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Resumo 

O Câncer de Pulmão é a neoplasia que mais causa óbitos no mundo. O número 

de mortes relacionadas à doença é três vezes maior em homens se comparado ao 

câncer de próstata e quase duas vezes maior em mulheres quando comparado ao 

câncer de mama. Novas opções terapêuticas têm surgido nos últimos anos, incluindo 

drogas de alvo molecular indicadas quando há alterações acionáveis nos genes 

EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, RET, ERBB2 e MET. Tumores que apresentam tais 

alterações nesses genes podem responder a inibidores de tirosina quinase (ITQs). 

Estes apresentam uma menor toxicidade e resultam em uma sobrevida livre de 

progressão e global superior à quimio e radioterapia convencionais, desde que os 

pacientes sejam acuradamente selecionados por meio do diagnóstico molecular. 

Diversos estudos ao redor do mundo já demonstraram que as frequências dos 

biomarcadores de resposta a ITQs variam grandemente entre as diferentes 

populações, porém poucos trabalhos exploraram o tema no Brasil.  

Este trabalho foi o primeiro a descrever a frequência de importantes 

biomarcadores de resposta a tratamento em uma série de pacientes com câncer de 

pulmão de não pequenas células (CPNPC) da região Sul do Brasil. Os dados 

revelaram que o gene EGFR está alterado em 19,1% dos casos, a menor frequência 

já relatada no país. Mutações em KRAS, por outro lado, estavam presentes em 30,2% 

dos casos, a maior até então descrita no Brasil. Também foi observado que 

aproximadamente 6% dos tumores investigados possuíam alterações raras de 

significado clínico incerto, cuja resposta a ITQs é ainda desconhecida. Uma vez que 

estudos investigando a resposta terapêutica de pacientes com tumores apresentando 

tal perfil molecular são escassos, o presente trabalho também busca avaliar a escolha 

dos profissionais médicos no tratamento deste grupo de pacientes na ausência de 

diretrizes específicas para conduta terapêutica e, para aqueles que optaram pelo uso 

de ITQs, o perfil de resposta observado após uso do medicamento. 

 O acesso ao diagnóstico molecular e diferenças no perfil molecular de 

pacientes atendidos no sistema público e particular/suplementar de saúde também é 

um tema importante. Estima-se que menos de 40% dos pacientes brasileiros com 
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CPNPC tenham acesso ao teste do gene EGFR, situação ainda mais precária para os 

demais biomarcadores e pacientes atendidos pelo sistema público. Nesse sentido, o 

estudo está avaliando os registros de dois hospitais terciários na cidade de Porto 

Alegre, a fim de coletar informações que possam fomentar futuras decisões quanto a 

políticas públicas de diagnóstico e tratamento do CPNPC.  

Por fim, uma vez que o CPNPC é diagnosticado em estado avançado em mais 

de 70% dos casos, torna-se importante a implementação de técnicas alternativas para 

o diagnóstico molecular da doença. Em tais casos, é relativamente comum que o 

tecido tumoral não esteja disponível devido à invasividade da biópsia convencional ou 

inacessibilidade do tumor. Sendo assim, a biópsia líquida pode permitir a investigação 

do DNA tumoral circulante (ctDNA) e é uma ferramenta diagnóstica de grande valor, 

auxiliando na exploração da heterogeneidade tumoral e na busca de biomarcadores 

preditivos e/ou prognósticos. Pelo nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a 

analisar alterações moleculares no DNA livre circulante (cfDNA) isolado de uma série 

de pacientes diagnosticados com CPNPC atendidos pelo sistema público de saúde. 

Resultados preliminares demonstraram que foi possível acompanhar a variação alélica 

de duas mutações somáticas em um dos pacientes, corroborando com a evolução 

clínica do mesmo. Espera-se que este trabalho, assim que concluído, torne a medicina 

de precisão mais próxima dos pacientes diagnosticados com CPNPC no sistema 

público do país, auxiliando na tomada de decisões em políticas públicas aplicadas ao 

diagnóstico molecular. 
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Abstract 

Lung cancer is the leading cause of cancer death in the world. The disease-

related deaths are three times higher than prostate cancer in men and almost twice as 

high as breast cancer in women. New therapeutic options have emerged in recent 

years, including molecular target drugs which are indicated when actionable alterations 

in the genes EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, RET, ERBB2, and MET are present.  

Lung tumors carrying mutations in such genes could respond to tyrosine kinase 

inhibitors (TKIs). These drugs show a lower toxicity and result in a superior progression-

free and overall survival comparing to conventional chemotherapy and radiotherapy 

approaches when patients are properly selected through molecular diagnosis. Several 

studies around the world have already demonstrated that the frequency of biomarkers 

that indicate response to TKIs varies greatly among different populations, but few works 

have explored this topic in Brazil. 

This is the first work describing the frequency of important treatment response 

biomarkers in a series of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) from 

Southern Brazil. The results revealed that the EGFR gene is altered in 19.1% of cases, 

the lowest frequency reported in the country.  On the other hand, KRAS mutations were 

present in 30.2% of the cases which the highest described in the country. It was also 

observed that approximately 6% of the investigated patients carried rare alterations of 

uncertain clinical significance, which confer an unknown response to TKIs. Studies 

investigating the therapeutic response in patients with tumors presenting this molecular 

profile are also scarce. Therefore, in the absence of specific guidelines for therapeutic 

management, the present work is also evaluating the treatment choices recommended 

by medical professionals for a group of patients with alterations of uncertain 

significance.  

The access to molecular diagnosis and differences in the molecular profile of 

patients treated in the public and private/supplementary health system is another 

important issue. It is estimated that less than 40% of Brazilian patients with NSCLC 

have access to basic results like EGFR mutational status. The access to other 

biomarker testing and for patients treated by the public system is even limited. In this 
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sense, we are collecting data from two tertiary hospitals in the city of Porto Alegre, Rio 

Grande do Sul, Brazil, in order to gather data that could guide future decisions 

regarding public policies for NSCLC diagnosis and treatment. 

Finally, since NSCLC in Brazil is diagnosed at an advanced stage in more than 

70% of the cases, it is important to implement alternative techniques for molecular 

diagnosis. In the advanced cases tumor tissue is frequently unavailable due to the 

invasiveness of conventional biopsy and/or tumor inaccessibility. The liquid biopsy 

allows the investigation of the circulating tumor DNA (ctDNA). It is an alternative tool of 

great value which can also be used to explore tumor heterogeneity and aid in the 

searching for predictive and/or prognostic biomarkers. To our knowledge, this was the 

first study to access molecular alternations in the cell-free DNA (cfDNA) isolated from 

a series of patients diagnosed with NSCLC treated in the public health system. Our 

preliminary results showed that it was possible to evaluate the allelic variation of two 

somatic mutations identified in the cfDNA from one patient, which corroborates with his 

clinical evolution. Once completed, we hope that our work could bring precision 

medicine closer to patients diagnosed with NSCLC in Brazil by aiding public policies in 

decision making applied to molecular diagnosis.
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1. CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO GERAL 
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1.1. Câncer de pulmão: epidemiologia e fatores de risco 

O câncer de pulmão apresenta a maior letalidade dentre todos os tumores, 

sendo a sexta causa de óbitos no mundo, resultando em quase 2 milhões de mortes 

pela doença a cada ano (Sung et al., 2021). É a neoplasia que mais afeta homens, 

com quase 1,5 milhão dos diagnósticos, e a terceira em mulheres, com 695 mil a cada 

ano. Estima-se um crescimento de 37% no número de diagnósticos de câncer de 

pulmão em um período de apenas 10 anos (2007– 2017), tendência que deve se 

manter nos próximos anos (Fitzmaurice et al., 2019). Mesmo com avanços na 

descoberta de alvos terapêuticos e novos tratamentos direcionados, nos últimos anos 

a taxa de sobrevida em 5 anos foi de apenas 22,9% para pacientes diagnosticados 

com neoplasias de brônquios e pulmão (SEER, 2019). Atualmente, espera-se que um 

a cada 17 homens e uma a cada 43 mulheres irão desenvolver a doença antes dos 79 

anos. Por fim, atualmente o câncer de pulmão é a principal causa de morte em 110 

países (Fitzmaurice et al., 2019). 

No Brasil, em 2020 foram estimados 30.200 novos casos de câncer de traqueia, 

brônquio e pulmão (TBP), sendo 17.760 em homens (7,9% do total de casos de 

câncer) e 12.440 em mulheres (5,6% do total de casos de câncer). Em relação a 

mortalidade, ocupa o primeiro lugar em homens e o segundo em mulheres, ficando 

atrás somente do câncer de mama. No Rio Grande do Sul, em 2020 foram estimados 

2.300 e 1.440 novos casos da doença em homens e mulheres, respectivamente, o que 

torna o câncer de pulmão o segundo tumor mais frequente em homens e o terceiro em 

mulheres no Estado (Figura 1; (Brasil, 2019). 
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Figura 1. Incidência (A) e óbitos (B) por câncer no Brasil. Apesar das neoplasias de 

traqueia, brônquios e pulmões não liderarem em número de casos, são a principal causa de 

morte por câncer no país. Figura adaptada do Instituto Nacional de Câncer José Alencar 

Gomes da Silva (INCA), estimativa de 2020 (https://www.inca.gov.br/). 

 

Entre os fatores de risco ligados ao câncer de pulmão, o principal e mais bem 

estabelecido é o hábito tabagista, associado com aproximadamente 90% dos casos 

(Ozlü and Bülbül, 2005). Acredita-se que tabagistas apresentam de 20 a 30 vezes mais 

risco de desenvolver a neoplasia em comparação com indivíduos que nunca fumaram 

(Ridge, McErlean and Ginsberg, 2013). Diversas substâncias presentes na fumaça do 

cigarro, incluindo hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e aldeídos, 

produzem adutos no DNA, induzindo mutações. Quando tais alterações acometem 

genes supressores de tumor, a exemplo do TP53, ou oncogenes, como KRAS, pode 

iniciar-se então o processo de carcinogênese, culminando na formação de um tumor 
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(Hecht, 2012). O advento dos cigarros eletrônicos traz novos desafios para a 

epidemiologia do câncer de pulmão. Apesar destes também apresentarem 

substâncias potencialmente carcinogênicas, como nitrosaminas, e induzirem danos no 

DNA em modelos in-vivo, seus efeitos a longo prazo ainda são desconhecidos e 

podem ditar novos rumos para a prevenção e tratamento da doença (Bracken-Clarke 

et al., 2021; Lee et al., 2018). 

Outros fatores de risco incluem exposição ao cromo, arsênico, cádmio, sílica, 

níquel, poluentes atmosféricos e até mesmo fatores ligados à dieta (Sun, Schiller and 

Gazdar, 2007). Alguns estudos também demonstram uma maior incidência da doença 

em pacientes com repetidas infecções pulmonares, histórico de tuberculose, além de 

deficiência e/ou excesso de vitamina A (Dela Cruz, Tanoue and Matthay, 2011). 

Fatores hereditários que aumentam o risco no desenvolvimento da doença também 

devem ser levados em conta, incluindo indivíduos acometidos pela síndrome de Li-

Fraumeni e aqueles com variantes germinativas no gene EGFR. Outros genes 

candidatos ainda carecem de maiores investigações, incluindo pacientes com 

alterações germinativas em ATM, BRCA2, SFTPA1 e SFTPA2 (Benusiglio et al., 

2021). 

O câncer de pulmão tem um grande custo para os cofres públicos do Brasil, 

onde 80% da população depende do Sistema Único de Saúde (SUS), com gastos 

anuais que chegam próximos dos R$30 milhões quando levados em conta os custos 

diretos no tratamento da doença. Se levado em conta o sistema de saúde suplementar, 

as cifras ultrapassam os R$140 milhões (Ferreira et al., 2016). Estimativas atribuem 

mais de 70% desses gastos ao atendimento ambulatorial, principalmente aos regimes 

de quimio e radioterapia (Knust et al., 2017). Tais gastos refletem o estágio tardio em 

que a neoplasia é diagnosticada no Brasil, uma vez que 70,6% dos casos se 

apresentam já como doença avançada, quando intervenções cirúrgicas são pouco 

eficazes (Ismael et al., 2011). Fármacos de uso oral, como os inibidores de tirosina 

quinase (ITQs) que serão abordados adiante, poderiam reduzir esses gastos em até 

13% (Ferreira et al., 2016). Estudos mais atuais são necessários, uma vez que o 

cenário de atenção oncológica mudou drasticamente nos últimos anos, seja com 
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situações que aumentam a proporção de diagnósticos com estádio avançado 

(pandemia da COVID-19), seja com situações que poderiam modificar custos do 

tratamento sistêmico (p.ex.  o advento de novas drogas para o tratamento das 

neoplasias de pulmão). O impacto econômico da pandemia na pesquisa e 

desenvolvimento para o tratamento da doença foi significativo, atrasando ou até 

mesmo impedindo a realização de novos estudos, situação mais agravante em 

economias emergentes como o Brasil (Mukherji et al., 2021).      

1.2.  Classificação histopatológica do câncer de pulmão 

Atualmente o câncer de pulmão é classificado em dois grandes grupos: câncer 

de pulmão de células pequenas (CPCP), representando em torno de 15% dos 

diagnósticos; e câncer de pulmão de não-pequenas células (CPNPC), presente em 

aproximadamente 85% dos casos (Lortet-Tieulent et al., 2014; Pirker and Filipits, 2016; 

Gridelli et al., 2015) (Figura 2). Nas últimas décadas, a fim de auxiliar na decisão 

terapêutica, uma subclassificação foi incorporada para CPNPC, incluindo os subtipos: 

adenocarcinoma, câncer de pulmão de células escamosas e câncer de pulmão de 

células grandes (Johnson et al., 2004; Scagliotti et al., 2008). 

Os adenocarcinomas de pulmão representam pelo menos 70% dos tumores 

não-escamosos e em torno de 50% de todos os diagnósticos de câncer de pulmão 

(Lortet-Tieulent et al., 2014; Gridelli et al., 2015). Estes tumores têm origem em células 

glandulares, são mais frequentemente diagnosticados em mulheres (~45% versus 

~35% em homens) e tendem a apresentar um comportamento mais indolente quando 

comparado a outros subtipos. Expressam frequentemente biomarcadores consistentes 

com sua origem pulmonar, incluindo o fator de transcrição de tireoide 1 (TTF1, do 

inglês Thyroid Transcription Factor 1) e queratina 7 (KRT7, do inglês Keratin 7). Além 

disso, este é o tipo de câncer de pulmão mais comum em não tabagistas (Varughese 

et al., 2012; Davidson, Gazdar and Clarke, 2013). 

Já o carcinoma de células escamosas, também conhecido como carcinoma 

epidermóide, corresponde a aproximadamente 30% dos diagnósticos de 

CPNPC(Lortet-Tieulent et al., 2014) (Figura 2). São mais frequentemente observados 
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em fumantes do que qualquer outro subtipo de CPNPC (Heist, Sequist and Engelman, 

2012). Outros fatores de risco importantes para este tipo de neoplasia incluem idade, 

história familiar e exposição a diferentes carcinógenos. Os carcinomas de células 

escamosas distinguem-se dos adenocarcinomas pela expressão de citoqueratina 5/6, 

SOX2 e p63 (Lu et al., 2010). 

Por fim, representando em torno de 10% dos casos de câncer de pulmão não-

escamosos, está o câncer de pulmão de células grandes (Lortet-Tieulent et al., 2014) 

(Figura 2). A frequência deste subtipo tem caído significativamente, desde que muitos 

casos estão sendo reclassificados como adenocarcinomas ou carcinomas de células 

escamosas (Davidson, Gazdar and Clarke, 2013). 

 

Figura 2. Classificação histológica do câncer de pulmão e suas respectivas frequências. 

Figura adaptada de Gridelli et al. (2015). 

 

No Brasil, o diagnóstico do câncer de pulmão normalmente se dá por exames 

de imagem simples, como a radiografia de tórax. Esta, no entanto, possui sensibilidade 
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de apenas 70% e especificidade de 89% a 99%. Técnicas alternativas, como 

tomografía axial computadorizada de tórax e broncoscopia possuem melhor 

desempenho no diagnóstico, possibilitando também uma melhor definição do 

estadiamento do tumor (INCA, 2021 - https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-

de-pulmao/profissional-de-saude).  

Quanto ao estadiamento, que basicamente indica o grau de invasividade do 

tumor, normalmente é definido pelo sistema TNM da American Joint Committee on 

Cancer. A letra "T" diz respeito às características morfológicas do tumor, como seu 

tamanho e a sua dispersão nos tecidos adjacentes. Já a letra "N" diz respeito à 

presença ou não de metástases nos linfonodos e, por fim, a "M" trata da distância das 

metástases em relação ao sítio primário do tumor. Com base nesses critérios, os 

tumores são classificados de I a IV. Tumores em estadiamento I são localizados e 

normalmente passíveis de cirurgia curativa. Já tumores em estadiamento IV são 

avançados por apresentarem metástase a distância em relação ao sítio primário de 

diagnóstico. Nesses casos, abordagens cirúrgicas são pouco eficazes, e tratamentos 

sistêmicos com radio e quimioterapia, além de terapias com drogas de alvo-molecular, 

são frequentemente indicados (Goldstraw et al., 2016; Brierley, Gospodarowicz and 

Wittekind, 2017) (Quadro 1)  
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Quadro 1. Resumo da classificação de tumores malignos utilizada para definição do 

estadiamento de neoplasias de pulmão, com base nos critérios da American Joint Committee 

on Cancer, 8ª edição. 

 N0 a N1 b N2 c N3 d 

T1a – tumor ≤ 1 cm IA1 IIB IIIA IIIB 

T1b – tumor <1 cm, mas ≤ 2 cm IA2 IIA IIIA IIIB 

T1c – tumor > 2 cm, ≤ 3cm IA3 IIA IIIA IIIB 

T2a – tumor > 3 cm, mas ≤ 4 cm IB IIB IIIA IIIB 

T2b – tumor > 4, mas ≤ 5 cm IIA IIB IIIA IIIB 

T3 – tumor > 5 cm, mas ≤ 7 cm ou que invade determinada 
estrutura e 

IIB IIIA IIIB IIIC 

T3 – tumor > 7 cm IIIA IIIA IIIB IIIC 

T3 – invade o diafragma IIIA IIIA IIIB IIIC 

T3 – tumor endobrônquico com atelectasia, 
 > 3 cm, mas ≤ 4 cm  

IB IIB IIIB IIIB 

T3 – tumor endobrônquico com atelectasia,  
 > 4 cm, mas ≤ 5 

IIA IIB IIIA IIIB 

T4 – tumor > 7 cm ou associado a nódulo(s) tumoral(is) 
separado(s) no mesmo lobo ipsilateral do tumor primário, 
ou que invade determinada estrutura f 

IIIA IIIA IIIB IIIC 

M1a h IVA IVA IVA IVA 

M1b i com uma lesão  IVA IVA IVA IVA 

M1c i com múltiplas lesões  IVB IVB IVB IVB 

a = Sem metástase em linfonodo regional 
b = Metástase em linfonodo peribrônquico ipsilateral e/ou hilar ipsilateral e intrapulmonares, incluindo 
envolvimento por extensão direta. 
c = Metástase em linfonodo mediastinal ipsilateral e/ou subcarinal 
d = Metástase em linfonodo mediastinal contralateral; hilar contralateral; escalênico ipsilateral ou 
contralateral; ou supraclavicular. 
e = parede do peito, incluindo pleura parietal e tumores de sulco; nervo frênico; pericárdio parietal.  
f = parede torácica, diafragma, nervo frênico, pleural mediastinal, pericárdio 
h = Nódulo (s) tumoral (ais) em lobo contralateral; tumor com nódulo pleural ou derrame pleural ou 
pericárdico maligno. 
i = metástase a distância. 
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1.3. Diagnóstico molecular 

Nas últimas décadas, avanços significativos foram alcançados no tratamento 

das neoplasias de pulmão. A maioria deles se deve à maior compreensão do perfil 

genômico de mutações somáticas do tumor, ou seja, daquelas alterações adquiridas 

ao longo do processo de oncogênese. Estas alterações, por sua vez, são classificadas 

em mutações direcionadoras/condutoras (drivers), as quais possuem papel 

fundamental no processo de carcinogênese, e mutações passageiras (passengers), 

as quais não possuem papel relevante na manutenção e progressão do tumor (Haber 

and Settleman, 2007).  

Os avanços mais recentes para compreensão da genômica tumoral foram 

impulsionados pelo advento do sequenciamento massivo paralelo, também conhecido 

como Sequenciamento de Nova Geração (NGS, do inglês Next Generation 

Sequencing). A redução de custos e consequente maior acessibilidade à técnica 

permitiu o surgimento de grandes consórcios internacionais, como, por exemplo, o The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) e o The AACR Project Genomics Evidence Neoplasia 

Information Exchange (GENIE), os quais mapearam alterações no código genético das 

neoplasias e permitiram que a classificação dos tumores fosse além de sua histologia, 

agrupando-os de maneira ainda mais precisa conforme suas assinaturas moleculares 

(Swami et al., 2021; Alexandrov and Stratton, 2014; Network, 2014; Consortium, 2017; 

Weinstein et al., 2013). Essas assinaturas atuam como marcadores moleculares, 

denominados biomarcadores, os quais podem auxiliar em um diagnóstico, prognóstico 

e tratamento da doença mais personalizado e individualizado, conhecido como 

oncologia de precisão (Ciardiello et al., 2014; Yang et al., 2020b). 

1.4. Tratamento do câncer de pulmão com drogas de alvo molecular e 

inibidores de checkpoint imunológico 

Como consequência do maior conhecimento do perfil genômico dos tumores, 

diversas drogas de alvo molecular vêm sendo desenvolvidas em ritmo acelerado nos 

últimos anos. Estas atuam de maneira mais específica sobre determinados receptores, 

ou ainda proteínas intracelulares, que estão alterados em decorrência das mutações 
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encontradas no tumor (Malone et al., 2020). Tais avanços não somente levaram a um 

aumento da sobrevida dos pacientes, mas também em ganhos significativos na 

qualidade de vida durante o tratamento, graças a diminuição da toxicidade e eventos 

adversos associados, comuns durante regimes terapêuticos convencionais à base de 

quimioterápicos (Ai et al., 2018). 

O sucesso no uso de drogas de alvo molecular depende diretamente da correta 

seleção dos pacientes que potencialmente podem se beneficiar das novas opções 

terapêuticas. Diversos aspectos devem ser observados, incluindo a heterogeneidade 

molecular dos tumores de pulmão, mesmo entre aqueles de mesmo padrão histológico 

((CLCGP) and (NGM), 2013; Kandoth et al., 2013). Em outras palavras, tumores que 

são fenotipicamente semelhantes podem apresentar mutações muito distintas. 

Portanto, no contexto atual do manejo do CPNPC, o uso de técnicas de biologia 

molecular para correta e precisa identificação de biomarcadores de predição 

terapêutica é imprescindível na tomada de decisões, de maneira que estas sejam 

baseadas no perfil molecular do tumor, prevendo a provável resposta ao tratamento 

(Politi and Herbst, 2015).  

Uma vez identificadas, as mutações, formalmente descritas como variantes 

somáticas, devem ser corretamente classificadas. Da mesma forma que o American 

College of Medical Genetics (ACMG) fornece diretrizes para a classificação das 

variantes de origem germinativa em cinco categorias (Patogênica, Provavelmente 

Patogênica, Variante de Significado Indeterminado, Benigna e Provavelmente 

Benigna), o padrão ouro para classificação de variantes somáticas segue as 

recomendações da Association for Molecular Pathology, American Society of Clinical 

Oncology e College of American Pathologists (AMP/ASCO/CAP). Atualmente seis 

níveis (em inglês, tiers) de classificação são utilizados, indicando o grau de evidências 

que suportam se determinada mutação tem significado terapêutico (sensibilidade ou 

resistência à determinada droga), prognóstico e/ou diagnóstico, conforme Quadro 2 

abaixo (Li et al., 2017). 
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Quadro 2. Níveis (tiers) de evidência para classificação de mutações somáticas, segundo 

recomendações da AMP/ASCO/CAP. 

Nível de evidência Descrição 

Tier IA 
Mutações com significado clínico comprovado e/ou com protocolos 
clínicos e diretrizes terapêuticas aprovados por agências de saúde. 

Tier IB 
Mutações com nível de evidências robusto, incluindo consenso de 
especialistas na área. 

Tier IIC 

Significado clínico comprovado para outros subtipos tumorais, ou 
quando a mutação é citada em terapias investigacionais, ou quando 
diversos estudos de menor impacto em consenso indicando o impacto 
da mutação. 

Tier IID 
Estudos pré-clínicos e/ou relatos de caso indicando o significado 
clínico da mutação. 

Tier III 
Mutações ausentes ou ocorrendo em baixa frequência em bancos de 
dados populacionais, porém sem evidências consistentes na literatura 
quanto ao seu impacto funcional. 

Tier IV 

Variantes benignas ou provavelmente benignas, observadas em 
frequência relativamente alta em bancos de dados populacionais 
(>1%) e sem evidências de associação com o processo de 
oncogênese. 

 

Exemplos já bem difundidos na rotina clínica são o rastreamento de mutações 

no oncogene EGFR (do inglês Epidermal Growth Factor Receptor) e rearranjos em 

ALK (do inglês Anaplastic Lymphoma Kinase), utilizados como biomarcadores de 

resposta desde os anos de 2004 e 2007, respectivamente (Lynch et al., 2004; Soda et 

al., 2007). Somam-se também a esses marcadores as mutações em KRAS (do inglês 

Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) e BRAF (do inglês B-Raf Proto-

Oncogene, Serine/Threonine Kinase), alterações em MET (do inglês MET Proto-

Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase), que incluem amplificações, exclusão do éxon 

14 e mutações no códon D1010, além de fusões gênicas envolvendo ROS1 (do inglês 

ROS Proto-Oncogene 1, Receptor Tyrosine Kinase), RET (do inglês Ret Proto-

Oncogene) e NTRK1/2/3 (do inglês Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 1/2/3) 

(Imyanitov, Iyevleva and Levchenko, 2021). Um resumo dos fármacos utilizados nas 

terapias de alvo molecular e seus respectivos marcadores são apresentados no 

Quadro 3.  Atualmente apenas dois estão aprovados para seu uso no SUS no 
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tratamento do CPNPC. São eles: o gefitinibe, aprovado pela Comissão Nacional de 

Incorporação de Tecnologias no Sistema Único de Saúde em 2013; e o erlotinibe, 

aprovado em 2015, quase 10 anos após sua aprovação pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (CONITEC, 2013; CONITEC, 2015). 
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Quadro 3. Linha do tempo com as aprovações de drogas de alvo molecular para o tratamento 

de CPNPC no mundo e no Brasil com seus respectivos biomarcadores de resposta terapêutica 

(alvos). 

Alvo(s) Fármaco(s) 
Ano de aprovação 

Mundo Brasil 

EGFR del19, L858R Gefitinibe 2003 2011 

EGFR del19, L858R Erlotinibe 2004 2006 

Fusões ALK, MET ex14, D1010X Crizotinibe 2011 2016 

EGFR del19, L858R, G719, S768I, L861Q Afatinibe 2013 2016 

Fusões ALK 
Alectinibe 
Ceritinibe 

2014 
2019 
NA* 

EGFR del19, L858R, T790M Osimertinibe 2015 2017 

Fusões ROS1 Crizotinibe 2016 2018 

BRAF V600E 
Dabrafenibe + 
Trametinibe 

2017 2018 

Fusões ALK Brigatinibe 2017 2019 

Fusões ALK, ALK G1202R Lorlatinibe 2018 2020 

EGFR del19, L858R Dacomitinibe 2018 NA 

Fusões NTRK Larotrectinibe 2018 2019 

Fusões NTRK e ROS1 Entrectinibe 2019 NA 

MET ex14, D1010X 
Capmatinibe 

2020 
2021 

Tepotinibe 2021 

Fusões RET 
Pralsetinibe 

2020 
NA 

Selpercatinibe NA 

EGFR ins20 
Amivantamabe 

2021 
2021 

Mobocertinibe NA 

KRAS G12C Sotorasibe 2021 2022 

* NA = Não aprovado. 
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Todos os fármacos citados acima envolvem direta ou indiretamente os 

Receptores de Tirosina Quinase (RTQs), que compõem um dos principais elementos 

reguladores da sobrevivência e proliferação celular.  A estrutura básica dos RTQs 

consiste em um sítio de ligação extracelular, uma α-hélice transmembrana e um 

domínio tirosina quinase no citoplasma. Em humanos, atualmente são classificados 

em 20 famílias. A ativação destes envolve ligantes que mediam a conexão entre os 

receptores monoméricos ou oligoméricos, formando dímeros/oligômeros, os quais 

ativam, mediante fosforilação no meio intracelular, os fatores de transcrição (Lemmon 

and Schlessinger, 2010; Pottier et al., 2020).  Uma vez que um respectivo ligante adere 

a um RTQ, este sofre autofosforilação, desencadeando uma cascata de sinalização 

que envolve diversas vias intermediárias a jusante, incluindo:  Pi3K/AKT/mTOR (do 

inglês Phosphoinositide 3-kinase/Protein Kinase B/Mechanistic Target of Rapamycin), 

a qual controla o crescimento celular, metabolismo, sobrevivência celular e 

manutenção da pluripotência; RAS/MAPK (do inglês, Rat Sarcoma/Mitogen-activated 

Protein Kinases), via reguladora do metabolismo, ciclo celular, proliferação, 

diferenciação e migração celular; e JAK/STAT (do inglês, Janus Kinase/Signal 

Transducer and Activator of Transcription Protein Family), um fator de transcrição 

citoplasmático que media citocinas e sinalização de fatores de crescimento (Liang and 

Yang, 2019; Santoni-Rugiu et al., 2019; Pottier et al., 2020) (Figura 2). 

Alterações moleculares em genes que codificam RTQs e outras proteínas de 

nas vias associadas são um dos principais mecanismos de oncogênese em diversos 

tipos de tumores, incluindo CPNPC (Porter and Vaillancourt, 1998; Du and Lovly, 2018) 

(Figura 2). É na sequência que codifica o domínio tirosina quinase, presente no 

citoplasma, que muitas das mutações oncogênicas são encontradas. Neste domínio 

atuam a maioria das terapias de alvo molecular, utilizando fármacos conhecidos como 

ITQs (Mok et al., 2017; Arora and Scholar, 2005). 

Em condições normais, a fosforilação dos RTQs é estritamente regulada por 

fatores antagonistas e tirosina fosfatases. Alterações no domínio tirosina quinase 

propiciam uma ativação constitutiva das vias associadas, mesmo na ausência de 

ligantes, levando a uma proliferação celular descontrolada (Margiotta, 2021). Dentre 
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os principais mecanismos que alteram os genes que codificam RTQs estão: as 

mutações de ganho de função e as amplificações no domínio tirosina quinase; e os 

rearranjos gênicos que levam a codificação de oncoproteínas nas quais a porção auto-

inibitória do domínio tirosina quinase está ausente, ou cujo o parceiro da fusão 

proporcione o recrutamento de proteínas que contribuem para a sinalização da via, 

estabilidade da proteína, localização celular e oligomerização (Lemmon and 

Schlessinger, 2010; Medves and Demoulin, 2012; Kubo et al., 2009) (Figura 2). 

 

Figura 3. Representação das principais alterações moleculares envolvendo RTQs e vias 

de sinalização celular associadas a jusante. Em condições normais, ligantes levam a 

autofosforilação dos RTQs, desencadeando as vias a jusante que ativam fatores de 

transcrição e sinalizam a progressão do ciclo celular. Esse processo é controlado em 

condições de homeostasia, sendo ativado em situações específicas, como no reparo de 

tecidos. Quando ocorrem mutações em genes que codificam proteínas associadas a esta 

cascata de sinalização, as vias tornam-se constitutivamente ativas, com consequente 

descontrole da proliferação celular. Imagem original. 
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Quanto às alterações no gene EGFR, as deleções do éxon 19 e a substituição 

de uma arginina por uma leucina no códon 858 (L858R) do éxon 21 representam 

aproximadamente 90% das alterações somáticas do gene e são responsáveis por 

levar a uma atividade tirosina quinase constitutiva da proteína (Greulich et al., 2005; 

Okabe et al., 2007). Mutações complexas envolvendo mais de uma mutação em EGFR 

também já foram reportadas em uma minoria de casos, de 1% a 8% (revisado por 

(Santoni-Rugiu et al., 2019). Os primeiros ITQs desenvolvidos para atuar sobre a 

proteína mutante do EGFR, chamados de primeira geração, ligam-se de maneira 

reversível ao domínio tirosina quinase, consequentemente bloqueando a cadeia de 

sinalização subsequente. Já as drogas de segunda geração ligam-se não somente 

irreversivelmente ao EGFR, como também bloqueiam outras proteínas associadas à 

família do fator de crescimento epidermal (EGF), incluindo HER2 (ou ErbB2, do inglês 

Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2) e HER4 (ou ErbB4, do inglês Erb-B2 Receptor 

Tyrosine Kinase 4) (Solca et al., 2012; Engelman et al., 2007). Já os ITQs de terceira 

geração foram desenvolvidos em resposta à mutação de resistência T790M do EGFR, 

que será abordada adiante. Nessa classe, o primeiro a ser aprovado é o fármaco 

Tagrisso (Osimertinibe), o qual também se liga de maneira irreversível a uma 

variedade de resíduos mutados da proteína, além de apresentar maior seletividade em 

comparação aos medicamentos das gerações anteriores, com menor afinidade pela 

proteína selvagem e, consequentemente, maior eficiência e menor toxicidade (Tan et 

al., 2018).   

As fusões gênicas, apesar de menos frequentes, possuem importante papel na 

oncogênese do CPNPC, sendo que as mais relevantes envolvem os genes ALK, RET 

e ROS1. Quando estes genes são fusionados com seus respectivos parceiros, 

traduzem uma proteína de fusão com o domínio tirosina quinase ativado 

constitutivamente, sobre o qual atuam também diferentes tipos de ITQs (Takeuchi et 

al., 2012). A proteína de fusão EML4-ALK está presente de 2% a 5% dos pacientes 

com adenocarcinoma de pulmão (Kwak et al., 2010). Já as fusões que incluem ROS1 

e RET são identificadas em 1 a 2% dos casos (Takeuchi et al., 2012). Atualmente, 

somam-se as fusões acima aquelas envolvendo os genes NTRK1, NTRK2 e NTRK3, 
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que codificam os receptores de tirosina quinase neurotrófica 1, 2 e 3, respectivamente. 

Em CPNPC, a frequência destas fusões é rara, sendo presentes em menos do que 

0,5% dos casos (Liu et al., 2022b). O ITQ Vitrakvi (Larotrectinibe), desenvolvido para 

inibir a ativação dos receptores de tropomiosina relacionados à quinase (TRKs, do 

inglês ) pelas neurotrofinas (NTs), foi a primeira droga desta classe de medicamentos 

tumor-agnóstica, ou seja, aprovada para ser utilizada em qualquer neoplasia sólida, 

desde que na presença de fusões NTRK1/2/3 (Mullard, 2018). 

Ao contrário dos exemplos acima, mutações nos genes KRAS e NRAS indicam 

baixa probabilidade de resposta a ITQs. Mutações em KRAS são mais comuns em 

indivíduos com histórico de tabagismo e indicam um pior prognóstico, porém parecem 

estar associadas a maior expressão de PD-L1 e resposta a inibidores de checkpoint 

imunológicos  (Pao et al., 2005b; Dogan et al., 2012; Slebos et al., 1990; Herbst et al., 

2019). Estudos nos EUA, Europa e Ásia demonstraram que substituições de 

aminoácidos nos códons 12, 13 e 61 foram detectadas em 11%-29%, 12%-37% e 2%-

9% dos pacientes, respectivamente (Lee et al., 2010; Gao et al., 2010; Fassina et al., 

2009; Chiosea et al., 2010). Já as mutações em NRAS são raras, ocorrendo em 

aproximadamente 1% dos casos (Ohashi et al., 2013).  

Dada a alta frequência e pior prognóstico na presença de mutações em KRAS, 

não é exagero afirmar que um dos maiores avanços recentes no tratamento do CPNCP 

foi a aprovação do uso do inibidor de GTPase da família RAS Sotorasibe, indicado 

especificamente para tumores com a mutação G12C no gene, presente em mais de 

10% da totalidade dos casos (Blair, 2021). Ademais, recentemente foram aprovados 

os fármacos Amivantamabe e Mobocertinibe, os quais atuam em tumores com 

inserções no éxon 20 de EGFR, presente em aproximadamente 5% dos pacientes e, 

até recentemente, marcadores de resistência aos ITQs de primeira e segunda geração 

(Yun et al., 2020; Gonzalvez et al., 2021). Com base no banco de dados do projeto 

GENIE, consórcio internacional que reúne dados genômicos de mais de 19 mil 

amostras de CPNPC, até 2021 estimava-se que aproximadamente 25% dos pacientes 

com CPNPC potencialmente se beneficiariam com o uso de terapias-alvo. Atualmente, 

com o advento de novos medicamentos direcionados para as inserções do éxon 20 no 
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EGFR e a mutação G12C de KRAS, mais de 40% dos pacientes passam a se 

beneficiar com os testes genômicos para a detecção de mutações acionáveis 

(Consortium, 2017).  

Mutações em BRAF são comuns em melanoma e câncer de tireóide, mas 

também estão presentes de 3,5% a 5% dos CPNPC, sendo a mais frequente a V600E, 

presente em 1,5% - 2% dos casos (Marchetti et al., 2011; Consortium, 2017). Este 

gene codifica a proteína B-Raf, a qual atua na ativação da via de sinalização 

MAPK/ERK, uma via de proliferação celular a jusante da de EGFR  (Adjei, 2005) 

(Figura 2). Tumores com mutações ativadoras no gene também indicam baixa 

probabilidade de resposta no uso de ITQs direcionados a EGFR, porém os pacientes 

podem se beneficiar com o uso combinado de inibidores de B-Raf e MEK, Dabrafenibe 

e Trametinibe, respectivamente (Weart, Miller and Simone, 2018).   

As amplificações gênicas têm importante papel na oncogênese de diversos 

tipos tumorais. Em CPNPC, a principal delas afeta o gene MET, sendo esta observada 

em aproximadamente 5% dos pacientes e responsável pela ativação constitutiva da 

via de sinalização do PIK3/AKT com consequente resistência aos inibidores do EGFR 

(Liang and Wang, 2020; Sequist et al., 2011). Por outro lado, tumores com amplificaão 

de MET podem se beneficiar com o uso do ITQ Crizotinibe, utilizado também no 

tratamento de tumores com fusões em ALK e ROS1. Outras alterações em MET 

incluem mutações que afetam o splicing do pré-mRNA, resultando na exclusão do 

éxon 14, além de mutações do códon D1010X. Para tais alterações, já estão 

disponíveis os inibidores de c-Met Capmatinibe e Tepotinibe (Brazel, Zhang and 

Nagasaka, 2022).  

Outra amplificação mais rara em CPNPC, presente em aproximadamente 1% 

dos casos, porém não menos importante, envolve o gene ERBB2, o qual codifica a 

proteína transmembrana e também receptor tirosina quinase HER2 (Consortium, 

2017; Greulich et al., 2012). Alterações neste gene são preditivas de resposta ao 

Trastuzumabe emtansina e Trastuzumabe deruxtecan, originalmente indicados para 

câncer de mama (Huang et al., 2020). 
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Apesar das alterações citadas acima serem essencialmente de origem 

esporádica, suas prevalências diferem substancialmente entre diferentes populações. 

Por exemplo, a ocorrência de mutações em EGFR varia de 7% a 76% em pacientes 

com adenocarcinoma de pulmão (Midha, Dearden and McCormack, 2015). Tais 

alterações são mais frequentemente observadas em pacientes asiáticos e em 

mulheres não tabagistas (Lynch et al., 2004). Em países com dimensões continentais 

e grande diversidade étnica como o Brasil, espera-se que diferenças expressivas entre 

diferentes regiões também sejam observadas. Um estudo publicado pelo nosso grupo, 

o qual consiste no segundo capítulo da presente tese, demonstrou que a prevalência 

de mutações em EGFR é menor no sul do Brasil (19,1%) em comparação com as 

demais regiões. Já a prevalência de alterações envolvendo o gene KRAS é a maior já 

registrada no país, presente em 30,2% dos casos analisados (Andreis et al., 2019). 

No entanto, mesmo com tantos avanços, o acesso a novas terapias ainda é um 

limitante, principalmente em países em desenvolvimento, como o Brasil. Estima-se que 

menos de 40% dos pacientes elegíveis para testes moleculares em CPNPC recebam 

o diagnóstico básico para o tratamento da neoplasia no país (Palacio et al., 2019). 

Ademais, conforme demonstrado no Quadro 1, não é incomum que o processo de 

aprovação para o uso de novos fármacos leve mais de dois anos no país. Portanto, é 

fundamental o entendimento da epidemiologia molecular do CPNPC em países como 

o Brasil, possibilitando a melhor alocação de recursos para políticas de prevenção, 

diagnóstico e tratamento da neoplasia. 

A frequência de marcadores moleculares em CPNPC também depende do 

subtipo histológico. Tumores escamosos possuem uma menor prevalência de 

mutações acionáveis em comparação com adenocarcinomas. Dados do projeto 

GENIE, que reúne dados de 1.826 casos de tumores escamosos de pulmão, indicam 

que menos de 2% apresentam a mutação G12C em KRAS ou mutações de 

sensibilidade a ITQs em EGFR (Network, 2014; Consortium, 2017). Entretanto, frente 

a falta de alternativas terapêuticas, a National Comprehensive Cancer Network 

(NCCN) ainda recomenda o teste molecular de EGFR, ALK, KRAS, ROS1, BRAF, 
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MET, RET e NTRK1/2/3 em doença avançada ou metastática para este subtipo 

histológico (NCCN, 2022). 

Algumas associações entre as alterações moleculares em CPNPC e aspectos 

clínico-patológicos também já foram observadas. Por exemplo, tumores com fusões 

gênicas em ALK, ROS1 e RET são mais comumente encontradas em 

adenocarcinomas predominantemente sólidos e tendem a apresentar histologia 

mucinosa, padrão cribriforme, células de anel de sinete e citologia hepatóide (Pan et 

al., 2014). Já mutações em EGFR estão frequentemente associadas com 

adenocarcinomas lipídico e micropapilar, sendo raramente encontradas em 

adenocarcinomas predominantemente sólidos ou invasivos mucinosos e mais comuns 

em pacientes asiáticas do sexo feminino não-tabagistas(Chapman et al., 2016; Zhang 

et al., 2016; Shim et al., 2011). Mutações em KRAS, por outro lado, são 

frequentemente encontradas em tumores provenientes de indivíduos tabagistas, 

sendo em sua maioria adenocarcinomas invasivos mucinosos e raramente 

apresentam padrão predominante lipídico ou acinar (Jiang et al., 2019; Suda, 

Tomizawa and Mitsudomi, 2010).  

Apesar das associações descritas acima, nenhuma delas é utilizada como 

critério clínico para seleção de pacientes elegíveis para teste molecular e/ou para o 

uso de terapias de alvo molecular. Diferentes sociedades médicas recomendam teste 

molecular do tumor para todo CPNPC avançado ou metastático. No entanto, o NCCN 

já recomenda a testagem de mutações em EGFR no caso de tumores em 

estadiamento IB a IIIA. Naqueles positivos para mutação acionável, é indicado o uso 

de Osimertinibe para os já receberam quimioterapia adjuvante ou que sejam 

inelegíveis para receberem quimioterapia baseada em platina (NCCN, 2022).   

Por fim, vale citar o tratamento por meio do bloqueio de checkpoints 

imunológicos (do inglês, immune checkpoint inhibitors - ICIs), como os sinais das 

proteínas PD-1 (do inglês, programmed cell death-1), PD-L1 (do inglês, programmed 

cell death ligand-1) e CTLA4 (do inglês, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), os quais 

possuem grande potencial para o tratamento de CPNPC para determinados grupos de 

pacientes (Rizvi et al., 2015). PD-L1 é superexpresso em 23 - 27% dos casos de 
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câncer de pulmão de células grandes e adenocarcionoma, e de 19 a 56% dos 

carcinomas de células escamosas. Estudos já demonstraram que CPNPC que 

expressam altos níveis de PD-L1 respondem bem a imunoterapias que utilizem 

fármacos anti-PD-1/PD-L1 (Herbst et al., 2014). No entanto, uma resposta satisfatória 

com o uso de um único agente anti-PD-1/PD-L1 tem variado de 10% - 45% em 

pacientes positivos para este biomarcador, demonstrando seu limitado valor preditivo 

de resposta (Garon et al., 2015; Jiang et al., 2017). Tais diferenças se devem em parte 

ao perfil molecular de cada tumor, incluindo a chamada carga mutacional, a qual indica 

o número de mutações por megabase do genoma tumoral. Conforme já demonstrado 

por diversos estudos, quanto maior o número de mutações no tumor, maior o potencial 

deste apresentar neoantígenos, criando um microambiente mais imunogênico e 

propício à resposta a ICIs (Blons et al., 2019).  

1.5. Mecanismos de resistência a drogas de alvo molecular 

Apesar do impacto clínico positivo das novas terapias de alvo molecular, a 

resistência ao tratamento tem sido reportada como um dos principais desafios clínicos 

dessa abordagem terapêutica (Morgillo et al., 2016). Em geral, pacientes tratados com 

ITQs começam a apresentar perda de resposta ao tratamento entre 10 e 14 meses 

após iniciarem o uso do medicamento (Wu and Shih, 2018). Tumores são compostos 

em sua maioria por um grupo dominante de células neoplásicas (clones) que 

compartilharam as mesmas alterações genéticas. No entanto, também podem 

apresentar subpopulações clones menos frequentes e que são geneticamente 

diferentes. Da mesma forma, o clone dominante original pode se diversificar em 

subclones que carregam mutações de novo. Tal diversidade, denominada 

heterogeneidade intratumoral, permite à neoplasia evadir estratégicas terapêuticas e 

apresentar resistência ao tratamento (Dagogo-Jack and Shaw, 2018; Kemper et al., 

2015; Zhang et al., 2014). Terapias direcionadas, como ITQs, desencadeiam uma 

pressão seletiva sobre os clones presentes no tumor, selecionando negativamente 

aqueles que carregam as mutações que conferem sensibilidade ao medicamente e 

positivamente aqueles não apresentam resposta (Lim and Ma, 2019). 



37 
 

A resistência intrínseca (primária) ocorre quando um clone que possui uma 

determinada mutação de resistência já está presente desde antes do início do 

tratamento e, frequentemente, em uma baixa frequência. Este pode se expandir à 

medida que o clone dominante regride em virtude do tratamento. Por exemplo, estima-

se que de 20% a 30% dos pacientes com mutações do EGFR que conferem 

sensibilidade ao uso de ITQs tenham ausência de resposta ou resposta de curta 

duração (menor que 3 meses) devido à presença de mecanismos de resistência 

intrínseca (Santoni-Rugiu et al., 2019). O segundo tipo de mecanismo de resistência é 

denominado adquirido (secundário) e desenvolve-se a partir de mutações de novo no 

decorrer da terapia. Estes subclones tendem a substituir os clones originais ao longo 

do tratamento, levando a progressão da doença (Lim et al., 2018).  

Um exemplo bem difundido de resistência ao uso de ITQs direcionados ao 

EGFR ocorre quando se identifica no tumor a mutação T790M do éxon 20. Inicialmente 

foi descrito como um mecanismo de resistência adquirida, porém estudos 

demonstraram que alguns casos de CPNPC virgens de tratamento podem apresentar 

a alteração em uma baixa frequência alélica (Rosell et al., 2011; Ye et al., 2020). Esta 

foi uma das razões pelas quais o ITQ de terceira geração Osimertinibe, desenvolvido 

inicialmente para reverter a resistência em decorrência da T790M, passou a ser 

utilizado na primeira linha de tratamento do CPNPC (Ramalingam et al., 2018).  

Antes do uso de Osimetinib na primeira linha de tratamento, a mutação T790M 

no gene EGFR explicava 50-60% dos casos de resistência secundária em pacientes 

submetidos a ITQs de primeira geração, chegando a mais de 70% naqueles tratados 

com Afatinibe, um inibidor de segunda geração (Pao et al., 2005a; Hochmair et al., 

2019). Outros mecanismos de resistência adquirida a ITQs de primeira e segunda 

geração direcionadas à EGFR estão associadas a mutações nos códons L747X, 

D761X e T854X de EGFR (menos que 5% dos casos), mutações em PIK3CA (5%) e 

BRAF (1%), amplificações do EGFR (8%), MET (5-22%), ERBB2 (12%) e CRKL (9%), 

além de alterações fenotípicas incluindo transformação para histologia de câncer de 

pulmão de pequenas células (3-14%) (Gainor and Shaw, 2013). A transição Epitélio-
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Mesenquimal também parece ser um mecanismo importante de resistência não 

dependente de EGFR (Bronte et al., 2018).  

Atualmente o mecanismo mais frequente de resistência adquirida a ITQ de 

terceira geração é a mutação C797S, também no gene EGFR, presente entre 22 a 

40% dos casos tratados com Osimertinibe (Wang et al., 2016; Tan et al., 2018). Outros 

mecanismos não relacionados a T797S incluem aqueles semelhantes aos observados 

após uso de fármacos de primeira e segunda geração, incluindo amplificações de 

outros genes associados à via (EGFR, ERBB2, MET, FGFR1 e KRAS), fusões de 

gênicas (RET, ALK, FGFR3 e NTRK1) e transformação para histologia de câncer de 

pulmão de pequenas células. Também são observadas fusões de BRAF e mutações 

em KRAS. Normalmente esses mecanismos estão associados ao desaparecimento 

dos clones T790M e o reaparecimento da mutação ativadora de EGFR original, 

demonstrando a importância de um monitoramento molecular constante e seriada da 

evolução da neoplasia (Nakatani et al., 2019; Ramalingam et al., 2018; Minari, Bordi 

and Tiseo, 2016; Lim et al., 2018; Oxnard et al., 2018; Yang et al., 2018; Piotrowska et 

al., 2018; Schrock et al., 2018; Yu, Planchard and Lovly, 2018; Leonetti et al., 2021). 

O uso de Osimertinibe na primeira linha de tratamento para pacientes EGFR 

mutados ainda é relativamente recente, porém alguns estudos já exploraram os 

mecanismos de resistência associados. Ao contrário do que ocorre quando utilizado 

na segunda linha de tratamento, Fuchs e colaboradores demonstraram que a mutação 

C797S não foi encontrada em pacientes que receberam o medicamento na primeira 

linha. Nestes casos, amplificações de MET foi o evento mais comum (Fuchs et al., 

2021). O número de pacientes avaliados, no entanto, foi relativamente baixo, apenas 

15 para cada grupo. O estudo AURA, uma das principais evidências favoráveis ao uso 

de Osimertinibe na primeira linha de tratamento, identificou, dentre os 38 pacientes 

que apresentaram progressão, amplificações de MET, EGFR e KRAS; mutações de 

MEK1, KRAS, PIK3CA e JAK2; inserção no éxon 20 de ERBB2; e dois pacientes com 

C797S (Ramalingam et al., 2018). 

Mecanismos emergentes de resistência a ITQs direcionados à EGFR incluem 

micro-RNAs. Um exemplo é o miR-196a, para o qual níveis elevados de expressão 
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foram associados a resistência a Gefitinibe mediante inibição da expressão de proteína 

de transferência de glicolipídios (GLTP), que induz apoptose em CPNPC (Liu et al., 

2022a).  

No que diz respeito a resistência secundária em pacientes com fusões ALK 

tratados com Crizotinibe, o mecanismo mais comum é a ativação de EGFR não 

direcionada por mutações, mas sim por ligantes do EGF e anfiregulina (AREG), 

presente em mais de 40% dos casos. Outros escapes comuns envolvem mutações de 

ponto no próprio gene ALK, sendo a L1196M a principal delas, encontrada em até 36% 

dos casos. Além disso, amplificações de ALK e KIT, presentes em até 18% e 15% dos 

casos, respectivamente, já foram descritas (Gainor and Shaw, 2013). Amplificações 

do gene MYC, encontradas 4% dos CPNPC, já foi reportada como mecanismo de 

resistência primária a Crizotinibe.  

Em relação à resistência adquirida a inibidores de MET, diversas alterações 

moleculares já foram descritas, sendo aquelas envolvendo os códons H1094X, 

G1163X, L1195X, D1228X e Y1230X e amplificação focal do éxon 14 as mais comuns. 

Outros mecanismos que não envolvem o gene, presente em aproximadamente 45% 

dos casos, incluem amplificações de ERBB3, EGFR, KRAS e BRAF, bem como 

mutações em KRAS. Estima-se que 25% dos tumores tratados com inibidor de MET 

ainda apresentem mecanismos de resistência adquirida indeterminada (Recondo et 

al., 2020).  

1.6. DNA livre circulante: a mais nova fronteira do diagnóstico molecular?  

Como discutido acima, a resistência ao tratamento ainda é um dos principais 

desafios na terapêutica do CPNPC, seja ela intrínseca ou adquirida. A análise 

molecular constante e contínua, com um acompanhamento em tempo real da evolução 

dos clones que carregam   alterações em genes associados à oncogênese (drivers 

oncogênicos), permite, em teoria, que o tratamento do paciente seja ainda mais 

personalizado, antecipando-se à evolução clínica da doença. Um exemplo do potencial 

desta abordagem já foi demonstrado por Fujita e colaboradores, os quais chegaram a 

encontrar 79% de casos virgens de tratamento positivos para mutação T790M 
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utilizando a técnica de hibridização de colônia, atingindo uma sensibilidade de 0.01% 

(Fujita et al., 2012). No entanto, técnicas dessa natureza ainda demandam tempo e 

custos relativamente altos, além de exigirem instalações altamente especializadas.  

Já para detecção de resistência adquirida, um caminho óbvio parece ser a 

realização de biópsias seriadas do tecido tumoral. No entanto, é comum encontrar em 

tumores avançados uma alta taxa de heterogeneidade intratumoral (Dagogo-Jack and 

Shaw, 2018; Kemper et al., 2015). Portanto, para que haja uma maior 

representatividade do perfil molecular do tumor, seriam necessárias diversas biópsias 

de variadas frações do tumor, além de espécimes provenientes dos diversos sítios 

metastáticos, quando presentes. Novamente, a logística e custo para tal abordagem a 

tornam pouco viável para prática clínica. Finalmente, um outro obstáculo para 

diagnóstico molecular de biópsias teciduais é a alta invasividade da técnica, sendo que 

por vezes o tecido a ser biopsiado é inacessível, p.ex. quando há metástases no 

sistema nervoso central, principalmente em pacientes que apresentam complicações 

clínicas importantes para realização de procedimentos cirúrgicos (Heitzer et al., 2013). 

Um dos grandes avanços na investigação de biomarcadores tumorais foi o 

advento da análise em material tumoral circulante, conhecida como biópsia líquida. 

Esta técnica se baseia no rastreamento de alterações da neoplasia que estejam 

presentes no sangue ou outros fluidos corpóreos do paciente (por exemplo líquido 

pleural e cefalorraquidiano, urina, etc), tanto a nível celular (CTC, do inglês circulating 

tumor cells), quando a nível molecular, utilizando o DNA tumoral circulante (ctDNA, do 

inglês circulating tumor DNA). Esta última se baseia no rastreamento dos fragmentos 

do material genético tumoral naturalmente liberados no sistema circulatório após as 

células neoplásicas sofrerem apoptose ou necrose, fenômeno observado já há muitas 

décadas (Leon et al., 1977; Stroun et al., 1987; Sorenson et al., 1994). Dentre suas 

principais vantagens estão a baixa invasividade e a possibilidade de realizar múltiplas 

coletas ao longo do tratamento do paciente, bastando a coleta de aproximadamente 

10 mL de sangue ou outros fluidos, conforme necessidade. Há perspectiva no uso de 

ctDNA no monitoramento de doença residual mínima (DRM) após ressecção cirúrgica 

do tumor ou mesmo no rastreamento de tumores na população clinicamente saudável 
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(Abbosh, Birkbak and Swanton, 2018; Aravanis, Lee and Klausner, 2017). No caso da 

DRM, as alterações identificadas no tecido neoplásico ressecado podem ser 

monitoradas no DNA livre circulante (cfDNA, do inglês circulanting cell-free DNA), e 

caso sejam encontradas, mesmo que em baixa frequência, podem indicar um risco de 

recidiva da doença (Chin et al., 2019; Yang et al., 2020a). Já o monitoramento de 

populações fenotipicamente saudáveis para detecção de neoplasias ainda é mais 

desafiante, uma vez que tumores em estágios iniciais tendem a liberar baixíssimas 

quantidades de ctDNA, abaixo do limite de detecção da maioria das técnicas 

(Bettegowda et al., 2014). Portanto, atualmente seu maior potencial reside no 

monitoramento de doença avançada, auxiliando inclusive na readequação do 

tratamento conforme evolução clonal do tumor (Yanagita et al., 2016; Remon et al., 

2017; Wan et al., 2017) (Figura 3). 

 

Figura 4. Ilustração das potenciais aplicações da biópsia líquida para investigação do 

DNA tumoral circulante (ctDNA). A identificação de mutações acionáveis pode auxiliar no 

monitoramento de doença residual mínima (DRM) e na decisão terapêutica, inclusive 

indicando uma readequação do tratamento conforme a evolução clonal do tumor. Figura 

original.     
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O cfDNA ocorre naturalmente em baixas concentrações no plasma, sendo 

derivado em sua grande maioria de células geneticamente normais (genótipo 

selvagem). Apenas uma pequena fração desse material corresponde aos alelos 

derivados do tumor (ctDNA), normalmente 0,01% a <1%, o que exige técnicas de alta 

sensibilidade para sua detecção (Volckmar et al., 2018). A quantidade de cfDNA em 

pacientes oncológicos é maior do que em indivíduos saudáveis, principalmente devido 

ao aumento da atividade apoptótica e necrótica sobre as células neoplásicas (El 

Messaoudi et al., 2013; Schwarzenbach, Hoon and Pantel, 2011). Portanto, além da 

busca de mutações no ctDNA, a quantificação total de cfDNA também pode ser, em 

alguns cencários, utilizada como marcador preditivo e/ou de prognóstico. Por exemplo, 

altos níveis de DNA livre circulante no plasma de pacientes com câncer de reto e 

hepatocelular foram considerados um marcador independente de pior prognóstico 

após tratamento (Schou et al., 2018; Nakatsuka et al., 2021). 

Diversas técnicas para avaliação molecular do ctDNA já foram desenvolvidas, 

porém ainda carecem de especificidade e sensibilidade em níveis aceitáveis para o 

uso clínico (Quadro 3). A evolução das novas plataformas de sequenciamento de nova 

geração (NGS, do inglês Next Generation Sequencing), foram fundamentais para a 

evolução do campo da biópsia líquida. O NGS permite a detecção de mutações com 

frequências inferiores a 1%, e tem sido uma das principais ferramentas para a 

investigação de ctDNA, apresentando diversas vantagens frente a outras tecnologias 

(Siravegna et al., 2017) (Quadro 3). Artefatos naturalmente gerados no processo de 

preparo das bibliotecas genômicas utilizadas pelo NGS também têm sido uma 

dificuldade importante para detecção de alterações em baixa frequência alélica. Novas 

tecnologias que incluem identificadores moleculares únicos (UMI, do inglês unique 

molecular identifiers), reduziram significativamente o índice de falsos-positivos, 

aumentando a sensibilidade e especificidade do teste, ao custo da necessidade de 

maiores coberturas de sequenciamento (Deveson et al., 2021; Weber et al., 2020).
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Quadro 4. Resumo das principais técnicas atualmente disponíveis para a análise de DNA tumoral circulante (ctDNA) a partir de 

biópsias líquidas, incluindo suas principais vantagens, desvantagens, limite de detecção e tipos de alterações detectadas.   

Técnica/Teste 
Alterações 
detectadas 

Limite de 
detecção 

Sensibilidade Especificidade Vantagens Desvantagens 

Espectrometria 
de massa 

SNVs pré-
estabelecidos 

1-10% 38,9% 84,6% 
Agilidade na obtenção 

dos resultados. 

Baixa sensibilidade. 
Restrito a alterações já 

descritas. Limite de 
detecção alto para 
muitas aplicações. 

CLEA 
SNVs pré-

estabelecidos 
1-5% 81,8% 89,5% 

Agilidade na obtenção 
dos resultados. 

Restrito a alterações já 
descritas. Limite de 
detecção alto para 
muitas aplicações. 

Cobas  
(RT-PCR) 

SNVs pré-
estabelecidos 

1-3% 61,4% 78,6% 
Baixo custo. Agilidade 

na obtenção dos 
resultados. 

Baixa sensibilidade e 
especificidade. Restrito 

a alterações já 
descritas. Limite de 
detecção alto para 
muitas aplicações. 

Scorpion/ARMS 
SNVs pré-

estabelecidos 
1-3% 61,8-85,7% 94,3-100% 

Alta especificidade. 
Agilidade na obtenção 

dos resultados. 

Sensibilidade pode ser 
baixa. Restrito a 

alterações já descritas. 
Limite de detecção alto 
para muitas aplicações. 

HRMA 
SNVs e indels 

pré-estabelecidos 
0,1-10% 91,67% 100% 

Alta especificidade. 
Agilidade na obtenção 
dos resultados. Limite 
de detecção baixo em 

algumas situações. 

Restrito a alterações já 
descritas. Limite de 

detecção pode ser alto 
em algumas aplicações. 

ddPCR 
SNVs pré-

estabelecidos 
>0,1% 77% 63% 

Baixo limite de 
detecção. Agilidade 

na obtenção dos 
resultados. 

Baixa sensibilidade e 
especificidade. Restrito 

a alterações já 
descritas. 

BEAMing 
SNVs, CNVs e 

fusões pré-
estabelecidos 

>0,1-
0,01% 

70% 69% 
Baixo limite de 

detecção, detecta 
alterações complexas 

Baixa sensibilidade e 
especificidade. Restrito 

a alterações já 
descritas. 
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Técnica/Teste 
Alterações 
detectadas 

Limite de 
detecção 

Sensibilidade Especificidade Vantagens Desvantagens 

NGS 

SNVs, indels, 
CNVs e fusões 
novos e pré-
estabelecidos 

0,01-5% 93% 94% 

Baixo limite de 
detecção. Alta 

sensibilidade/especific
idade. Detecta novas 
alterações, incluindo 

aquelas de alta 
complexidade 

Alto custo. Dependendo 
da plataforma, limite de 

detecção pode se 
tornar alto para 

algumas aplicações. 

PNA-PCR 
SNVs e indels 

pré-estabelecidos 
0,01% 78% 100% 

Baixo limite de 
detecção e alta 
especificidade 

Baixa sensibilidade. 
Restrito a alterações já 

descritas. 

Adaptado de Wu & Shih, 2018. CLEA = Cromatografia Líquida Desnaturante de Alta Performance (do inglês, Liquid 

Chromatography Clean-up Method); RT-PCR = Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) em Tempo Real (do inglês, Real Time 

Polymerase Chain Reaction); ARMS = Amplificação por Mutação Refratária (do inglês, Amplification-Refractory Mutation 

System); HRMA = Análise de Fusão de Alta Resolução de Fragmentos de DNA (do inglês, High‐Resolution Melting Analysis); 

ddPCR = PCR Digital em Gotas (do inglês, Digital Droplet PCR); BEAMing = Esferas, Emulsão, Amplificação e Magnetismo (do 

inglês, Beads, Emulsion, Amplification, Magnetics); NGS = Sequenciamento de Nova Geração (Next Generation Sequencing); 

PNA-PCR = PCR  Mediada por Ácidos Nucleicos Peptídicos (do inglês, Peptide Nucleic Acid-Mediated PCR); SNVs = Variantes 

de Base Única (do inglês, Single Nucleotide Variant); indels = Pequenas Inserções e Deleções (<1 kb); CNVs = Variação no 

Número de Cópias (do inglês, Copy Number Variation).
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Uma importante limitação no rastreamento de alterações no ctDNA é a ocorrência 

Hematopoiese Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP). A CHIP consiste no acúmulo 

de mutações somáticas em células tronco hematopoiéticas, levando a expansão destas 

no processo natural de envelhecimento do indivíduo ou após regimes terapêuticos 

intensivos, como quimio e radioterapia (Steensma, 2018). Estas células mutadas podem 

se expandir de forma clonal, causando ruído na análise do cfDNA, levando a 

classificação equivocada de variantes que não contribuem para o processo de 

tumorigênese (Jaiswal et al., 2014; Razavi et al., 2019; Hu et al., 2018). Estima-se que a 

presença de CHIP seja responsável por diminuir a especificidade da técnica, com índices 

de falsos positivos que podem chegar a 50% (Razavi et al., 2019; Chan et al., 2020). 

Uma forma de contornar o problema é a análise em paralelo do DNA germinativo do 

paciente, normalmente extraído da fração leucoplaquetária da amostra, de maneira a 

filtrar aquelas variantes que são de fato derivadas do tumor (Leal et al., 2020). Estudos 

em CPNPC revelaram a presença de CHIP em mais de 50% dos casos durante a 

avaliação do cfDNA. Até 20% destes poderiam ter sido erroneamente reportados caso 

não houvesse uma análise pareada do DNA germinativo (Chabon et al., 2020; Zhang et 

al., 2021; Razavi et al., 2019).  Por outro lado, a grande maioria das alterações 

encontradas na CHIP não tem implicações clínicas para o manejo e tratamento de muitos 

tumores sólidos, questionando a necessidade de sua inclusão na prática clínica (Hu et 

al., 2018). Ademais, a inclusão da análise em pareada com DNA germinativo agrega 

custo ao teste, o que o tornaria ainda menos acessível em países como o Brasil (Liu et 

al., 2019). 

Apesar das dificuldades expostas acima, um dos grandes potenciais da biópsia 

líquida é sua possibilidade de vislumbrar a heterogeneidade intratumoral (Chabon et al., 

2016). Utilizando técnicas de biópsia tecidual convencionais, mesmo com a seleção de 

pacientes elegíveis para tratamentos com terapia-alvo, estudos já demonstraram que a 

resposta objetiva varia de 50% a 83%, sendo raros os casos onde há resposta completa.  

Parte dessa variação pode ser explicada pela coocorrência de outros drivers 

oncogênicos (heterogeneidade intradriver), cujos clones podem expandir-se frente a 

seleção negativa ocasionada pelo tratamento-alvo sobre aqueles que possuem 

alterações acionáveis, de maneira semelhante ao que ocorre na resistência intrínseca 
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(Skoulidis and Heymach, 2019). Muitas dessas alterações podem ser sub-notificadas na 

biópsia tecidual, estando presentes em frações não avaliadas do tumor e/ou em 

metástases distantes não-biopsiadas (Lim and Ma, 2019; Wu et al., 2021; Zhang et al., 

2019b). Nesse sentido, a avaliação do ctDNA poderia ser uma ferramenta valiosa para 

validação de novos protocolos de probabilidade de resposta a terapias-alvo (Guibert et 

al., 2020). Uma das aplicações seria o uso de tratamentos combinados. Alguns estudos 

já relataram tentativas desta natureza com algum grau de sucesso, porém a resposta foi 

variada e a toxicidade parece ser um limitador importante nessa abordagem (Fuchs et 

al., 2021).  

Levando em consideração a baixa quantidade e estabilidade do cfDNA presente 

no plasma, diversos fatores devem ser considerados na fase pré-analítica para um 

diagnóstico preciso. No caso de sangue total, este deve ser coletado em tubos com 

anticoagulante EDTA (do inglês ethylenediamine tetraacetic acid), mantidos resfriados (2 

C° a 8 C°) e processados até duas horas para evitar degradação enzimática. Atualmente 

já existem outras alternativas, com preservativos que garantem estabilidade da amostra 

de até três dias em temperatura ambiente. Uma vez coletado o sangue, o plasma deve 

ser imediatamente separado por centrifugação em baixa rotação. Este então pode ser 

armazenado em -20 C ou -80 C para preservação por maiores períodos de tempo ou 

imediatamente submetido à extração de ácidos nucléicos. Antes da extração, o plasma 

passa por uma segunda rodada de centrifugação em alta rotação, de maneira a separar 

detritos celulares e aumentar a seletividade dos fragmentos de cfDNA. Também é 

importante a escolha de kits de extração de ácidos nucléicos seletivos para fragmentos 

pequenos (<166 pb), de maneira a amenizar a contaminação por gDNA. Por fim, uma 

vez extraído, o material deve ser armazenado em tubos com baixa retenção de DNA, 

uma vez que o rendimento por muitas vezes pode ser baixo (Meddeb, Pisareva and 

Thierry, 2019; Greytak et al., 2020; Godsey et al., 2020; Heitzer et al., 2022). 

Já na etapa analítica, ferramentas para avaliação da sensibilidade e 

especificidade da técnica são imprescindíveis. A sensibilidade é definida pelo limite 

superior de detecção de determinadas alterações pela técnica, enquanto a 

especificidade é definida pela capacidade do teste reportar de maneira precisa 

determinadas alterações, indicando a acurácia do teste associada a sua sensibilidade. 
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Tais indicadores utilizam valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), onde o VPP 

indica a porcentagem de pacientes/amostras que de fato apresentam a 

alteração/mutação detectada pelo teste, enquanto o VPN indica a porcentagem de 

pacientes/amostras negativos no teste que de fato não carregam a alteração/mutação. 

Um VPP elevado se traduz em baixas taxas de falso negativos, enquanto um VPN alto 

se traduz em baixas taxas de falsos positivos (Poole et al., 2019; Trevethan, 2017). 

Atualmente, controles comerciais com frequências alélicas conhecidas de determinadas 

alterações são opções acessíveis para determinar a especificidade e sensibilidade das 

técnicas disponíveis para avaliação de ctDNA. Atualmente o College of American 

Pathology (CAP) e o European Molecular Genetics Quality Network (EMQN) já oferecem 

programas de controle de qualidade externos para ctDNA e tem auxiliando na difusão da 

técnica na prática clínica, porém ainda não existe um consenso de quais alvos devem 

ser incluídos e em qual contexto (Heitzer et al., 2022).      

Apesar de seu alto custo e falta de diretrizes clínicas bem estabelecidas para o 

seu uso, no Brasil diversos laboratórios particulares já oferecem soluções baseadas na 

investigação do ctDNA. No entanto, essa ainda é uma realidade distante no SUS e 

atualmente o teste não é nem mesmo oferecido pelos planos de saúde do país. Nesse 

sentido, é de extrema necessidade a inclusão de mais estudos que avaliem sua 

aplicabilidade na realidade clínica brasileira, auxiliando, em um futuro próximo, a tomada 

de decisões considerando seu custo-efetividade (IJzerman et al., 2021).  Apesar do alto 

investimento para implementação da técnica, seus potenciais benefícios devem ser 

levados em conta, especialmente considerando a potencial redução da necessidade de 

intervenções clínicas de alta complexidade e, acima de tudo, nos ganhos na qualidade 

de vida do paciente e eventualmente aumento da sobrevida (Cheng, Akalestos and 

Scudder, 2020).  

1.7. Biópsia líquida aplicada ao monitoramento do câncer de pulmão  

Em CPNPC, até 80% dos pacientes com doença avançada terão acesso apenas 

a biópsias com pequenas quantidades de tecido, o que limita sua utilização no 

diagnóstico molecular. Outros levantamentos demonstram também que até 31% dos 

pacientes não possuem tecido acessível para biópsia e daqueles biopsiados, até 20% 
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poderão ser inadequados para testagem devido à baixa quantidade de material (Chouaid 

et al., 2014; Liam, Mallawathantri and Fong, 2020). Portanto, a avaliação do ctDNA em 

CPNPC apresenta grande potencial de aplicação efetiva. Já foi demonstrado que a 

técnica é uma ferramenta de utilidade clínicas na seleção de pacientes para o tratamento 

com terapias de alvo molecular, incluindo a detecção de mutações acionáveis em um 

terço dos casos onde o tecido não estava disponível (Thompson et al., 2016; Remon et 

al., 2020). 

Assim como ocorre em outros subtipos tumorais, o uso da biópsia líquida tem 

maior potencial em CPNPC avançados, uma vez que a abundância do ctDNA está 

correlacionada ao estadiamento da doença (Bettegowda et al., 2014). Outros fatores que 

influenciam a detecção de mutações driver em ctDNA na doença incluem uma histologia 

não-adenocarcinoma, necrose tumoral, índices elevados de proliferação (marcação para 

Ki67) e invasão linfovascular  (Abbosh et al., 2017).  O sítio metastático também deve 

ser levado em conta para correta escolha de amostragem. Por exemplo, metástases no 

sistema nervoso central apresentam um desafio mesmo para detecção de ctDNA, uma 

vez que a barreira hematoencefálica impede que o material seja liberado na circulação. 

Nesses casos, recomenda-se a coleta de fluido cerebroespinhal  (Ma et al., 2020).  

A biópsia líquida já demonstrou ser uma alternativa viável para monitorar a 

resposta de pacientes durante o uso de ITQs (Yanagita et al., 2016; Remon et al., 2017). 

A técnica já tem sido utilizada na prática clínica nos casos onde há progressão da doença 

em decorrência de resistência adquirida via mutação T790M no gene EGFR (Wan et al., 

2017). No entanto, resultados negativos apara esta mutação devem ser interpretados 

com cautela e sempre que possível confirmados na avaliação tecidual. Estudos utilizando 

esta abordagem também já encontraram outros drivers coocorrendo com a T790M, 

incluindo CDK6, CCNE1, CTNNB1, AR, MYC e BRCA1, o que poderia auxiliar na 

predição de resposta ao tratamento (Blakely et al., 2017). Em estudo conduzido por 

Weber e colaboradores foi observado que mudanças na dinâmica do ctDNA durante o 

tratamento com inibidores de checkpoint imunológico apresentam valor preditivo, 

incluindo a presença de mutações nos genes STK11 e KEAP1, que indicaram um pior 

prognóstico quando presentes após o início do tratamento, além de encontrarem uma 

associação entre o decaimento de ctDNA e uma maior sobrevida (Weber et al., 2021). 
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Apesar dos avanços e potenciais aplicações, conforme ocorre em outros tumores, 

inúmeras limitações como a baixa carga tumoral, estadiamento inicial, tratamentos 

utilizados previamente, e acurácia das metodologias de detecção têm sido descritos 

como fatores que influenciam diretamente na sensibilidade identificação de alterações 

no ctDNA.  Atualmente ainda não existem diretrizes clínicas bem estabelecidas para 

investigação de ctDNA em pacientes com CPNPC e a re-biópsia do tecido tumoral 

continua sendo a alternativa mais desejável, uma vez que o índice de falsos-negativos 

varia de 30% a 40% (Lindeman et al., 2018).  Exceções para as quais há indicação no 

uso da metodologia se aplicam a pacientes sem condições clínicas para realização de 

novas biópsias ou para aqueles com resultado negativo para drivers oncogênicos cujo 

tecido é insuficiente para re-análise (NCCN, 2022). 

 Mesmo com as limitações citadas acima, já existe algum grau de consenso do 

que deve ser testado no ctDNA e quando este deve ser analisado. No caso do 

monitoramento da DRM, painéis focados são mais recomendados para acompanhar a 

evolução de mutações previamente detectadas no tumor, uma vez que tendem a 

apresentar maior sensibilidade e menor índice de falso-positivos. Já no monitoramento 

de mecanismos emergentes de resistência, como por exemplo durante o tratamento com 

ITQs, painéis mais abrangentes são recomendados para identificação de alterações de 

novo (Heitzer et al., 2022). Em suma, a Figura 4 abaixo ilustra alguns dos possíveis 

cenários clínicos onde a biópsia líquida para avaliação do ctDNA em CPNPC poderia ser 

utilizada. 
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Figura 5. Possíveis cenários onde a avaliação do ctDNA poderia apresentar vantagens ao 

paciente com CPNPC. Adaptado de Heitzer et al. (2021).   



51 
 

2. CAPÍTULO II – JUSTIFICATIVA 
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O câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer no mundo. A 

sobrevida média cumulativa total em cinco anos varia entre 13 e 22% em países 

desenvolvidos e entre 7 e 10% nos países em desenvolvimento. No Brasil, é a terceira e 

quarta neoplasia mais comum em homens e mulheres, respectivamente, e a que mais 

leva a óbitos se somados ambos os sexos.  

Avanços significativos foram feitos na identificação e caracterização de mutações 

drivers e acionáveis no CPNPC. Em paralelo a estes avanços, novas drogas de alvo 

molecular foram desenvolvidas para subtipos específicos da neoplasia. Em países da 

Ásia, Europa e América do Norte, as frequências mutacionais em genes clinicamente 

relevantes utilizados como preditores para o tratamento da doença é relativamente bem 

conhecida, mas esta informação ainda é escassa no Brasil. A avaliação do perfil 

molecular de CPNPC na população brasileira, a qual é altamente diversa e miscigenada, 

aliada a uma correlação destes dados com os parâmetros clínicos dos pacientes, poderia 

auxiliar na tomada de decisões e guiar novas políticas públicas para o tratamento da 

neoplasia. 

A biópsia líquida tem representado uma nova alternativa para análise molecular 

das neoplasias através do rastreamento de mutações presentes no ctDNA. Este é um 

método minimamente invasivo e permite coletas seriadas para o acompanhamento da 

evolução da doença. No câncer de pulmão, em situações específicas, seu uso clínico já 

é aprovado pelo FDA (do inglês, Food and Drug Administration) e estudos recentes têm 

demonstrado seu potencial como uma ferramenta acessória à análise em tecido. No 

entanto, a técnica ainda foi pouco explorada no Brasil, principalmente em pacientes 

atendidos pelo SUS. Além de auxiliar no diagnóstico, a abordagem oportuniza uma 

melhor compreensão da heterogeneidade molecular dos tumores de pulmão que 

acometem a população brasileira. 
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3. CAPÍTULO III – OBJETIVOS 
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3.1. Objetivo geral 

Avaliar o perfil molecular do câncer de pulmão de não pequenas células em 

pacientes do sul do Brasil e implementar a técnica de biópsia líquida para investigação 

da heterogeneidade tumoral pelo sequenciamento do DNA tumoral circulante (ctDNA). 

3.2. Objetivos específicos 

− Investigar a frequência das alterações somáticas nos genes EGFR, KRAS, NRAS e 

BRAF, além da expressão dos biomarcadores ALK e PD-L1, em uma série de 

pacientes do sul do Brasil diagnosticados com câncer de pulmão não pequenas 

células (CPNPC); 

− Correlacionar o perfil molecular do CPNPC com os parâmetros clínicos dos 

pacientes; 

− Investigar a escolha e resposta terapêutica em pacientes com CPNPC que tenham 

mutações compostas ou de significado clínico indeterminado em EGFR; 

− Utilizar a metodologia de biópsia líquida para investigação da heterogeneidade 

tumoral através do ctDNA em pacientes diagnosticados com CPNPC em 

estadiamento IIIC não ressecáveis atendidos no Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA). 

− Monitorar a frequência clonal das alterações genéticas de pacientes com diagnóstico 

de CPNPC no HCPA; 

− Produzir conhecimento que possa auxiliar na melhoria de políticas públicas e que em 

última análise garantam um melhor acesso ao tratamento do CPNPC. 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

4. CAPÍTULO IV – MANUSCRITO I 

 

 

 

 

“Analysis of Predictive Biomarkers in Patients with Lung Adenocarcinoma from 

Southern Brazil Reveals a Distinct Profile from Other Regions of the Country” 

Artigo publicado no periódico Journal of Global Oncology (ISSN 2687-8941) - 2019 

Sep;5:1-9. doi: 10.1200/JGO.19.00174. 
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5. CAPÍTULO V – RESULTADOS PARCIAIS PARA O MANUSCRITO II 

 

Short communication em preparação: “Mutações de significando clínico incerto em 

pacientes com câncer de pulmão de não pequenas células: decisão terapêutica e 

resposta a inibidores de tirosina-quinase.”  
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INTRODUÇÃO 

Aproximadamente 6% dos casos positivos para drivers oncogênicos em câncer 

de pulmão de não-pequenas células possuem alterações moleculares raras de 

significado clínico incerto envolvendo os genes analisados, incluindo: mutações em 

EGFR cuja a resposta a inibidores de tirosina quinases (ITQs) é desconhecida, 

ocorrência de mais de uma mutação em EFGR (duplo-mutados) e coocorrência de 

mutações em EGFR e KRAS (Andreis et al., 2019). Tais alterações são um desafio para 

o tratamento do câncer de pulmão de não pequenas células (CPNPC), uma vez que 

dados clínicos são escassos devido a sua frequência relativamente baixa (Kohsaka et 

al., 2017).  

Apesar de estudos clínicos demonstrarem que tumores com mutações raras em 

EGFR serem menos sensíveis ao tratamento ITQs de primeira geração, existe certo nível 

de consenso entre os clínicos quanto ao uso do medicamento diante desses casos 

(Harrison, Vyse and Huang, 2020). Um exemplo de avanços neste campo é a inclusão 

das mutações G719X, S768I e L861Q, presentes em menos de 5% dos casos de 

CPNPC, na lista de alterações que podem indicar benefício no uso de Afatinibe, um ITQ 

de segunda geração para o qual originalmente não havia tal indicação (Zhang et al., 

2019).  

Mutações em KRAS normalmente indicam baixa probabilidade de resposta a ITQs 

e podem sugerir um pior prognóstico (NCCN, 2022). Porém, casos de coocorrência de 

mutações no gene com EGFR, apesar de raros, já foram reportados e pouco se conhece 

quanto a sua resposta terapêutica a ITQs (Swami, 2021; Skoulidis e Heymach, 2019; 

Blakely et al., 2017).  

Frente a ausência de diretrizes clínicas bem estabelecidas para condução de 

casos com alterações moleculares raras de significado clínico incerto em CPNPC, este 

trabalho objetivou verificar qual foi a escolha dos profissionais médicos no tratamento 

deste grupo de pacientes e, para aqueles que optaram pelo uso de ITQs, qual foi 

resposta após uso do medicamento.   

 

 

 



67 
 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Este foi um estudo retrospectivo que analisou os dados de 990 tumores de 

pacientes diagnosticados com CPNPC entre setembro de 2016 e maio de 2020, 

provenientes do Programa de Medicina Personalizada do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre. As amostras foram submetidas ao sequenciamento de nova geração (NGS) nos 

equipamentos Ion Torrent PGM e Ion S5 (ThermoFisher Scientific) após enriquecimento 

e seleção de regiões-alvo com painel AmpliSeq (ThermoFisher Scientific) customizado, 

incluindo os genes EGFR (exons 18 a 21), KRAS (exons 2 e 3), NRAS (exons 2 e 3) e 

BRAF (exons 11 e 15). Os dados gerados foram analisados com a plataforma Ion Torrent 

Suite e Ion Reporter versão 5.0 (ThermoFisher Scientific). Os testes foram fomentados 

pelas empresas AstraZeneca, Astellas Pharma, MSD Oncology, Novartis e Genentech. 

Foram selecionadas amostras com mutações raras de significado clínico incerto 

em EGFR, com mutações compostas (mais de uma mutação em EGFR) e com 

coocorrência de mutações em EGFR e KRAS. Em seguida, um questionário foi aplicado 

aos médicos responsáveis pelos pacientes, incluindo dados dos esquemas de 

tratamento utilizados e outras informações clínicas (Anexo I). Os dados clínicos de cada 

paciente foram então compilados a fim de avaliar a escolha terapêutica e, para aqueles 

cuja a escolha foi o uso de ITQs, qual foi a resposta ao tratamento. O projeto encontra-

se aprovado no CAAE sob nº 83557418.5.0000.5327 e HCPA 2018-0099.. 

 

RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSÃO 

Dados referentes ao tratamento de nove dos 25 pacientes selecionados foram 

obtidos a partir de do questionário aplicado e busca ativo junto aos oncologistas. As 

mutações e dados clínicos básicos dos participantes estão resumidos na Tabela 1. 

Destes, cinco possuem mutações em EGFR cuja resposta a ITQs é descrita como 

desconhecida, dois apresentam mutação composta em EGFR e dois apresentaram 

coocorrência de mutação em EGFR com KRAS. Curiosamente, o paciente 3 

diagnosticado com a mutação p.(Thr790Met) em EGFR não havia sido tratado 

previamente, sugerindo que este seja um caso de resistência intrínseca (primária).    
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Tabela 1. Dados clínicos e moleculares dos pacientes incluídos no estudo. 

ID 
Idade ao 
diagnóstico 

Sexo Tabagismo Histologia 

Variantes 
Frequência no 
TCGA (%)² 

Significado 
clínico³  

Gene 
Alteração na proteína 
(HGVS) 

VAF¹ 
(%) 

1 63 M S Adenocarcinoma EGFR 
p.(Gly719Ala) 20.7 0.3 Tier IA 

p.(Ser768Ile)  SD⁴ SD⁴ Tier IA 

2 64 M N Adenocarcinoma EGFR p.(Glu709_T710insAsn) 32.9 0 Tier IB 

3 56 F N 
Carcinoma 
escamoso 

EGFR 
p.(Leu747_Thr753delinsSer) 60.5 0 Tier IA 

p.(Thr790Met) 29.6 0.3 Tier IA 

4 67 F N Adenocarcinoma 
EGFR p.(Glu746_Ala750del) 12.9 2.4 Tier IA 

KRAS p.(Gly12Asp) 16.1  1.7 Tier III 

5 54 F S Adenocarcinoma EGFR p.(Ser752Phe) 9.7 0 Tier III 

6 79 M N Adenocarcinoma EGFR p.(Met766Leu) 6.9 0 Tier III 

7 52 F S Adenocarcinoma EGFR p.(Ala750Pro) 6.4 0 Tier III 

8 60 M N Adenocarcinoma 
EGFR p.(Lys806Arg)   8.2 0 Tier III 

KRAS p.(Gly12Val)  21.6 3.7 Tier III 

9 58 M S Adenocarcinoma EGFR p.(Lys806Arg) 4.6  0 Tier III 

1. Variant allele frequency (frequência do alelo variante). 

2. Pan-Lung Cancer; Nature Genetics, 2016. 

3. AMP/ASCO/CAP Consensus Recommendations, specific for Lung Cancer. 

4. SD = Sem Dados. 
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Dentre os que optaram por ITQs, quatro utilizaram o fármaco de primeira geração 

(gefitinibe) e um de terceira geração (osimertinibe). Os quatro casos tratados com 

quimioterapia utilizaram carboplatina e pemetrexede. Na segunda linha, a escolha de 

quimioterapia foi a mais frequente (N = 5), as quais utilizaram esquemas diversos. O 

imunoterápico nivolumabe foi utilizado em um caso. Já ITQs não foram utilizados em 

segunda linha em nenhum dos pacientes (Tabela 2). A média de sobrevida global dos 

pacientes que receberam ITQs foi de 27,8 meses (11 meses a 42 meses), a maioria 

deles com resposta parcial. Já no grupo que recebeu quimioterapia, a média de 

sobrevida global foi de 10,7 meses (2 meses a 20 meses).  
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Tabela 2. Esquemas de tratamento e resposta terapêutica para os nove pacientes com dados disponíveis. 

ID Variante(s) 
Sequenciament
o do tumor 

1a linha de 
tratamento para 
doença metastática 
(resposta em meses) 

Resposta 
2a linha de 
tratamento 

Sobrevida 
global 
(dias) 

1 
p.(Gly719Ala) 
p.(Ser768Ile) 

Após progressão 
para doença 
metastática¹ 

Afatinibe (12.9) RP > RP 
Carboplatina + 
Paclitaxel + 
Bevacizumabe 

1.153 

2 p.(Glu709_T710insAsn) 
No diagnóstico 
da doença 

Carboplatina + 
Pemetrexede (0.8) 

ND Não 155 

3 
p.(Leu747_Thr753delinsSer) 
p.(Thr790Met) 

No diagnóstico 
da doença 

Osimertinibe (6.9) PD 
Carboplatina + 
Paclitaxel 

332 

4 
p.(Glu746_Ala750del) 
p.(Gly12Asp) 

No diagnóstico 
da doença 

Gefitinibe (32.2) 
 

RP > PD > 
DE 

Gemcitabina 1.201 

5 p.(Ser752Phe) 
No diagnóstico 
da doença 

Gefitinibe (45,1) 
 

RP > DE Não 1.353 

6 p.(Met766Leu) 
No diagnóstico 
da doença 

Carboplatina + 
Pemetrexede (6.0) 

PD Nivolumabe 489 

7 p.(Ala750Pro) 
No diagnóstico 
da doença 

Gefitinibe (3.7) 
 

PD > RP 
Carboplatina 
Paclitaxel 

320 

8 
p.(Lys806Arg) 
p.(Gly12Val) 

No diagnóstico 
da doença 

Carboplatina + 
Pemetrexede (7.7) 

RP > DE Docetaxel 609 

9 p.(Lys806Arg) 
No diagnóstico 
da doença 

Carboplatina + 
Pemetrexede (1.5) 

PD Não 47 

RP  = resposta parcial; DE =  doença estável; PD = progressão da doença; ND = não disponível.
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Dos nove pacientes, cinco receberam tratamento com ITQ e quatro quimioterapia 

na primeira linha, demonstrando uma heterogeneidade na escolha do tratamento frente 

a falta de diretrizes clínicas bem estabelecidas. Apesar dos dados indicarem um aparente 

benefício no uso de ITQs na maioria dos casos, nenhum dos dois com a mutação 

p.(Lys806Arg) recebeu esta categoria de medicamento.  Curiosamente, o paciente 3 que 

carrega duas mutações que conferem sensibilidade ao ITQ osimertinibe, apresentou uma 

sobrevida global modesta (332 dias). Por outro lado, o paciente 1 que também 

apresentou duas mutações de sensibilidade teve uma resposta duradoura, com uma 

sobrevida global de 1.153 dias.  

Chama atenção nesta análise preliminar que mesmo na ausência de diretrizes 

clínicas e evidências mais robustas, a maioria dos clínicos (5 dos 9 incluídos) optou pelo 

uso de ITQs para o tratamento dos pacientes com alterações moleculares de significado 

indeterminado. Espera-se que, quando concluído, este trabalho incentive a discussão e 

conscientize a comunidade quanto ao manejo de casos de CPNPC com mutações raras, 

compostas ou com mais de um driver alterado.  
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ANEXO I – Questionário aplicado no estudo 

 

1. Nome do paciente: 

2. Esquema de 1ª linha para tratamento, se aplicável: 

3. Data de início do esquema 1ª, se aplicável(dd/mm/aa): 

4. Data da progressão após 1ª linha, se aplicável (dd/mm/aa): 

5. Esquema de 2ª linha para tratamento anti-neoplásico (NA caso não-aplicável): 

6. Data de início do esquema 2ª, se aplicável (dd/mm/aa): 

7. Data da progressão após 2ª linha, se aplicável (dd/mm/aa): 

8. O paciente é tabagista (incluindo passivos): 

9. Histologia: 

10. Melhor performance status durante o tratamento (ECOG): 

11. Performance status atual (ECOG): 

12. Doença em estadiamento IV upfront: 

13. Já recebeu tratamento abaltivo em sítio metastático: 

14. RECIST 1.1: 

15. Data de óbito, se aplicável (dd/mm/aa): 

16. Outras informações relevantes: 
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6. CAPÍTULO VI – RESULTADOS PARCIAIS PARA O MANUSCRITO III 

 

Manuscrito em preparação, em fase de análise dos dados e complementações: 

“Sequenciamento de nova geração para avaliação do DNA tumoral circulante em 

câncer de pulmão não pequenas células em estadiamento IIIC não ressecáveis.” 
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INTRODUÇÃO 

O câncer de traqueia, brônquios e pulmão (TBP) é a neoplasia que mais causa 

mortes no mundo, sendo responsável por quase dois milhões de óbitos a cada ano 

(Fitzmourice et al., 2019). No Brasil, a taxa de sobrevida estimada em 5 anos é de apenas 

18% (INCA, 2022). Frente a alta letalidade desta doença, nos últimos 20 anos diversas 

drogas de alvo molecular foram desenvolvidas para o tratamento do câncer de pulmão 

de não pequenas células (CPNPC), o qual representa aproximadamente 80% dos casos 

diagnosticados de TBP (Kumarakulasinghe, 2015; Salgia et al., 2021; Singh et al., 2021).  

Atualmente o órgão norte-americano National Comprehensive Cancer Network 

(NCCN), recomenda a análise de pelo menos 11 biomarcadores no CPNPC, incluindo 

mutações de pontos e/ou pequenas deleções/inserções nos genes EGFR e KRAS, 

fusões/rearranjos de ALK, RET, ROS1 e NTRK1/2/3, exclusão do éxon 14 de MET, e a 

mutação V600E em BRAF. Marcadores emergentes incluem amplificações de MET e 

mutações em ERBB2 (NCCN, 2022). As alterações citadas acima levam à ativação 

constitutiva das vias de Raf-MEK-ERK a jusante dos receptores de tirosina quinase 

(RTQs) (Arora & Scholar, 2005; Mok et al., 2017). Por esta razão, a maioria das drogas 

de alvo de molecular atualmente disponíveis para CPNPC são da classe de inibidores 

de tirosina quinase (ITQs). 

Vários estudos demonstraram a superioridade das terapias de alvo molecular em 

relação aos tratamentos convencionais com quimio e radioterapia, com aumentos 

significativos na sobrevida livre de progressão e global, além de uma diminuição nos 

índices de efeitos adversos devido à alta toxicidade (Ai et al., 2018). Mesmo com tais 

avanços, a perda de resposta e consequentemente progressão da doença é observada 

de 10 a 14 meses após início do tratamento com ITQs (Wu & Shih, 2018). Apesar de 

serem compostos, em sua maioria, de uma população clonal dominante com um ou 

poucos drivers oncogênicos, tumores são doenças heterogêneas (Dagogo-Jack & Shaw, 

2018; Kemper et al., 2015). A resistência à terapia emerge a partir da expansão de clones 

intrínsecos, pré-existentes em baixa frequência, que possuem alterações não-acionáveis 

(resistência primária) ou a partir de sub-clones com mutações adquiridas ao longo do 

tratamento (resistência secundária) (Lim & Ma, 2019). 
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O monitoramento da evolução clonal da neoplasia a partir de biópsias seriadas é 

a estratégia ideal para prevenir e minimizar o efeito da resistência ao tratamento. A 

biópsia líquida, que avalia o DNA tumoral circulante (ctDNA), surge como uma alternativa 

promissora, sendo uma técnica menos invasiva e muitas vezes a única possível em 

casos onde o tecido não está acessível (Guibert et al., 2019). Em países como o Brasil, 

onde com frequência o diagnóstico do CPNPC é feito já em estágio avançado, tal 

abordagem torna-se ainda mais desejável (Malta et al., 2007). O método permite uma 

melhor representação da heterogeneidade intratumoral, levando a uma melhor 

compreensão do perfil molecular da doença. Até mesmo em tumores com baixa 

frequência de mutações acionáveis, como nos carcinomas escamosos, a técnica poderia 

ser aplicada, principalmente em casos com baixa acessibilidade ao tecido e cuja a 

biópsia tecidual possa não ser representativa para detecção de porções não-escamosas 

(tumores adenoescamosos) (Nicholson, et al., 2021).  

No Brasil, onde menos da metade dos pacientes elegíveis para o teste não 

recebem sequer diagnóstico molecular no tecido para mutações em EGFR, a biópsia 

líquida ainda dá seus primeiros passos (Palacio et al., 2018). A técnica está acessível 

essencialmente para pacientes que podem custear o teste, sendo a grande maioria 

restrita a metodologias baseadas em PCR em tempo real (RT-PCR) e suas derivações, 

como PCR digital (ddPCR). Esta abordagem possui como principal limitação a 

possibilidade de detecção de poucos alvos já pré-estabelecidos (Wu & Shih, 2018).  

No âmbito do SUS, onde existem poucas opções para o uso de terapia-alvo, o 

uso de ctDNA pode compor um importante biomarcador para o monitoramento de doença 

residual mínima, sendo capaz de indicar a resposta ao tratamento, mesmo para aqueles 

a base de radio e quiometerapia. Tal informação poderia orientar a tomada de decisão 

terapêutica, auxiliando na estratificação de risco e priorizando o atendimento daqueles 

pacientes com maior chance de progressão. 

Este é um dos primeiros trabalhos no Brasil a avaliar, com a técnica de NGS, o 

ctDNA de pacientes com CPNPC e, pelo nosso conhecimento, o primeiro a utilizar tal 

abordagem para avaliar pacientes atendidos pelo sistema único de saúde (SUS). Além 

de explorar potenciais biomarcadores de predição terapêutica e prognósticos, o estudo 

pode estimular a utilização da técnica para futuros projetos designados a elucidar a 
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heterogeneidade tumoral em uma população ainda pouco conhecida e cujo o acesso ao 

diagnóstico de precisão é escasso.      

 

MATERIAL E MÉTODOS   

Seleção dos pacientes 

Durante o período de maio/2020 a dezembro/2021, foram rastreados pacientes 

com câncer de pulmão atendidos pelo Serviço de Oncologia do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul/Brasil. Para o estudo, foram selecionados 

pacientes com diagnostico de CPNPC com estádio IIIC e irressecável, visto que este 

grupo apresenta menor acessibilidade a biópsias teciduais e que poderiam, em teoria, 

beneficiar-se do monitoramento de doença residual mínima após o tratamento e da 

descoberta de mutações que indiquem sensibilidade ao tratamento com drogas de alvo-

molecular após a progressão para o estadiamento IV. 

Inicialmente, apenas o subtipo adenocarcinoma seria incluído, porém devido ao 

baixo número de pacientes identificados amostral, optou-se por incluir também aqueles 

com histologia escamosa. As coletas foram realizadas em três momentos: logo após o 

diagnóstico (pré-tratamento), até 14 dias após tratamento padrão com quimio e 

radioterapia (pós-tratamento) e após progressão da doença (Figura 1). O termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aplicado e assinado por cada um dos 

participantes antes da primeira coleta. O projeto foi aprovado pelo comitê de ética do 

HCPA e está inscrito sob o CAAE 70045017.7.0000.5327 e HCPA 2018-0121. 

 



78 
 

 

Figura 1. Ilustração do esquema de coleta elaborado para o estudo. No total nove pacientes 

diagnosticados com CPNPC IIIC foram acompanhados e tiveram suas amostras coletadas  ao 

longo do estudo. 

 

 

Coleta, processamento e extração do cfDNA 

Foram realizadas 24 coletas de aproximadamente 8 mL de sangue periférico em 

tubo de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), os quais foram imediatamente 

acondicionados em gelo. O material foi pré-processado em um intervalo inferir a 2 h com 

centrifugação de 800 g a 4°C durante 10 min para separação do plasma e evitar a 

degradação enzimática do DNA livre circulante (cfDNA) e a contaminação com gDNA 

proveniente da lise de leucócitos. Após esta etapa, as amostras foram  armazenadas a -

20°C ou submetidas a uma segunda centrifugação de 7.900g a 4°C por 20 min para 

remoção de detritos remanescentes e subsequente extração.  

A extração e isolamento do cfDNA foi realizada a partir de 4 mL de plasma 

utilizando o kit QIAamp MinElute ccfDNA (© Qiagen), conforme orientações do 

fabricante. A concentração do material extraído foi determinada no fluorômetro Qubit 3 

(© Thermo Fisher Scientific) com kit Qubit dsDNA HS Assay (© Thermo Fisher Scientific) 

e imediatamente armazenado em -20°C até processamento. 
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Preparo das bibliotecas, enriquecimento dos alvos e sequenciamento 

Dois protocolos foram utilizados para análise do ctDNA. O primeiro consiste em 

um painel customizado SureSelect XT-HS (© Agilent), otimizado para o processamento 

de amostras com baixa quantificação de DNA e que inclui barcodes moleculares para 

detecção de variantes em baixa frequência. As etapas foram seguidas conforme 

protocolo do fabricante, utilizando 17 uL de cfDNA como input inicial. Foram selecionados 

70 genes, dentre aqueles associados a vias de reparo do DNA (supressores de tumor) e 

oncogenes, os quais estão frequentemente alterados em CPNPC, conforme consulta no 

The Cancer Genomas Atlas (Quadro 1).  

 

Quadro 1. Lista de genes selecionados no painel utilizado neste estudo. Foram incluídas todas 

regiões codificantes (éxons) e 10 pb dos íntrons adjacentes a 3’e 5’.   

ABCB1 ATR CUL3 MDC1 NOTCH4 RAD50 SETD2 

ABCB4 BRAF DMC1 MDM2 NRAS RAD51 SMARCA4 

ABCC1 BRCA1 EGFR MET NTRK1 RAD51B SPEN 

ABCG2 BRCA2 ERBB2 MLH1 NTRK2 RAD51C STK11 

AKT1 CCND1 ERBB4 MRE11A NTRK3 RAD51D TP53 

ALK CCNE1 ERCC1 MSH2 PDGFRA RB1 TSC1 

ARID1A CDK4 KDR MVP PIK3CA RBM10 TSC2 

ARID1B CDKN2A KEAP1 NBN PIK3R1 RET U2AF1 

ARID2 CHEK1 KRAS NF1 POLQ RIT1 XRCC2 

ATM CHEK2 MAP2K1 NOTCH1 PTEN ROS1 XRCC3 

 

A qualidade da biblioteca resultante foi verificada com kit D1000 ScreenTape  (© 

Agilent) no equipamento TapeStation 4200 (© Agilent). Uma vez qualificadas, seguiram 

para enriquecimento dos alvos incluídos do painel e nova verificação com kit D1000 

HightSensitivity ScreenTape (© Agilent). Os produtos resultantes foram então 

quantificados no fluorômetro Qubit 3 (© Thermo Fisher Scientific) com kit Qubit dsDNA 

HS Assay (© Thermo Fisher Scientific). Finalmente, as amostras foram diluídas e 

submetidas a sequenciamento utilizando o kit MiSeq Reagente V3 (© Illumina) 

configurado em duas leituras de 151 pb no sistema Illumina MiSeq (© Illumina), conforme 

orientações do fabricante. 

A segunda abordagem para análise do ctDNA utilizou o sistema Ion Torrent 

Genexus (© Thermo Fisher Scientific), com o painel Oncomine Precision Assay (© 
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Thermo Fisher Scientific). Este inclui 78 variantes em 50 genes, frequentemente 

identificadas em tumores sólidos, incluindo CPNPC (Quadro 2). As amostras de cfDNA 

já extraídas foram carregadas na plataforma automatizada de preparo de bibliotecas, 

sequenciamento e análise dos dados, conforme especificações do fabricante. Esta etapa 

foi executada em parceria com a Igenomix Brasil Laboratório de Medicina Genética 

LTDA.  

 

Análise dos resultados 

Uma vez gerados, os arquivos FASTq resultantes do sequenciamento foram 

analisados no software Agilent SureCall 4.2.2.3 (© Agilent). Dois métodos de análise 

foram utilizados, um contendo barcodes moleculares (MBC) e outro não. A introdução de 

MBCs permite a redução erros aleatoriamente gerados durante o sequenciamento de 

amostras com baixas concentrações de DNA, como no caso do cfDNA, reduzindo as 

taxas de falso-positivos. Ambos arquivos (VCFs) gerados foram então analisados 

manualmente para seleção de variantes. Foram mantidas alterações que não 

apresentassem viés de fita, baixa frequência ou ausência em bancos de dados 

populacionais e que estivessem ausentes ou descritas como de significado clínico incerto 

ou como patogênicas no banco de dados ClinVar. Variantes fora das regiões dos alvos 

selecionados ou que não contemplem sítios de processamento de RNA canônicos foram 

desconsideradas. 

 

RESULTADOS PARCIAIS 

Dos nove pacientes que estavam sendo acompanhados, cinco apresentaram 

progressão da doença antes da conclusão deste estudo. Um dos pacientes (paciente 6) 

recebeu dois ciclos adicionais de quimioterapia e também foi incluído nas análises, 

porém evoluiu à óbito antes de realizar nova coleta. A quantificação média de cfDNA 

extraído foi de 0,9 ng/µL (0,19 ng/µL – 2,81 ng/µL). Até o presente momento, 16 

bibliotecas foram geradas a partir das amostras coletadas. O tamanho médio após o 

enriquecimento/captura das bibliotecas foi de 304 pb (256 pb – 356 pb), dentro dos 

parâmetros esperados para o kit.  
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Os dados de sequenciamento foram analisados de maneira preliminar. Apesar 

das estimativas do fabricante para uma profundidade de cobertura média de 2.000x por 

amostra para o painel desenvolvido, sugere-se a utilização de painéis mais focados, 

incluindo menos alvos/regiões para genes de interesse, principalmente para 

sequenciadores de média capacidade como o Illumina MiSeq. Mesmo apresentando um 

Q30 de 93,7%, a profundidade média de sequenciamento por paciente foi de 422x (254x 

– 570x) e 213x (162x – 270x) para a análise sem e com o uso de MBCs, respectivamente. 

A profundidade obtida em ambas as análises foi abaixo da ideal para detecção de 

alterações em baixa frequência presentes no ctDNA. Dentre as razões para a baixa 

profundidade obtida está a alta taxa de soft-clipping após a análise, provavelmente 

devido ao tamanho reduzido dos fragmentos de cfDNA que acabam sendo descartados, 

uma vez que não são corretamente alinhados à sequência de referência.  

Mesmo com a baixa profundidade, foi possível ilustrar o potencial de aplicação da 

técnica para um dos pacientes analisados. O paciente 2 apresentou duas mutações 

possivelmente provenientes do tumor, uma de significado clínico incerto p.(Ser62Trp) em 

ALK e outra provavelmente patogênica p.(Arg337Leu) em TP53, localizada no domínio 

de oligomerização da proteína p53. Ambas foram detectadas em baixa frequência antes 

do início do tratamento, não foram reportadas logo após o tratamento e voltaram a ser 

detectadas no momento da progressão da doença com frequências relativamente altas.  
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Mutação 
Frequência alélica 

Pré-tratamento Pós-tratamento Progressão 
ALK S62T 6.79% 0% 16.60% 
TP53 R337L 2.27% 0% 23.90% 
 

Figura 1. Ilustração da variação da frequência alélica de duas mutações de origem 

somática ao longo da evolução clínica do Paciente 2. 

 

 Como perspectivas para viabilizar a publicação do artigo, espera-se sequenciar o 

as bibliotecas já construídas em um sequenciador de maior capacidade (e.g. Illumina 

NextSeq 550/1000/2000), a fim de aumentar o número de fragmentos sequenciados e, 

consequentemente, a profundidade de leitura. Tal abordagem irá permitir diminuir o limite 

de detecção do teste e aumentar sua sensibilidade. 

Paralelamente, as amostras também estão sendo analisadas com o painel 

Oncomine Focus Assay (© Thermo Fisher Scientific) para validação dos resultados 

utilizando outra metodologia. Até então, duas amostras do estudo foram processadas 

nesta abordagem, referentes às coletas realizadas após a progressão dos pacientes 4 e 

5. Foram detectadas as mutações em TP53 R248Q (paciente 4) e S241F (paciente 5), 

com frequências de 0,58% e 0,86%, respectivamente. A cobertura média nas regiões 

alvo deste painel foi de 46.177x para a amostra do Paciente 4 e 32.375x para a amostra 
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do Paciente 5. Tais alterações não foram identificadas no painel originalmente 

desenhado para este estudo, reforçando a necessidade de se atingir maior cobertura de 

sequenciamento.  

Ainda para validação da técnica, amostras de tecido tumoral fixadas em parafina, 

até então disponíveis para quatro pacientes, serão também sequenciadas, a fim de 

excluir variantes provenientes da CHIP, uma vez que gDNA de origem germinativa não 

foi isolado para o presente estudo. Por fim, os dados clínicos serão reunidos e 

confrontados com os dados moleculares, a fim de avaliar os possíveis benefícios da 

aplicação da técnica no contexto de cada paciente. 
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Apesar do tema já ter sido relativamente bem explorado nos Estados Unidos, na 

Europa e em alguns países asiáticos, pouco se conhece sobre o perfil molecular do 

CPNPC na América Latina e no Brasil, áreas com altas taxas de miscigenação. A 

exemplo das mutações em EGFR, cuja prevalência em pacientes diagnosticados com 

adenocarcinoma de pulmão varia de 7% a 76%, conforme estudos realizados em 

diversas partes do mundo, é de se esperar que haja diferenças regionais importantes na 

composição genética do CPNPC em um país de dimensões continentais e com uma 

população etnicamente diversa como o Brasil (Midha, Dearden and McCormack, 2015). 

Considerando que os poucos estudos realizados no Brasil estão concentrados no 

Sudeste, principalmente no estado de São Paulo, e que aproximadamente 40% das 

alterações moleculares no CPNPC podem indicar o uso de terapias-alvo, evoluir no maior 

conhecimento destes aspectos é de grande relevância, principalmente em um país onde 

a grande maioria da população depende do sistema público de saúde. Por exemplo, 

estimativas já demonstraram que fármacos de uso oral, como os inibidores de tirosina 

quinase (ITQs), poderiam reduzir os gastos com a doença no sistema de saúde em até 

13% (Ferreira et al., 2016). Portanto, conhecer o perfil molecular do CPNPC é a base 

para guiar políticas públicas atuais no tratamento da neoplasia, de maneira a distribuir e 

direcionar estrategicamente recursos, conforme as particularidades de cada região do 

país. 

Nesse sentido, no primeiro manuscrito desta tese, demonstramos em uma série 

de amostras provenientes do Sul do Brasil que a frequência de pacientes com mutações 

no gene EGFR, um importante biomarcador para o CPNPC, foi a menor até então 

descrita no país (19%). Tal informação tem relevância terapêutica, uma vez que muitas 

das mutações acionáveis que conferem sensibilidade a diversos ITQs estão localizadas 

neste gene. Já a frequência de mutações em KRAS foi a maior até então descrita no país 

(30%), 40% delas representando a mutação G12C (Bacchi et al., 2012; de Melo et al., 

2015; Palacio et al., 2019; Leal et al., 2019). Tal perfil é único e, apesar de assemelhar-

se ao que foi descrito em populações europeias, há uma diferença importante na 

frequência de alterações em EGFR, a qual é de aproximadamente 10% (Gahr et al., 

2013; Kerr et al., 2021). 
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Apesar de não aprovado ainda no momento da publicação do estudo, o fármaco 

Sotorasibe ganha especial importância na região Sul do Brasil, uma vez que quase 40% 

das alterações encontradas no gene correspondem a mutação G12C, sob a qual este 

inibidor de GTPase da família RAS atua (Blair, 2021). O presente estudo também foi o 

primeiro a reportar, pelo nosso conhecimento, a frequência de mutações em BRAF no 

país, estimada em 3%, corroborando com achados de outros locais (Marchetti et al., 

2011; Consortium, 2017; Alvarez and Otterson, 2019). A expressão de ALK, outro 

importante biomarcador que infere a presença de rearranjos envolvendo o gene, foi 

reportada em 4% dos casos, inferior ao que já havia sido reportado na região nordeste, 

mas semelhante ao que já foi observado no Sudeste(Alves da Silva et al., 2019; Arrieta 

et al., 2019; Gomes et al., 2015; Lopes and Bacchi, 2012) . Por fim, nosso estudo também 

avaliou a expressão de PD-L1, um biomarcador de resposta aos inibidores de checkpoint 

imunológico. Verificamos que as amostras que expressam pontuação proporcional do 

tumor (PPT) ≥50% representaram 14% do total, indicando que talvez uma porção menor 

da população avaliada poderia se beneficiar da imunoterapia quando comparado aos 

23% - 28% estimados no KEYNOTE-024, estudo que avaliou a eficácia do imunoterápico 

Pembrolizumabe no CPNPC (Reck et al., 2016).  

Outro dado revelado pelo estudo foi a presença de mutações raras e de 

significado clínico indeterminado em EGFR ou a presença de mais de uma alteração 

envolvendo o mesmo driver ou outro gene (mutações compostas). Neste trabalho, até 

então, 25 pacientes com este perfil foram identificados e os dados clínicos de sete deles 

já foram reunidos e pré-analisados. Tais estudos são de suma importância, uma vez que 

poucos dados estão disponíveis na literatura ou mesmo em grandes estudos clínicos. 

Exemplos recentes da inclusão de mutações raras em EGFR na lista daquelas 

associadas com sensibilidade aos ITQs estão a G719X, a S768I e a L861Q, presentes 

em menos de 5% dos casos de CPNPC e para as quais a agência reguladora norte-

americana FDA (do inglês, Food and Drug Administration) indicou, em 2018, o uso de 

Afatinibe (Zhang et al., 2019a). 

No Brasil, é inevitável que fatores socioeconômicos também tenham um impacto 

importante no diagnóstico molecular do CPNPC. Apesar dos avanços tanto nas técnicas 

utilizadas para detecção das mutações, quanto no tratamento, o custo de ambos ainda 
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é elevado e, consequentemente, restringem o acesso a maioria da população. Por 

exemplo, o custo do NGS em países em desenvolvimento pode ser de quatro a cinco 

vezes maior do que em países desenvolvidos (Helmy, Awad and Mosa, 2016). Como 

consequência, estimativas demonstram que menos de 40% dos pacientes elegíveis para 

testes moleculares em CPNPC recebam o diagnóstico básico para o tratamento da 

neoplasia no país. A situação é ainda mais precária para pacientes atendidos pelo 

sistema público de saúde, onde menos de 10% dos pacientes diagnosticados com 

adenocarcinoma de pulmão realizam sequer o teste molecular de EGFR  (Palacio et al., 

2019; Mathias et al., 2020). No entanto, estas estimativas foram levantadas com dados 

retrospectivos de 2011 a 2016 e pode não refletir o cenário atual do país, uma vez que 

nos últimos anos programas da indústria farmacêutica passaram financiar diversos testes 

moleculares aplicados ao CPNPC. Ademais, as particularidades de cada região devem 

ser consideradas, reforçando a importância de estudos mais recentes e específicos para 

retratar o cenário atual do diagnóstico molecular no Brasil.  

A ancestralidade e exposição a fatores ambientais podem levar a diferenças 

importantes no perfil molecular do CPNPC de pacientes com acesso ao tratamento 

privado e/ou a saúde suplementar, em comparação com aqueles cuja única opção é o 

sistema público. Nos EUA e no México, foram observadas diferenças no perfil molecular 

e resposta ao tratamento com drogas de alvo molecular entre pacientes de origem 

hispânica e não-hispânica, inclusive entre hispânicos nascidos nos EUA e imigrantes 

(Arrieta et al., 2015; Patel et al., 2013).  

Outro ponto fundamental que deve ser levado em conta é a relativa demora para 

aprovação de novas drogas de alvo molecular no Brasil. Um exemplo foi a aprovação do 

Crizotinibe, droga-alvo indicada para CPNPC com fusões de ALK e mais recentemente 

exclusão do éxon 14 de MET. Entre o início de seu uso nos EUA em agosto de 2011 até 

aprovação no Brasil apenas em fevereiro de 2016, estima-se que 804 anos de vida foram 

perdidos devido a essa demora (Ferreira, 2019). Por outro lado, o Sotorasibe teve sua 

primeira aprovação em agosto de 2021 para tratamento de CPNPC localmente avançado 

ou metastático com a alteração KRAS G12C e em menos de 7 meses foi aprovado pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para o uso no Brasil (Brasil, 2022). 

Outro grande agravante no cenário nacional é a acessibilidade a tais medicamentos, pois 
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seu custo é elevado e atualmente somente dois ITQs estão incorporados pelo SUS, o 

Gefitinibe e o Erlotinibe (Brasil, 2013b; Brasil, 2013a). Portanto, é fundamental o 

conhecimento do perfil molecular dos tumores de pulmão no Brasil e como este pode ser 

influenciado por diferentes cenários socioeconômicos. Dados complementares ao 

manuscrito I desta tese, incluindo também informações clínicas dos pacientes, poderão 

servir como base para guiar novos estudos que visem a gerência de políticas públicas 

mais atuais no tratamento do CPNPC e acelerar o acesso de tais medicamentos para a 

população de menor poder aquisitivo, principalmente em uma era onde ocorrem rápidos 

avanços em virtude da expansão do conhecimento da genômica tumoral. 

Ainda no contexto de acesso ao diagnóstico molecular, já foi demonstrado que 

70,6% dos casos de CPNPC do Brasil se apresentam já como doença avançada, quando 

intervenções cirúrgicas são pouco eficazes e quando frequentemente o tecido está pouco 

acessível (Ismael et al., 2011). Por exemplo, em nosso estudo 16,5% (123/742) das 

amostras de tecido foram inadequadas para o teste ou tiveram resultados inconclusivos 

devido à ausência/baixa quantidade de células tumorais, ou à baixa quantidade e/ou 

qualidade do gDNA extraído, respectivamente, semelhante ao que já foi observado em 

outros trabalhos (Chouaid et al., 2014; Liam, Mallawathantri and Fong, 2020)(Chouaid et 

al, 2014; Ilé & Hofman, 2016; Liam et al., 2020). Estudos já demonstraram que foi 

possível a detecção de mutações acionáveis em um terço dos casos onde o tecido não 

estava disponível (Thompson et al., 2016; Remon et al., 2020).  Diante deste número 

expressivo de resultados inadequados/inconclusivos, este trabalho também buscou 

validar e implementar a técnica de biópsia líquida para avaliação do ctDNA como 

ferramenta diagnóstica acessória em pacientes com CPNPC estadiamento IIIC não 

ressecáveis atendidos em um hospital terciário no Sul do país.  

A avaliação do ctDNA em CPNPC pode ir além do monitoramento de mecanismos 

de resistência a ITQs, auxiliando no mapeamento da heterogeneidade intratumoral e 

revelando possíveis novos marcadores prognósticos (Chabon et al., 2016; 

Rohanizadegan, 2018; von Felden et al., 2021). Ademais, o acompanhamento contínuo 

e dinâmico do paciente permite acessar em tempo real a evolução da doença, permitindo 

inclusive a readequação ou mesmo antecipação do tratamento conforme evolução clonal 

do tumor (Yanagita et al., 2016; Remon et al., 2017; Wan et al., 2017). Os resultados 
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preliminares obtidos no manuscrito IV são promissores, uma vez que foi possível 

acompanhar em um dos pacientes as variações na frequência alélica de duas alterações 

de origem somática conforme evolução clínica do caso.   

Algumas limitações importantes permanecem em aberto neste último estudo. 

Tendo em mente que apenas uma pequena fração do material genético circulante 

corresponde ao ctDNA (0,01% a <1%), a baixa cobertura atingida na primeira rodada de 

sequenciamento foi um fator limitante importante para uma melhor análise e 

apresentação dos resultados (Volckmar et al., 2018). Por outro lado, as etapas que 

envolveram coleta, isolamento, amplificação e captura do cfDNA foram bem sucedidas, 

demonstrando que, mesmo com recursos limitados, seria viável a implementação da 

técnica. Portanto, para atingir uma maior cobertura de sequenciamento e um limite de 

detecção satisfatório, painéis amplos como este que foi utilizado no estudo talvez seriam 

inviáveis para a maioria das intuições, uma vez que demandariam equipamentos e 

insumos de alto custo. Outro limitador importante é a presença da hematopoiese clonal 

de potencial indeterminado (CHIP), o que pode levar a classificação equivocada de 

variantes que não contribuem para o processo de tumorigênese (Jaiswal et al., 2014; 

Razavi et al., 2019; Hu et al., 2018; Chan et al., 2020). A necessidade de inclusão de 

uma análise pareada, de DNA somático e de DNA de origem germinativa, agregaria mais 

custos ao teste, tornando a técnica ainda menos acessível. Porém, a grande maioria das 

alterações encontradas na CHIP não tem implicações clínicas para o manejo e 

tratamento de tumores de pulmão, questionando a necessidade e a real relevância de 

sua inclusão na prática clínica (Hu et al., 2018; Liu et al., 2019).  

Em suma, este trabalho revelou um panorama do perfil molecular dos principais 

biomarcadores no CPNPC em uma série de pacientes da região Sul do Brasil, algo ainda 

não realizado até então. Também demonstrou a importância da medicina personalizada 

em um hospital terciário que atende majoritariamente uma população de baixa renda e 

com pouco acesso a tratamentos de alvo molecular. Não o bastante, foi proposta a 

implementação de uma tecnologia de alta complexidade, a biópsia líquida, para 

avaliação do perfil molecular de pacientes cujo tecido está pouco acessível ou é mesmo 

inexistente para uma avaliação molecular adequada. Apesar das dificuldades impostas 

pela pandemia, as quais atrasaram de maneira significativa o andamento do trabalho, os 
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resultados preliminares do manuscrito III demonstram que é possível a implementação 

da técnica, porém o custo de tal abordagem continua sendo uma barreira importante 

para difusão da técnica, a qual dificilmente ficará disponível no SUS em um futuro 

próximo sem a contrapartida do setor privado, a exemplo do que já ocorre com a 

avaliação molecular em tecido. Por outro laudo, técnicas que apesar de mais limitadas 

quanto ao número de alvos incluídos, mas que possuem custo expressivamente menor, 

como o PCR digital, poderiam viabilizar a incorporação do monitoramento do ctDNA, 

principalmente no contexto de estratificação de risco após adjuvância ou no diagnóstico 

de pacientes cujo biópsia tecidual esteja indisponível, com foco em drivers mais 

comumente mutados na neoplasia. Espera-se que este trabalho, o qual ainda está sendo 

concluído, auxilie na tomada de decisões para o direcionamento estratégico de recursos, 

de maneira a trazer a medicina de precisão mais próxima daqueles que mais necessitam 

dela.   
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8. CAPÍTULO VIII – PERSPECTIVAS 
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Este foi o primeiro trabalho a explorar o perfil molecular do câncer de pulmão de 

não pequenas células na região Sul do Brasil e também um dos poucos que explorou o 

tema no país. Além da conclusão das etapas que ainda estão em aberto, este trabalho 

cria novas perspectivas: 

− Comparar o perfil molecular do CPNPC de pacientes atendidos em dois hospitais 

terciários no sul do Brasil, sendo um grupo atendido pelo Sistema Único de Saúde 

(SUS) e outro pelo sistema particular e/ou de saúde suplementar. Esta análise 

poderá ser desenvolvida por meio de um estudo retrospectivo; 

− Avaliar a acessibilidade ao tratamento com terapias de alvo molecular em dois 

hospitais terciários no sul do Brasil, sendo um grupo atendido pelo SUS e outro pelo 

sistema particular e/ou de saúde suplementar. Esta análise poderá ser desenvolvida 

por meio de um estudo retrospectivo; 

− Estimular a criação de uma rede nacional de diagnóstico molecular para aumentar o 

acesso do diagnóstico de precisão aos pacientes com condições financeira limitadas; 

− Estimular a incorporação de um número maior de drogas de alvo molecular no SUS; 

− Motivar a incorporação da biópsia líquida para avaliação do ctDNA como ferramenta 

diagnóstico complementar em hospitais públicos, principalmente para pacientes cujo 

tecido esteja inadequado ou inacessível para o diagnóstico molecular. Técnicas mais 

custo-efetivas, como o PCR digital, seriam uma alterativa mais viável para o SUS, 

apesar de suas limitações quanto ao número de alvos incluídos por ensaio.  
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9. PRODUÇÃO CIENTÍFICA ADICIONAL DURANTE O PERÍODO 
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