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APRESENTACAO

Sabemos que o trabalho do médico humanitario envolve uma grande variedade
de atividades que podem girar em torno de diversas atividades. Existe um longo e vasto
caminho muitas vezes pouco iluminado pelos sistemas de comunicag¢do, mas que sdo uma
base essencial para o desenvolvimento dessa ciéncia. Exemplos como de equipes médicas
que atuam em situacGes de conflito e pds-conflito, no controle e combate as doencas
epidémicas, no atendimento emergencial as vitimas de catastrofes naturais, e garante
atendimento médico as pessoas excluidas dos sistemas de saude locais, contribuem para
esse entendimento.

A proximidade com o paciente e os valores éticos necessitam ser valorizados e
incentivados, pois geram possibilidades além de pressionarem grandes industrias e
governos para que medicamentos acessiveis e de qualidade cheguem as populagdes mais
pobres do mundo.

Tendo em vista a dimensédo e a importancia dessa tematica, a mais nova obra da
Atena Editora, construida inicialmente de trés volumes, direciona ao leitor um novo material
de qualidade baseado na premissa que compGée o titulo da obra.

Situacbes de emergéncia pedem resposta rapida, com atendimento médico
especializado e apoio logistico, mas falhas cronicas no sistema de saude local, como a
escassez de instalagbes de saude, de profissionais qualificados e a inexisténcia da oferta
de servigos gratuitos para populagées sem recursos financeiros, também podem motivar
a atuacgdo da organizagado. Ou seja, uma amplitude de temas que aqui serdo abordados
dentro dos diversos campos de atuag¢do dos profissionais envolvidos.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta, apoiada pela Atena Editora,
tras ao leitor producdes académicas desenvolvidas no territério nacional abrangendo
informacgdes e estudos cientificos no campo das ciéncias médicas com énfase na promogao
da saude em nosso contexto brasileiro. Desejamos que a obra “Medicina: Longe dos
holofotes, perto das pessoas” proporcione ao leitor dados e conhecimento fundamentado
e estruturado.

Tenham todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Cerca de 85% dos casos de cancer
de pulmdo sdo do tipo ndo pequenas células
(CPNPC), sendo que mutagbes que levam a
sensibilidade ou a resisténcia ao tratamento
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com inibidores de tirosina quinase (TKIs) ja séo
bem descritas. As trés mutagdes de EGFR mais
relevantes séo: delecéo no éxon 19 (DEL19) e
L858R, ambas conferindo sensibilidade aosTKIs
de primeira geracdo, e T790M, que leva a
resisténcia aos inibidores mencionados acima,
mas é sensivel a terceira geracéo de TKIs. Neste
estudo, descrevemos a frequéncia geral dessas
mutacdes em amostras de plasma de pacientes.
Foram analisados resultados de 397 pacientes
(dados coletados entre abril de 2018 e margo de
2019) para avaliar a frequéncia de positividade da
mutacdo T790M no gene EGFR. Esses relatérios
eram de exames de bibépsia liquida, por PCR
digital em gotas (ddPCR), em que as mutagbes
EGFR DEL19, L858R e T790M foram avaliadas.
Os dados foram coletados no Laboratorio
Progenética/Grupo Pardini. Observamos que
a frequéncia de positividade para a mutacdo
EGFRT790M em nossa compilagéo de amostras
foi menor do que a descrita na literatura, o que
poderia ser explicado pelo fato de recebermos
amostras com o diagnéstico prévio de mutagbes
de sensibilidade, como também amostras do
tipo selvagem para essas mutacdes, tornando
a populacdo avaliada diferente das populagdes
utilizadas na maioria dos estudos cientificos.
PALAVRAS-CHAVE: EGFR, T790M, CPNPC.

EGFR T790M MUTATION-POSITIVE
FREQUENCY ANALYSIS BY DROPLET
DIGITAL PCR OF PLASMA SAMPLES
FROM PATIENTS WITH NON-SMALL
CELL LUNG CANCER (NSCLC)

ABSTRACT: Around 85% of lung cancer cases
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are non-small cell lung cancer (NSCLC), and mutations that lead to sensitivity or resistance to
the treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are well described. The three most relevant
EGFR mutations are: deletion at exon 19 (DEL19) and L858R, both conferring sensitivity to
first generation TKIs, and T790M, that leads to resistance to the above-mentioned inhibitors,
but it is sensitive to third generation TKls. Herein, we describe the overall frequency of these
mutations in patient plasma samples. In this study, reports from 397 patients were analyzed
(data collected between April 2018 to March 2019) to evaluate EGFR T790M mutation-positive
frequency. These reports were of liquid biopsy assays, by droplet digital PCR (ddPCR), in which
EGFR DEL19, L858R, and T790M were assessed. The data was collected at Laboratério
Progenética/Grupo Pardini. We found that EGFR T790M mutation-positive frequency in our
sample compilation was lower than the one described in literature, which could be explained
by the fact that we receive at IHP samples previously diagnosed for sensitivity mutations and
wild-type samples for these mutations, making the population evaluated by us different from
the populations used in most scientific studies.

KEYWORDS: EGFR, T790M, NSCLC.

11 INTRODUGAO

A dificuldade de acesso as diferentes populagdes de células tumorais por bidpsia
convencional € um dos maiores desafios no monitoramento do cancer. Como solucéo, a
biépsia liquida, que analisa o DNA (acido desoxirribonucleico) tumoral circulante (ctDNA),
apresenta-se como um método n&o-invasivo que possibilita 0 acompanhamento do paciente
(Cabanero & Tsao, 2018). O ctDNA pode ser analisado a partir do cfDNA (cell free DNA)
extraido do plasma do sangue periférico, reduzindo o nimero de procedimentos invasivos
realizados no paciente. Uma das técnicas utilizadas para a analise de biépsia liquida é a
PCR digital em gotas (ddPCR, do inglés digital droplet PCR), que € mais sensivel do que
a PCR em tempo real para a analise mutagdes pontuais, sendo capaz de detectar baixas
concentracdes de ctDNA (Li et al., 2018).

Apesquisa de mutagdes no gene EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico)
em plasma por biopsia liquida pode ser utilizada em amostras de pacientes em tratamento
ou acompanhamento quimioterapico, para o cancer de pulmao de nao pequenas células
(CPNPC). Este exame permite ao oncologista clinico fazer uma analise especifica dos
seus pacientes, podendo direcionar a abordagem terapéutica mais recomendada para
cada situacéo.

Cerca de 85% dos casos de cancer de pulmao sao do tipo CPNPC (Sher et al.,
2008), sendo que mutagdes que levam a sensibilidade ou a resisténcia ao tratamento ja
sdo bem descritas. Dessa forma, o estudo destas mutagbes é importante tanto para o
tratamento quanto para o prognostico do paciente.

As trés mutacdes de EGFR mais relevantes sédo: dele¢des no éxon 19 (DEL19) e
L858R (éxon 21), ambas conferindo sensibilidade aos inibidores de tirosina quinase de
primeira geragéo (TKIs), respondendo por aproximadamente 90% de todas as mutacoes
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de sensibilizagédo (Cabanero & Tsao, 2018), e T790M (éxon 20), que leva a resisténcia aos
inibidores mencionados acima e aos de segunda geracao, mas é sensivel a terceira geracao
de TKils (Figura 1). Pesquisas indicam que 50% a 60% dos pacientes que desenvolvem
resisténcia aos TKls de primeira e segunda geragdes apresentaram a mutagédo T790M (Li
et al., 2018).

Figura 1: Mecanismos de resisténcia adquirida ap6s tratamento em CPNPC. Cada circulo
representa uma célula tumoral, contendo mutagdes diferentes, representadas pelas cores diferentes.
EGFR: Receptor do fator de crescimento epidérmico; TKis: inibidores de receptores tirosina quinase;

SLD: sobrevida livre de doenga; DEL19, L858R, T790M e C797S: mutagbes no gene EGFR. Adaptado
de Remon & Besse, 2016.

Sendo assim, neste estudo determinamos a frequéncia de positividade da mutacao
T790M no gene EGFR, por PCR digital, em amostras de pacientes com céncer de pulméao
de ndo pequenas células.

2|1 MATERIAIS E METODOS

Amostras de sangue total de pacientes diagnosticados com CPNPC foram
centrifugadas para a separagéo do plasma. Em seguida, o DNA circulante livre de células
(cfDNA — cell free DNA) foi extraido do plasma utilizando-se o kit QlAamp® Circulating
Nucleic Acid (Qiagen, Alemanha), seguindo as instrucGes do fabricante. Aamostra de cfDNA
foi adicionada a reacbes de PCR (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos da América),
contendo sondas para a detecgdo das mutacdes T790M, L858R e DEL19 (mutag¢des no
gene EGFR), ou para a deteccdo dos alelos selvagens destas mutagbes. Estas reacbes
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foram submetidas a ensaios de deteccdo de mutagdes por ddPCR (Bio-Rad Laboratories,
Estados Unidos da América), sendo os resultados analisados no software da plataforma.
Laudos de exames de 397 pacientes, realizados entre durante um ano, foram avaliados
quanto a presenca das mutag¢des T790M, L858R e DEL19 no gene EGFR.

31 RESULTADOS

Figura 2: Esquema de analise de resultados de bidpsia liquida de mutagées em EGFR por
ddPCR. Os 397 laudos iniciais foram divididos de acordo com a presenca ou auséncia de mutacgdes,
bem como a existéncia de resultados anteriores ou posteriores para os pacientes analisados. Os
ndmeros em cinza claro mostram quantos resultados estavam em cada categoria.

Resultados de exames de bidpsia liquida por ddPCR para mutagées no gene EGFR,
realizados e liberados durante um ano no Laboratério Progenética/Grupo Pardini para

pacientes com CPNPC, foram avaliados quanto a presenca ou auséncia das mutacdes
T790M, L858R e DEL19 (Figura 2).
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Figura 3: Resultados da analise de relatérios. Dos 397 relatérios, 232 (58%) eram do tipo selvagem
para todas as trés mutagdes testadas, e 165 (42%) eram positivos para uma ou mais mutagdes, sendo
66 (16,62%) positivos para T790M. Analisando apenas os resultados positivos (n = 165), a frequéncia
de positividade para T790M chega a 40%. Além disso, quando 207 pacientes dos 232 resultados do
tipo selvagem foram pesquisados em busca de resultados anteriores ou posteriores, 35% n&o tiveram
quaisquer resultados anteriores ou posteriores em nossos registros, 44% tiveram resultados de EGFR
anteriores e 21% tiveram resultados posteriores. FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, bidpsia de
tecido; WT: Wild-type (selvagem); S/: sem; Ant.: resultado anterior; Post: resultado posterior.

Dos 397 resultados, 232 (58%) eram do tipo selvagem para todas as trés mutagdes
testadas, e 165 (42%) eram positivos para uma ou mais mutagdes, sendo 66 (16,62%)
positivos para T790M (Figura 3). Analisando apenas os resultados positivos para quaisquer
mutacdes (n = 165), a frequéncia de positividade para T790M chega a 40%. Além disso,
quando 207 pacientes dos 232 resultados do tipo selvagem (alguns pacientes foram
excluidos por ndo se encaixarem em nenhuma das categorias da andlise seguinte) foram
pesquisados em busca de resultados anteriores ou posteriores (exames realizados antes
ou apds o resultado analisado por nosso grupo; estes resultados eram tanto de biopsia
liguida quanto de bidpsia de tecido), 73 (35%) nao tiveram quaisquer resultados anteriores
ou posteriores em nossos registros, 91 (44%) realizaram exames de mutacées em EGFR
anteriormente (sendo 23 selvagens, 54 positivos para DEL19 ou L858R, 13 positivos para
outras mutagdes de sensibilidade e 1 positivo para T790M), e 43 (21%) tiveram resultados
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posteriores (30 resultados (70%) foram negativos para T790M e 13 resultados (30%) foram
positivos para T790M). 92% dos pacientes que possuiam resultados posteriores positivos
para T790M foram de amostras de FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, bibpsia de
tecido) e 8% foram de biopsia liquida por ddPCR. Os resultados positivos do FFPE foram
realizados entre 1 e 7 meses ap0s o relatério analisado pela primeira vez e o resultado
positivo de bidpsia liquida por ddPCR foi realizado 8 meses ap6és o relatério analisado pela

primeira vez.

41 DISCUSSAO

Dos 397 resultados, 69 (16,62%) foram positivos para T790M. Esta frequéncia de
positividade para T790M é muito diferente da citada na literatura, que corresponde a 50-
60% (Cabanero & Tsao, 2018), em pacientes previamente diagnosticados com CPNCP,
conhecidamente portadores de mutagdes de sensibilidade. Quando a populagéo estudada
€ reduzida aos relatorios positivos (n = 165), a frequéncia de positividade da mutagéao
T790M atinge 40%, semelhante ao que é observado em estudos usando plasma (Sueoka-
Aragane et al., 2016; Li & Zhou, 2017; Li et al., 2018; Li et al., 2020).

Nossas analises em uma amostragem de 207 pacientes dentre os 232 que tiveram
resultado selvagem para as mutagbes mostraram que 73 pacientes (35%) ndo possuiam
resultados anteriores ou posteriores para mutagbes em EGFR em nossos registros e 91
(44%) possuiam resultados de EGFR anteriores (sendo 23 de tipo selvagem, 54 positivos
para DEL19 ou L858R, 13 positivos para outras mutacdes de sensibilidade e 1 positivo
para T790M). Estes dados mostram que foram recebidas no Laborat6rio Progenética/
Grupo Pardini tanto amostras para a pesquisa da mutagdo T790M no gene EGFR, de
pacientes com histérico de mutacdes de sensibilidade, quanto amostras selvagens para
estas mutagdes (que podem ter sido coletadas em um momento em que nado havia
cfDNA suficiente), o que torna a populagdo por nés analisada diferente das populacbes
analisadas na maioria dos estudos cientificos, que sdo todas de pacientes conhecidamente
portadores de mutagdes de sensibilidade, o que poderia explicar a diferenca na frequéncia
de positividade para T790M.

Para os 43 pacientes que tiveram resultados posteriores (de exames realizados
apos o relatério analisado pela primeira vez por nosso grupo) 30 resultados (70%) foram
negativos para T790M e 13 resultados (30%) foram positivos para T790M, mostrando mais
uma vez a relevancia da coleta no momento certo, em que haja a quantidade de cfDNA
necessaria para a detecgao da mutagéo, e a importancia do monitoramento constante, para
que a mutacdo T790M seja detectada o quanto antes.
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