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Resumo

0 céncer de pulmio ¢ a principal causa de mortes por cdncer no mundo. Recentemente, novas estratégias
promissoras de tratamento foram criadas a partir do desenvolvimento de terapias de alvo molecular, particularmente
aquelas que interferem em vias de transducdo de sinais em células neoplasicas. Uma das vias de transducido de
sinais mais estudadas ¢ aquela ativada a partir do EGFR, que leva a perda do controle da proliferacio celular,
aumento da angiogénese celular e aumento da capacidade de invasdo celular. Mutacdes ativadoras no £GFR
(delecdes no éxon 19 e mutacio L858R no éxon 21), primeiramente descritas em 2004, foram detectadas em
aproximadamente 10% dos pacientes com carcinoma de pulmio de células ndo pequenas (CPCNP) nio escamoso
em paises ocidentais e sdo os fatores preditivos mais importantes de resposta aos fyrosine-kinase inhibitors
(inibidores de tirosina quinase) do EGFR (EGFR-TKIs). Estudos de tratamento de primeira linha com esses
EGFR-TKIs (gefitinibe, erlotinibe e afatinibe) em pacientes sem tratamento sistémico prévio, em comparacio
com regimes baseados em platinas, t¢ém demonstrado que os EGFR-TKIs resultam em ganhos em sobrevida livre
de progressdo e taxas globais de resposta, embora somente em pacientes cujos tumores alberguem mutacdes
ativadoras no EGFR. Ensaios clinicos também mostraram a efetividade dos EGFR-TKIs como tratamentos de
segunda e terceira linha de CPCNP avancado. Neste artigo, revisamos os principais aspectos da ativacdo da via
do EGFR em CPCNP, reforcamos a importancia da identificacdo correta das mutacdes ativadoras no EGFR e
discutimos os principais resultados do tratamento do CPCNP com EGFR-TKIs.

Descritores: Terapia de alvo molecular; Receptor do fator de crescimento epidérmico; Neoplasias pulmonares/
quimioterapia; Mutacdo; Oncogenes.

Introducéo

Em virtude de sua elevada incidéncia e
mortalidade, o cancer de pulmio ¢ um grande
desafio para a oncologia moderna. Estima-se que
tenha havido 27.330 novos casos de cancer de
pulméo em 2014 no Brasil.!") Estimativas globais
recentes indicam que haja 1,6 milhdes de novos
casos e 1,4 milhdes de mortes por cancer de pulméo
a cada ano; a maioria (55%) dos casos ocorre em
paises em desenvolvimento.®? Historicamente,
as taxas de resposta do carcinoma pulmonar de
células ndo pequenas (CPCNP) & quimioterapia

citotoxica classica variam de 20 a 30%; a mediana
da sobrevida global ¢ tipicamente de 8-10 meses.
@ 0 recente desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos cujos alvos sdo ativados de modo
aberrante em células cancerosas, particularmente
nas vias de transducio de sinais, abriu novas
perspectivas de tratamento de CPCNP.

Dentre os componentes do fendtipo neoplasico,
os receptores de superficie celular sdo potenciais
alvos terapéuticos e tém sido o foco de intensa
pesquisa, pois desempenham um papel importante
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nos processos de proliferacio, sobrevivéncia e
invasdo celular. Alcancou-se notavel progresso com
o advento dos tyrosine-kinase inhibitors (inibidores
de tirosina quinase) do EGFR (EGFR-TKIs), que
sdo capazes de inibir a transduc¢do de sinais do
EGFR. Dentre os pacientes com CPCNP, aqueles
com tumores que abrigam mutacdes ativadoras
do gene ZGFRpodem se beneficiar do tratamento
com um EGFR-TKI. E, portanto, importante que
esses pacientes sejam corretamente identificados
na pratica clinica. Dez anos depois de as mutacdes
ativadoras do gene E£GFR terem sido reconhecidas
como sendo os mais importantes preditores de
resposta a EGFR-TKIs,>® o presente artigo ira
revisar a literatura relativa a via de sinalizacdo
do EGFR e a mutacdes ativadoras do gene EGFR,
além de discutir as implicacdes desse conhecimento
na pratica diaria.

EGFR e as suas vias de sinalizacdo

Os receptores de superficie celular, que sdo
proteinas localizadas na membrana plasmatica,
desempenham um papel fundamental na fisiologia
celular e tissular. Esses receptores sdo ativados
por estimulos provenientes do ambiente externo
(ligantes), gerando sinais intracelulares que sdo
transduzidos por multiplas cascatas moleculares,
em que a fosforilacdo sucessiva de substratos ativa
a transcricdo de genes envolvidos na proliferacéo,
diferenciacdo, invasdo, angiogénese, metastase e
resisténcia a apoptose celular. A familia de receptores
ErbB, também conhecida como familia c-erb-B
ou familia de Auman EGFRs (HERs, receptores do
fator de crescimento epidérmico humano), tem
quatro membros: EGFR (ou c-erb-B1 ou HER-1),
c-erb-B2 (ou HER-2/neu), c-erb-B3 (ou HER-3) e
c-erb-B4 (ou HER-4). A estrutura do EGFR, descrita
pela primeira vez na década de 1960 por Cohen,”
compreende trés dominios: o dominio extracelular
(a porgdo N-terminal); o dominio transmembrana
e o dominio C-terminal intracelular (uma porg¢io
hidrofobica com atividade de tirosina quinase).
0 dominio extracelular confere especificidade
de ligacédo; os ligantes incluem o préoprio EGF,
TGF-a, anfirregulina e betacelulina.®’ O dominio
intracelular é capaz de fosforilar residuos de tirosina
dentro do proprio receptor (autofosforilacio) e
de proteinas envolvidas na transducio de sinais.

A interacdo entre ligantes do EGFR e o dominio
extracelular do receptor leva a sua dimerizagio,"
que promove a ativacdo do dominio tirosina
quinase localizado no dominio intracelular do
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receptor. Uma vez ativado, este ultimo dominio
promove a autofosforilacdo de locais especificos
dentro do dominio C-terminal do EGFR.("” A
transdugdo de sinais entdo continua por meio da
interacdo entre esses locais de autofosforilacio
e proteinas que contém um dominio SH2 ou um
dominio de ligacio a fosfotirosina.!" Vrios sitios
de fosforilacdo foram identificados no dominio
C-terminal do EGFR, cada qual levando a interacio
com diferentes tipos de moléculas e a ativacdo de
diversas vias celulares. A principal delas ¢ a via
Ras/Raf| mitogen-activated protein kinase (MAPK,
proteina quinase ativada por mitdgeno), na qual
a proteina adaptadora Grb2 liga-se a residuos
fosforilados de tirosina do EGFR, ativando assim
a proteina Son of sevenless."” Essa proteina por
sua vez ativa a proteina G Ras, o que inicia uma
cascata de fosforilacio de MAPKSs, que sdo quinases
serina/treonina especificas. Essas proteinas por
sua vez ativam a transcricdo génica relacionada
com diversas funcdes reguladoras, incluindo a
divisdo, motilidade e adesdo celular.!'” Qutra
importante via relacionada com o EGFR e ativada
no CPCNP ¢ a via mediada pela P13K, responsavel
pela ativacdo da quinase serina/treonina Akt.
Com o alvo da rapamicina em mamiferos, a
Akt participa da regulacdo de muitos processos
celulares, tais como o metabolismo glicolitico,
a apoptose, a proliferacio e a angiogénese.!'”
O papel que o EGFR desempenha na
carcinogénese tornou-se mais claro apods a
identificacio (na década de 1980) da proteina
oncogénica v-erb-B, relacionada com o virus da
eritroblastose avidria e estruturalmente semelhante
ao EGFR."" Dentre os mecanismos que levam
a um aumento da atividade proliferativa, da
capacidade de invasdo, da angiogénese e da
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia
estdo a estimulacdo pardcrina e autdcrina no
microambiente tumoral por meio do aumento
da producio de ligantes (principalmente de EGF
e TGF-a), da superexpressdo de moléculas de
EGFR na membrana de células tumorais e de
mutagoOes ativadoras do gene EGFR, todos os
quais afetam suas vias de transducdo de sinais.!'®

0 desenvolvimento de EGFR-TKI
para o tratamento de CPCNP

Como estudos esclareceram o papel do EGFR
na carcinogénese, tem crescido o interesse
na inibicdo da atividade de tirosina quinase
do EGFR. Os primeiros EGFR-TKIs foram
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sintetizados na década de 1990. O gefitinibe
(ZD1839; AstraZeneca, Londres, Inglaterra), um
derivado da 4-anilinoquinazolina, foi o primeiro
EGFR-TKI a obter a aprovacio do Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA. Em 2003, o FDA
aprovou o uso do gefitinibe para o tratamento
de CPCNP avancado apds o insucesso da terapia
convencional.'” Em 2004, outro EGFR-TKI, o
erlotinibe (0SI-774; Genentech, Roche Group,
South San Francisco, CA, EUA) foi aprovado
pelo FDA para o tratamento de CPCNP apds o
insucesso da quimioterapia citotdxica.'® Mais
recentemente (em 2014), o afatinibe (BIBW-2992;
Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Ingelheim
am Rhein, Alemanha), um bloqueador irreversivel
da familia ErbB, também foi aprovado pelo FDA
para uso clinico em pacientes que nunca foram
submetidos a quimioterapia e cujos tumores
abrigam mutacoes ativadoras do gene EGFR.(")

Mecanismos de acdo

A inibicdo da atividade de tirosina quinase
do EGFR, reversivelmente (pelo gefitinibe ou
erlotinibe) ou irreversivelmente (pelo afatinibe),
ocorre em virtude da competi¢do entre essas
drogas e moléculas de ATP por sitios de ligagcdo no
dominio C-terminal (sitios cataliticos) do receptor.
0 bloqueio da fosforilacdo desses sitios impede
a transducdo de sinais através de componentes a
jusante da via por meio do bloqueio da ativacdo
das vias MAPK e PI13K/Akt/alvo da rapamicina em
mamiferos, por exemplo.?® Consequentemente,
esses 1TQ interferem em aspectos importantes
da viabilidade tumoral, levando a reducio da
proliferacdo, sobrevivéncia e angiogénese de
células cancerosas e promovendo sua apoptose
por meio do aumento de sua sensibilidade aos
efeitos toxicos da quimioterapia e radioterapia.?”

Resultados de ensaios clinicos em
populacées ndo selecionadas

Antes da identificacdo de mutagbes ativadoras
do gene EGFR como preditoras de resposta a
EGFR-TKIs,5® foram realizados ensaios clinicos
em populagdes ndo selecionadas de pacientes
com CPCNP avancado. Dois ensaios de fase 11
sequenciais em que se avaliou a atividade do
gefitinibe em pacientes com CPCNP previamente
tratados com quimioterapia citotdxica mostraram
taxas de resposta de até 19%, mediana de sobrevida
global de aproximadamente 8 meses e sobrevida
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em um ano de até 35%.?%23) No entanto, em
dois ensaios de fase 111 sequenciais, o uso do
gefitinibe com quimioterapia convencional
baseada em platina como tratamento de primeira
linha ndo se mostrou superior ao placebo com
quimioterapia, sem diferencas significativas no
tocante as taxas de resposta ou a sobrevida
global.?*?% Da mesma forma, dois ensaios de
fase 111 independentes mostraram que o uso
do erlotinibe com quimioterapia citotoxica
ndo melhorou nem as taxas de resposta nem a
sobrevida global em comparacdo com o uso da
quimioterapia apenas.?6?”

Entre agosto de 2001 e janeiro de 2003, foi
realizado um ensaio internacional randomizado
controlado por placebo, em que se examinou
o tratamento com erlotinibe apds o insucesso
da quimioterapia-padrdo para CPCNP em 731
pacientes com CPCNP avancgado anteriormente
tratados com quimioterapia de primeira ou segunda
linha baseada em platina.?® Naqueles pacientes
(alguns dos quais foram tratados no Brasil), o
erlotinibe resultou em melhora na sobrevida global
[mediana de 6,7 meses no grupo erlotinibe vs.
4,7 meses no grupo placebo; razio de risco (RR)
= 0,70; p < 0,001] e na sobrevida em um ano
(31% vs. 22%). A taxa de resposta foi também
mais alta no grupo erlotinibe (8,9% vs. < 19%;
p < 0,001). E digno de nota que os autores
do estudo supracitado identificaram subgrupos
especificos de pacientes nos quais o tratamento
com erlotinibe proporcionou maior beneficio:
pacientes com adenocarcinoma; pacientes do
sexo feminino; pacientes de ascendéncia asiatica
e pacientes sem histdria de tabagismo. Esses
resultados corroboraram a literatura emergente
a respeito de quais pacientes sdo mais propensos
a obter beneficio clinico com o uso de EGFR-
TK1s.222329 Um estudo com desenho semelhante
comparou o gefitinibe com placebo em 1.692
pacientes com CPCNP avancado refratario e
demonstrou que a mediana da sobrevida livre
de progressao foi significativamente maior no
grupo de pacientes tratados com gefitinibe (2,2
meses vs. 1,8 meses; RR = 0,61; p < 0,001).69 No
entanto, o estudo supracitado foi considerado
um estudo negativo, pois ndo houve diferenca
significativa no desfecho primario, isto ¢é, na
sobrevida global. Outro ensaio de fase 111 com uma
populacdo ndo selecionada comparou o gefitinibe
com o docetaxel em 1.443 pacientes com CPCNP
avancado apos o insucesso da quimioterapia de
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primeira linha baseada em platina.®” Naquele
estudo, o gefitinib ndo se mostrou inferior ao
docetaxel no tocante a mediana da sobrevida
global (7,6 meses vs. 8,0 meses; RR = 1,02). E
digno de nota que o pemetrexede também se
mostrou comparavel ao docetaxel nesse cenario.*?

Mutacbes ativadoras do gene EGFR e
resposta a EGFR-TKIs

0O trabalho independente de dois grupos levou
a seminal descoberta de que os tumores que
respondem a EGFR-TKIs tipicamente abrigam
mutacdes ativadoras, na maioria das vezes
localizadas no éxon 19 (del19) ou no éxon
21 (L858R) do gene EGFR.> Essas mutacoes
provocam alteracdes estruturais no sitio de
ligacdo a ATP do dominio intracelular do EGFR,
aumentando assim a afinidade com 1TQ e levando
a respostas clinicas. Embora os quatro primeiros
éxons que codificam o dominio tirosina quinase do
EGFR (éxons 18 a 21) tenham sido identificados
como os principais locais de mutacdes ativadoras,
pequenas delecdes no éxon 19 e mutacdes
pontuais no éxon 21 correspondem a mais de
90% dessas mutacdes.®? Outras mutagdes, menos
comuns, também foram identificadas, incluindo
substituicdes de nucleotideos especificos no codon
719 do éxon 18 (G719S) e insercdes no coédon
20.8% Delecdes no éxon 19 e a mutacio L858R
levam a um estado receptor constitutivamente
ativado, bem como a uma maior resposta apds
a estimulacio com ligantes.®® Demonstrou-se
também que essas mutacdes levam a ativacio
constitutiva da Akt, o que se traduz em maior
sobrevida.®® Mutacdes ativadoras do gene EGFR
foram observadas em 8-15% de todos os casos
de CPNPC em todo o mundo e em 25-30% dos
casos no Brasil.?72%

Alguns dos pacientes que exibem resposta
inicial a 1TQ de primeira geracido (erlotinibe e
gefitinibe) apresentam progressdo da doenca, e
muitos deles apresentam mutagdes secundarias
do gene EGFR ou amplificacdo de MET.
Aproximadamente 500 desses pacientes tém
tumores que abrigam a mutacdo T790M, e
outros 20%, aproximadamente, tém tumores
com amplificacdes de MET.B*49 Estio sendo
estudados inibidores especificos da mutacio T790M
(AZD9291 e CO1696) e potenciais inibidores de
MET (onartuzumabe e tivantinibe).*? No entanto,
nenhum deles mostrou-se clinicamente eficaz
nesse cenario.*Y O afatinibe, um EGFR-TKI de
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segunda geragdo, ¢ um bloqueador irreversivel
da familia ErbB que ¢ eficaz em pacientes com
as mutacdes mais comuns e parece ser eficaz
inclusive em pacientes com as mutacdes menos
comuns, incluindo a mutacdo T790M no éxon
20, que ¢ um dos principais mecanismos de
resisténcia a EGFR-TKIs de primeira geragio.®”

Estudos clinicos em populagoes ricas
em mutacoes

Os achados descritos acima prepararam o
caminho para uma nova geracdo de ensaios
clinicos cujo objetivo foi avaliar o desempenho
de EGFR-TKIs em populacdes selecionadas por
apresentarem mutacdes ativadoras do gene
EGFR. Os resultados dos principais estudos estdo
resumidos na Tabela 1.

Em um ensaio clinico de fase 111 no qual
o EGFR-TKI gefitinibe foi comparado com a
associagdo carboplatina-paclitaxel em pacientes
com adenocarcinoma pulmonar avancado — o
estudo 1PASS, realizado na Asia — foram incluidos
pacientes com caracteristicas clinicas sabidamente
associadas a uma maior taxa de resposta a 1TQ."?
Os pacientes, todos os quais eram nio fumantes
ou ex-fumantes leves, foram aleatoriamente
divididos de modo a receber tratamento de
primeira linha com gefitinibe ou com a associa¢do
carboplatina-paclitaxel. A taxa de sobrevida livre
de progressdo em um ano foi maior no grupo
gefitinibe do que no grupo carboplatina-paclitaxel
(24,9% vs. 6,7%). Além de alcancar seu objetivo
primario de demonstrar a ndo inferioridade do
gefitinibe como tratamento de primeira linha para
adenocarcinoma pulmonar avancado em pacientes
clinicamente selecionados, o estudo TPASS também
demonstrou a superioridade do gefitinibe nesse
cenario. Além disso, a avaliacdo retrospectiva da
mutacdo EGFR em amostras tumorais demonstrou
que, mesmo na populacio clinicamente selecionada
do TPASS, a resposta ao gefitinibe apresentou
forte correlacdo com a presenca de mutacdes
ativadoras do gene EGFR, corroborando seu papel
preditivo. Nos pacientes nos quais as mutacoes
foram confirmadas, a taxa de resposta objetiva
ao gefitinibe foi de 71,2%, contra 47,3% para
a associagdo carboplatina-paclitaxel, ao passo
que o inverso foi observado nos pacientes sem
mutacdes, que apresentaram taxas de resposta
objetiva ao gefitinibe e a associacdo carboplatina-
paclitaxel de 1,1% e 23,5%, respectivamente.
Os dados do 1PASS também demonstram que
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Tabela 1 - Ensaios randomizados com EGFR-TKI em populagdes selecionadas ricas em mutacdes ativadoras

do gene EGFR.

Referéncia N Prevaléncia de TKI Taxa de resposta* Sobrevida livre de
mutacdes EGFR progressdo®
(9%) (mediana em meses)
(%) TKI QT p TKI QT RR p
Mok et al.®? 1.217 60 G 71 47 < 0,001 10,0 6,0 0,48 <0,001
Maemondo et al.®? 230 100 G 74 31 < 0,001 10,8 54 0,36 <0,001
Mitsudomi et al.® 177 100 G 62 32 < 0,0001 92 63 049 <0,0001
Zhou et al.® 165 100 E 83 36 < 0,0001 13,0 46 0,16 <0,0001
Rosell et al.#®) 174 100 E 58 15 < 0,0001 9,7 52 0,37 <0,0001
Sequist et al.*” 345 100 A 56 23 0,001 11,1 6,9 0,58 0,001
Wu et al."® 364 100 A 67 23 < 0,001 11,0 56 0,28 <0,0001

A: afatinibe; QT: quimioterapia; E: erlotinibe; G: gefitinibe;

de tirosina quinase). *Em pacientes com mutagées EGFR.

tumores que abrigam mutacdes ativadoras do gene
EGFR sdo mais quimiossensiveis, com taxas de
resposta mais altas que as de tumores selvagens.
Maemondo et al.*? também avaliaram o gefitinibe,
comparando-o a associacdo carboplatina-paclitaxel,
como terapia de primeira linha em pacientes
cujos tumores abrigavam mutacdes ativadoras
do gene EGFR. Os autores observaram que a
mediana da sobrevida livre de progressdo nos
pacientes tratados com gefitinibe foi de 10,8
meses, o dobro dos 5,4 meses observados nos
pacientes tratados com a associacdo carboplatina-
paclitaxel. Além disso, as taxas de sobrevida livre
de progressdo em um e dois anos foram de 42,1%
e 3,29%, respectivamente, no grupo gefitinibe,
contra 8,4% e 0%, respectivamente, no grupo
carboplatina-paclitaxel. Finalmente, a taxa de
resposta objetiva foi significativamente maior no
grupo gefitinibe do que no grupo carboplatina-
paclitaxel (73,7% vs. 30,7%).“*) Em um estudo
semelhante, Mitsudomi et al.“Y compararam o
gefitinibe com a associagdo cisplatina-docetaxel
como tratamento de primeira linha para pacientes
com mutacdes. Como nos outros estudos citados,
a mediana da sobrevida livre de progressio e
a taxa de resposta objetiva foram melhores no
grupo gefitinibe (9,2 meses vs. 6,3 meses e 62,1%
vs. 32,2%, respectivamente).

Um ensaio de fase 111 no qual o EGFR-TKI
erlotinibe foi comparado a associacdo gemcitabina-
carboplatina mostrou que o erlotinibe proporcionou
ganhos significativos na sobrevida livre de
progressdo (mediana: 13,1 meses vs. 4,6 meses)
e na taxa de resposta objetiva (83% vs. 36%).“
Outro ensaio de fase 111 com o erlotinibe, chamado
estudo EURTAC,"® foi o primeiro a compara-lo
com quimioterapia baseada em platina como
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RR: razdo de risco; e TKI: fyrosine-kinase inhibitor (inibidor

terapia de primeira linha em pacientes brancos
com mutacdes ativadoras do gene EGFR. Os
autores do estudo também relataram que, em
comparagdo com a quimioterapia citotoxica, o
tratamento com erlotinibe proporcionou ganhos
significativos na sobrevida livre de progressdo
(mediana: 9,7 meses vs. 5,2 meses) e na taxa
de resposta objetiva (58% vs. 15%).

Em um ensaio de fase 111 denominado estudo
LUX-Lung 3, o afatinibe foi comparado com o
padrio atual (a associacio cisplatina-pemetrexede)
para o tratamento de primeira linha de pacientes
asidticos e ndo asiaticos com adenocarcinoma.
Os autores observaram que a sobrevida livre
de progressdo foi significativamente melhor
no grupo afatinibe (mediana: 11,1 meses vs.
6,9 meses). Naquele estudo, a superioridade do
afatinibe em relacdo a associagdo cisplatina-
pemetrexede foi ainda maior em pacientes com
mutacdes comuns, tais como del19 e L858R. E
digno de nota que o estudo LUX-Lung 3 tenha
usado a associagdo cisplatina-pemetrexede, que
¢é considerada mais eficaz, como tratamento de
referéncia. Em um ensaio de fase 111 subsequente,
denominado ensaio LUX-Lung 6,%% o afatinibe foi
comparado a associacdo gemcitabina-cisplatina em
pacientes asidticos com tumores que abrigavam
mutacdes EGFR. A mediana da sobrevida livre de
progressdo e a taxa de resposta foram melhores
no grupo afatinibe do que no grupo gemcitabina-
cisplatina (11 meses vs. 5,6 meses e 67% Vvs.
239%, respectivamente).“® Comparacoes entre
ensaios indicam que o afatinibe proporciona a
maior sobrevida livre de progressdo. Uma analise
combinada recente dos estudos LUX-Lung 3 e
LUX-Lung 6 (o0 maior dos ensaios do tipo) sugeriu
um ganho global de sobrevida com o afatinibe em
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comparacdo com a quimioterapia, principalmente
em pacientes cujos tumores abrigam dele¢des
no éxon 19.4)

Embora a atividade dos EGFR-TKIs de primeira
e segunda geracdo seja evidentemente melhor que
a da quimioterapia tradicional, ndo se observou
diferenca na sobrevida global entre populacdes
ricas em mutagdes. Na maioria dos pacientes
com mutacgdes EGFR, o tratamento de segunda
linha com um EGFR-TKI foi usado naqueles
que apresentaram progressdo da doenca apds a
quimioterapia, obscurecendo assim o efeito que o
tratamento com esses agentes teve na sobrevida
global, algo que se observou nos ensaios IPASS
e EURTAC.“**% Consequentemente, quando os
resultados dos genotipos do EGFR ndo estiverem
disponiveis, sugerimos que se inicie a quimioterapia
citotoxica convencional baseada em platina em
pacientes com sintomas relacionados com o tumor
e que se introduza um EGFR-TKI somente apds
a deteccdo de uma mutacdo. Um EGFR-TKI pode
também ser usado como terapia de manutencio
ou mesmo como tratamento de segunda linha,
ja que se demonstrou que os EGFR-TKIs ndo
tém nenhum impacto negativo na sobrevida.®"

Um dos efeitos adversos comuns dos EGFR-TKIs
¢ a erupgdo cutdnea papulopustular (acneiforme),
que ¢ na verdade um fator prognostico e preditivo
favoravel de resposta a essas drogas. Outros
efeitos adversos relatados incluem sintomas
gastrintestinais (tais como hiperbilirrubinemia,
diarreia, nausea e anorexia), dispneia, fadiga
e edema, embora todos esses efeitos sejam
geralmente bem tolerados e controlaveis.®?

Todos os EGFR-TKIs penetram, em maior ou
menor grau, a barreira hematoencefalica e sdo,
portanto, eficazes no tratamento de pacientes
com metastases do sistema nervoso central, além
de serem bem tolerados por esses pacientes.*? O
tratamento com um EGFR-TKI ¢ particularmente
util quando essas metastases sdo pequenas, pois
em alguns casos permite que se adie a radioterapia
ou a cirurgia.®® Um recente estudo de fase 11
confirmou que ¢ vidvel continuar o tratamento
com EGFR-TKIs (erlotinibe) em pacientes com
doenca progressiva assintomatica — com base
nos critérios de avaliacdo de resposta em tumores
solidos — e mostrou que esse tratamento ndo tem
impacto na sobrevida global.®” No entanto, os
antidcidos que modificam o pH gastrico podem
afetar a absorcdo e, assim, reduzir a eficacia dos
EGFR-TKIs.®?
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Diagndstico de mutagdes EGFR

Como as mutacdes ativadoras podem prever os
beneficios dos EGFR-TKIs, é claramente necessario
realizar a genotipagem precisa das amostras
tumorais obtidas de pacientes com CPCNP. Em
alguns estudos, provou-se que ¢ possivel realizar
o rastreio em larga escala dessas mutagdes. As
mutacdes ativadoras mais estudadas (mutacdes
EGFR, mutacdes KRAS e o rearranjo EML4-ALK)
geralmente sdo mutuamente exclusivas. Portanto,
na pratica diaria, os médicos podem interromper
a investigacdo molecular quando uma dessas
mutacdes ¢ identificada. Vale notar que néo
se investiga rotineiramente a presenca dessas
mutacdes em pacientes com carcinoma de células
escamosas, pois elas ocorrem em apenas 5%
deles. Além disso, mesmo que uma mutacgio
ativadora seja identificada, ndo ha nenhuma
evidéncia clara de que o tratamento com EGFR-
TKls traga beneficios em casos de carcinoma de
células escamosas.®

Recomendacibes gerais

Atualmente, existem diretrizes que recomendam
o rastreio de mutacdes EGFR em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar avancado candidatos a
terapia de primeira linha com erlotinibe, gefitinibe
ou afatinibe, independentemente do performance
status (estado de desempenho) ou da historia de
tabagismo. No entanto, no cenario da terapia
adjuvante, ndo se recomenda que se incorpore
esse rastreio a rotina clinica, em virtude da
escassez de dados sobre o uso de EGFR-TKIs em
pacientes com doenga localizada ou localmente
avancada.®” Recomenda-se que se dé maior
atencdo aos pacientes com adenocarcinoma e
aqueles que nunca fumaram. ldealmente, as
amostras para teste molecular devem ser coletadas
no momento da classificacdo histoldgica do tumor;
o tempo ideal para a entrega dos resultados ¢
< 7 dias. Deve-se ter em mente que o rastreio
de mutacdes em amostras de sangue ainda ¢
considerado experimental.®® Deve-se considerar
cuidadosamente o tipo de biopsia, levando-se
em conta o numero de células malignas que
provavelmente estardo presentes na amostra, pois
algumas técnicas de deteccdo de mutagdes exigem
grandes fracdes de células tumorais na amostra.
O tecido para teste molecular pode ser obtido
por meio de broncoscopia, mediastinoscopia,
toracoscopia, bidpsia pleural (para derrame
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pleural maligno) ou bidpsia percutinea guiada
por TC. A ultrassonografia endobrénquica com
biopsia transbronquica também pode ser util em
casos seletos. A obtencdo de amostras de osso ¢
possivel, embora devam ser processadas apenas
por laboratdrios com experiéncia, de modo a evitar
perdas. No entanto, deve-se dar preferéncia a
outros locais de bidpsia, caso estejam disponiveis.

Técnicas para a identificacdo de
mutacoes EGFR

Sequenciamento direto do DNA

Descrito pela primeira vez por Sanger em
1977,%9 o sequenciamento direto do DNA tem
contribuido muito para o desenvolvimento da
biotecnologia, culminando com o sequenciamento
de uma grande parte do genoma humano. O
método baseia-se na chamada reacdo de didesoxi,
na qual didesoxinucleotideos (ddNTPs) sdo
usados a fim de interromper a replicacido do
material genético, gerando, assim, segmentos
de diferentes tamanhos. Os ddNTPs marcados
com fluorescéncia sdo capazes de revelar a
sequéncia de bases do DNA na amostra por
meio da andlise das diversas bandas assim
geradas. Embora esteja bem estabelecido e seja
confidvel, o sequenciamento direto exige amostras
que contenham uma grande fracdo de células
tumorais, geralmente mais de 30% da amostra,
uma porcentagem que nao ¢ facilmente obtida,
pois a maior parte do material obtido por meio de
bidpsia frequentemente compde-se de tecido ndo
neoplasico. Novos métodos de sequenciamento
tém grande potencial de aplicacdo no futuro;
dentre eles, o pirossequenciamento ¢ digno de
nota, pois ¢ capaz de detectar mutacdes em
amostras que contenham apenas 0,2% de células
tumorais. Essa técnica extremamente sensivel
pode ser usada para detectar mutacdes EGFR
em amostras de derrame pleural que contenham
apenas 10% de células neoplasicas. No entanto,
0 método ainda ndo esta amplamente disponivel
e exige equipamento sofisticado e caro.©

Meétodos baseados em PCR

A técnica de PCR pode ser usada ndo apenas
para amplificar o material genético, mas também
para detectar mutacdes de interesse. Um dos
métodos de PCR mais comumente usados para este
ultimo fim é o amplification refractory mutation

http://dx.doi.org/10.1590/S1806-37132015000004531

system (ARMS, sistema de mutacio refrataria
a amplificacio), que se baseia na atividade
diferencial da enzima Taq DNA polimerase
durante a amplificacdo de sequéncias que tém
pontos de incompatibilidade em 3'. Os primers
(iniciadores) usados na reagcdo de ARMS, quando se
emparelham com sequéncias que sofreram mutagéo,
geram pontos de incompatibilidade, permitindo a
deteccdo de mutacoes por meio da identificacio
de diferencas nos padrdes de bandas gerados.
Kimura et al.®" relataram resultados interessantes
a partir do uso da técnica ARMS em amostras
com menos de 1% de material contendo EGFR
mutante. De acordo com o Colégio Americano de
Patologia, os laboratorios devem usar testes de
EGFR que sejam capazes de identificar mutacdes
em espécimes com pelo menos 50% de células
cancerosas, embora tenha recentemente incentivado
0 uso de testes mais sensiveis que possam detectar
mutagdes em espécimes com menos de 10% de
células cancerosas.® A técnica conhecida como
TagMan PCR usa sondas que sdo especificas para
as sequéncias selvagens e mutantes do EGFR. A
presenca de sequéncias que sofreram mutacio
¢ indicada pelos picos de fluorescéncia gerados.
Jian et al.®® conseguiram identificar mutacoes
em amostras com pelo menos 10% de material
contendo EGFR mutante.® Essa abordagem
facilita o teste porque ha apenas uma etapa,
sem necessidade de processamento pos-PCR.
Variag¢des da técnica de PCR incluem outros
métodos sensiveis que empregam a amplificacdo
seletiva de sequéncias que sofreram mutacéo. Essas
variagdes, que apresentam elevada sensibilidade
em amostras com baixas proporc¢des de material
contendo EGFR mutante, incluem o ensaio de
PCR enriquecido com mutantes, peptide nucleic
acid-locked nucleic acid PCR clamping e o processo
de amplificaco inteligente. Por meio do ensaio
de PCR enriquecido com mutantes, Asano et al.®”
detectaram mutacdes que estavam presentes em
apenas 0,05% das amostras tumorais avaliadas.
Essas técnicas oferecem novas possibilidades para
a elaboracdo de testes diagndsticos que sejam
capazes de detectar mutagcdes de modo menos
invasivo, muitas vezes com amostras pequenas.

RFLP

A técnica de RFLP baseia-se no uso de enzimas
de restricdo, que clivam sequéncias de material
genético em locais especificos. Consequentemente,
segmentos de DNA de diferentes tamanhos sdo
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gerados de acordo com a presenca de mutacdes.
Esses segmentos por sua vez apresentam diferentes
padrdes de mobilidade eletroforética, o que permite
a deteccdo de mutacdes por meio da andlise dos
padrdes de bandas observados. Por meio desse
método, Pan et al.®® detectaram mutacdes que
estavam presentes em baixas proporgdes (6,25%
para delecdes no éxon 19 e 3,25% para L858R).

Outras técnicas

Ja foram descritos varios outros métodos para
detectar mutacdes EGFR. Sondas concebidas
especificamente para detectar alelos que sofreram
mutacdo, tais como a sonda ¢yc/eave, emitem um
pico de fluorescéncia na presenca da mutagio
e apresentaram bons resultados com amostras
nas quais pelo menos 5% das células abrigavam
mutagdes.®® Outros métodos incluem o chamado
ensaio de alteracdo de mobilidade de /oop-hybrids,
a técnica de polimorfismo de conformacio de
fita simples e a HPLC. A HPLC, que ¢ um meio de
caracterizar de maneira abrangente a sequéncia
de DNA que estd sendo estudada, e ndo apenas
as mutacdes ja conhecidas, apresentou boa
sensibilidade em amostras com apenas 1% de
material mutante.®” Finalmente, se anticorpos
marcados forem voltados contra proteinas EGFR
mutantes resultantes da transcricdo de genes
EGFR com mutag0es ativadoras conhecidas, a
imuno-histoquimica pode ser usada para detectar
mutacdes de interesse. A validacdo da imuno-
histoquimica para mutagdes especificas na pratica
clinica é ansiosamente aguardada, pois essa técnica
poderia facilitar sobremaneira a identificacio
dos pacientes com maior probabilidade de se
beneficiar do tratamento com EGFR-TKIs.©®

Consideracdes finais e perspectivas

As mais recentes diretrizes para a classificacio
de adenocarcinoma pulmonar recomendam que se
inclua a genotipagem do EGFR no algoritmo de
diagnostico.® A selecio adequada de pacientes
que sejam potenciais candidatos a terapia com
EGFR-TKIs torna-se ainda mais importante
quando se consideram outras alteracdes genéticas
observadas em adenocarcinomas pulmonares, tais
como mutacdes RAS, translocacdes da quinase
do linfoma anaplasico e amplificacdo de HER-2.
Algumas dessas alteracdes parecem ser mutuamente
exclusivas e também podem ser alvo de terapias
especificas em desenvolvimento ou ja em uso
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clinico.” Projetos de escala gendmica que avaliem
multiplas alteracdes genéticas em amostras de
pacientes tém apresentado resultados promissores
e podem levar a identificacdo de alvos relevantes
para futura intervenc¢io.”" Dados do Cancer
Genome Atlas sugerem que o adenocarcinoma
pulmonar pode ser classificado pelo subtipo
molecular com base em leituras de sequenciamento
de nova geracdo; a nova nomenclatura para os
subtipos transcricionais ¢ a seqguinte: unidade
respiratoria terminal (anteriormente denominado
bronquioide), proximal-inflamatorio (anteriormente
denominado escamoide) e proximal-proliferativo
(anteriormente denominado magnoide). Os
adenocarcinomas que apresentam mutacoes
ativadoras do gene EGFR estido agrupados no
subtipo unidade respiratdria terminal. Os outros
dois subtipos (proximal-inflamatério e proximal-
proliferativo) ndo parecem estar associados a
tumores com EGFR mutante.”?

Em pacientes com CPCNP avancado com
tumores com EGFR selvagem, o uso de EGFR-TKIs
néo pode ser considerado uma opgdo valida de
tratamento de segunda linha apds o insucesso de
um esquema baseado em platina.” Em pacientes
com mutacdes ativadoras conhecidas, um 1TQ
pode ser usado como tratamento de primeira
linha e deve ser mantido até que haja progressao
da doencga clinicamente documentada.”*’% Essa
abordagem tipica da “medicina personalizada”
representa uma nova fronteira na oncologia
moderna, em que o tratamento de cada paciente
com cancer sera escolhido de acordo com as
alteracdes genéticas presentes nos tumores, o
que significa tratar o paciente certo com a droga
certa, na dose certa e no momento certo.
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