de fusao com ROS1 incluem FIG, CD74, SLC34A2
e SDC4, que quando fundidos com o gene ROS1 levam a ativag@o constitutiva da quinase e
transformag@o maligna de células normais em cultura celular ou in vivo (Scheffler et al. 2015).

A detecgdo do rearranjo do gene ROSL1 ¢, nesse sentido, uma etapa critica no tratamento
de CPCNP, considerado um importante fator preditivo para direcionamento terapéutico e pode
ser realizada usando diferentes técnicas, incluindo imuno-histoquimica (IHQ), hibridizagao in
situ por fluorescéncia (FISH) e Next Generation Sequencing (NGS) (Rossi et al. 2017; Davies
et al. 2018; Clavé et al. 2019).

Como a proteina ROSI1 esta ausente no tecido pulmonar normal e a prevaléncia do
rearranjos de ROS1 no CPCNP varia de 0,5% a 2%, a IHQ parece ser um exame de triagem
custo-efetivo, permitindo resultados rdpidos 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 detec¢@o de rearranjos ROS1. Davies et al. (2018) concluiram que ambos
os métodos apresentam limitagdes que podem resultar em resultados falsos-negativos. Tanto no

FISH quanto no NGS, os pontos de quebra e rearranjo gendmicos sdo preditores nao confiaveis



de pontos de quebra e rearranjo no nivel transcricional, provavelmente devido ao splicing
alternativo. Contudo, no estudo realizado por Clavé et al. (2019), concluiu-se que o NGS parece
uma técnica mais confiavel para avaliar rearranjos ALK e ROS1, oferecendo a vantagem sobre
a imuno-histoquimica de detectar outras alteracdes moleculares com potenciais implicagdes
terapéuticas. Ja o FISH, com a identificagdo do padrao de sinal isolado 3’ em casos ALK ¢ ROS1
pode representar um resultado falso-positivo.

Estudos recentes tém demonstrado que os canceres pulmonares com rearranjos do gene
ROS1 sao altamente sensiveis 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 progressdao (SLP) mediana de 19 meses com base
em dados da coorte de expansao do estudo de fase I (PROFILE 1001) (Shaw et al. 2014).

A avaliagdo da expressao PD-L1 na prética clinica de rotina no momento do diagndstico
patologico inicial, antes de qualquer tratamento antitumoral, ¢ um importante fator preditivo
para avaliagdo da expressao PD-L1 em CPCNP, especialmente durante o tratamento de primeira
linha (Lee et al. 2019). Existe uma escassez de dados de expressao de PD-L1 em tumores com
rearranjo do gene ROS1 na literatura académica, entretanto os dados existentes sugerem que
esses tumores geralmente ndo respondem bem a imunoterapia mesmo quando apresentam
elevada expressdo de PD-L1 (Shaw et al. 2014; Lee et al. 2019).

Esta pesquisa justifica-se pelo fato de que o CPCNP ¢ um problema que atinge pessoas,
de ambos os sexos, em todo o mundo e tem como principal fator etioldgico o tabagismo. A
descoberta de pontos de controle imunoldgico (checkpoints imunes) corrobora a hipdtese de
que moléculas presentes no tumor modulam os mecanismos de carcinogénese e a atividade
imunologica no microambiente tumoral, assim, buscamos aumentar a compreensao da biologia
tumoral de pacientes com CPCNP por meio da avaliagdo dos biomarcadores ROS1 e PD-L1 na

populacao brasileira.

1.1 CANCER DE PULMAO DE CELULAS NAO PEQUENAS

1.1.1 Classificagao IASLC/ATS/ERS

A Classificagao IASLC/ATS/ERS de 2011 foi atualizada pela OMS (Travis et al. 2015)
com a inclusdo de recomendacdes de rotina, uma nova abordagem para pequenas bidpsias e
citologia, além de uma nova classificacdo de subtipos de adenocarcinomas de pulmao

representados por espécimes cirtrgicos (Tang et al. 2014; Zugazagoitia et al. 2014; Travis et



al. 2015). Os demais grupos de canceres pulmonares ndo apresentaram mudangas em relagao a
ultima classificacao (Travis et al. 2015).

A Tabela 1 apresenta a classificacdo dos carcinomas de pulmao, considerando a
classifica¢do dos adenocarcinomas pela IASLC/ATS/ERS de 2011 e sua atualizagdo pela OMS
(Travis et al. 2015).

Tabela 1 - Classificacdo de carcinomas de pulmao — IASLC/ATS/ERS, 2011 atualizada pela

OMS.

Classificacao

Tipos/caracteristicas

01- Lesdes pré-neoplasicas

02- Adenocarcinoma minimamente invasivo (< 3
cm, predominantemente lepidico com <5 mm de
invasio)

03- Adenocarcinoma invasivo

04- Variantes do adenocarcinoma invasivo

05- Carcinoma de células escamosas

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

08- Carcinoma linfoepitelioma-like

09- Carcinoma de células claras

10- Carcinoma de células grandes com fendtipo
rabdoide

11- Carcinoma adenoescamoso

12- Carcinoide

-Hiperplasia adenomatosa atipica
-Adenocarcinoma in situ (< 3cm, antigo carcinoma
bronquiolo-alveolar — CBA) — ndo mucinoso;
mucinoso (raro); misto (mucinoso e ndo mucinoso)
- ndo Mucinoso

- mucinoso (raro)

- misto (Mucinoso € N30 Mucinoso)

- Predominantemente lepidico (antigo CBA nao
mucinoso, >5 mm de invasdo)

- Predominantemente acinar

- Predominantemente papilar

- Predominantemente micropapilar

- Predominantemente sélido com mucosecrec¢do

- Adenocarcinoma mucinoso invasivo (antigo CBA
mucinoso)

- Coloide

- Fetal (baixo e alto grau)

- Entérico

- Cistadenocarcinoma mucinoso

- Papilar

- Células claras

- Células pequenas

- Basaloide

- Carcinoma de células pequenas combinado

- Carcinoma neuroendocrino de células grandes

- Carcinoma neuroendocrino de células grandes,
combinado / - Carcinoma Basaldide

- Tipico
- Atipico

Fonte: Travis et al. (2015).

Além do reconhecimento de diferentes subtipos histoldgicos, a descrigdo de genes
condutores recorrentemente alterados em alguns subgrupos de tumores permitiu a realiza¢ao de
uma classificagdo molecular do CPCNP, criando um melhor entendimento da doenga e abrindo
um leque de novos tratamentos para o cancer de pulmao avancado (Li et al. 2013). A Figura 2

demonstra a evolucao da classificagdo do CPCNP.
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Figura 2 - Evolugdo da classificagdo do CPCNP.

1.1.2 Tratamento

Em pacientes diagnosticados com CPCNP os resultados do tratamento padro sao ruins,
exceto para os canceres mais localizados. Dessa forma, todos os pacientes recém-
diagnosticados com CPCNP sao candidatos potenciais para estudos que avaliam novas formas
de tratamento (Okita et al. 2017).

O tratamento de CPCNP ¢ especifico em cada estagio da doenca. Pacientes em estagio
I a IIIA devem ser tratados com resseccdo cirargica completa quando ndo houver
contraindicacao (Pottgen et al. 2007; Howlader et al. 2020). Pacientes ndo cirtirgicos devem ser
considerados para radioterapia convencional ou estereotitica, combinada ou ndo a
quimioterapia. Os procedimentos de ablagdo térmica percutdnea como ablagdo por
radiofrequéncia, micro-ondas e crioablacao constituem opgdes uteis de tratamento no contexto
de terapia de resgate pos-cirurgico, radioterapia ou quimioterapia ou para tratamento paliativo
em pacientes com CPCNP avangado (Duma et al. 2019).

Ja os pacientes diagnosticados com doenga metastatica recebem tratamento sist€émico
paliativo com intuito de controle de sintomas e retardar a progressao da doenga, uma vez que
nao ha possibilidade de cura nesse cendrio (Gridelli et al. 2015).

A imunoterapia (I0) isolada ou combinada a quimioterapia se tornaram a base do

tratamento para pacientes com CPCNP metastatico sem drivers acionaveis (Santos 2020).



A identificacdo de mutag¢des no cancer de pulmao levou ao desenvolvimento de terapia
molecular direcionada para melhorar a sobrevida de subgrupos de pacientes com doenga
metastatica (Pao e Girard 2011).

Em particular, as anomalias genéticas nas vias de sinalizagdo EGFR, MAPK e PI3K em
pacientes com CPCNP podem definir mecanismos de sensibilidade a drogas e resisténcia
primaria ou adquirida aos TKI (Howlader et al. 2020).

Atualmente, existem varios subtipos moleculares de CPCNP identificados que t€ém
terapias direcionadas aprovadas para seu tratamento: tumores com mutagdes no gene EGFR e
rearranjos do gene ALK, por exemplo. Tumores com essas alteracdes genéticas respondem bem
a inibidores especificos de tirosina-quinase. Rearranjos do gene ROS1 sdo 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 ¢ NTRK (Jordan et al. 2017).

A Tabela 2 apresenta os alvos acionaveis em cancer de pulmio e as terapéuticas

disponiveis.



Tabela 2 - Alvos acionaveis em cancer de pulmao e as terapéuticas disponiveis

Terapias

Biomarcadores Frequéncia - Terapia de linha de
estratégicos aprovadas e Toxicidades frente preferida
g em CPCNP investigadas P
Osimertinibe, R ~
Erlotinibe, Cutapea (erupcao
EGFR 10-50% Gefitinibe, A Osimertinibe
Afatinibe, ga.str01.ntest1nal
Dacomitinibe (e
Crizotinibe, Gastrointestinal
Ceritinibe, (nauseas, diarreia), - S
ALK 1-7% Alectinibe, transaminite, Alectl_m.be, brigatinibe ou
L - lorlatinibe
Brigatinibe, alteracdes visuais,
Lorlatinieb pneumonite
Crizotinibe Gastrointestinal
Ceritinibe ' (nauseas, diarreia), o o
ROS1 1-2% En trectinibe transaminite, Crizotinibe ou Entrectinibe
Lorlatinibe ' alteragodes visuais,
pneumonite
Crizotinibe,
Capmatinibe, Gastrointestinal Crizotinibe ou
MET 3-6% Tepotinibe, (nauseas, diarreia), L
. . Capmatinibe
Telisotuzumabe-  transaminite
vedotin
Cabozantinibe,
Vandetanibe, ]
Sunitinibe, Fadiga,
RET 1-2% Pralsetnibe transaminite, Selpercatinibe
(BLU-667) hipertensao,
o diarreia
Selpercatinibe
(LOX0-292)
Fadiga, edema,
Larotrectinibe, tontura, prisdo de Larotrectinibe ou
NTRK 3-4% Entrectinibe, ventre, diarreia, L
. Entrectinibe
Loxo-195 anormalidades
hepaticas
Dabrafenibe, Erupcéo cutinea,
) rametinibe, ebre, dor de abrafenibe+Trametinibe
BRAF 7% Trametinib febre, dor d Dabrafenibe+Trametinib
Vemurafenibe cabega, diarreia
Pembrolizumahe Toxicidades zloﬂnisisn(;pgges:e
< 22%-47% Nivolumabe, . . nomagao
Expressao PD- . . imunomediadas, quimioterapia e
(Dietel et al. Ipilimumabe, . . ) .
L1 incluindo pulmonar imunoterapia ou

2018)

Atezolizumabe,
Durvalumabe

e gastrointestinal

imunoterapia de agente
unico

Fonte: Modificado de Rajurkar et al. (2020).



1.1.3 Sobrevida dos pacientes com CPCNP

Entre os homens, a incidéncia 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 incidéncia diminuiu 3,2% ao ano de 2006 a 2013, depois passou para 6,3% ao ano de 2013
a2016. A sobrevida passou de 26% em 2001 para 35% em 2014 (Howlader et al. 2020).

Entre as mulheres, a incidéncia de CPCNP apresentou um redugdo de 1,5% a ano no
periodo de 2006 a 2016. Em contraste, a mortalidade baseada na incidéncia diminuiu em 2,3%
ao ano, no periodo de 2006 a 2014 e, em seguida, a uma taxa de 5,9% ao ano no periodo de
2014 a 2016 (Howlader et al. 2020).

A redugdo na mortalidade do CPCNP foi associada aos avangos no tratamento —
particularmente o uso de terapias direcionadas — e a reducao de incidéncia em decorréncia da
reducdo do consumo de tabaco. A evolucao da sobrevida entre as mulheres foi observada em
padrdes semelhantes aos dos homens, em todas as ragas e grupos étnicos. A melhora observada
na sobrevida ndo ¢ devida a mudangas de estagio, porque esses pacientes passaram de estagios
desconhecidos para categorias de estagios especificas (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 oncogénico de um
virus de RNA do sarcoma aviario (Rikova et al. 2007; Shaw et al. 2014, 2019) e ¢ ativado por
rearranjo cromossomico em uma variedade de canceres humanos, incluindo o CPCNP (Shaw
et al. 2014). Os rearranjos do gene ROS1 foram associados inicialmente ao cancer 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 a fusdo de uma porc¢ao do gene ROS1, que inclui todo o dominio de
tirosina-quinase, com 1 de 12 genes parceiros diferentes (Rossi et al. 2017; Drilon et al. 2020).
As quinases de fusdo resultantes sdo constitutivamente ativadas e conduzem a transformacao
celular. Nao se sabe se as varias quinases de fusdo podem ter propriedades oncogénicas
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 incidéncia do rearranjos ROS1 ¢ baixa no CPCNP, mas seu
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diagnéstico oferece aos pacientes a oportunidade de receber terapias direcionadas altamente
eficazes (Suryavanshi et al. 2017).

De 1,5 milhdo de novos casos estimados de CPCNP em todo o mundo a cada ano,
aproximadamente 15.000 podem ser causados por fusdes oncogénicas de ROS1. Assim como
nos rearranjos do gene ALK, os rearranjos de ROS1 sdo mais comumente encontrados em
pacientes que nunca fumaram ou t€m historico de tabagismo leve e que possuem caracteristicas
histoldgicas de adenocarcinoma. No nivel genético, os rearranjos de ALK e ROS1 raramente
ocorrem no mesmo tumor, cada um definindo um subgrupo molecular tinico de CPCNP (Shaw
et al. 2014).

Devido as semelhangas entre os oncogenes ALK e ROS1, li¢des inferidas de rearranjos
de ALK podem ser aplicadas ao CPCNP com rearranjos de ROS1. Contudo, existem
disparidades entre as doencas dominadas por esses dois genes. Na auséncia de alteragdes
genéticas mais comumente detectadas em CPCNP, tais como muta¢des em EGFR e KRAS e
fusdes do gene ALK, a busca por rearranjos do gene ROS1 ¢é essencial. Os diagnosticos
moleculares dedicados devem ser padronizados, confiando em algoritmos praticos e eficientes,
compreendendo a imuno-histoquimica e a hibridagéo in situ por fluorescéncia (Facchinetti et

al. 2017).

1.1.5 Diagnéstico do rearranjo de ROS1

E clinicamente importante detectar pacientes que podem se beneficiar de tratamentos
direcionados a 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 confirmag¢do do diagndstico de
rearranjos ROS1 (Bubendorf et al. 2016; Lim et al. 2017). Um problema na sele¢ao desses
pacientes ¢ o nimero reduzido de amostras de bidpsia para uma investigagao molecular extensa
(Lim et al. 2017).

Luk et al. (2018) revisaram o papel da imuno-histoquimica na avalia¢do dos rearranjos
de ALK e ROS1 no cancer de pulmao, enfatizando questdes praticas em comparagao com outras
modalidades como a hibridizagdo in situ por fluorescéncia. Concluiram que, embora a
hibridizagdo in situ por fluorescéncia continue a ser o padrdo-ouro (Luk et al. 2018) para a
deteccao dos rearranjos de ALK e ROS1 no CPCNP, a imuno-histoquimica desempenha um
papel importante e pode ser um método de rastreamento eficaz para a detecgao dessas alteragdes
genéticas, ou um teste de diagndstico no contexto de ALK. Ambos os métodos, contudo,

desempenham papéis importantes na identificagdo de adenocarcinomas pulmonares com fusdes
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de ALK e ROS1, e ¢ fundamental que os patologistas compreendam os pontos fortes e as
limitagdes das diferentes técnicas para otimizar o diagnostico de cada paciente.

Antes da realizagdo do método de FISH, um teste de imuno-histoquimica de primeira
linha é recomendado para pré-selecionar pacientes ROS1 positivos. Com uma pontuagao igual
a zero como resultado da imuno-histoquimica para ROS1 ndo € necessario realizar mais testes
pelo método de FISH (Ginestet et al. 2018). No entanto, para resultados de imuno-histoquimica
com ROSI fraco a forte (pontuagdo 1+, 2+ e 3+) € necessario realizar o teste pelo método de
FISH para confirmar a presenca de rearranjos de ROS1, e posterior adog¢do de alguma terapia
direcionada (Bubendorf et al. 2016; Ginestet et al. 2018).

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

NSCLC
{AGENOCarcMoma or NON-Squamous &

non-smokers with squamous histology)

A4

Y
ALK
ROSY -
108 ‘ (IHC & FISH) l

EGFR (+/- KRAS)
{PCR & NGES)

| ROS1 IHC ROS1 FISH
ROS1+ I ’ ROS1- ‘ | ROS1+ ‘ I ROS1-
A
Re-confirmation by a second Consider re-confirmation by
method (e.g., FISH or a second method (e.g., IHC
another molecular assay) or another molecular assay)

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

Para identificacdo de rearranjos de ROS1 o limite de, pelo menos, 15% dos nucleos do
tumor com sinais reorganizados sdo considerados positivos pelo método de FISH (Bubendorf
et al. 2016; Ginestet et al. 2018). No entanto, alguns resultados do método de FISH podem
permanecer ambiguos em torno do limite de 15%, nesse caso, Uguen et al. (2015) e Uguen e
De Braekeleer (2016) sugerem a realizagdo de testes pelo método de FISH adicionais com

diferentes sondas para auxiliar na interpretagdo 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 multiplos genes em paralelo
numa Unica reacdo. Em pacientes oncolédgicos, o NGS pode fornecer a base do tratamento
personalizado para os pacientes, com o objetivo de identificar muta¢des em tumores que podem
ser alvos de drogas especificas (Slatko et al. 2018). Clavé et al. (2019) comparando a eficacia
de NGS e FISH para deteccdo de rearranjos de ALK e ROS1 demonstraram uma melhor

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

1.1.6 Tratamento do CPCNP com rearranjo de ROS1

Bergethon et al. (2012) analisaram as caracteristicas clinicas e os resultados do
tratamento de pacientes com CPCNP com rearranjos ROS1. Foi utilizado o método de FISH
para a selegdo de 1.073 pacientes com CPCNP e para atribui¢ao do status de rearranjo do gene
ROS1 com caracteristicas clinicas, sobrevida global e, quando disponivel, rearranjos de ALK.
Eles também realizaram ensaios in Vvitro 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 comparacdo com o grupo ROS1-negativo, os pacientes
ROS1-positivos foram significativamente mais jovens e ndo fumantes. Todos os tumores
positivos para ROS1 eram adenocarcinomas, com tendéncia a apresentarem maior grau
histologico. Os grupos ROS1 positivos e negativos ndo apresentaram diferencas em sobrevida
global (Bergethon et al. 2012).

Em 2012, uma triagem de um grande painel de amostras de CPCNP identificou quatro
novos parceiros de fusao do gene ROS1: TPM3, SDC4, EZR e LRIG3, além de SLC34A2 ¢
CD74. Por meio de um sistema integrado de rastreamento, baseado em histopatologia, foi
realizada uma triagem para fusdes de ALK e ROS1 em 1.529 céanceres de pulmio e
identificaram-se 44 carcinomas positivos para rearranjos de ALK e 13 de ROS1, incluindo casos
com parceiros de fusdo, até entdo, ndo identificados para ROS1. A resposta clinica 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 regressao do tumor. Os autores concluiram que o rearranjo do gene ROS1 define um
subconjunto de CPCNP com caracteristicas clinicas distintas que sao semelhantes as observadas
em pacientes com CPCNP com rearranjo do gene ALK (Takeuchi et al. 2012).

Devido a baixa prevaléncia de rearranjos ROS1, a realizagdo de estudos de fase III que

comparam os diferentes inibidores de tirosina-quinase a quimioterapia ¢ improvavel, o que
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dificulta o estabelecimento formal definitivo da superioridade dos inibidores de ROS1 em
relacdo a quimioterapia (Dagogo-Jack e Shaw 2017).

Shaw et al. (2019) avaliaram pacientes com idade >18 anos com diagndstico de CPCNP
localmente avangado ou metastatico, confirmado histologicamente, positivo para rearranjos de
ROS1. Foram incluidos na andlise 53 pacientes, sendo 50 pacientes na coorte de expansdo 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 Reagao em Cadeia da Polimerase ap6s Transcri¢ao 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 expansao 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. Apos um
acompanhamento por um periodo mediano de 62,6 meses, a sobrevida global mediana em
pacientes com CPCNP avangado 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 referéncia para a sobrevida global em pacientes com CPCNP avangado
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, ¢ a
melhora clinica obtida com o crizotinibe, a deteccao de rearranjos ROS1 ¢ fundamental.

Até 50% dos tumores pulmonares que abrigam genes de fusdo ROS1 tratados com
crizotinibe desenvolvem uma mutagdo secundaria, G2032R, no dominio da quinase. Varios
inibidores ROS1 de ultima geracdo foram desenvolvidos para pacientes com cancer de pulmao
ROS1-positivo. O inibidor de MET/VEGFR2/RET/ROS1/AXL, cabozantinibe, ja foi aprovado
para uso em pacientes com carcinoma de células renais avangado e ensaios clinicos foram
realizados para cancer de pulmao com genes de fusdo de RET ou ROS1 (NCT01639508). Por
conseguinte, o cabozantinibe pode ser um medicamento clinicamente relevante para superar a
resisténcia ao crizotinibe em cancer do pulmao que contenha genes de fusao ROS1 (Kato et al.
2018).

Outro medicamento desenvolvido recentemente para o tratamento do CPCNP ¢ o
entrectinibe que induz controle duravel da doenga em pacientes com CPCNP com rearranjos de
ROS1 e apresenta perfil de seguranga bastante administravel (Doebele et al. 2020; Drilon et al.
2020; Lassen 2020).

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

ROS1 e NTRK. Esse medicamento foi estudado em trés ensaios de fase 1 e 2 de pacientes com
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tumores solidos de fusdo 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 analise integrada de todos os trés ensaios em tumores solidos

com fusdes génicas.

1.2 EXPRESSAO DE PD-L1 EM CPCNP

Recentemente, os esforcos de imunoterapia contra o cancer t€ém-se concentrado no uso
de inibidores de checkpoints imunes. A ativagdo das células T é um processo fortemente
regulado que envolve um equilibrio entre sinais co-estimulatorios e co-inibitorios (Herzberg et
al. 2017). Os sinais co-inibitorios (checkpoints imunes) servem para manter o estado de auto-
tolerancia e evitar a destrui¢ao do tecido normal do hospedeiro durante uma resposta imune
contra patogenos. Essa caracteristica tem formado a base para o desenvolvimento de anticorpos
terapéuticos monoclonais direcionados a proteinas co-inibitorias (Herzberg et al. 2017). Os
checkpoints imunes mais caracterizados e mais clinicamente relevantes até o momento sio:
CTLA-4 e PD-1, sendo o segundo o ponto de interesse para o presente estudo.

O PD-1 ¢ uma proteina de membrana tipo I, com 268 aminoacidos, pertencente a familia
de moléculas reguladoras de células T, denominada CD28/B7, codificada pelo gene PDCD1,
com dominio extracelular IgV, seguido de uma regido transmembrana e uma cauda intracelular,
contendo dois sitios de fosforilagdo. Essa proteina ¢ expressa na superficie de células T ativadas,
células B e macrofagos, sugerindo que ela € capaz de inibir a resposta imune celular de forma
mais ampla. Sua principal funcao ¢ regular a ativacao de linfocitos 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 sdo expressos por células tumorais, células do
estroma, ou ambas (Zandberg ¢ Strome 2014; Sui et al 2018).

O PD-L1 esta intrinsecamente ligado a modulacdo da resposta imune no cancer
(Zandberg e Strome 2014). Atualmente, sabe-se que pode existir superexpressao de PD-L1
como um mecanismo de escape a resposta imune adaptativa em tumores malignos s6lidos de
diversas localizagdes anatomicas. Varios tipos de células que infiltram o estroma dos tumores
podem expressar o PD-L1, tais como macrofagos, células supressoras mieloides, células
endoteliais, células dendriticas, linfocitos T e linfocitos B (Okita et al. 2017).

O PD-L1 esta presente no citoplasma e na membrana plasmatica das células tumorais,
mas ndo € expresso necessariamente em todas as células dentro de um tumor. A expressao de

PD-L1 ¢ induzida por multiplas moléculas pro-inflamatorias, incluindo os interferons de tipo I
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e I, TNF-a, LPS, GM-CSF e VEGF, bem como as citocinas IL-10 e IL-4, sendo o IFN-y o seu
indutor mais potente (He et al. 2015).

A avaliagdo por imuno-histoquimica de PD-L1 possui um inegéavel valor preditivo de
resposta as terapias anti-PD-1 e anti-PD-L1 disponiveis. O resultado da expressdo de PD-L1
pode ser determinado pelo percentual de células tumorais com imunocoloragdo de membrana
(completa ou basolateral) de qualquer intensidade ou pelo percentual de células imunes
associadas ao tumor, com imunocoloracao de qualquer intensidade, de acordo com o tipo de
neoplasia em andlise (Chen 2017).

A terapia anti-PD-1/anti-PD-L1 ¢ considerada um importante avango no tratamento de
CPCNP (Chen 2017). Recentemente, estudos clinicos 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 avancado, em comparacido com o docetaxel como agente inico
em segunda linha (Horn et al. 2017; Borghaei et al. 2021).

A expressao de PD-L1 nas células tumorais esta significativamente associada a presenca
de linfocitos infiltrantes do tumor (TIL) (Velcheti et al. 2014), sugerindo que o microambiente
tumoral desempenha um papel importante no crescimento e progressdo do tumor. Em um
esforgo para prever os pacientes que responderdo ao bloqueio PD-1/PD-L1, foi proposto que os
tumores podem ser classificados em quatro grupos com base na expressao de PD-L1 e presenga
ou auséncia de TILs (Taube et al. 2012; Teng et al. 2015). Estes quatro grupos sdo: tipo I: PD-
L1 positivo com TILs, refletindo resisténcia imune adaptativa; tipo II: PD-L1 negativo sem
TILs, indicando ignorancia imunoldgica; tipo III: PD-L1 positivo sem TIL, indicando indugao
constitutiva de PD-L1; e tipo IV: PD-L1 negativo com TIL, indicando o papel de outros
supressores na promoc¢ao da tolerancia imunoldgica (Teng et al. 2015).

A avaliagdo da expressdo PD-L1 no momento do diagnodstico patoldgico inicial, antes
de qualquer tratamento antitumoral, ¢ a melhor maneira de avaliar a expressdo PD-L1 em
CPCNP, sobretudo durante o tratamento de primeira linha (Lee et al. 2019).

Semelhantemente as mutagdes de EGFR e os rearranjos de ALK, os CPCNP com
rearranjos de ROS1 estdo associados a mé resposta a imunoterapia (Lim et al. 2017; Ginestet et
al. 2018).

O PD-L1 ¢ o principal ligante de PD-1 e apresenta ampla expressao normal em células
dendriticas, macrofagos, mastocitos, células T, células B, células endoteliais e epiteliais (Sharpe
et al. 2007; Jiang et al. 2017). No ambiente tumoral, a expressao de PD-L1 ¢ ectopicamente

regulada para cima em TC, bem como em cé¢lulas imunes infiltrantes de tumor (Jiang et al.
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2017). A analise de expressdo de PD-L1 por imuno-histoquimica ¢ usada para selegdo de
terapias de primeira linha em adenocarcinomas de pulmao. A intensidade de marcagdo de PD-
L1 por imuno-histoquimica pode ser preditiva de resposta ao inibidor de PD1 e de PD-L1
(Rangachari et al. 2017).

Virios estudos clinicos em CPCNP demonstraram uma correlagdo entre o aumento da
expressao de PD-L1 em CPCNP TC e/ou infiltragdo de tumor IC com eficécia aprimorada de
imunoterapias anti-PD-1/PD-L1 (Garon et al. 2015; Herbst et al. 2014; Jiang et al. 2017).
Entretanto, h4 uma escassez de informagdo sobre a expressdo de PD-L1 em tumores com
rearranjos do gene ROS1.

Neste contexto, a realizacdo do presente estudo ¢ relevante pela prevaléncia de CPCNP,
sendo fundamental a identificagdo de biomarcadores relacionados a esse tipo de cancer para
ampliar as opcdes de tratamento. Assim, a identificacdo de rearranjos de ROS1 pelo método
FISH em pacientes com CPCNP ¢ essencial para a adogdo de uma terapéutica mais promissora

para o paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia do rearranjo do gene ROS1 em pacientes portadores de CPCNP
nao escamoso diagnosticados na Regido da Foz do Rio Itajai, Estado de Santa Catarina (SC),

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

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar a frequéncia de pacientes com CPCNP ndo escamoso ou carcinoma
adenoescamoso de pulmao com rearranjo do gene ROS1;

. Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos na coorte estudada;

. Avaliar a expressdo do PD-L1 nos tumores dos pacientes incluidos na coorte estudada
bem como entre os tumores com rearranjos de ROS1 e descrever a frequéncia de
rearranjos de ALK e mutacao de EGFR,;

. Descrever a frequéncia de expressao de ROS1 por imuno-histoquimica em CPCNP;

. Analisar a frequéncia de rearranjo do gene ROS1 pelo método de FISH nos pacientes

com imuno-histoquimica positiva para a proteina ROSI.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional, retrospectivo e prospectivo, descritivo e analitico.

3.2 LOCAL DA PESQUISA

Regido da Foz do Rio Itajai, Estado de Santa Catarina, Brasil, analises
anatomopatologicas centralizadas no Laboratorio de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de

Itajai e Balneario Camboriu (SC).

3.3 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes com CPCNP ndo escamoso ou carcinoma adenoescamoso de pulmao
atendidos na Regido da Foz do Rio Itajai, Estado de Santa Catarina, Brasil, com analises
anatomopatologicas centralizadas no Laboratorio de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de
Itajai e Balneario Camboriu (SC).

O Estado de Santa Catarina conta com uma populagado estimada para 2020 de 7.252.502
pessoas. A Regido do Vale do Itajai possui uma populacio estimada para 2020 de 1.007.789
pessoas, representando 13,9% da populacdo do Estado. Ja a Regido da Foz do Rio Itajai conta
com uma populagdo estimada para 2020 de 731.766 pessoas, que corresponde a 72,6% da
populacdo do Vale do Itajai e a 10,09% da populagdo do Estado de SC (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica-IBGE 2020), distribuida entre onze municipios: Balneario Camboriu,
Balneario Pigarras, Bombinhas, Camborit, Ilhota, Itajai, Itapema, Luiz Alves, Navegantes,
Penha, Porto Belo, totalizando uma populagao estimada para 2020 de 731.766 pessoas (Figura
3).
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Tabela 3 - Municipios da Foz do Rio Itajai, Vale do Itajai, Estado de Santa Catarina, populagao

estimada para 2020.
Municioi Populacio estimada para 2020
unicipio
P n % Foz do Rio Itajai 9, Vale do Itajai % Estado Santa Catarina

2‘;‘;‘:;1‘1‘:1 145.796 19,9% 14,47% 2,01%
Balneario de o o o

Picarras 23.772 3.2% 2,36% 0,33%
Bombinhas 20.335 2,8% 2,02% 0,28%
Camboriu 85.105 11,6% 8,44% 1,17%
Ilhota 14.359 2,0% 1,42% 0,20%
Itajai 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
cancer do pulmao. O Laboratério de Patologia INFOLAUDO, nas unidades de Itajai e Balneario
Camboritl (SC), realizou o diagnostico de 587 casos de cancer do pulmao no periodo de
02/01/2019 a 27/07/2020, entre os pacientes da Regido da Foz do Rio Itajai, representando
33,2% do total estimado para o Estado de Santa Catarina em 2020.

3.4 PERIODO DE REALIZACAO DA PESQUISA (COLETA DE DADOS)

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

3.5 SELECAO DOS PACIENTES

3.5.1 Ciritérios de inclusio
e Pacientes com diagndstico histopatologico de CPCNP ndo escamoso ou
carcinoma adenoescamoso de pulmao, recrutados consecutivamente, no periodo
de 02/01/2019 a 27/07/2020 em qualquer estadio, na Regido da Foz do Rio Itajai,

Estado de Santa Catarina, Brasil.
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3.5.2 Critérios de exclusao
e Pacientes com tumores ndo epiteliais de pulmao;

e Pacientes sem material bioldgico disponivel para anélise.
3.6 COLETA DE DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS

As amostras de tumor empregadas neste estudo foram identificadas no laboratorio
INFOLAUDO, nas unidades localizadas em Itajai ¢ Balneario Camborili, que representam a
Regido da Foz do Rio Itajai, no Estado de Santa Catarina (SC), Brasil.

As andlises histologicas para diagnostico, assim como a avaliacdo de PD-L1, EGFR,
ALK e ROS1 foram realizadas no Laboratorio de Patologia INFOLAUDO. As andlises pelo
método de FISH foram realizadas no Laboratério Studart Ltda., situado em Fortaleza, Ceara,

Brasil, pelo Dr. Rodrigo Guimaraes Andrade.

3.6.1 Variaveis analisadas
* Frequéncia de rearranjos de ROS1;
* Expressdo PD-L1;
* Frequéncia de mutacao no gene EGFR,;
* Frequéncia de casos ALK positivos;
* Sexo;
* Idade;
* Tabagismo;
 Estadiamento;

* Tipo de adenocarcinoma.
3.7 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A expressao dos marcadores ROS1 e PD-L1 por imuno-histoquimica foi analisada
utilizando-se o microscopio Olympus CX31. Apenas os pacientes negativos para mutagao em
EGFR e para rearranjos de ALK foram submetidos a esta andlise.

Os recursos utilizados para analise no INFOLAUDO foram:

e BechMark Ultra: O BechMark Ultra ¢ um sistema de coloragao de laminas para

imuno-histoquimica (apenas sistema automatizado de imuno-histoquimica),
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totalmente automatizado da Roche Tissue Diagnostics, que oferece recursos
projetados para fornecer um diagnostico de confianga.

e Autostainer Link 48: O Autostainer Link 48 fornece opgdes de software e
conectividade que visam melhorar a gestdo da carga de trabalho e relatorios em
laboratérios, mantendo a qualidade nos resultados de coloracdo de imuno-
histoquimica (utilizado para analise PD-L1).

A reagdo de imuno-histoquimica foi realizada por meio da plataforma automatizada
BenchMark ULTRA staining instrument (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) para as
analises de ROS1 e ALK.

O ALK foi avaliado por imuno-histoquimica VENTANA ALK (D5F3) IHC (Roche
2015):

e Positivo para ALK: apresenta coloracdo citoplasmatica granular forte em células
tumorais. Devem excluir-se determinados artefatos de coloragdo, como:
pontilhado citoplasmatico ligeiro em macrofagos alveolares; células de origem
neuronal; coloracdo epitelial glandular; e células linforreticulares dispersas com
infiltrado linfocitico. Também pode apresentar alguma coloracdo de fundo na
mucosa normal em CPCNP (incluindo mucina) e em areas tumorais necroticas,
que devem ser excluidas da avaliagao clinica.

e Negativo para ALK: auséncia de coloragdo citoplasmatica granular forte em
células tumorais.

O gene EGFR foi analisado por PCR-ARMS (amplification refractory mutation
system). Esse ¢ um dos métodos de PCR mais comumente usados para analise EGFR e baseia-
se na atividade diferencial da enzima Taq DNA-polimerase durante a amplificacdo de
sequéncias que tém pontos de incompatibilidade na extremidade 3’. Os primers (iniciadores)
usados na reagdo de ARMS, ao se emparelharem com sequéncias que sofreram mutagao,
apresentam pontos de ndo-pareamento, possibilitando a detec¢do de mutagdes por meio da
identificagdo de diferencas nos padroes de bandas gerados (Lopes et al. 2015).

As amostras tumorais seguiram rotinas internas de cuidados pré-analiticos, incluindo a
fixagdo com formol tamponado 10%, durante periodo de seis a 12 horas. Apos processamento
histologico, as amostras foram cortadas com espessuras de 5,0 um. O anticorpo utilizado foi o
ROS1 (clone SP384), pré-diluido, pronto para uso. Ao anticorpo primario monoclonal foi
aplicado o OptiView DAB IHC Detection Kit e OptiView Amplification Kit, seguindo instrugdes
do fabricante (Kit optview amplification Ref 6396518001).
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Foi usado pneumdcito II de pulmao normal como controle positivo da reagdo imuno-

histoquimica para ROS1 (Figura 4).

Figura 4 - Marcagdo imuno-histoquimica para ROS1 observada em pneumdcito II (coloragao

acastanhada) em pulmao normal, usada como controle positivo. Fotomicrografia obtida em
Microscopio Olympus CX31. Anticorpo monoclonal de coelho (Clone SP384).

Na imuno-histoquimica para ROS1 foi utilizado um sistema de pontuagdo semi-
quantitativa de intensidade de expressdo. Foram considerados positivos as amostras com

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

0 - Negativa ; 1+ - Fraca ; 2+ - Moderada ; 3+ - Forte

Figura 5 - Andlise imuno-histoquimica da marcacdo para ROS1 com microfotografias
mostrando o agrupamento das intensidades de marcagao.
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A coloracao foi graduada de forma semiquantitativa (Sholl et al. 2013):

0 (zero) para expressdo ausente ou apenas expressao nuclear;

e 1+ para coloragdes citoplasmaticas fracas, coloracdo quase imperceptiveis, que
nao excedam o fundo em nenhuma porcentagem de células;

e 2+ para coloragdo citoplasmatica excedendo o fundo em 0 a 50% das células
tumorais; €

e 3+ para coloragdo citoplasmatica excedendo o fundo em >50% das células
tumorais.

Os casos positivos demonstram um padrdo de expressdo citoplasmatica granular e
difusa, frequentemente de intensidade varidvel na populagdo de células tumorais (Sholl et al.
2013). Nesta pesquisa foram considerados apenas os resultados classificados como 3+.

Os tumores com imuno-histoquimica positiva para a proteina ROS1 foram testados,
posteriormente, pelo método de FISH.

A avaliagdo do PD-L1 foi realizada apenas nas células tumorais, sendo observada a
expressdo na membrana celular, independente da sua intensidade. Para fins de interpretagdo e
correlagao.

Os tumores com imuno-histoquimica positiva para a proteina 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 avaliacdo do PD-L1 foi realizada apenas nas células tumorais, sendo observada a
expressdo na membrana celular, independente da sua intensidade. Para fins de interpretagdo e
correlagdo com demais variaveis, a expressao PD-L1 foi tanto avaliada como variavel continua,
com pontos de corte de 1%, 5%, 10% e dai em diante com acréscimo de 10% até 100%, quanto
dividida em trés categorias de interpretacdo, seguindo padroes ja estabelecidos pela literatura,
sendo elas: sem expressdo, aonde menos de 1% das células tumorais sdo positivas para esta
proteina, baixa expressdo, onde essa positividade ¢ observada entre 1% e 49% destas células e
alta expressdo, em que mais de 49% das células sdo PD-L1 positivas.

A técnica empregada foi baseada no PD-L1 IHC 22C3 pharmDX que contém reagentes
otimizados e o protocolo necessario para a execugdo dos procedimentos de marcagdo de imuno-
histoquimica de amostras embebidas em parafina e fixadas em formalina (FFPE) usando
Autostainer link 48. Apds a incubagdo com o anticorpo monoclonal primario anti-PD-L1 ou o
reagente de controle negativo (NCR), as amostras foram incubadas utilizando um anticorpo de
vinculagdo especifico as espécies hospedeiras do anticorpo primario e, em seguida, foram

incubadas com reagente de visualizacdo pronto para uso, composto por moléculas de anticorpo
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secundario e moléculas de perioxidase de raiz forte ligadas a espinha dorsal de um polimero
dextrano. A conversdo enzimatica do cromogénio adicionado posteriormente resulta na
precipitacdo de um produto de reagao visivel no local do antigeno. A cor da reagcao cromogénica
¢ modificada por um reagente cromogénico de realce. A amostra pode, entdo, ser contrastada e
recoberta com vidro.

A leitura das laminas foi realizada pela equipe do INFOLAUDO. Os resultados foram
interpretados pelo pesquisador, comparados com os achados na revisdo de literatura e
apresentados neste estudo. Quanto a expressao PD-L1, a Figura 6 demonstra os resultados
observados considerando os seguintes pontos de corte: sem expressdo (menos de 1%); baixa

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

3.8 METODO DE FISH

Os pacientes com imuno-histoquimica positiva para a proteina 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 Separacdo de duas cores.

As duas extremidades do gene ROS1 sdo separadas e a por¢do contendo o dominio
tirosina quinase ¢ fundida com outro parceiro para criar um gene de fusdo.

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

A — Padrao convencional — apresenta dois sinais separados.

B — Padrao atipico — apresenta o sinal 3 (Verde) Isolado.

A porcao com sinal verde ¢ a que contém o dominio quinase.

O critério de avaliagdo de rearranjo do gene ROS1 pela técnica de hibridizagao in situ
fluorescente (FISH), realizado com sonda de dupla marcacdo (dual probe assay) nas células
neoplasicas ¢ que se segue:

e Positivo para rearranjo do gene ROS1: quando apresentar valores >15% de
células positivas;
e Negativo para rearranjo do gene ROS1: quando apresentar valores <15% de

células positivas.



25

Foram considerados positivos os resultados que apresentaram:
e Coloracao forte e difusa (3+);

e 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 cromossomico.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia de mutagdo de EGFR e de rearranjo de ALK foi calculada em toda a
amostra com diagnostico de carcinoma de pulmao de células ndo pequenas nao escamosos.
Entretanto, a andlise descritiva se restringiu a amostra de pacientes com tumores sem mutagao
de EGFR ou rearranjo de ALK, e os resultados foram apresentados em nimeros absolutos e
porcentagens, representados por tabelas e discutidos a partir de uma comparagao com a revisao
de literatura relacionada ao tema.

Os valores estatisticos foram calculados em relacdo as variaveis sexo e idade. O teste de
qui-quadrado () de Pearson foi empregado para comparacio das frequéncias entre 0s grupos
analisados. Comparagdes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.

Empregou-se o programa estatistico Action Stat para todas a analises.
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3.10 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo obedeceu aos preceitos éticos do Conselho Nacional de Saude (CNS),
incluidos na resolugcdo n. 466/2012 (autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, justica e
equidade). Foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa-CEP da institui¢io ¢ os dados foram
coletados apoés liberagdo do Parecer Consubstanciado, aprovado pelo Parecer n°. 3.412.642
(Anexo 1).

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

Esclarecido-TCLE para participagdo no presente estudo (Apéndice 1).
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4 RESULTADOS

41 PROCESSO DE SELECAO DE PACIENTES

A coorte analisada contou com 587 pacientes diagnosticados com cancer de pulmao na
Regido da Foz do Rio Itajai, Estado de Santa Catarina, Brasil, no periodo de 02/01/2019 a
27/07/2020. Desta coorte foram excluidos 110 (18,7%) pacientes diagnosticados com
carcinoma de pulmao de células escamosas.

Entre os 477 (81,3%) pacientes restantes com diagndstico histopatologico de CPCNP
ndo escamoso ou carcinoma adenoescamoso de pulmao foi analisada a frequéncia de mutacao
no gene EGFR e de expressao de ALK. Destes, 92 (19,3%) foram identificados como EGFR
positivos € 29 (6,1%) como ALK positivos, totalizando 121 (25,4%) pacientes que foram
analisados apenas quanto as caracteristicas clinicas, mas excluidos das andlises por imuno-
histoquimica e FISH, restando 356 pacientes para analise subsequente. A frequéncia da
expressdao 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 possuiam material de bidpsia suficiente
e adequado para novas analises e foram incluidos no estudo; os outros 261 (73,3%) pacientes
que ndo possuiam material de bidpsia suficiente para novas andlises foram analisados apenas
quanto as caracteristicas clinicas para comparagdo 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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587 pacientes diagnosticados com
cancer do pulmao.

I |

477 (81.3%) pacientes com 110 (18,7%) pacientes diagnosticados
diagnostico histopatologico de com cancer de pulmao nio pequenas
CPCNP néo escamoso ou carcinoma células (carcinoma de células
adenoescamoso foram analisados escamosas) foram excluidos do
para EGFR e ALK. estudo.

I

I

356 (74,6%) pacientes foram
avaliados para disponibilidade de
material de bidpsia para novas
analises.

121 (25,4%) pacientes, sendo 92
(19,3%) EGER positivos e 29 (6,1%)
ALK positivos foram excluidos das
analises imuno-histoquimica e FISH,
mas foram incluidos para
comparagao das caracteristicas
clinicas.

261 pacientes sem material de
biopsia suficiente para novas analises
foram incluidos apenas para
comparagdo das caracteristicas
clinicas.

95 (26,7%) pacientes possuiam
material de biopsia suficiente para
novas analises e foram incluidos no
estudo.

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

4.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS
PACIENTES

Os resultados abrangem 95 pacientes diagnosticados com CPCNP ndo escamoso ou
carcinoma adenoescamoso (adenocarcinoma), com material de biopsia suficiente para analises
propostas.

Esses 95 pacientes representam 16,2% do total de 587 pacientes diagnosticados com
cancer de pulmao, 19,9% dos 477 pacientes diagnosticados com CPCNP nao escamoso ou
carcinoma adenoescamoso (adenocarcinoma) e 26,7% dos 356 pacientes sem mutacdo de
EGFR ou rearranjo de ALK.

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram as caracteristicas clinico-

demograficas dos 477 pacientes diagnosticados com adenocarcinoma ou carcinoma
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adenoescamoso de pulmao, sendo: 121 pacientes EGFR e ALK positivos; 261 pacientes EGFR
e ALK negativos sem material de bidpsia suficiente para novas andlises e 95 pacientes da
amostra submetida a pesquisa de rearranjo de ROS1 (EGFR e ALK negativos com material de

bidpsia suficiente para novas andlises).

Tabela 4 - Caracteristicas clinico-demograficas dos 477 pacientes com diagnodstico de

adenocarcinoma ou carcinoma adenoescamoso de pulmao. Os grupos foram comparados pelo teste de
Qui-quadrado de Pearson. Comparagdes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

Caracteristica Amostra do Pacientes EGFR+e Pacientes sem Total p
estudo ALK+ material arquival
(N=95) (N=121) (N=261)

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

Nao 43 0 0 43
Estadiamento

IB 8 0 9- 17 0,06
ITA 7 7 16- 30

1IB 12 14 32% 58

A 10* 27 38 75

I11B 20 32 69* 121

v 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
- ndo diferem entre si

Entre os 95 pacientes da amostra submetida a pesquisa de ROS1, observamos um
percentual maior de individuos com idade > 60 anos, estadio IV e com tumores com expressao
PD-L1=0%.

Entre os 121 pacientes EGFR+ e ALK+, observamos mais individuos do sexo feminino,
com idade >60 anos, e com estadio IV.

Jaentre os 261 pacientes sem material de bidpsia para novas analises, verificamos maior
nimero de individuos com idade >60 anos, em estadio IV, e cujo tumor apresentava expressao
de PD-L1 ==0%.

Para as demais varidveis analisadas nao foram observadas diferencas significativas.
A Tabela 5 apresenta as caracteristicas clinico-demograficas 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 ¢ 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 doenca metastatica. As
caracteristicas clinicas e demograficas da populacdo submetida a analise de ROS1 estdao

descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes da amostra analisada para
presenca de expressdo de ROS1 (N=95).

Caracteristica 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%) 447 -64,3
Nao 43 (45,3%) 35,6 - 55,3
Estadiamento

1B 8 (8,4%) 43-15,7
ITA 7 (7,4%) 3,6-144
IIB 12 (12,6%) 7,4 -20,8
1A 10 (10,5%) 5,8—-183
111B 20 (21,1%) 14,1 -30,3
v 38 (40,0%) 30,8 — 50,0

A associacdo entre a expressdo de ROS1 e as caracteristicas demogréaficas, clinicas e
expressdo de PD-L1 sdo apresentadas na tabela 2. Sobre a analise imuno-histoquimica para
ROSI, os valores sao descritos como positivos (# zero) ou negativos (= zero).

Dos 95 pacientes analisados nesta etapa, 10 pacientes (10,5%) apresentaram resultados
positivos para ROS1 por imuno-histoquimica e foram selecionados para analise pelo método
de FISH. Nao se observou associagdo entre sexo, idade, historia de tabagismo ou expressao de

PD-L1 e a expressao de ROS1 avaliada por imuno-histoquimica (Tabela 6).
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Tabela 6 - Associagdo entre expressdo de ROSI1 avaliada por imuno-histoquimica e

caracteristicas clinico-demograficas e expressao de PD-L1 (N=95). Os grupos foram comparados
pelo teste de Qui-quadrado de Pearson. Compara¢des com p<0,05 foram consideradas estatisticamente
significativas.

Caracteristica ROSI1 negativo ROSI1 positivo p
N (%) N (%)
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%)
Nao 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%)

43 ASSOCIACAO ENTRE CARACTERISTICAS CLINICAS,
DEMOGRAFICAS E PATOLOGICAS E PRESENCA DE REARRANJO DO
GENE ROS1 AVALIADO POR FISH

A idade média dos 10 pacientes (10,5%) selecionados para pesquisa de alteragdo de
ROSL1 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 ¢ idade mediana de 70 anos (menor 56 anos; maior
80 anos). A Tabela 7 apresenta a associagdo entre rearranjo ROS1 e caracteristicas clinico-

demograficas, expressao de ROS1 e expressao de PD-L1.
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Tabela 7 - Associagdo entre rearranjo de ROS1 e caracteristicas clinico-demogréficas,

expressao de ROS1 e expressao de PD-L1 (N=10). Os grupos foram comparados pelo teste de Qui-
quadrado de Pearson. Comparagdes com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

Rearranjo de ROS1

Rearranjo de ROS1

Caracteristica presente ausente P
N (%) N (%)
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%)
Nao 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 histolégico *
Adenocarcinoma sélido 0 1 (10,0%)
Adenocarcinoma mucinoso 2 (20,0%) 0
Adenocarcinoma papilar 3 (30,0%) 1 (10,0%)
Adenocarcinoma lepidico 1 (10,0%) 0
Adenocarcinoma acinar 1 (10,0%) 1 (10,0%)

* Nao foi possivel realizar a comparagdo para PD-L1, ROS1 (IHQ) e subtipos de adenocarcinoma devido aos

valores iguais a zero.

A analise pelo método FISH mostrou uma prevaléncia de 7,4% para rearranjos do gene

ROS1.
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5 DISCUSSAO

Observamos um predominio de pacientes do sexo masculino, com idade >60 anos e
estadio IV ao diagnostico na populacao inicial de 477 pacientes com adenocarcinoma de
pulmdo que avaliamos. Esses resultados replicam os achados da literatura, que descreve uma
maior prevaléncia de CPCNP entre pacientes com idade >65 anos (Midthun 2017; ACS 2019)
e diagnosticados em estagios mais avancados da doenca (Pottgen et al. 2007; Howlader et al.
2020). O mesmo foi observado para os 261 pacientes excluidos das andlises finais devido a
indisponibilidade de material arquival de tumor.

Entre os 121 pacientes com tumores EGFR+ ou ALK+ observou-se maior frequéncia de
mulheres, com idade >60 anos com doenga avangada (estadio IV). Os pacientes com tumores
com mutacao 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 frequéncia de casos de
CPCNP com mutagao de EGFR foi de 11,31% e 22,5%, respectivamente. No presente estudo,
o percentual de pacientes com tumores com mutacao no gene EGFR positivo foi semelhante ao
encontrado no estudo de Mascarenhas et al. (2021). De maneira semelhante, a frequéncia de
pacientes com tumores ALK positivos a frequéncia 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 estdo comparados na Tabela 8.

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

AUTOR, DATA N Mutacio de EGFR ALK POSITIVO
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
presenga de rearranjo do gene ROSlrepresentou 26,7% dos 356 pacientes sem mutagdao de
EGFR ou rearranjo de ALK. Resolvemos empregar a estratégia de pré-selecionar a populacdo a

ser testada em vista da limitacdo de recursos e de estudos prévios indicarem que, na auséncia
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de mutacdes EGFR e rearranjos de ALK, existe um enriquecimento de casos com rearranjo do
gene ROS1, facilitando a sua identificacdo (Scheffler et al. 2015; Rossi et al. 2017).
A idade média foi dos 95 pacientes avalidveis para ROS1 foi de 65,10 anos, sendo a maioria do
sexo masculino (52,6%) e tabagistas ou ex-tabagistas (54,7%). A frequéncia de idade ja era
esperada de acordo com a literatura, mas a frequéncia de tabagistas ou ex-tabagistas foi menor
esperado nessa populagdo (Xu et al. 2020; Bergethon et al. 2012; Park et al. 2018).

Quanto ao estadiamento do tumor, a maioria (40,0%) apresentou estadiamento 1V,
corroborando dados da literatura que afirmam que o CPCNP geralmente ¢ diagnosticado em
estagios avangados (Pottgen et al. 2007; Midthun 2017; ACS 2019).

A expressdo de PD-L1 >50% foi identificada em 29,5% dos pacientes com CPCNP sem
muta¢do de EGFR ou rearranjo de ALK, sendo que 27,4% dos pacientes com PD-L1 >50% eram
ROSI negativos e 2,1% eram ROSI1 positivos.

No estudo realizado por Lee et al. (2019), demonstrou-se que a alta expressao de PD-
L1 frequentemente se sobrepde ao rearranjo de ROS1 (35,7%), enquanto se correlaciona
negativamente com mutacoes do gene EGFR. Apesar disso, esses tumores sdo invariavelmente
ndo responsivos a terapia com inibidores de checkpoint imune (Drilon et al. 2016). Haviamos
programado inicialmente realizar também uma avaliacdo do infiltrado imune nesses tumores
para uma melhor caracterizagdo do microambiente tumoral, entretanto, em vista de limitagdes
de recursos, tais analises ndo foram realizadas.

Na analise imuno-histoquimica para ROSI, 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 analise imuno-histoquimica como um importante
instrumento de triagem para a sele¢ao de pacientes para analise pelo método de FISH. O ponto
de corte sugerido por Conde et al. (2019) para selecdo de casos para realizagdo de FISH ¢ de
expressdo de ROS1 em >70% das células do tumor. Nesta pesquisa, 3 (42,9%) pacientes que
apresentaram resultados, na analise imuno-histoquimica, de expressao 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 analise imuno-histoquimica como
ROST1 positivo (independente da intensidade) deveriam ser encaminhados para andlise pelo
método de FISH (Bubendorf et al. 2016; Ginestet et al. 2018).

Nao se observou associagao entre sexo, idade, historico de tabagismo, expressao PD-L1
ou subtipos de adenocarcinoma com a expressao de ROS1 por imuno-histoquimica.

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

de FISH. Esta prevaléncia ¢ 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 populacdes caucasianas, os valores encontrados para rearranjos de
ROS1 variaram de 1,7% a 2,5%. Na populacao asiatica, os valores variaram de 1,59% a 2,59%
(Rimkunas et al. 2012; Zeng et al. 2018; Zhang et al. 2019); ja no estudo realizado por Xu et
al. (2020), a prevaléncia encontrada para rearranjos de ROS1, em pacientes chineses com
CPCNP, foi de 4,17% (72/1726). Estudos realizados na india, que utilizaram andlise pelo
método FISH, demonstraram prevaléncia 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
etal. (2021) com uma coorte brasileira, sem pré-selecao da amostra, utilizando NGS, descreveu
uma prevaléncia de 2,2% de rearranjos do gene ROS1 em adenocarcinoma de pulmao.

Uma possivel explicagdo para os resultados deste estudo ¢ a pré-selecao com a exclusio
de tumores EGFR negativos e ALK negativos, aumentando as chances de se encontrar
resultados positivos para rearranjos do gene ROS1, ja que essas alteracdes sao mutuamente
exclusivas. Varios estudos encontraram frequéncias semelhantes em populagdes selecionadas.
No estudo realizado por Mescam-Mancini et al. (2014), em uma populacido caucasiana com
amostra pré-selecionada EGFR e ALK negativos, a prevaléncia de rearranjos ROS1 por FISH
foi de 7,4%. O estudo realizado por Kim et al. (2013) encontrou uma frequéncia de 5,7% (6/105)
entre pacientes EGFR/KRAS/ALK-negativos e concluiu que a frequéncia de rearranjos de ROS1
em pacientes pré-selecionados € superior a frequéncia encontrada em pacientes nao
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 incluiram apenas casos sem mutagao
do gene EGFR ou rearranjo do gene ALK. No estudo realizado por Xu et al. (2020), em
pacientes com CPCNP negativos para mutacado 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 mutacio EGFR ou rearranjos ALK,

encontrou uma prevaléncia de 4,1% para rearranjos de ROS1 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Frequéncia de rearranjos ROS1 em tumores de pacientes com CPCNP descrita em
diversas coortes previamente selecionadas de mutacdo no gene EGFR, rearranjo de ALK ou
mutag¢do de KRAS e em uma coorte brasileira ndo pré-selecionada para comparagao.

AUTOR, COORTE N PRE-SELECAO FREQUENCIA CARAC’[‘ERiSTICAS
DATA DA AMOSTRA DE REARRANJOS CLINICAS

ROS1

Kim et al. Coreana 105 Triplo-negativo 5,7% Adenocarcinoma; nao
2013 (EGFR; KRAS; fumantes.
ALK)
Mescam- Francesa 121 Triplo-negativo 7,4% Estagios Avangados;
Mancini et al. (EGFR; KRAS; fumantes leves ou nao
2014 ALK) fumantes.
Xu et al. 2020 Chinesa 589 Duplo-negativo 9,51% Mulheres jovens; nunca
(EGFR; ALK) fumantes e estagio
avancado.
Mascarenhas  Brasileira 513 Nao selecionada 2.2% Homens, idade média 64
et al. 2021 anos.

Observamos entre os pacientes com rearranjo ROS1 uma maior frequéncia de homens
(57,1%), com 60 anos ou mais (85,7%), ndo-tabagistas (57,1%), e de tumores com expressao
PD-L1 igual a zero (42,9%). Destes, 28,6% apresentavam diagndstico histologico de
adenocarcinoma mucinoso, 42,9%, de adenocarcinoma papilar, 14,3%, de adenocarcinoma
lepidico, e 14,3%, de adenocarcinoma acinar, entretanto ndo conseguimos avaliar se ha
diferenga na distribui¢do em decorréncia do numero de casos. Observamos um numero
semelhantes de individuos tabagistas/ex-tabagistas e ndo tabagistas entre os pacientes com
rearranjos de ROS1, contrariando o que ¢ classicamente descrito, de que os rearranjos de ROS1
sdo mais comumente encontrados em pacientes que nunca fumaram ou com histoérico de
tabagismo leve (Shaw et al. 2014). Interessantemente também, 2 de 7 pacientes com rearranjo
do gene ROS1 apresentaram expressdo de PD-L1 acima de 50%, correspondendo a uma
frequéncia de alto-expressores de PD-L1 nesse subgrupo de semelhante aquela descrita em
populacdes ndo selecionadas de CPCNP nao-escamoso (Jiang et al. 2017).

Os dados encontrados nesta pesquisa sdo importantes para aumentar a compreensao
sobre a biologia tumoral em pacientes com CPCNP por meio da avaliagdo dos biomarcadores
ROS1 e PD-L1 na coorte brasileira analisada. Com implica¢do direta na pratica clinica,

sugerindo de que todos os pacientes identificados como ROSI1 positivo na andlise imuno-
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histoquimica devem ser submetidos a avaliacdo pelo método de FISH ou NGS para
identificacdo de rearranjos de ROS1 para o manejo terapéutico adequado.

Uma das maiores dificuldades encontradas para a realizacdo deste estudo foi a
disponibilidade de material de bidpsia dos pacientes diagnosticados com CPCNP adequado para
realizagdo de novas andlises, esse problema também foi descrito no estudo realizado por Lim
et al. (2017). Devido ao pequeno tamanho das bidpsias e dos multiplos testes realizados tanto
para classificagdo histoldgica quanto para avaliacdo molecular, ndo ¢ infrequente haver
esgotamento da amostra nos blocos de parafina.

Uma possivel solugdo para a escassez de material para novas andlises seria a adog¢ao da
biopsia liquida (Rolfo et al. 2018), que pode ser considerada no momento do diagndstico inicial
em todos os pacientes que necessitam de um perfil tumoral molecular, mas ¢ particularmente
recomendada quando o tecido tumoral ¢ escasso, ndo esta disponivel, ou quando € esperado um
atraso significativo potencialmente superior a duas semanas na obten¢do do tecido tumoral.
Outra solugdo ¢ montar-se um fluxo entre o radiologista intervencionista ¢ o servico de
anatomia patologica, de forma que se colham multiplas amostras do tumor (3 a 5 amostras ¢ o
ideal), que tais amostras sejam embocadas separadamente, sejam realizados poucos cortes para
imuno-histoquimica diagndstica e pesquisa de PD-L1 (3 a 4 cortes apenas), e sistematicamente
jé se separem cortes ndo corados para analise de alteracdes genomicas somaticas, empregando

preferencialmente NGS, o que resulta na economia de material da biopsia.
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6 CONCLUSAO

A amostra de 95 pacientes com CPCNP analisada quanto a presenca de rearranjo de
ROS1 caracterizou-se por ter um discreto predominio de homens tabagistas ou ex-tabagistas,
com mediana de idade de 65 anos, € com doenca metastitica ao diagnostico.

Expressao de PD-L1 >50% foi observada em 29,5% dos casos analisados. A expressao
de PD-L1 >50% foi observada em 28,6% (2/7) dos casos com rearranjo de ROS1.

Quanto a expressdo de ROS1 por imuno-histoquimica, 10,5% dos pacientes analisados
apresentaram resultados positivos. Nao se observou associacao entre sexo, idade, historico de
tabagismo ou expressao PD-L1 e a expressao de ROS1 por imuno-histoquimica. Estes pacientes
foram submetidos a analise de rearranjo do gene ROS1 pelo método de FISH e 7 (7,4%)
apresentaram resultados positivos.

Esse valor ¢ superior ao encontrado na literatura com populacdes ndo selecionadas,
contudo, em populagdes pré-selecionadas para mutacdes EGFR e rearranjos de ALK, a
prevaléncia de rearranjos ROS1 apresenta resultados semelhantes.

Os resultados desta pesquisa sugerem que todos os pacientes identificados como ROS1
positivo na analise imuno-histoquimica devem ser submetidos a avaliagdo por um método

complementar (FISH ou NGS) para identifica¢do de rearranjos de ROS1.
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Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Titulo do estudo PREVALENCIA DO REARRANJO DO GENE ROS1 EM CARCINOMA DE PULMAO DE CELULAS NAO
PEQUENAS NAO ESCAMOSO, EGFR E ALK NEGATIVO: ANALISE DE UMA COORTE BRASILEIRA

Investigador: Pedro A, Cabral Filho
Enderego do Centro de Estudo:

Ndmero do telefone:

INTRODUGAO

Vocé foi convidado a participar deste estudo porque tem um cincer de pulmfic em investigacdo. Para iniciar sua
participagao nds pedimos que vocé fornega uma amostra de tumor e permita que um laboratério realize testes nela.
Essa amostra pode ser de arquivo de tumor, que foi coletada antes da sua participagdo neste estudo, ou uma amostra
de bidpsia de tumor fresca, coletada especificamente para este estudo. Leve o tempo que precisar para ler este termo e
para fazer todas as perguntas que vocé julgue necessarias antes de decidir se vecé auer paricipar Este termo de
consentimento pode conter palavras que vocé ndo compreende; pega ao médico ou @ equipe do estudo para explicar
quaisquer palavras ou informagdes que vocé ndo compreender claramente. Este documento complementa as
informagdes verbais que vocé recebeu do médico do estudo ou do seu designado. Vocé pode conversar sobre sua
decisdo com seus amigos, sua familia e seu médico particular. Uma vez que vocé entender o estudo e as outras opgdes
disponiveis, e desejar participar, sera solicitado que vocé assine este termo. Vocé ndo deve assinar este termo se tiver
quaisquer dividas que néo foram esclarecidas.

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido vocé esta concordando com a sua participagio no presente
estudo {fornecimento da amostra do tumor para testes). Os resultados da andlise da amosira serfo fornecidos aos
pacientes e também as instituicdes envolvidas; e serdio utilizados no presente estudo da seguinte forma: sera realizada
uma andlise descritiva da amostra, e os resultados serdo apresentados em numeros absolutos e porcentagens,
representados por gréficos e tabelas e discutidos a partir de uma comparag&o com a revisao de literatura relacionada ao
tema. A associac8o entre as varidveis de interesse e varidveis clinico-patoldgicas e demogréaficas sera estabelecida
pelo método exato de Fisher e considerada estatisticamente significativa quando p menor que 0,05. O projeto
obedecera aos preceitos éticos do Conselho Nacional de Satide (CNS), incluidos na resolugdo n. 466/2012 (autonomia,
beneficéncia, ndo maleficéneia, justica e equidade). Sera submetida ao Comité de Etica e Pesquisa da instituigio & os
dados serdo coletados apos liberagao do Parecer Consubstanciado, aprovado.

Caso vocé escolha participar deste esludo, vocé e o médico do estudo (ou seu designado) irdo rubricar fodas as
paginas do documento e assinar duas vias deste termo de consentimento livre e esclarecido — uma seré fornecida a
vocé e a outra ficard com o médico do estudo.

OBJETIVO DO ESTUDO

Avaliar a prevaléncia do rearranjo do ROS1 em pacientes com CPCNP n&o escamoso em uma coorte brasileira, no Sul
do pais.

O motivo que nos leva a propor este estudo é identificar pacientes com cancer de pulméo de ndo pequenas células
(CPCNP) ROST positivo, uma vez que néo existe atualmente um estudo similar sendo realizado no Brasil,

RESUMO DO ESTUDO

DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS: A sua participacio neste estudo pode gerar algum tipo de desconforto
quanto a angustia relacionada ao fornecimento do material biolégico (biépsias do pulmaoc) para andlise que esta sujeita
aos seguintes riscos potenciais: uso da amostra para novas pesquisas sem autorizagdo do sujeito; estigmatizagdo a
partir da divulgagdo dos resultados; descarte inadequado do material; invasdo de privacidade; divulgagdo de dados
confidenciais. Confudo, o pesquisador deste estudo se compromete a: usar a amostra somente para fins deste estudo
académico, com a devida autorizagao dos pacienies por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
nao identificar as clinicas individualmente ou seus pacientes de modo a manter o sigilo das informacdes e a privacidade
dos pacientes; descartar os materiais biclogicos adequadamente de acordo com as normas da ANVISA; ndo divulgar, a
qualquer tempo, dados confidenciais das clinicas ou de seus pacientes. Os beneficios .esperados estio relacionados a
identificagdo dos pacientes com CPCNP ROS1 positivo, que permitira estimar a prevaléncia desta patelogia no sul do
pais e ampliar as possibilidades de novos tratamentos para esses pacientes.

Rubrica do participante/testemunha: Rubrica do pesquisador:
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FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: o paciente podera ter acesso aos resultados das andlises
realizadas com sua bidpsia de pulméo, e o pesquisador se compromete a prestar quaisquer esclarecimentos sobre os
resultados e as possibilidades de tratamento. Ap6s o término da pesquisa os pacientes serdo informados e poderéo ter
acesso aos resultados.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO: Vocé podera solicitar
esclarecimento sobre a pesquisa em qualquer etapa do estudo. Vocé € livre para recusar-se a parlicipar, retirar seu
consentimento ou interromper a participagdo na pesquisa a qualquer momento, seja por motivo de constrangimento efou
outros motivos. A sua participagdo & voluntéria e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda
de beneficios. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados das anélises
das biopsias de pulméo serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a
sua pariicipag@o nao sera liberado sem a sua permissé@o. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicagdo que
possa resultar deste estudo. Este consentimento esta impresso e deve ser assinado em duas vias, uma sera fornecida a
vocé e a outra ficaré com o pesquisador responséavel. Se houver mais de uma pégina, tanto o pesquisador quanto o
participante devem rubricar todas as paginas. O pesquisador estd disponivel, a qualquer tempo, para os
esclarecimentos das dlvidas dos pacientes que concordaram em participar da pesquisa por meio do telefone
apresentado na primeira pagina deste termo.

E SE NOVAS INFORMAGOES RELEVANTES FOREM DISPONIBILIZADAS?
QO meédico do estudo informara a vocé, assim que possivel, sobre quaisquer informagbes descobertas durante o
desenvolvimente do estudo que possam fazer com que vocé mude de ideia sobre participar do estudo.

CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade e o sigilo de seus dados e registros de salde relacionados serdo garantidos de acordo com a
legislagdo em vigor no Brasil. As informagbes sobre a sua salde coletadas no escopo deste Estudo serdo usadas pelos
pesquisadores, pelo patrocinador e pelo investigador e/ou pelos individuos envolvidos na pesquisa em seus papéis
especificos, tais como auditores e associados da pesquisa clinica do patrocinador, obedecendo aos critérios de sigilo e
confidencialidade em pesquisa clinica. Suas informagbes pessoais serdo mantidas anénimas pelo seu médico ou equipe
do esludo, para assegurar que o sigilo e a confidencialidade sejam mantidos. Isso significa que os dados néo conterdo
suas informagdes de identificagdo e serdo reconhecidos unicamente por meio de um codigo. A ligagao entre o codigo e
suas informagdes pessoais sera mantida no centro clinice & ndo sera compartilhada com ¢ patrocinador ou com os seus
representantes. O patrocinador protegera suas informagbes pesscais, & seu nome nado aparecera em nenhum
formulario, relatério, publicag&o ou divulgacgéo futura fora da metodologia clinica e dos critérios deste Estudo. Caso vocé
se retire do estudo, suas informagdes néo serdo mais compiladas. As informagdes j& coletadas serdo utilizadas em
conformidade com os fins da pesquisa e tratadas como sigilosas e confidenciais.

CUSTOS DA PARTICIPAGAO, RESSARCIMENTO E INDENIZAGAO: A participagéo no estudo, ndo acarretara custos
para vocé. A sua participagdo nesta pesquisa & voluntdria. Viocé terd a garantia do seu direito de indenizagéo e
ressarcimento, quando apropriado e nos termos da lei. A participag@o no estudo no implicarda em nova coleta de
material biolégico, apenas na andlise daquele material j& coletado pela clinica. Os custos das analises utilizadas para a
presente pesquisa serao financiados pelo pesquisador.

EU SEREI PAGO PARA PELA PARTICIPAGAO NO ESTUDO?
Vocé ndo receberéd qualquer pagamento por participar deste estudo.

QUEM REVISOU O ESTUDO?

Este esludo foi revisado e aprovado por um comité de ética no Brasil.
O CEP & um comité formado por integrantes médicos / cientificos e nfo cientificos, cuja responsabilidade & garantir a
protecdo de direitos, da seguran¢a e do bem-estar dos participantes envolvidos em estudos clinicos. O CEP aprova o
estudo e monitora sua condugéo.

Se vocé precisar de mais informagdes sobre seus direitos como participante do estudo e tiver quaisquer perguntas
relacionadas & ética no estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica (CEP) da instituico:

Conselhe de Etica e Pesquisa da Universidade do Vale do ltajaf — UNIVALI — Santa Catarina

Rua Uruguai 402/29998, Centro, ltajal — SC; CEP: 88302-202

Telefones: (47)3341-7738; e-mail: etica@univali.br

Vocé também pode entrar em contato com a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), se ainda tiver
qualquer consideragédo ou duvida sobre a ética no estudo ou sobre seus direitos como participante de pesquisa, pelo
telefone (61) 3315 — 5878, das 08h as 18h, ou pelo e-mail conep@saude.gov.br. A CONEP esta diretamente
relacionada ao Conselho Nacional de Salide e € um comité estabelecido para proteger os direitos dos participantes de
pesquisa.

Rubrica do participante/testemunha: Rubrica do pesquisador:
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OQUTRAS INFORMAGOES E DETALHES DE CONTATO

O investigador/médico responséavel pelos procedimentos do pelo estudo é o Dr. Pedro A. Cabral Filho, telefone: (47)
9977-0706.

Se vocé precisar saber mais sobre os procedimentos antes de decidir participar, ou a qualquer outro momento, vocé
pode entrar em contato com ele pelo seguinte telefone: (47) 9977-0706.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO DO PARTICIPANTE

Eu li este documento, e seu contetido foi explicado para mim. Entendo o objetivo desses procedimentos como parte do
estudo e o que acontecerd comigo. Eu fornego voluntariamente meu consentimento para que andlises moleculares
especificas sejam realizadas na minha amostra de arquivo de tumor para os objetivos deste estudo, conforme foi
descrito para mim neste documente. Entendo que assinarei 2 vias e que 1 via sera fornecida para mim.

Assinatura do participante Data Nome completo do participante em letra de forma

Assinatura da testemunha Data Nome completo da testemunha em letra de forma

DECLARAGAO DO PESQUISADOR

Eu, o signatério, certifico que, no melhor de meu conhecimento, o participante que assina esle termo de consentimento
recebeu uma explicagdo completa e cuidadosa sobre o estudo e entende claramente a natureza, os riscos e os
beneficios da participa¢do neste estudo.

Eu expliquei o estudo ao participante e esclareci todas as suas duvidas. Eu estou em conformidade com a Resolugdo
466/12 do CNS s exigéncias brasileiras.

< 15 ou 21 740 Al /)%ml rp/ma

Assinatura do Pesquisador Data Nome completo do pesqmsador em letra de f o a

Rubrica do participante/testemunha: Rubrica do pesquisador:
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