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RESUMO

Andrade, Débora Souza. Titulo: Identificacdo das mutacdes nos genes EGFR, KRAS, BRAF
e NRAS em biopsia liquida representada pelo escarro e sua correlagdo com espécimes
tumorais em pacientes com CPNPC. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio Prudente;
2021.

Introducdo: O Céancer de Pulmao (CP) é uma patologia de grande incidéncia e mortalidade no
Brasil e no mundo. O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou que em 2020 30.200 mil
pacientes teriam CP no pais, sendo 17.760 homens e 12.440 mulheres. Em 2019 cerca de 16.733
homens morreram, comparado com 12.631 ¢bitos em mulheres. Com indices elevados de
incidéncia da doenca, notou-se a necessidade de desenvolvimento de metodos néo invasivos
para o diagnostico dos pacientes, visando principalmente o conforto destes. Com isto, surge a
bidpsia liquida, incluindo o escarro, como potencial candidato a alternativa ndo invasiva de
diagndstico do CP e das mutacGes drivers. Objetivos: Investigar a presenca de DNA tumoral
no escarro como uma alternativa de diagndstico e monitoramento em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar. Correlacionar os niveis de deteccdo das mutagdes nos genes EGFR,
KRAS, BRAF e NRAS encontradas no escarro, com resultados de bidpsia tecidual (BT) e plasma.
Comparar a deteccdo das mutacGes ativadoras em escarro, através dos métodos de NGS e
ddPCR. Métodos: Foram recrutados pacientes virgens de tratamento, no momento do
diagnostico, ap6s a assinatura do TCLE. Na disponibilidade de escarro de maneira espontanea,
as coletas eram realizadas utilizando um frasco contendo uma solucéo preservante (solucéo de
saccomano). Na auséncia de producdo natural, o paciente era submetido a coleta induzida,
utilizando um nebulizador ultrassénico com uma solucdo salinica hipertdnica a 7%. As
amostras foram processadas no Biobanco da Instituicdo, para extracdo de DNA. Para anélise da
amostra fgoram utilizadas as técnicas de NGS e ddPCR para identificacdo da presenca das
mutacoes em EGFR, KRAS, BRAF e NRAS em pacientes com CPNPC. Atraves do método de
NGS, 14 genes foram rastreados, com a utilizagdo de um painel customizado. Para a analise de
ddPCR, sondas das muta¢Oes mais frequentes em EGFR e KRAS (EGFR L858R, EGFR T790M,
KRAS G12C e KRAS G12D) foram empregadas. Os dados gerados do escarro em ambos os
métodos foram correlacionados com os resultados da BT e do plasma, atraves da correlacéo

linear e sobrevida pelo método de Kaplan-Meyer. Resultados: Das 42 amostras testadas



previamente por bidpsia tecidual, 27 possuiam mutacdo e 15 eram wild type. Entre 0s 27 casos
mutados na BT, 13 foram positivos para mutacao driver em escarro através do NGS, sendo 4
em KRAS e 8 em EGFR, tendo uma concordéncia de 48,15% comparado a BT. De 15 casos
wild type no tecido, 3 deles tinham uma mutacdo no escarro. As maiores VAFs foram
encontradas em pacientes com coleta espontanea de escarro, em sua maior parte com estagio
IV. Contudo, ndo houve correlacdo linear positiva ao comparar os resultados encontrados por
NGS no escarro, com os resultados de BT. Com o método de ddPCR, de 17 casos positivos no
tecido, identificamos 7 mutacdes no escarro, sendo 4 em EGFR e 3 em KRAS, com uma
concordancia de 41,17% com o tecido. Comparando os métodos de NGS e ddPCR em escarro,
obtivemos uma correspondéncia de 57,17%. O NGS identificou 6 mutacfes em 7 casos
analisados (85,7%), a ddPCR identificou 5 mutacbes (71,4%). Obtivemos uma associa¢do
linear positiva entre escarro analisado por NGS e escarro analisado por ddPCR (r=0,998 e
p=0,0001). N&o houve diferenca estatisticamente significante entre EC 11, Ill e IV (p=0,959,
log rank), e em relagéo ao regime terapéutico entre pacientes que receberam QT convencional,
imunoterapia+QT e terapia alvo (p=0,828, log rank). Na comparacdo entre pacientes sem
mutacdo, e com mutacdo em EGFR, ndo houve diferenca significante (p=0,141, log rank), assim
como pacientes sem mutacdo e com mutagdo em KRAS (p=0,959, log rank). Concluséo: De
acordo com os dados apresentados, pudemos verificar que a presenca de mutacoes drivers no
escarro detectadas através dos métodos de NGS e ddPCR possui uma boa correlagdo com o
perfil gendbmico observado nas biopsias teciduais (48.15% e 41,17% respectivamente),
especialmente em pacientes com tumores localmente centrais, e com alta carga tumoral. Em
relacdo a comparacdo entre os métodos, este estudo demonstrou alta sensibilidade e
concordancia quantitativa de NGS no escarro baseado em amplicons quando comparado com
ddPCR para detectar mutacGes ativadoras em EGFR e KRAS, e a de resisténcia em EGFR. Por
fim, ambos os métodos foram efetivos para este tipo de abordagem especifica utilizando
CtDNA.

Palavras-chaves: Neoplasia pulmonar, mutagdes drivers, biomarcadores, biopsia liquida,

adenocarcinoma, escarro, ddPCR, NGS.



ABSTRACT

Andrade, Débora Souza. Title: Identification of mutations in EGFR, KRAS, BRAF and
NRAS genes in liquid biopsy represented by sputum and its correlation with tumor
specimens in patients with NSCLC. [Dissertation]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio Prudente;
2021.

Introduction: Lung cancer (LC) is a pathology of high incidence and mortality in Brazil and
worldwide. The National Cancer Institute (INCA) estimated that in 2020 30,200,000 patients
would have PC in the country, with 17,760 men and 12,440 women. In 2019 about 16,733 men
died, compared to 12,631 deaths in women. With high incidence rates of the disease, it was
noted the need for the development of non-invasive methods for the diagnosis of patients,
aiming mainly at their comfort. With this, liquid biopsy, including sputum, emerged as a
potential candidate for a noninvasive alternative for the diagnosis of LC and driver mutations.
Objectives: To investigate the presence of tumor DNA in sputum as a diagnostic and
monitoring alternative in patients with lung adenocarcinoma. To correlate the detection levels
of mutations in EGFR, KRAS, BRAF and NRAS genes found in sputum, with tissue biopsy (TB)
and plasma results. To compare the detection of activating mutations in sputum by NGS and
ddPCR methods. Methods: Treatment virgin patients were recruited at the time of diagnosis,
after signing the ICF. When spontaneous sputum was available, collections were performed
using a vial containing a preservative solution (saccomane solution). In the absence of natural
production, the patient underwent induced collection using an ultrasonic nebulizer with a 7%
hypertonic saline solution. The samples were processed at the Biobanco of the institution for
DNA extraction. For sample analysis, NGS and ddPCR techniques were used to identify the
presence of EGFR, KRAS, BRAF and NRAS mutations in patients with NSCLC. Using the NGS
method, 14 genes were screened, with the use of a customized panel. For ddPCR analysis,
probes of the most frequent mutations in EGFR and KRAS (EGFR L858R, EGFR T790M,
KRAS G12C and KRAS G12D) were employed. The generated sputum data in both methods
were correlated with TB and plasma results by linear correlation and survival by the Kaplan-
Meyer method. Results: Of the 42 samples previously tested by tissue biopsy, 27 had a
mutation and 15 were wild type. Among the 27 mutated cases in TB, 13 were positive for driver
mutation in sputum by NGS, being 4 in KRAS and 8 in EGFR, having a concordance of 48.15%
compared to TB. Of 15 wild type cases in tissue, 3 of them had a mutation in sputum. The



highest VAFs were found in patients with spontaneous sputum collection, mostly with stage
IV. However, there was no positive linear correlation when comparing the results found by
NGS in sputum, with the TB results. With the ddPCR method, of 17 positive cases in the tissue,
we identified 7 mutations in the sputum, 4 in EGFR and 3 in KRAS, with a 41.17% agreement
with the tissue. Comparing NGS and ddPCR methods in sputum, we obtained a 57.17% match.
NGS identified 6 mutations in 7 cases analyzed (85.7%), ddPCR identified 5 mutations
(71.4%). We obtained a positive linear association between sputum analyzed by NGS and
sputum analyzed by ddPCR (r=0.998 and p=0.0001). There was no statistically significant
difference between CE I, Il and IV (p=0.959, log rank), and regarding the therapeutic regimen
between patients receiving conventional QT, immunotherapy+QT and targeted therapy
(p=0.828, log rank). In the comparison between patients without mutation, and with mutation
in EGFR, there was no significant difference (p=0.141, log rank), as well as patients without
mutation and with mutation in KRAS (p=0.959, log rank). Conclusion: According to the data
presented, we could verify that the presence of driver mutations in sputum detected by NGS
and ddPCR methods has a good correlation with the genomic profile observed in tissue biopsies
(48.15% and 41.17% respectively), especially in patients with locally central tumors, and with
high tumor burden. Regarding the comparison between the methods, this study demonstrated
high sensitivity and quantitative agreement of NGS in sputum based amplicons when compared
with ddPCR to detect activating mutations in EGFR and KRAS, and that of resistance in EGFR.
Finally, both methods were effective for this type of specific approach using ctDNA.

Key words: lung neoplasia, driver mutations, biomarkers, liquid biopsy, adenocarcinoma,
sputum, ddPCR and NGS.
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1.1ENUNCIADO DO PROBLEMA

O cancer de pulméo (CP) é tido como um dos maiores desafios da oncologia por ser a
neoplasia mais letal no mundo. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou que
no ano de 2020, 30.200 mil pacientes tiveram CP no pais. Destes, 17.760 novos casos
ocorreriam em homens e 12.440 em mulheres. Em relacdo a mortalidade, o0 nimero de mortes
na populacdo masculina em 2019 foi de 16.733 homens e 12.621 mortes em mulheres.>?> O CP
é ocasionado por exposi¢do a poluicdo do ar, radiacdo ionizante, agentes carcinogénicos e
também esté associado a fatores econdmicos. Apesar disto, o tabaco € o maior agente causador
da patologia, correspondendo a 85-90% dos casos.®> Ao decorrer dos anos houve uma reducéo
de incidéncia e prevaléncia do tabagismo principalmente nos paises mais desenvolvidos, porém,
0 consumo de tabaco e produtos semelhantes aumentou entre a populagio mais jovem. 4>678

No Brasil, houve a criagdo e desenvolvimento de programas que visam o controle do
uso do tabaco, assim como a prevencao do tabagismo em adultos e jovens menores de idade
através de acdes de comunicacdo e atencdo a salde no pais como o Programa Nacional de
Combate ao Fumo no Brasil, que vem sendo associado a diminuicdo das taxas de incidéncia e
mortalidade pelo CP. °° Levantamentos mais recentes indicam que os subtipos histoldgicos de
CP também sofreram alterac6es na populacdo mundial. TSUKAZAN MTR et al., realizou um
estudo no ano de 2017, onde identificou um aumento na incidéncia do subtipo histolégico de
adenocarcinoma (AD), e diminui¢do do carcinoma de células escamosas (CEC) na populacao
brasileira. Esta informacdo gerou a hipotese de correlacdo entre aumento de AD e venda de

tabaco com filtro, demonstrando semelhanga com o perfil mundial de CP. 11121314

1.2ESTADIAMENTO E TRATAMENTO DO CANCER DE PULMAO

Para a grande parte dos autores, as excepcionais taxas de morbidade e mortalidade
associadas a doenca devem-se aos seguintes fatores prognosticos: Karnofsky Performance
Status (KPS), estadiamento, tipo histoldgico, sexo, etnia, idade e estado nutricional.®® No
entanto, mesmo sob o controle de tais fatores progndsticos, aproximadamente 40% dos
pacientes com , o carcinoma pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC) apresentam-se com
doenca estabelecida e avangada e ndo obstante os avangos no tratamento multidisciplinar, a taxa

de sobrevida global em 5 anos permanece entre 8-10%.°



Para definicdo de estadiamento utiliza-se a atualizacdo do sistema TNM 8?2 Edicdo,
demonstrada na Tabela 1, que tem como objetivo planejar o tratamento, avaliar o prognéstico
do paciente, analise de resposta de tratamento, padronizacéo das informagdes para a equipe e

auxiliar na pesquisa das neoplasias.!1819.2021.22.23

T (Primary Tumor) Label
TO No primary tumor
L). /A Carcinoma in situ (Squamous or Adenocarcinoma) _ Tis
Tl Tumor <3 cm,
Tla(mi) Minimally Invasive Adenocarcinoma Tlami
Tla Superficial spreading tumor in central airways® Tlass
Tla Tumor £1 cm Tla=i
T1b Tumor >1 but <2 cm Tib =12
Tle Tumor =2 but <3 cm Tlc=>23
T2 Tumor >3 but <5 cm or tumor involving:
visceral pleura®, T2 vise i
main bronchus (not carina), atelectasis to hilum” T2 Centr
T2a Tumor >3 but €4 cm T2a >3-4
T TOORPABMSSEN e i vnn T2b>es
T3 Tumor =5 but £7 ¢cm T3 =57
or invading chest wall, pericardium, phrenic nerve T3 tav
or separate tumor nodule(s) in the same lobe T3 satelt
T4 Tumor =7 cm T4>7
or tumor invading: mediastinum, diaphragm, T4 inv

heart, great vessels, recurrent laryngeal nerve,
carina, trachea, esophagus, spine;

or tumor nodule(s) in a different ipsilateral lobe T4 ipsi Nod
N (Regional Lymph Nodes)
NO No regional node metastasis
NI Metastasis in ipsilateral pulmonary or hilar nodes
N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal/subcarinal nodes
N3 Metastasis in contralateral mediastinal/hilar, or

supraclavicular nodes

M (Distant Metastasis)

MO No distant metastasis
Mla Malignant pleural/pericardial effusion” M 1a pi Dissem
or pleural /pericardial nodules
or separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe; M 1a Contr Nowt
Mlb Single extrathoracic metastasis M Db Singte
Mlc Multiple extrathoracic metastases (1 or >1 organ) M ¢ Muiu

TX, NX: T or N status not able to be assessed

* Superficial spreading tumor of any size but confined to the tracheal or bronchial wall

® such tumors are classified as T2a if >3<4 cm, T2b if >4<5 cm.

“ Pleural effusions are excluded that are cytologically negative, non-bloody, transudative, and clinically judged not
to be due to cancer.

Fonte: Frank et al., 2017
Tabela 1. Definicédo e descricdo do TNM 8?2 Edicao



1.3METODOS DIAGNOSTICOS DO CANCER DE PULMAO

Para auxilio do diagndstico do CP, o corpo clinico possui duas ferramentas importantes:
radiografias e as tomografias computadorizadas (TC). A utilizagdo das radiografias apresenta
efetividade quando sdo realizadas em pacientes de grupos de risco (tabagistas, portadores de
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e etc.). Entretanto, demonstra baixa efetividade
ao serem realizadas em grupos randomizados.?* Os avangos na técnica de TC, que consegue
realizar imagens em alta definicdo com baixas doses de radiagcdo (LDCT), tém tornado possivel
a deteccdo de nodulos ndo visiveis nas radiografias de torax, tornando essa uma ferramenta
importante no rastreamento do CP. Um estudo realizado pelo The National Lung Screening
Trial Research Team (2011) demonstrou que o rastreamento realizado através da LDTC
ocasionou uma melhora na sobrevida dos pacientes acometidos pela doenca quando comparado
com 0s casos em que o rastreamento foi realizado por radiografia.?#?2627  Em relagio aos
métodos diagnosticos para a deteccdo do CP, podemos destacar a toracocentese, a biopsia de
linfonodos, a broncoscopia e bidpsia por agulha transcutanea. Ha urgéncia no desenvolvimento
de novos métodos diagnosticos ndo invasivos para maior conforto e diminuir a mortalidade por
este tipo de neoplasia. Em meio a este cenario, diversos grupos de pesquisa tém trabalhado
incessantemente na procura de marcadores moleculares e imuno-histoquimicos, e no
desenvolvimento de novas técnicas que possam auxiliar no diagnostico, progndéstico e
tratamento dos diversos tipos de canceres e principalmente do CP.2>2:2

Atualmente, os pesquisadores estdo focados na descoberta de marcadores moleculares
em biopsias liquidas, seja no sangue, no escarro ou nos lavados brénquicos para a deteccao
precoce do CP. Porém, até o momento, nenhum grupo de pesquisa obteve sucesso na

padronizacdo desses marcadores em larga escala na pratica clinica.

1.4 TIPOS HISTOLOGICOS DO CANCER DE PULMAO

O CP é classificado em dois principais grupos, o carcinoma pulmonar de ndo pequenas
células (CPNPC) que corresponde a 85% de todos 0s casos de cancer, e o cancer de pulméo de
Pequenas Células (CPPC) que acomete entre 13-15% dos pacientes. O CPNPC ¢ classificado
de acordo com a WHO em trés principais subtipos histoldgicos: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas e o carcinoma de células grandes. Até a década de 1990, o principal tipo



histolégico no CP foi o carcinoma de células escamosas (CEC), principalmente nos homens.
30,31

O adenocarcinoma representa o tipo histologico de cancer de pulmao mais comum em
ambos 0s sexos, ndo fumantes, e surge a partir de células alveolares localizadas no epitélio das
vias aéreas e tende a expressar marcadores imunohistoquimicos, como TTF-1 e napsina A.

De acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), os padroes
histologicos do adenocarcinoma mais comuns séo o acinar, o solido, o papilar, o micropapilar
e 0 mucinoso.3>%

Esse tipo histoldgico, manifesta-se, frequentemente, na forma de massa periférica, como
fendtipo resultante da quebra dos mecanismos distais de defesa pulmonar.®®* Os aspectos
microscopicos caracteristicos incluem formacdo glandular, geralmente com producdo de
mucina e normalmente se observa uma resposta tecidual desmoplésica adjacente. Pelo fato de
apresentar um amplo espectro patoldgico, molecular e radioldgico, foi proposta pela
IASLC.ATS.ERS. 2011 uma nova classificacdo desses tumores, com o intuito de uniformizar
0s varios subtipos histolégicos, visando maior exatiddo no direcionamento do tratamento e
prognostico dos pacientes.®® A classificacdo da OMS de cancer de pulméo também reconhece
0s estagios iniciais do cancer de pulmdo como adenocarcinoma in situ (lesdo pré-invasiva),
adenocarcinoma minimamente invasivo ou adenocarcinoma invasivo com base na extensdo de
invasividade. O adenocarcinoma in situ é definido como um adenocarcinoma que compreende
um padrdo lepidico com um didmetro de menos de 3 cm. O adenocarcinoma minimamente
invasivo € definido como adenocarcinoma com diametro superior a 3 cm; os fatores de excluséo
incluem um tamanho de invaséo de mais de 5 mm, mesmo se o tamanho do tumor e o tamanho
da invasdo estiverem de acordo com a definicdo de adenocarcinoma minimamente invasivo e a

presenca de invasdo linfovascular, invasdo perineural ou necrose tumoral.?’

1.5CLASSIFICACAO HISTOLOGICA E SUA RELACAO COM AS
MUTACOES DRIVERS

Por décadas a classificacdo dos tumores de pulmé&o ndo-pequenas células era realizada
exclusivamente através de analise histologica em: adenocarcinoma, carcinoma de células

escamosas e carcinoma de grandes células, sendo os tipos mais frequentes e relevantes. Apesar



de refletir algumas caracteristicas clinicas da doenca, essa subdivisdo ndo possuia real impacto
preditivo, ou seja, ndo era capaz de ser usada como ferramenta para uma terapia personalizada.
Mais recentemente, apds o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento genémico e de
métodos de avaliacao de alteracdo moleculares como expressdo, amplificacdo e fusdo génica, é
possivel identificar subgrupos de alteracbes moleculares responsaveis por determinados
fendtipos tumorais, que guiam o comportamento clinico desses tumores.

Exemplo claro desse fato se da pela deteccédo e pelo amplo uso de mutagbes condutoras
(drivers) na classificacdo e tratamento dessa doenca.

MutacBes drivers sdo alteracBes genéticas que quando presentes sdo diretamente
responsaveis pela ativacdo constitutiva de cascatas de sinalizacdo intracelular, que induzem
proliferacdo e invasdo. Ou seja, essas mutacGes sdo necessarias para o surgimento do fenotipo
maligno. Ademais, as mutacdes drivers conferem uma dependéncia biolégica em que as
proteinas mutantes geradas se tornam fundamentais para a manutencdo da sobrevivéncia dessas
células malignas. Outra caracteristica relevante dessas alteraces genéticas € o seu carater
exclusivo, visto que quando uma determinada mutacao driver é detectada, usualmente, ela é
unica. Dependéncia bioldgica e carater exclusivo fazem com que as mutac6es drivers se tornem
biomarcadores importantes para selegio de pacientes para terapias alvo.®

Neste contexto, a pesquisa basica aliada a pesquisa clinica foi capaz de identificar um
pequeno grupo de mutacBes que ndo somente sdo necessarias para 0 desenvolvimento e
progressdo de tumores especificos, mas que também sdo necessarias para a manutencdo e
sobrevida destes tumores. Citamos aqui as principais encontradas em CPNPC: AKT1
(14932.32), ALK (2p23), BRAF (7g34), CTNNB1 (3p21), DDR2 (1923.3), EGFR (7p12),
ERBB2/HER2 (17q12), ERBB4 (2¢33.3-q34), FBXW7 (4g31.3), FGFR1 (8p12), FGFR2
(10926), FGFR3 (4p16.3), KRAS (12pl12.1), MAP2K1 (15¢22.1-922.33), MET (7931),
NOTCH1 (9934.3), NRAS (1p13.2), PIK3CA (3g26.3), PTEN (10g23.3), SMAD4 (18¢21.1),
STK11 (19p13.3), e TP53 (17p13.1). 353637

Inicialmente, os testes para avaliagdo das mutac6es drivers em CPNPC eram solicitados
de forma sequencial. No entanto, o surgimento de novas plataformas de sequenciamento a um
custo menor, a escassez de material de biopsia — inerente a maioria dos pacientes com cancer
de pulméo — a necessidade de resultados rapidos que sustentem tanto linhas subsequentes de
tratamento, como a incluséo de pacientes em estudos clinicos com novas drogas alvo, aponta
para 0 uso crescente de testes moleculares em bidpsias liquidas que permitam a analise

simultanea de vérias mutacfes drivers em fluidos bioldgicos. O cenério atual permite que a



bidpsia liquida seja amplamente utilizada na pratica clinica como uma ferramenta adicional no
rastreamento, deteccdo, monitoramento e progndstico do CPNPC.*

Neste contexto, a classificacdo proposta para os adenocarcinomas de pulméo, tem
procurado direcionar o tratamento com novas drogas, em particular aquelas cujo alvo molecular
ja tenha sido estabelecido, no sentido de otimizar a taxa de controle de doenga e minimizar os
efeitos indesejaveis do tratamento.®”*® Mudancas importantes tém ocorrido no tratamento da
doenca metastatica, sobretudo no que tange as alteracbes moleculares especificas, como por
exemplo, a mutacdo de EGFR, KRAS, e a translocacdo EML4-ALK. Na prética, as recentes
descobertas de biomarcadores como alvos terapéuticos foram traduzidos de forma contundente
em uma melhor selecdo terapéutica e maiores beneficios para subgrupos de pacientes com
historia pobre em tabagismo. Exemplo que inclui este tipo de avango advem da utilizacdo de

inibidores orais de tirosina quinase de EGFR, como erlotinibe e gefitinibe, 32404142

A seguir detalharemos algumas das principais alteracdes moleculares em cancer de

pulmdo, e seu impacto na pratica clinica.

1.5.1 EGFR (epidermal growth factor receptor)

O gene EGFR (epidermal growth factor receptor) faz parte da familia de quatro
receptores: EGFR (ErbB-1), HER-2/neu (ErbB-2), HER-3 (ErbB-3) e HER-4 (ErbB-4).3%%
Estruturalmente, é composto por um dominio de ligagdo extracelular (por¢do N-terminal), um
dominio de transmembrana e um dominio intracelular de tirosina quinase (C-terminal).*%4t A
ativacdo dos receptores através de ligantes do EGFR acarretam em uma formacéo de homo ou
heterodimeros em sua dimerizag&o, ativando o dominio tirosina quinase no meio intracelular
do receptor. Quando ativo, este dominio realiza a autofosforilagdo no interior do dominio
intracelular C-terminal 4243

Os sinais sdo transduzidos através da interacdo dos locais de autofosforilacdo e proteinas
contendo um dominio SH2 ou dominio de ligacdo a fosfotirosina. A principal via ativada é a
via RAS/RAF/MAPK, onde a proteina Grb2 se liga a residuos de tirosina quinase que foram
fosforilados, e ativa a proteina GRAS, iniciando uma fosforilagdo da via MAPK. Desta forma,
a transcricdo génica € ativada de maneira constitutiva na presenca da mutacdo driver,
estimulando a divisdo, motilidade e adeséo da célula. Além desta via, a via mediada pela PI3K
relacionada com Akt que estimula os sinais de apoptose, proliferacdo e angiogénese tambem é



relacionada com o EGFR e as mutagOes drivers.**454¢ Com a ativagdo do EGFR, ha a
modulacdo das vias RAS-RAF-MAPK que séo induzidas quando os residuos fosforilados
ativam a via RAS por meio das proteinas GRB2 e SHC. Posteriormente o RAF e a via MAP
sdo estimulados auxiliando a proliferacdo celular desenfreada, a invasao tumoral e a metastase
(Figura 2).%
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Adaptado de Honey, 2013
Figura 2. Ativagéo constitutiva do EGFR e sua via de sinalizagéo.

A mutacdo em EGFR compreende cerca de 26-31% das mutacGes em CPNPC, sendo
que destes, 50,7% das mutacdes sdo L858R e 39,3% sio delecdes do éxon 19. “8 Os inibidores
de tirosina quinase do EGFR (EGFR-TKI) tem sido utilizado no tratamento para o CPNPC com
mutacdo driver, tais como o gefitinibe, o erlotinibe, e o afatinibe, e principalmente o
osimertinibe, inicialmente sendo utilizado em terapia de segunda linha, e atualmente tem sido
amplamente administrado como principal linha de tratamento. Estes medicamentos inibem a
atividade da tirosina quinase através de um mecanismo de competicdo entre a medicacgéo e

moléculas de ATP nos sitios C-terminal, impedindo a fosforilacdo e consequentemente a



transducdo de sinais. Com isto, h&d uma reducdo de sobrevivéncia, proliferacdo e angiogénese

das células tumorais, além do estimulo a apoptose. 44495051

1.5.2 KRAS (Kristen Rat Sarcoma viral) e NRAS

O KRAS é um oncogene pertencente a familia RAS (KRAS, NRAS e HRAS), e codifica
uma proteina de membrana GTPase. Esta pode se encontrar em duas formas: o GDP que €
considerado como o estado inativo, e 0 GTP que é o estado ativo da proteina. As proteinas da
via RAS sdo ligados por estimulos extracelulares, que faz com que haja uma transitoriedade da
forma ativa e ativa vias de sinalizacdo com funcdes relacionadas a processos celulares de suma
importancia como sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular.>?>3

Aregulacdo da ativacdo de RAS é realizada através da troca do PIB-GTP (fator de troca
de nucleotideo de guanina; GEFs, ou pela atividade da GTPase (GAPs). Os GEFs fazem com
que haja aumento dos fatores de troca de nucleotideos, e possibilitam que estes sejam
substituidos por GTP, o que consequentemente leva a uma ativacao da via RAS. Os GAPs por
sua vez permitem a conversdo da forma ativa para a inativa. Quando ha uma mutacdo em KRAS
0 GAP fica impossibilitado de aumentar a taxa catalitica intrinseca da GTPase, desta forma,
mantém a via RAS no estado ativo de maneira constitutiva ligado ao GTP. Com isto, as vias
oncogeénicas sao ativadas mesmo sem sinais extracelulares, o que acarreta em uma proliferacdo
exacerbada e descontrolada, e uma diminuicio de apoptose.>>°2

O KRAS tem sido considerado como uma via de dificil acesso para sua inibicdo direta,
0 gue torna o tratamento destas mutacfes um longo debate. Um dos principais motivos é pela
via RAS ser considerada como "downstream™ ou a jusante. Até o momento, as tentativas
terapéuticas tém sido amplamente estudadas, como mostra a Figura 3. O KRAS compreende
cerca de 30% das mutacdes em CPNPC, sendo que destes, 41% sdo mutacGes em G12C. Ja o
NRAS compreende apenas 1% das muta¢des em CPNPC, tendo o0 Q61L como a muta¢do mais
frequente (64%).54%
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Figura 3. Vias de sinalizacdo a jusante de RAS e opcdes terapéuticas em adenocarcinoma de

pulméo.

No ano de 2019 foi apresentado um estudo do medicamento sotorasib, que age de
maneira especifica no KRAS G12C (mutagdo que afeta cerca de 13% dos pacientes em CPNPC).
O mecanismo de acdo da molécula é a ligacdo irreversivel a cisteina 23 mutada no KRAS,
mantendo a via em estado inativo. Este medicamento pode revolucionar o tratamento da

mutac&o driver em KRAS.%®

1.5.3 BRAF

O BRAF é uma proteina quinase serina/treonina que possui um importante papel na via
de MAPK/quinase (proteina quinase ativada por mitogénio), que é regulada através de um sinal
extracelular (ERK) e é relacionada a proliferacéo, crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular. Assim como nas outras vias ja citadas, a via MAPK/ERK permite a transdugéo de sinais
de receptores de membrana para o meio intracelular, como mostra a Figura 4, e quando ativada
através de uma mutacdo ha uma proliferacdo celular exacerbada, assim como a inibi¢do de

apoptose.®’
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Figura 4. Vias de sinalizacdo envolvidas com o BRAF e seu mecanismo de resisténcia a

medicacéo.

A mutacdo em BRAF compreende de 3,4% a 4% das mutacdes drivers em CPNPC.
Dentre essa porcentagem, 50% das mutacgdes sdo V600E. Em pacientes com esta mutagédo
presente é administrado o dabrafenib e trametinib que agem se ligando no BRAF e
consequentemente, inibem a via MEK e MAPK/ERK, respectivamente. Ademais, ja se ha o

mecanismo de resisténcia a estas drogas associadas a mutacéo citada. °’

1.5.4 TERAPIA ALVO NO CANCER DE PULMAO

A revolucdo na terapia do CP veio através da descoberta de novas alternativas
terapéuticas, com base no foco em proteinas especificas condutoras oncogénicas no cancer.
Antes disto, a quimioterapia sistémica citotoxica era amplamente utilizada no tratamento de
todos os canceres, tendo uma resposta ndo tao satisfatoria em alguns destes. Esta falha da
quimioterapia classica, juntamente com o intuito de uma abordagem inovadora no tratamento
do céncer, que obtivesse uma melhor e mais ampla resposta, e uma menor toxicidade em relagéo

a quimioterapia citotoxica padrdo, levou a ampliacdo de estudos com a chamada terapia alvo.
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Para tal, foi realizado o sequenciamento do genoma de diversos tumores de pulmdo, onde foi
possivel identificar alguns condutores oncogénicos presentes nos tumores, de maneira distinta
as mutacdes passageiras, como mencionados nos itens anteriores.*

A efetividade da terapia alvo foi avaliada apds a eficacia com gefitinib em pacientes
com CP com receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR), inibidores da
sensibilizagdo das mutacGes. Inicialmente, os testes clinicos com inibidores de EGFR
demonstraram o0 porqué da identificacdo dos fatores de crescimento oncogénicos.
Posteriormente, a terapia orientada foi empregada amplamente em diversos ensaios terapéuticos
direcionados ao CP, mediante & sua efetividade comprovada.®® A analise molecular,
principalmente resultante do sequenciamento, demonstrou a heterogeneidade tumoral no CP,
identificando alguns subtipos de mutacbes drivers e suas cargas mutacionais variantes.
Ademais, o tabagismo tem sido o principal fator estudado no que diz respeito a conducéo da
heterogeneidade genética no CP. Ndo obstante, algumas mutacGes em EGFR e rearranjos em
ALK e ROS1 demonstraram uma frequéncia maior de presenca em pacientes que ndao foram
expostos, ou foram pouco expostos ao tabaco. Alguns exemplos de medicamentos alvos nas
mutacOes drivers sdo o gefitinib, erlotinib, afatinib e osimetinib na mutagdo em EGFR.%!
Estudos adicionais demonstraram que pacientes com CP com uma alta taxa de resposta inicial
ao EGFR-TKI em sua maior parte desenvolvem resisténcia a droga posterior a um periodo de
livre de progresséo de cerca de dez meses. Alguns estudos demonstram que cerca de 50% de
pacientes com uma mutacdo primaria em EGFR, possuem também a mutacdo EGFR T790M
de resisténcia. Visto que a mutacdo T790M apresenta resisténcia aos medicamentos gefitinib e
erlotinib, normalmente utilizados em primeira linha no tratamento do CPNPC, aumentando a
afinidade do EGFR com ATP, em comparagdo ao EGFR aos TKIs, notou-se a necessidade de
desenvolvimento de uma nova abordagem e classe de EGFR-TKIs, com uma maior ligacdo ao
T790M. Atualmente o medicamento utilizado para tal mutacéo é o osimertinib, um inibidor de
tirosina quinase de terceira geracdo que age no EGFR em CPNPC, que carregam a mutacdo de
resisténcia de EGFR T790M, ap0s a resisténcia desenvolvida com os TKIs.5252 Estudos como
0 de OXNARD et al realizado em 2018, demonstram que a resisténcia adquirida ao osimertinib
(EGFR C797S, em 22% dos casos), tem se tornado um desafio clinico a ser resolvido.

Além da mutacdo em EGFR, a mutacdo em KRAS, que além de ser a mutacao driver
mais frequente em CPNPC (25%), apresenta um grande desafio no tratamento do CPNPC, visto
que ainda ndo se hé terapias-alvo para esta categoria de mutagdo. A mutagdo de KRAS G12C é
a mais prevalente entre todas as mutagdes em KRAS (cerca de 13%), tendo uma ma sobrevida

global e um prognostico pior que nas outras mutacfes do gene. Diversas tentativas de terapia
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alvo contra esta mutacdo ja foram tentadas, porém, todas sem sucesso. Atualmente existem
diversos ensaios clinicos em andamento neste tipo de mutagdo, e em 2021 o FDA aprovou o
sotorasib, o primeiro e Unico tratamento direcionado aos pacientes com CPNPC localmente
avancado ou metastatico, com mutacdo em KRAS G12C e que receberam ao menos uma terapia
sistémica de primeira linha.®*6:67

A mutacdo em BRAF, apesar de ndo possuir uma alta incidéncia de pacientes no CPNPC
(3%), atualmente ja possui uma mutacdo de resisténcia aos EGFR-TKIs, a V600E. O
vemurafenib, um inibidor da familia de BRAF foi aprovado pelo FDA para uso em pacientes
com a mutagdo, juntamente com o dabrafenib e trametinib, sendo que o uso de ambos em
combinacao ja esta sendo estudados como terapia de segunda linha em pacientes com mutagao
em BRAF V600E. %8

1.5.5 O PAPEL DA BIOPSIA LIQUIDA NA PRATICA CLINICA

A Dbidpsia tecidual é um procedimento invasivo e desconfortavel, sobretudo aos
pacientes com CP mais avangado, com o intuito de obtencdo da amostra de tecido tumoral, 0
que nem sempre é possivel devido a dificil localizacdo do tumor ou a condicdo do paciente.
Além disso, apds as etapas iniciais de diagnostico histopatoldgico das amostras provenientes
da bidpsia tecidual, pode ndo haver tecido suficiente para que seja tracado um perfil molecular
ou este tecido ndo é representativo do tumor como um todo. Contudo, a bidpsia liquida foi se
tornando cada vez mais discutida e analisada, principalmente por sua capacidade de representar
a heterogeneidade do tumor, e por ser um procedimento minimamente invasivo, mais barato e
rapido que a bidpsia tecidual.”™ As células tumorais e seu DNA podem ser encontradas na
circulacdo e o DNA tumoral livre circulante (cfFDNA) pode ser analisado, bem como as células
tumorais circulantes (CTC), e os exossomos derivados do tumor.’”t Estes biomarcadores
celulares de cancer podem entrar na circulacéo através de diversos mecanismos distintos, como

demonstrado na figura 5.
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Adaptado de: Cancer Biomarkers in Body Fluids: Principles, 2016

Figura 5. Mecanismos diferenciados de entrada de biomarcadores de células do cancer na

circulacdo, e outros fluidos corpéreos.

O DNA tumoral circulante (cFDNA) é composto por pequenos fragmentos de DNA que
sdo enviados pelo tumor na corrente sanguinea, sendo este, 0 mais abundante encontrado na
corrente sanguinea. As células tumorais circulantes (CTCs), por sua vez, sdo células tumorais
inteiras que acessam a corrente sanguinea, porém normalmente estdo disponiveis em pequena
quantidade (1-10 CTCs por 1 ml de sangue). A disposicdo destes biomarcadores permite que
este procedimento alternativo possa ser utilizado na prética clinica na deteccdo de alteracdes
moleculares, permitindo também o direcionamento e monitoramento da terapia
empregada.”®">72 A necessidade de aplicabilidade do teste e de sua eficiéncia foi apresentada
por, SPICER J et al. 2015, em que testes genéticos de EGFR ndo eram bem conduzidos em 19%
dos casos de CPNPC, principalmente pela dificuldade na obtencdo de uma quantidade
suficiente de tecido tumoral, retardo na disponibilizagdo dos resultados das mutag¢des em 23%
dos pacientes, no momento da escolha de tratamento.” A facilidade de obtengdo da bi6psia
liquida também permite a possibilidade de monitorar a progressao de doenca. Um exemplo de
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aplicacdo j& empregada atualmente foi dado por THRESS et al., demonstrando que as anlises
de cfDNA no plasma, permitem a identificagdo dos mecanismos de resisténcia na terapia alvo
de EGFR em CPNPC, como por exemplo na mutacdo de EGFR T790M e, atualmente, a
C797S."

O sangue é a primeira escolha como alternativa a bidpsia tecidual para 0 monitoramento
no CP. Ele representa o paciente de forma global, além do tumor primario, algumas metastases
que possam estar espalhadas pelo corpo. No entanto, o sangue nédo € tdo especifico como o
escarro na deteccdo das alteracfes pulmonares.

A utilizacdo do escarro por sua vez ja tem sido empregada na pratica clinica para auxilio
no diagndstico de CP. Isso se da principalmente pela facil acessibilidade do material bioldgico,
e pelo menor desconforto no momento da coleta. O escarro além de ser menos invasivo que 0
sangue, dispde da maior parte das células pulmonares como as células epiteliais brénguicas, 0s
macrdfagos alveolares e as células tumorais como um todo.” A citologia do escarro é um
método simples e ndo invasivo para investigacdo do CP, que identifica as células
morfologicamente aberrantes. As amostras sdo consideradas representativas para a citologia
guando ha a presenca dos macréfagos alveolares, células epiteliais brénquicas, metaplasias
escamosas e a presenca de células tumorais. Apesar da facilidade, do baixo custo e da ndo
invasividade deste método, a sensibilidade da citologia do escarro gira em torno de 60%, como
citado por RISSE et al, 1985.7° Em paises mais desenvolvidos, as bidpsias teciduais ainda s&o
realizadas na maior parte das analises, substituindo o uso da citologia do escarro para o
diagnostico do CP.””

O escarro ja tem sido estudado como um meio de identificacdo de alteracGes
moleculares no CP, principalmente por ser um fluido bioldgico que normalmente estd muito
perto do tumor primario, tendo uma efetividade maior em tumores localmente centrais, e com
alta carga tumoral. Sobretudo, a obtencdo da amostra de escarro pode ser realizada de maneira
rapida, visto que normalmente pacientes com CP possuem uma producdo maior do escarro
naturalmente. Além disto, o escarro possui DNA de alta qualidade, e que permite a realizacéo
de coletas seriadas, além da possibilidade de inducdo da amostra com solucdo hipertdnica de

NaCl, na auséncia de expectoracio espontanea.’>’>76.78



15

2. HIPOTESE

A utilizacdo de fluidos biolégicos tem sido amplamente considerada para a identificacéo
de marcadores tumorais em diversos tipos de canceres, incluindo o cancer de pulméo. O escarro,
por ser um fluido altamente representativo dos componentes contidos no trato respiratorio
inferior e superior, possui um grande potencial como ferramenta alternativa no diagndstico das
alteracdes moleculares contidas no cancer de pulmao, representando toda a heterogeneidade
tumoral. Mediante a esses fatos, essa dissertacdo de mestrado levanta como hipétese a
possibilidade de que o escarro possa ser utilizado como uma alternativa ao tecido e ao plasma,
no diagnostico das mutagdes acionaveis (drivers) bem como o0 monitoramento dos mecanismos

de resisténcia durante o uso de inibidores de EGFR-tirosina quinase (TKISs).
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3. OBJETIVO

1. 31 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo € investigar a presenca de DNA tumoral contido em escarro
como uma ferramenta alternativa de diagndstico das mutagdes drivers ocorridas em pacientes

com adenocarcinoma de pulmao.

2. 3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Correlacionar os niveis de deteccdo das mutacdes ativadoras nos genes EGFR, KRAS,
BRAF e NRAS encontrados no escarro com os resultados obtidos por bidpsia tecidual e plasma
(quando disponivel para deteccdo de T790M).

Avaliar, comparativamente, a detec¢do das mutacOes ativadoras nos genes EGFR,
KRAS, BRAF e NRAS em escarro pelos métodos de sequenciamento de nova geracdo (NGS) e
PCR digital.
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4. METODOLOGIA

3. 41 CASUISTICA

Do periodo de fevereiro de 2017 a fevereiro de 2020, foram recrutados 53 pacientes no
ambulatdrio de cirurgia torcica e oncologia do A.C.Camargo Cancer Center, com diagndstico
de adenocarcinoma pulmonar para coleta de escarro, sem nenhum tratamento prévio e no
momento do diagnostico. Destes, 11 pacientes foram excluidos por falha na inducéo de escarro
e 42 amostras foram analisadas neste estudo. Destes, 27 eram positivos para uma das mutacdes
(EGFR:17 casos e KRAS:10 casos) e 15 ndo possuiam mutacao na bidpsia tecidual (wild type).

Dos pacientes positivos para mutacdo em EGFR, 5 realizaram nova coleta apos a
confirmacdo da presenca da mutacao de resisténcia EGFR T790M, em ctDNA no plasma.

Com isto, rastreamos a presenca de mutacGes ativadoras nos genes EGFR, BRAF, KRAS
e NRAS no DNA tumoral obtidos do escarro de 42 pacientes. Os dados gerados do
sequenciamento foram correlacionados com os resultados obtidos da bidpsia tecidual e do
plasma (quando solicitado para deteccdo de mutacOes de resisténcia) feitos na rotina do

diagnostico.

Durante o sequenciamento por NGS, foram rastreados 14 genes por paciente utilizando-
se um painel customizado. A deteccdo de DNA tumoral circulante no sangue foi realizada de
rotina, somente para a identificacio de mutacGes de resisténcia (T790M) durante o
monitoramento de resposta ao tratamento com inibidores de EGFR-TKI. Neste caso especifico,
realizamos uma nova coleta de escarro no momento em que detectamos a progressao tumoral

durante a avaliacdo de resposta terapéutica com inibidores de EGFR-TKI.

Para a andlise de ddPCR, foram utilizadas sondas para as muta¢es mais frequentes:
EGFR L858R, EGFR T790M, KRAS G12C e KRAS G12D.

Por fim, as alteragcbes geneticas identificadas no DNA circulante dos dois fluidos

corporeos, plasma e escarro, foram correlacionadas com a evolucao clinica.
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4. 4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

A primeira coleta foi realizada na ocasido do diagndéstico, em pacientes com CPNPC,
subtipo histoldgico adenocarcinoma (AD) com presencga ou auséncia de mutagdes acionaveis
em bidpsia tecidual, sem tratamento prévio. A segunda coleta foi realizada no momento da
recidiva tumoral indicada pelo oncologista clinico (conforme avaliacéo de resposta avaliada por
TC ou PET-CT e/ou presenca de mutagdo T790M no plasma).

S. 43 COLETADE ESCARRO

Os individuos selecionados para a coleta de amostra de escarro foram previamente
informados sobre 0s objetivos do estudo e os procedimentos aos quais seriam submetidos para
a obtencdo da amostra. Apos a anuéncia, leitura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE — resolucdo 466/2012) (Apéndice 2) e assinatura, os participantes foram encaminhados
ao ambulatdrio, acomodados em cadeiras e submetidos a 3 etapas de inalacdo com solucéao
salina hiperténica 7% com duragdo maxima de 7 minutos cada.

Os procedimentos de inducdo foram realizados com o inalador ultrassénico de
microparticulas (Ultra-neb 2000 ultrasonic nebulizer, Devilbiss, sunrise Medical, EUA) capaz
de alcancar o espaco alveolar na indugdo do escarro. Durante todos os procedimentos de
inducdo, rigorosamente, houve a retaguarda de um médico e corpo de enfermagem para
eventuais intercorréncias. Ao término de cada inalagdo, solicitamos aos participantes a
enxaguar a boca e a assoar o nariz. As amostras de escarro foram coletadas em recipientes

contendo solucdo preservante (Cell Preserve, Kolplast ci LTDA, ltupeva, Sdo Paulo).
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6. 44 PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO  DAS
AMOSTRAS DE ESCARRO

Ao término do procedimento de coleta, as amostras foram identificadas com o0 nome e
registro hospitalar do participante, e, imediatamente, encaminhadas ao Biobanco, onde foram
registradas sequencialmente, checadas juntamente com TCLE. As amostras de escarro foram
separadas da solucéo preservante por centrifugagéo leve (1.500 rpm x 10 minutos) e o material
sedimentado foi transferido para tubos eppendorf de 2 ml, identificado conforme o numero

sequencial gerado pelo biobanco e armazenado em freezer -80°C.

7. 45 EXTRACAO DE DNA DO ESCARRO

As amostras de escarro foram pré-processadas para retirada do excesso de solucédo
preservante e o escarro foi congelado a -80°C até o momento da extracdo. O protocolo de
extracdo de DNA foi conduzido de acordo com o protocolo operacional padrdo interno criado
pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center para esta finalidade. Para a extracédo de DNA
foi realizada inicialmente a lise celular utilizando aproximadamente 500ul das amostras de
escarro, com tampdo de lise, proteinase k em banho seco com agitacdo. Apos a digestdo das
amostras, foi realizado o tratamento com a enzima RNAse A (Qiagen, CA, EUA) conforme
orientacdo do fabricante. A extragdo do DNA foi realizada de forma automatizada
no equipamento QIASymphony e com o kit DSP DNA Midi (Qiagen, CA, EUA) utilizando um
volume de 1100ul de cada da amostra. A pureza e concentracdo do DNA foram avaliadas nos
equipamentos Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific, DE, EUA) e Qubit QUANT-IT
dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies), respectivamente. A integridade foi
determinada com equipamento Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies, CA, EUA). O
Tapestation gera uma nota de qualidade do DNA que vai de 0-10, sendo 10 o DNA na sua forma

mais integra.
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8. 46 TABULACAO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS
PACIENTES

Os dados gerados foram divididos e categorizados de acordo com as informacgdes
clinicas dos pacientes e os resultados gerados em cada teste (biopsia tecidual, plasma e escarro).
Para as caracteristicas descritivas foram utilizados os critérios de média, mediana, desvio
padrdo, minimo, maximo, variacdo e quartis. Ademais, o teste ndo paramétrico de Kaplan-
Meier foi amplamente utilizado para obtencdo dos resultados de sobrevida em diversos
intervalos de tempo. Realizamos um levantamento das informacdes e dados epidemioldgicos
de cada paciente, tais como: idade, sexo, tabagismo, tipo histolégico de cancer, subtipo
histoldgico, estadiamento clinico (utilizando o sistema TNM 82 Edi¢cdo), mutacdes presentes no
tecido e plasma, utilizando tabelas com ajuda do software Windows Excel. O pacote estatistico
S-Plus (versédo 8.04; TIBCO, Palo Alto, CA) foi usado para realizar todas as analises. Os valores
de p menores do que 5% (p<0,05) foram considerados significantes.

9. 4.7 SEQUENCIAMENTO DOS GENES EGFR, KRAS, NRAS E
BRAF - Plataforma Ion Torrent™ (ThermoFisher Scientific)

O sequenciamento na plataforma lon Torrent™ (ThermoFisher Scientific) inicia-se com
a quantificacdo das amostras no aparelho Qubit® 3.0 Fluorometer (ThermoFisher Scientific),
utilizando o kit Qubit™ dsDNA Assay BR, seguindo o protocolo do fabricante. Ao final do
procedimento, todas as amostras foram diluidas com agua ultrapura para obter concentracao
final de 10 a 15 ng/ul.

4.7.1 PREPARO DE BIBLIOTECAS

O preparo da molécula de DNA para a realizagdo da técnica de sequenciamento inicia-
se com a com amplificacdo da regiédo alvo. Foi feita uma reacédo de PCR com o Multiplex PCR
Mix (Qiagen) para cada DNA de interesse, utilizando 2 pools (A e B) de primers customizados
pelo grupo de pesquisa liderado pela Dra. Dirce Maria Carraro, primers que amplificam regides
hotspots de 14 genes frequentemente mutados em tumores solidos (BRAF, CDH1, EGFR,
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ERBB2, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MET, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RET e
ROS1), seguindo o protocolo do fabricante. Ao final desta etapa é possivel guardar as amostras

em temperatura -20°C ou seguir com o protocolo.

A biblioteca de DNA passou por um processo de purificagcdo dos fragmentos de DNA,
conforme descrito a seguir. O procedimento se d& com o uso do reagente Agencourt®
AMPure® XP (Beckam Coulter) que deve ser retirado antecipadamente da geladeira e
homogeneizado com auxilio de vortex para dispersdo das beads antes do uso. Neste reagente
h& beads magnéticas e um tampédo que seletivamente favorece a ligacdo de fragmentos de
DNA as beads, permitindo que o excesso de primers, nucleotideos, sais e enzimas sejam
removidos. Também foi preparado de forma prévia alcool 70%, assim como a identificacdo
de microtubos de 1,5 mL DNA LoBind (Eppendorf). Nestes tubos foram adicionados 45 pl do
reagente Agencourt® AMPure® XP e 30 pl da biblioteca. A mistura foi homogeneizada com
a propria pipeta, seguiu-se com incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente e entdo os
tubos foram posicionados em estante magnética, por 2 minutos para reter beads ligados aos
fragmentos de DNA. O sobrenadante foi retirado e descartado, e ao pellet de beads foi
adicionado 150 ul de etanol 70%, os microtubos colocados na estante magnética foram girados
em 180°, com rapidez para que as beads passassem através do alcool, realizando uma lavagem.
Os microtubos foram girados novamente em 180°, completando 360°. O sobrenadante foi
novamente retirado e novamente foi adicionado 150 pl de etanol 70%, realizando o mesmo
procedimento descrito anteriormente. O sobrenadante foi novamente retirado e os microtubos
foram brevemente centrifugados e colocados na estante magnética para retirada do excesso de
etanol. Os microtubos foram deixados abertos para evaporacao de qualquer residuo de alcool,

tomando o cuidado para que ndo ocorresse a secagem em excesso.

Segue-se para a etapa de amplificacdo das bibliotecas. Foram adicionados 2ul de
Library Amplification Primer Mix a 50ul de Platinum® PCR SuperMix High Fidelity
(contendo dNTPs, tampdo, DNA polimerase), sendo homogeneizados com o uso da prépria
pipeta. Todo o volume (52 pL) foi transferido para eluir o DNA das beads. As amostras foram
submetidas ao seguinte programa: um ciclo de 98°C por dois minutos e 8 ciclos de 98°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto. Apos essa ciclagem, cada tubo foi colocado em estante
magnética por 3 minutos ou até que a solucdo ficasse clara. O sobrenadante foi retirado com
cuidado e colocado em um outro tubo de 1,5mL. A esse contetdo (~50uL) foram adicionados
25ul do reagente Agencourt® AMPure® XP e a mistura foi homogeneizada com a propria
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pipeta, seguiu-se com incubagdo de 5 minutos a temperatura ambiente e ent&o os tubos foram
posicionados em estante magnética, por 2 minutos para reter beads ligados aos fragmentos de
DNA. O sobrenadante foi retirado com cuidado e colocado em um outro tubo de 1,5mL. A
esse conteldo (~75uL) foram adicionados 60ul do reagente Agencourt® AMPure® XP, a
mistura foi homogeneizada com a prépria pipeta, seguiu-se com incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente e entdo os tubos foram posicionados em estante magnética, por 2
minutos para reter as beads ligadas aos fragmentos de DNA. O sobrenadante foi retirado e
descartado, e entdo foi adicionado ao pellet de beads 150 ul de etanol 70% e os microtubos
colocados na estante magnética foram girados em 180°, com rapidez para que as beads
passassem através do alcool, realizando uma lavagem. Os microtubos foram girados
novamente em 180°, completando 360°. O sobrenadante foi novamente retirado e novamente
foi adicionado 150ul de etanol 70%, realizando o mesmo procedimento descrito

anteriormente. O DNA purificado foi eluido com 30 pL de tamp&o low TE.

As bibliotecas foram quantificadas por PCR em tempo real com o Kit lon Library
TagMan™ Quantitation, segundo instru¢des do fabricante. Apds cada biblioteca ser diluida a
100 pM, seguiu-se com a PCR em emulséo, na qual ocorre a amplificacdo clonal dos fragmentos
no interior de milhares de micelas geradas nesta solucdo. O sequenciamento foi realizado pela
plataforma Ion PI com o Ion PI™ Hi-Q™ Sequencing (Thermo Scientific), segundo as
orientacOes do fabricante. A reagdo foi realizada em um Ion PI™ Chip, sendo possivel obter

uma quantidade de dados de cerca de 10 Gb de sequéncias.

4.7.2 INTERPRETACAO DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

MutacBes somaticas foram consideradas caso a variante estivesse presente em mais de 0,5%
das leituras, considerando uma profundidade minima de cobertura de 20.000X. Uma cobertura
média de 172.524X foi obtida nas 42 amostras.

10. 4.8 DIGITAL DROPLET PCR (ddPCR)

A ddPCR foi realizada para validarmos parte dos casos positivos para mutacoes drivers

no escarro por NGS, com o intuito de obter-se uma comparacdo de sensibilidade entre os dois
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métodos. O método de ddPCR é uma tecnologia de padréo ouro, com capacidade de identificar
pequenas quantidades de acidos nucleicos. Isto é realizado de maneira em que o DNA de
interesse seja separado em cerca de 20.000 goticulas de 6leo, sendo que a PCR é realizada em
cada uma destas, de maneira independente. Devido a esta analise individual de cada goticula
gerada, esta € um método com alto nivel de sensibilidade, que possibilita a quantificacdo da
presenca de moléculas de DNA selvagens ou mutados, através da fluorescéncia.

Para cada amostra, as reag0es foram realizadas em triplicata. O volume final de cada
reagdo foi de 20 pl, contendo 10 pl de 2x ddPCR SuperMix for Probes (noUDTP) (Bio-Rad), 1
ul (20x) de mix contendo primers e sonda selvagens (HEX), 1 ul (20x) de mix contendo primers
e sondas mutados (FAM), 8 ul de template (cfDNA — 2 ng), agua livre de nucleases UltraPure
Distilled Water (Invitrogen) caso seja necessario. As reacdes foram aplicadas em cartuchos
DG8 (Bio-Rad) juntamente com 7 ul de Droplet Generation Oil for Probes (Bio-Rad) para cada
amostra, para a geracdo de goticulas na plataforma QX100/QX200 Droplet Generator (Bio-
Rad). Cada reacdo continha cerca de 20 mil goticulas de emulsdo agua-6leo gerados. Os
droplets foram dispostos em uma placa de 96 pocos (Eppendorf), que foi selada na plataforma
PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad) para reacdo de amplificagdo no T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad). Ap6s amplificacdo, a placa foi carregada na plataforma QX200 Droplet Reader (Bio-Rad)
e os resultados foram verificados no software QuantaSoft 1.7.4 (Bio-Rad). Muta¢cfes somaticas
foram consideradas caso a variante estivesse presente em mais de 0,5% das leituras, dentro de
no minimo 20 mil droplets gerados.

As sondas utilizadas nas amostras provenientes da Bio-Rad foram: EGFR L858R,
EGFR T790M, KRAS G12C e KRAS G12D, levando em consideracdo as muta¢des drivers mais
frequentes no CPNPC.
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11. 5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES

COM CPNPC

Na tabela 2, estdo descritas as caracteristicas demogréaficas dos 42 pacientes recrutados,

referentes a idade, sexo, status mutacional, estadiamento, tabagismo, tempo de seguimento e

sobrevida.

Tabela 2. Caracteristicas demograficas dos 42 pacientes A.C.Camargo Cancer Center, quanto
ao sexo, idade, estadiamento, tabagismo e tempo de seguimento.

Total de pacientes 42
Idade (anos) 63 (32-88)?
Sexo 28 homens 14 mulheres
MutacOes

EGFR 17
KRAS 10
WT 15
BRAF 0
NRAS 0
EGFR G719A 01
EGFR L858R 08
EGFR W731X 01
EGFR T790M 08
EGFR S768I 01
KRAS G12D 04
KRAS G12C 04
KRAS Q61L 01
Estadiamento clinico

I 02
Il 12

vV

28
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Estadio T*

1 06
2 12
3 10
4 14
Estadio N*

0 12
1 06
2 18
3 04
Estadio M*

MO 15
M1 27
Cirurgia 02
Imunoterapia+QT 10
QT convencional 22
Terapia alvo 08
Tabagistas 172 (42 magos/ano’

Ex tabagistas

Né&o tabagistas

Tempo de seguimento

Obitos

10 2 (27 magos/ano’
15

812 meses

05

Dados demogréaficos obtidos através de prontudrio eletrdnico e prontuério convencional

& Valores representam a média (minimo e maximo). WT: wild type/gene selvagem.

*02 pacientes ndo apresentam estadiamento patoldgico em seus prontuarios eletrénicos.

Foram recrutados, 42 pacientes (28 homens e 13 mulheres) com média de idade de 63

anos (32 a 88 anos), todos com diagnostico de adenocarcinoma pulmonar. Destes, 27 eram

positivos para uma das mutagdes (EGFR:17 casos e KRAS:10 casos) e 15 ndo possuiam mutagédo

na bidpsia (wild type).

O estadiamento clinico (EC) IV foi o mais frequente dentre os

participantes (n=28) seguido pelo EC Il (n=12) e EC Il (n=2). O estadiamento patoldgico
(TNM) apresentou-se da seguinte maneira: T1 (n=6), T2 (n=12), T3 (n=10), T4 (n=14).
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Comprometimento linfonodal (N): NO (n=12), N1 (n=6), N2 (n=18) e N3 (n=14) e metéstases
(M): MO (n=15) e M1 (n=27). Quanto a historia de tabagismo, 17 pacientes eram fumantes
(média de 42 macos/ano), 10 ex-fumantes (media de 27 macos/ano) e 15 ndo fumantes. O tempo
médio de seguimento foi de 12 meses, com 5 pacientes mortos e 37 vivos, avaliados no ultimo
levantamento do prontuério (julho de 2021). Dois pacientes foram tratados com cirurgia (4,8%),
enquanto 10 pacientes foram tratados com QT+ imunoterapia (23,8%), 22 com quimioterapia

convencional (52,4%), e 8 pacientes receberam terapia alvo (19,4%).

12. 52 ANALISE DAS MUTACOES DRIVERS POR NEXT-
GENERATION SEQUENCING (NGS)

Das 42 amostras de escarro testadas pelo método de NGS, 27 eram mutadas e 15 eram

amostras ndo mutadas (wild type).

A mutacdo em EGFR foi marginalmente associada a ndo fumantes (40,8% vs. 23,7%, p
=0,06). Nao houve diferenca, estatisticamentente significante detectada no sexo (feminino:
46,1%, 6/13; masculino: 39,3%, 11/27, p=0.08).

Dos 27 casos oriundos de pacientes mutados na bidpsia tecidual, 13 amostras de escarro
foram positivas para uma das mutacfes: 4 em KRAS (Q61H, Q61L, G12D e G12C) e 8 em
EGFR (2 delecdes do éxon 19, 3 mutacbes pontuais L858R, 1 mutacdo no éxon 18 G719A e 1
em T790M), correspondendo a 48,15% de concordancia com a bidpsia tecidual (Figura 6).

Dos 15 casos, considerados ndo mutados (wild type) no tecido, 3 pacientes tinham
mutacdo presente somente no escarro, sendo 1 com mutagdo G12C em KRAS, 1 com delecéo
do éxon 19 em EGFR e uma em MET-ex14. A mutacédo de resisténcia T790M, foi positiva em
1/6 (16,66%) dos casos identificados em ctDNA isolado do plasma (Tabela 3).
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Figura 6. Relacdo das mutacdes identificadas previamente na bidpsia tecidual e

amostras wild type, com as mutacdes identificadas em escarro pelo método de NGS.
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Tabela 3. Anélise descritiva das mutagdes encontradas por NGS em tecido, plasma e escarro,

em suas respectivas frequéncias.

Amostras Tecido VAF Plasma* | VAF Escarro VAF
(biopsia) (%) (%) (%)
1 EGFR 57,9 Né&o - EGFR 23,0
(S752 _1759del) avaliado (S752_1759del)
2 KRAS (Q61H) 49,2 Né&o - KRAS (Q61H) 9,0
avaliado
3 KRAS (Q61L) 20,4 Né&o - KRAS (Q61L) 6
avaliado
4 EGFR (L858R) 50,4 Né&o - EGFR (L858R) 1
avaliado
5 KRAS (G12D) 28,1 Né&o - KRAS (G12D) 8
avaliado
6 EGFR (L858R) 54,2 EGFR- | 05 | EGFR (L858R) 12,2
(T790M)
7 KRAS (G12C) 49,2 Né&o - KRAS (G12C) 2,2
avaliado
8 EGFR 13,2 EGFR 0,9 EGFR 0,4
(S752_1759del) (T790M) (T790M)
9 EGFR (L858R) 21,3 Né&o - EGFR (L858R) 0,5
avaliado
10 EGFR (G719A) 62,7 Né&o - EGFR 0,6
avaliado (G719A)
11 WT - WT - MET (EX14) 3,5
12 WT - Né&o - KRAS (G12C) 2,0
avaliado
13 WT - WT - EGFR del éxon 5,9
19
14 WT - Néo - Negativo -
avaliado
15 KRAS (G12C) 19,4 Néo - Negativo -
avaliado
16 EGFR (L858R) 45,9 EGFR 0,5 Negativo -
(T790M)
17 EGFR 18,2 Néo - Negativo -
(E746_A750del) avaliado
18 EGFR 12,5 Néo Negativo -
(E746_AT750del) avaliado
19 EGFR (L858R) 7,6 Néo - Negativo -
avaliado
20 KRAS (G12C) 36,5 Né&o - Negativo -
avaliado
21 KRAS (G12C) 11,3 Né&o - Negativo -

avaliado
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22 EGFR (L858R) 22,2 Né&o - Negativo -
avaliado
23 EGFR (L858R) 45,9 EGFR |0,8 Negativo -
(T790M)
24 KRAS (G719A) 24 Né&o - Negativo -
avaliado
25 EGFR (del éxon 35 EGFR |<1 Negativo -
19) (T790M)
26 EGFR del éxon | 33,7/30,0/11,0 | EGFR | 9,0% Negativo -
19, T790M e (T790M)
C797S
27 EGFR (L858R) 18,2 N&o - Negativo -
avaliado
28 EGFR (del 15,0 Néo - Negativo -
exonl9) avaliado
29 KRAS (G12D) 10,8 Né&o - Negativo -
avaliado
30 EGFR (del exon 13,0 Né&o - Negativo -
19) avaliado
31 KRAS (G12D) 17,3 Né&o - Negativo -
avaliado
32 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
33 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
34 WT - WT - Negativo -
35 WT - WT - Negativo -
36 WT - Néo - Negativo -
avaliado
37 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
38 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
39 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
40 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
41 WT - Né&o - Negativo -
avaliado
42 WT - Né&o - Negativo -
avaliado

*Pesquisa de mutacgéo de resisténcia pos-terapia com EGFR TKI; VAF: frequéncia alélica da
variante. WT: selvagem/sem mutacdo. N&o avaliado: ndo testado para T790M.

As maiores frequéncias alélicas (VAF) foram detectadas em pacientes com coleta

espontanea de escarro (9-23%) e, significativamente mais comuns no estagio IV do que no
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estagio 111 (45,5% vs. 20,8%, p <0,05). As VAFs de médias e baixas frequéncias (0,4 a 5,9%)
foram detectadas em sua grande maioria em amostras derivadas de pacientes com lesoes

periféricas ou baixo volume de doenca, avaliados pelas tomografias (Figura 7 e 8).

N&o houve correlagdo linear positiva entre as frequéncias alélicas encontradas nas
bidpsias teciduais, detectadas por NGS, e as frequéncias alélicas detectadas no escarro (r=0,109,
p=0,538).
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Figura 7. Avaliacdo da frequéncia das mutagdes encontradas no escarro em comparagdo com
a biopsia tecidual e suas respectivas imagens tomogréaficas. A) Paciente com tumor
bilateral e alta carga tumoral, com coleta de escarro espontanea. A frequéncia
alélica encontrada no escarro da delecéo do éxon 19 em EGFR foi de 23% e na bidpsia tecidual
foi de 57,9%. B) Paciente com tumor periférico e baixa carga tumoral, com coleta espontanea.
A mutacdo em KRAS (G12C) ndo foi encontrada no escarro, estando presente em 19% na
biopsia tecidual. C) Paciente com tumor centralmente localizado, bilateral, e alta carga tumoral,
com coleta de escarro induzida. A frequéncia alélica encontrada no escarro da mutag&o no éxon
18 em EGFR (G719A) foi de 0,6% e na biopsia tecidual foi de 25%. Critério para a chamada

de variante: >0,5% das leituras.
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Figura 8. Avaliagéo da frequéncia das mutagdes encontradas no escarro em comparagdo com
a bidpsia tecidual e plasma para detec¢do de mutagdo original e de resisténcia (T790M) e suas
respectivas imagens tomograficas. A) Paciente com tumor bilateral, central, com padréo
intersticial, com coleta de escarro induzida. A frequéncia alélica encontrada no escarro da
mutacao original no éxon 19 em EGFR (L858R) foi negativa no escarro e na bidpsia tecidual
foi de 45%. A frequéncia alélica encontrada no escarro da mutagéo de resisténcia em EGFR
(T790M) foi de 0,3% e no plasma de 0,7%. B) Paciente com tumor centralmente localizado e
alta carga tumoral, com coleta espontanea. A frequéncia alélica encontrada no escarro da
mutacdo original da delecdo do éxon 19 em EGFR foi de 0,5% e na biopsia tecidual foi de
13,2%. A frequéncia alélica encontrada no escarro da mutacdo de resisténcia em EGFR
(T790M) foi de 0,4% e no plasma de 1,7%. Critério para a chamada de variante: >0,5% das

leituras.

531 ANALISE DAS MUTACOES DRIVERS POR DIGITAL DROPLET PCR
(ddPCR)

Inicialmente, realizamos uma padronizacdo do método de PCR digital, utilizando 3
amostras de DNAs de tecido tumoral, sabidamente positivas para as mutagdes mais frequentes:
EGFR L858R, EGFR T790M, KRAS G12C e KRAS G12D, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Padronizacdo da técnica de ddPCR em amostras de tecido sabidamente mutadas para
as sequéncias avaliadas

ID do Tecido Mutacéo(gene) VAF (%) VAF (%)
NGS ddPCR
1 EGFR L858R 12.90 11.95
EGFR T790M <0.5 <0.5
2 KRAS G12D 12.80 11.65
3 KRAS G12C 5.0 1.55

VAF (%) -frequéncia alélica das variantes.

Ap0s a padronizagdo, seguimos para a avaliacdo de todas as amostras de escarro que
foram positivas no tecido de biopsia e/ou no plasma por NGS, para as mutagdes KRAS G12D e
G12C; EGFR L858R e EGFR T790M (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacéo das frequéncias de mutacdo em KRAS G12D e G12C; EGFR L858R

e T790M identificadas por ddPCR em amostras de escarro, e na bidpsia tecidual.

ID Mutacéo(gene) %NGS %NGS | %ddPCR | Droplets gerados
tecido plasma escarro ddPCR
1 KRAS G12C 19,4 NA 4,7 38.922
2 EGFR L858RY/ 45,9/ 0/ 0/ 42.376°
T790M? 0 05 0,7
3 EGFR L858RY/ 47,9/ o/ o/ 40.499°
T790M? 13,0 0,8 <0,5
4 EGFR T790M 0 0,5 0 38.508
5 KRAS G12D 28,1 NA 14,7 42.462
6 EGFR L858R 7,6 NA 0 48.899
7 EGFR L858R 25,0 0 0 31.241
8 KRAS G12C 11,3 0 0 33.946
9 EGFR L858R 22,2 NA 0 42.789
10 EGFR T790M 30,0 9 0 39.078
11 KRAS G12D 10,8 NA 0 40.639
12 EGFR T790M 13,0 NA 0 40.705
13 KRAS G12D 17,3 NA 0 43.614
14 EGFR L858RY/ 54,1/ 0/ 0/ 40.0732
T790M? 0 0,5 1
15 EGFR L858R 15,4 NA 0 36.603
16 EGFR L858R 50,4 NA 14,4 30.480
17 KRAS G12C WT NA 3,4 36.581

*NA=nao avaliado

Os resultados das andlises feitas por ddPCR, referem-se a 17 amostras de escarro,

oriundos de pacientes em que o tecido foi positivo para uma das mutacdes avaliadas.

Dos 17 casos positivos no tecido, 7 mutacdes (41,17% de concordancia) foram
detectadas por ddPCR, sendo: 3 T790M (0,7%, <0,5% e 1%), uma em L858R (14,4%), 2 em
KRAS: G12C (4,7% e 3,4%), e uma em KRAS: G12D (14,7%).
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13. 5.4 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE NGS E ddPCR EM
AMOSTRAS DE ESCARRO

Dos 7 casos avaliados comparativamente, obtivemos uma concordancia entre NGS e
ddPCR em 4 amostras (57,17%), sendo 1 em EGFR T790M (<0,5% e <0,5%), 1 em EGFR
L858R (12,2% e 14,4%) 1 em KRAS G12C, e 1 mutagdo em KRAS G12D (2,2 % e 3,4%) (Tabela
6).

Tabela 6. Comparacdo das frequéncias de mutacdo em KRAS G12D e G12C; EGFR
L858R e T790M identificadas por NGS e ddPCR em amostras de escarro

ID Mutacdo | %NGS %NGS %NGS %ddPCR
(gene) tecido plasma escarro
2 EGFR 0 0,5 0 0,7
T790M
3 EGFR 13,0 0,8 <0,5 <0,5
T790M
5 KRAS 28,1 NA 8,0 9
G12D
7 EGFR 25,0 NA 1,0 0
L858R
8 KRAS 11,3 NA 2,0 0
G12C
16 EGFR 50,4 NA 12,2 14,4
L858R
17 KRAS WT NA 2,2 3,4
G12C

O NGS detectou 6 mutacGes em sete casos avaliados (85,7%) e a ddPCR encontrou 5
mutacdes (71,4%).

As frequéncias alélicas das variantes analisadas nas amostras, foram sensivelmente

maiores nas detecgdes feitas por ddPCR em comparacdo ao NGS em 3/5 casos (T790M: 0,7%
vs 0%); (KRAS G12D: 9% vs 8%); (L858R 14,4% vs 12,2%); (G12C: 3,4% vs 2,2%),

respectivamente.

Os resultados da analise de correlagdo, demonstraram uma associagdo linear positiva

razoavel, entre os resultados de bidpsia tecidual avaliados por NGS com escarro avaliado por
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ddPCR (r= 0,20 e p=0,023). Houve uma associagao linear positiva forte entre escarro avaliado

por NGS e escarro avaliado por ddPCR (r=0,998 e p=0,0001), como demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7. Correlacédo linear entre as frequéncias alélicas encontradas nas bidpsias teciduais,

detectadas por NGS, e as frequéncias alélicas detectadas no escarro por NGS e ddPCR.

NGS ddPCR
(escarro) (escarro)
Bidpsia tecidual Correlagéo de 0,109 0,520°
(Padrao) Pearson
Sig. (Bilateral) 0,538 0,023™
N 27 7
NGS escarro Correlacdo de 1 0,998"
Pearson
Sig. (Bilateral) 0,0001"
N 7

* Coeficiente de determinacao. ** p<0,05—existe correlacao.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos cinco anos, diferentes técnicas minimamente invasivas foram introduzidas
para melhorar o diagnostico das alteragdes moleculares em diversos tipos de cancer, incluindo
0 de pulmdo. Dentre as técnicas, destaca-se a deteccdo de DNA circulante livre de células
(cfDNA), exossomos, células tumorais circulantes (CTCs) e DNA tumoral circulante (CtDNA),

determinado no sangue, soro ou plasma, que é referido como biopsia liquida.®?83

A andlise de bidpsia liquida pode ser realizada em quase todos os fluidos corporais,

incluindo hemoderivados, derrame pleural, ascite, urina e também escarro.

Neste estudo, apds o conhecimento de tais evidéncias cientificas da funcdo dos fluidos
bioldgicos no diagndstico das mutacBes acionaveis (drivers), bem como no monitoramento do
desenvolvimento de mutacOes de resisténcia, exploramos o potencial do escarro como uma
ferramenta alternativa de diagndstico das mutacgdes drivers no adenocarcinoma de pulmao, bem

como sua utilizacdo no monitoramento da doenca estabelecida.

Inicialmente, através do metodo de NGS, detectamos mutacdes em treze amostras de
escarro do total de 27 amostras sabidamente mutadas no tecido, conferindo uma sensibilidade
de 48,15% para o escarro. Adicionalmente, foram identificadas mutacdes em 3 pacientes
considerados wild type no tecido [KRAS (G12C), EGFR (L858R) e MET (EX14)]. No entanto,
das 4 amostras positivas para a mutacao de resisténcia em EGFR T790M no plasma, apenas 1

foi identificada no escarro, o que corresponde a apenas 16,66% de concordancia com o plasma.

Contudo, ndo houve concordancia entre as frequéncias alélicas encontradas nas bidpsias
teciduais, detectadas por NGS, e as frequéncias alélicas detectadas no escarro (r=0,1009,
p=0,538).

As maiores frequéncias alelicas (VAF) foram detectadas em pacientes com tumores
mais centrais e expectoracao espontanea (9-23%) e, as medias e baixas frequéncias (0,4 a 5,9%)
em amostras oriundas de pacientes com lesdes periféricas ou baixo volume de doenca, avaliados

pelas tomografias.
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A nossa taxa de concordancia entre tecido e escarro foi menor do que as encontradas
por dois estudos chineses (94.6% e 70%) em que as mutacOes em EGF foram avaliadas pela

técnica de ARMS-PCR em escarro e lavado bronquico, respectivamente.4

A segunda etapa do projeto foi avaliar o potencial da ddPCR em detectar as mutacgdes
mais frequentes em KRAS (G12D e G12C) e EGFR (L858R e EGFR T790M). Em 17 amostras
positivas para mutagdes na bidpsia tecidual, encontramos 7 mutagdes no escarro (41,17% de
sensibilidade), sendo 3 mutagdes de resisténcia de EGFR T790M, 1 em EGFR L858R, 2 em
KRAS G12C e 1 em KRAS G12D, sendo que esta ultima ndo havia sido detectada na biopsia
tecidual. Os resultados da analise de correlagdo, demonstraram uma associagao linear positiva
razoavel, entre os resultados de bidpsia tecidual avaliados por NGS com escarro avaliado por
ddPCR (r= 0,20 e p=0,023).

A sensibilidade da ddPCR ja foi testada na identificacdo de mutacfes em EGFR e KRAS
no estudo de TETSUYA et al, que utilizou a ddPCR para detecgdo de mutagdo de EGFR em
pacientes com adenocarcinoma pulmonar, onde observou uma sensibilidade entre 0,03%-
0,001% na detecgio de EGFR T790M e 0,0005% nas mutagdes em KRAS. 8

Dos 7 casos avaliados comparativamente, obtivemos uma concordancia entre NGS e
ddPCR em 4 amostras (57,17%), sendo 1 em EGFR T790M (<0,5% e <0,5%), 1 em EGFR
L858R (12,2% e 14,4%) 1 em KRAS G12C, e 1 em KRAS G12D (2,2 % e 3,4%)

O NGS detectou 6/7 mutacdes (85,7%) enquanto que a ddPCR encontrou 5/7 mutacdes
(71,4%).

Houve uma associacao linear positiva forte entre as VAFs de escarro avaliado por NGS
e escarro avaliado por ddPCR (r=0,998 e p=0,0001).

Em 3/5 casos, as VAFs das amostras foram sensivelmente maiores na feita por ddPCR
em comparagdo ao NGS (T790M: 0,7% vs 0%); (KRAS G12D: 9% vs 8%); (L858R 14,4% vs
12,2%); (G12C: 3,4% vs 2,2%), respectivamente. DING et al, em 2019, comparou a
sensibilidade dos métodos de NGS e ddPCR na deteccdo das mutacbes EGFR no plasma,
demonstrando alta sensibilidade de deteccdo da ddPCR (0,001%) e concordancia quantitativa
entre NGS, baseado em amplicon, quando comparado a ddPCR para detectar mutacdes de

resisténcia e ativadoras de EGFR.8®
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O impacto das mutagdes no progndstico dos pacientes ainda é muito controverso na
literatura. O comportamento agressivo das mutacdes em KRAS em pacientes com CPNPC foi
sugerido pela primeira vez por SLEBOS et al, em 1990, que relatou pior sobrevida de pacientes
com CPNPC e KRAS mutado. A hipdtese é fornecida pela fungéo e pelos efetores a jusante da

familia de proteinas RAS, incluindo a via da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK).%’

O estudo de GUAN et al, de 2013, demonstrou que as mutagdes em KRAS estdo
associadas a um pior prognastico, em relacdo aos ndo mutados ou EGFR mutado (14,47 meses,

20,57 meses e 42,73 meses, respectivamente).®

Uma hipdtese muito interessante é que diferentes tipos de mutacdo KRAS estdo
associados a diferentes respostas aos regimes de quimioterapia. GARASSINO et al.,
descreveram isso em um estudo em linhagem de células de CPNPC com mutagdes em KRAS.
Foram encontradas diferencas em trés tipos de mutacdo KRAS: p.G12C, p.G12V e p.G12D. Em
comparacao com os clones WT, a mutacdo p.G12C foi associada a uma resposta reduzida a
cisplatina, mas aumentou a sensibilidade ao taxol e pemetrexede, enquanto a mutagéo p.G12V

mostrou uma forte sensibilidade & cisplatina, e menor sensibilidade ao pemetrexede.®®

Estudos clinicos anteriores mostraram que a grande maioria dos pacientes com
mutacdes de sensibilizacdo de EGFR realmente respondem favoravelmente aos EGFR-TKIs de
primeira e segunda geragdo, quando usados em primeira linha de tratamento. No entanto, a
identificacdo de mutacdes especificas de EGFR ndo sensibilizantes, também é de profunda
importancia, servindo para separar pacientes nao respondedores de EGFR TKIs, que atualmente

sdo considerados tratamentos ineficazes neste grupo.®®°!

Observamos que lesdes periféricas, baixa carga tumoral e obtencéo do escarro através
da inducdo com solucéo hiperténica de NaCl representou um desafio. A técnica de inducdo de
escarro € um método ndo-invasivo reconhecido, permitindo a coleta e a analise das células das
vias aéreas, 0 que € interessante em varias doencas respiratorias como a asma, doenc¢a pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), tosse cronica ou fibrose pulmonar idiopética e cancer. 9293%
Analises adicionais podem ser efetuadas no sobrenadante e as células presentes no escarro, que
podem permitir a investigacdo sobre processos inflamatorios e mecanismos imunes através de
citometria de fluxo, protedmica e biologia molecular. Por outro lado, se a massa tumoral for
muito pequena e estiver muito distante do brénquio principal, serdo necessarias diversas coletas

seriadas para que se consiga alguma representacdo do DNA tumoral.
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Apesar dessas limitagOes, o escarro pareceu refletir melhor as alteragdes moleculares do
tumor nos casos em que detectou as mutagdes onde a bidpsia tecidual era negativa,
demonstrando que um unico nédulo pulmonar representado pela bidpsia tecidual nédo é

informativo do tumor como um todo.

Esta informacédo é de suma importancia e tem sido amplamente estudada por diversos
autores a fim de constatar a relevancia do escarro como um possivel meio de obtencdo de
amostra por uma tecnica ndo invasiva. A aplicacdo da bidpsia liquida na identificacdo do
CPNPC por sua vez tem sido discutida e utilizada na pratica clinica. Com a evolucdo no
tratamento empregado para a doenca e 0 estudo constante de expansao de terapia-alvo através
de biomarcadores, além da identificacdo de mecanismos de resisténcia tumoral a terapéutica
aplicada, ha cada vez mais a necessidade de utilizacdo de um método diagndstico ndo invasivo,
alternativo e que torne possivel além do diagnostico, 0 acompanhamento de resposta da doenca
as terapias-alvo, principalmente no que diz respeito ao mecanismo de resisténcia da doenca.
Neste contexto, 0 escarro pareceu ser uma ferramenta adicional importante de deteccdo dessas

alteracdes, quando avaliado conjuntamente com tecido e o plasma.

De acordo com os dados apresentados pudemos verificar que a presenca de mutagdes
drivers no escarro com os métodos de NGS e ddPCR possui uma boa correlacdo com o perfil
gendmico observado nas bidpsias teciduais (48.15% e 41,17% respectivamente), especialmente

em pacientes com tumores localmente centrais, e com alta carga tumoral.

Em relacdo a comparacdo entre 0os métodos, este estudo demonstrou alta sensibilidade e
concordancia quantitativa de NGS no escarro baseado em amplicons quando comparado com

ddPCR para detectar mutacOes ativadoras em EGFR e KRAS, e a de resisténcia em EGFR.

Ambos 0s métodos sdo atraentes para este tipo de abordagem especifica utilizando
ctDNA. Comparado ao NGS, o ddPCR é suposto ter uma sensibilidade mais alta de até
0,001%.% Além disso, ele tem um processo de execucdo mais facil, tempo de resposta mais
rapido e ndo requer suporte de informatica complexa para anélise. No entanto, apenas alteracdes
genéticas conhecidas podem ser detectadas, e 0 potencial para deteccdo multiplex de varios
biomarcadores é limitado. Em contraste, NGS pode identificar quaisquer alteracdes genéticas
em todas as regides alvo rastreadas, incluindo novas mutagdes. O NGS permite avaliar
multiplas regides genéticas simultaneamente. No entanto, é um teste mais demorado, mais caro

e requer suporte de informatica mais complexo para a analise de dados. Um estudo recente
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mostrou que a tecnologia NGS baseada em amplicons, também pode ser usada para detectar
rearranjos cromossomicos e fusdes de genes em ctDNA de pacientes com NSCLC com alta
sensibilidade e especificidade.®® Enquanto o ensaio de NGS no escarro baseado em amplicon
forneceu cobertura das principais alteracbes dos genes comumente mutados em
adenocarcinoma, trazendo a tona, inclusive, mutac6es que ndo foram encontradas em bidpsias
teciduais, as alteracdes especificas foram confirmadas por resultados de ddPCR em quase todos
0s casos, sugerindo desempenho e precisao semelhantes em ambas as técnicas. Com o0 aumento
da acessibilidade dessas tecnologias, sugerimos que elas possam ter papéis complementares no
diagndstico e monitoramento do tratamento no cancer metastatico, dependendo das questdes
clinicas em questdo, custo, acessibilidade com suporte de bioinformatica apropriado e se

alteracdes genéticas clinicamente relevantes ja sdo conhecidas.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados, pudemos verificar que a presenca de mutacgdes
drivers no escarro através dos métodos de NGS e ddPCR possui uma correlagdo relativamente
boa com o perfil gendmico observado nas bidpsias teciduais (48.15% e 41,17%
respectivamente), especialmente em pacientes com tumores localmente centrais, e com alta
carga tumoral. No entanto, A bidpsia liquida representada pelo escarro, pareceu refletir a
heterogeneidade tumoral de maneira mais abrangente que na bidpsia tecidual. Neste contexto,
0 escarro desponta-se como uma ferramenta adicional, importante, de deteccdo dessas
alteracdes, quando avaliado conjuntamente com tecido e o plasma.

As técnicas de NGS e ddPCR mostraram-se efetivas e similares na deteccdo das
mutacdes drivers no escarro. Ambos 0s métodos sdo atraentes para este tipo de abordagem

especifica utilizando ctDNA.
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ANEXO 1 - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Q A.C.Camargo Cancer Center  comre oe emica

Centro Integrado de Diagnéstico, Tratamento, Ensino e Pesquisa EM PESQUISA - CEP

Séo Paulo, 07 de junho de 2019.

A
Dra. Dirce Maria Carraro.
Aluna: Debora Souza Andrade (Mestrado)

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 2237/16C

"Identificacio das mutagdes nos genes EGFR, KRAS, BRAF ¢ NRAS em biépsia liquida
representada pelo escarro e sua correlagio com espécimes tumorais em pacientes
portadores de CPNPC."

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Antonio Prudente —
A.C.Camargo Cancer Center, em sua tltima reunido de 04/06/2019, tomaram conhecimento
€ aprovaram o seguinte documento:

» Solicitagdo de dispensa da submissdo da documentagdo obrigatdria e analise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico "Detecgdo
de écido hialurdnico, cofilina-1 e mutagdes em biopsia liquida de escarro como
rastreamento de pacientes com cancer de pulmio", registrado neste CEP sob n°.
2237/16. O projeto afiliado em referéncia sera Mestrado da aluna Debora Souza
Andrade, sob orientagdo do Dra. Vanessa Karen de S4.

Atenciosamente,

Dral SandraCaire rano
I°. Vice-Coordenadora do Comif¢ de Etica em Pesquisa
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

A.C.Camargo
Cancer Center

®

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/12 CNS/MS
| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA
PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PARTICIPANTE:

......... DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP: .....coooovvveveeeeeecesseneeecreseseeessesssreesssnnne. SEXO:

M () F () DATA NASCIMENTO: .......... — I

=N 0= =TT o T Ne
APTO: . = 121 o T CIDADE:
&= T TELEFONE: DDD

......... DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP: ........oovuonmmmnrereeninnnennrissssessseessnnse: SEXO:
MOF()

DATA NASCIMENTO: .......ccooeeec [ [

ENDEREGO: ....ccouuuuuaerrieeeeesssisneesssssesssssssss s sssssssssssssssssssssesssssss N°

APTO: ..........u. BAIRRO:

.............................. CIDADE:.....coiirrveeinressseissssse s
0321 TELEFONE: DDD




I1-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

DETECCAO DE ACIDO HIALURONICO, COFILINA-1 E MUTACOES EM
BIOPSIA LIQUIDA DE ESCARRO COMO RASTREAMENTO DE PACIENTES
COM CANCER DE PULMAO

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Dra. Dirce Maria Carraro

Centro Internacional de pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center (CIPE) - S&o Paulo.

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS

e Dra Vanessa Karen de S&— A.C.Camargo Cancer Center/CIPE

e Dr. Helano Carioca Freitas — A.C.Camargo Cancer Center/Oncologia
e Dr. Vladimir Lima (Hospital-A.C.Camargo Cancer Center/Oncologia

e Dra. Elisa Napolitano, Ferreira-A.C.Camargo Cancer Center/CIPE

4. DURACAO DA PESQUISA:

48 meses

111 - INFORMACOES A (O) PARTICIPANTE

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa chamado
“Deteccao de acido hialuronico, cofilina-1 e mutagdes em biopsia liquida de escarro
como rastreamento de pacientes com cancer de pulmio”, no A.C.Camargo Cancer
Center.

As coletas de escarro serdo feitas nos seguintes momentos: a) apos a confirmacdo do
diagnostico b) 60 dias apos o inicio do primeiro ciclo de quimioterapia ou radioterapia
previsto para 4-8 semanas; c) 60 dias ap0s o término da quimioterapia ou radioterapia e
d) 180 dias apds o término da quimioterapia ou radioterapia, ou no momento da recidiva

tumoral (se o tumor voltar a crescer). Todas as coletas serdo realizadas em consultério



pelo médico ou auxiliar de enfermagem, somente nos dias em que vier ao hospital por
procedimentos de rotina (consulta ou retorno), ndo havendo necessidade de retornar ao

hospital apenas para a realizacdo do protocolo de pesquisa.

IV - OBJETIVOS DA PESQUISA

No mundo todo ha um esfor¢o para identificar métodos para o diagndstico precoce do
cancer de pulméo, com isso tentando aumentar as chances de cura dos pacientes. Acredita-
se que niveis diferentes de duas substancias chamadas: acido hialurénico e cofilina-1, no
escarro podem auxiliar no diagnostico de uma forma mais precoce. Por isso, vocé esta
sendo convidado (a) a participar deste estudo. Os pesquisadores envolvidos véo estudar,

no Seu escarro, a existéncia e o nivel dessas substancias.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA

Atualmente, quando o médico vai decidir qual o melhor tratamento para um paciente, ele
leva em consideragdo o estado de salde do paciente e 0 tamanho da doenca. Entretanto,
nos ultimos anos, varios estudos vém mostrando que existem outras caracteristicas, que
podem ser analisadas em pedacos do cancer ou em células provenientes do pulméo, e que
podem ajudar a entender melhor o desenvolvimento da doenca e detectar o cancer em
estagios iniciais. Estas caracteristicas do tumor sdo chamadas “caracteristicas
moleculares” porque sdo modificagdes que ocorrem em moléculas, dentro das células do
cancer.

O objetivo desta pesquisa ¢ investigar se essas “caracteristicas moleculares” podem ser
detectadas no escarro em estagios iniciais do cancer de pulmao e também ap0os a recidiva

(retorno) do tumor ap6s o tratamento da doenca.

VI — DESENHO DA PESQUISA

- Serdo selecionados aproximadamente 100 pacientes com cancer de pulmao provenientes

do A.C.Camargo Cancer Center.

Todas as coletas serdo realizadas em consultdrio pelo médico ou auxiliar de enfermagem,
somente nos dias em que vier ao hospital por procedimentos de rotina (consulta ou

retorno), nos seguintes momentos: a) apds a confirmagéo do diagnostico b) 60 dias apos



o inicio do primeiro ciclo de quimioterapia ou radioterapia previsto para 4-8 semanas; c)
60 dias apds o término da quimioterapia ou radioterapia e d) 180 dias apds o término da
quimioterapia ou radioterapia, ou ho momento da recidiva tumoral (se o tumor voltar a
crescer).
Né&o havera necessidade de retornar ao hospital apenas para a realizacdo do protocolo de
pesquisa.

VIl - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Neste estudo, vocé ndo receberd nenhum tratamento experimental. Com a sua autorizacéo,
sera realizado uma coleta de escarro e 0 material sera utilizado para as analises. Apds a
assinatura do termo, o senhor ser& submetido a até 3 inala¢fes com soro fisiol6gico, com
duracdo méxima de 7 minutos cada uma, para a indugdo do escarro com o auxilio do
aparelho de inalacdo. Durante o procedimento de inducdo havera sempre a presenca de

um médico ou enfermeiro.

Apbs cada inalacdo, o senhor sera orientado a enxaguar a boca, assoar 0 hariz e 0 escarro
sera colhido em recipiente estéril proprio e armazenado em isopor contendo gelo picado
até a separacdo. ApoOs a coleta, o escarro sera separado da saliva e o material sera
armazenado em tubos a -80°C até o momento de anélise.

As amostras coletadas serdo processadas e armazenadas pelo Banco de Macromoléculas
do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, e 0 excedente ndo utilizado por este projeto
de pesquisa podera ser utilizado em outros projetos no futuro, apos a aprovacdo dos
mesmos pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo. Os pesquisadores do estudo
vao procurar, no escarro coletado, a presenca de algumas substancias que podem ter se
modificado com o desenvolvimento de sua doenca. O material utilizado néo

comprometerd o andamento de outros exames da rotina realizados para seu tratamento.

Vil - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS
DECORRENTES DO PROCEDIMENTO

Durante as inalacdes, vocé podera sentir a boca seca, aumento de producéo da saliva
(cuspe) e enjbo. Esses sintomas podem ser evitados lavando a boca com agua. Pode
acontecer tosse, leve falta de ar e chiado no peito, mas geralmente esses efeitos sdo

passageiros.



Os pesquisadores envolvidos se comprometem a preservar seus dados de identificacdo
pessoal. No entanto, ndo podemos excluir totalmente o risco da perda de sigilo das suas

informacdes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

N&o havera beneficios aos participantes do estudo. Os beneficios serdo indiretos através
da contribuicdo na identificagdo de novos biomarcadores para detecgéo precoce e recidiva
(retorno) da doenca.

X - CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade (sigilo) de suas informacfes sera mantida e sua identidade sera
preservada, sendo que somente os membros da equipe médica e do Comité de Etica em
Pesquisa terdo acesso aos registros. A sua participacdo neste estudo € voluntéria, tendo o
direito de retirar-se a qualquer momento. A recusa ou desisténcia da participacdo nesse

estudo nao ird prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento.

X1 - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Qualquer dano resultante da sua participacdo no estudo sera avaliado e tratado de acordo
com os beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de

consentimento vocé ndo esta abrindo méo de qualquer um dos seus direitos legais.

X1l - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS
O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informacéao
atualizada ao longo do estudo, caso este seja 0 seu desejo. TELEFONES PARA
CONTATO EM CASO DE DUVIDA SOBRE O ESTUDO: (011) 2189-5000 — ramal:
5023, entrar em contato com Dra.Vanessa Karen de Sa ou Dra. Dirce Carraro; ramal:

2765, entrar em contato com Dr. Helano Freitas

XII1. OBSERVA(;CES COMPLEMENTARES:

As amostras coletadas serdo processadas pelo Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center.
O excedente, ndo utilizado por este projeto de pesquisa, poderéa ser descartado ou, se
autorizado pelo participante, ser armazenado e utilizado em outros projetos, apds a
aprovacdo dos mesmos pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo, e quando

necessério, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Dependendo da escolha do



participante, podera ser ou ndo necessaria a assinatura de novo TCLE. Para isso, pedimos
que o (a) senhor (a) escolha uma das seguintes opc¢des quanto ao armazenamento de sua
amostra biologica:

() Autorizo o armazenamento da minha amostra bioldgica excedente ao final deste estudo
para que a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa.

() Nao autorizo o armazenamento da minha amostra bioldgica excedente ao final deste
estudo para que a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. Desta

forma, compreendo que o excedente serd inutilizado pelo Biobanco da instituigéo.

Em caso da utilizagdo das suas amostras em outras pesquisas, favor assinalar uma das

seguintes opgoes:

() Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C.Camargo Cancer
Center.

() Né&o quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C.Camargo Cancer
Center. Portanto, concordo que este TCLE, uma vez assinado, valera também para 0s

demais protocolos de pesquisa.

Em casos de 6bito ou condi¢fes incapacitantes, o (a) senhor (a) tem a possibilidade de
ceder os direitos sobre sua amostra bioldgica armazenada aos seus sucessores ou outras
pessoas de sua confianca. Para isso, pedimos que expresse a sua vontade com base nas

opcodes abaixo:

() Cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situacfes acima

referidas. Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

[\ [0] 1 1< SRR
O AU U PN CO: .ttt
Telefone: ( )

() Néo cedo os direitos sobre minha amostra biologica armazenada nas situacdes acima

referidas.

Os dados fornecidos, coletados e obtidos neste protocolo de pesquisa, poderdo ser



utilizados em estudos futuros. A partir de seu material biolégico armazenado, futuras
pesquisas poderdo realizar novas abordagens cientificas com o intuito de, por exemplo,
investigar a ocorréncia de outras alteracfes em seu DNA. Em qualquer ocasido e a
qualquer tempo, vocé terd o direito de acesso as informacdes e resultados obtidos com a
utilizacdo de seu material biolégico armazenado, recebendo orientagdes quanto as suas
implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando necessario.

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizacé@o e apds o aval do CEP da
instituicdo, em casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou
situacdo possa por em risco a seguranca do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo

esteja sendo conduzido de maneira eticamente inaceitavel.

XI11. QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:
Pesquisador Responsavel: Dr(a). Dirce Maria Carraro

Centro Internacional de pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center - Sao
Paulo. Telefones para contato: (11) 2189-5000 ramal 5023.

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente 211 — Liberdade — S&o Paulo.

Se o pesquisador responsavel ndo fornecer as informacdes/ esclarecimentos suficientes,
por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Fundag&o Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP pelo telefone (11)
2189-5000, ramal 5020 de segunda-feira a quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-

feira das 8 horas as 17 horas.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) recebera uma das vias

originais e a outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

declaro ter lido, compreendido e discutido o conteddo do presente Termo de
Consentimento e concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida

autorizando os procedimentos acima relacionados:



Assinatura do participante ou responsavel Assinatura do responséavel pela pesquisa
legal Dra. Dirce Maria Carraro

/ / / /

Data Data



