®pp :
palologia



Etiologia do CPNPC

O tabagismo é o fator etioldgico mais associado. Mais de 80% das mortes por carcinoma pulmonar sdo causadas direta
ou indiretamente pelo fumo. Em contrapartida, muitos pacientes ndo sao tabagistas, principalmente nos casos de
adenocarcinoma, que € o subtipo mais comum em pacientes ndo fumantes. A exposicdo a radiacdo e a agentes quimicos
carcinogénicos, bem como o fumo passivo, também estdo associados ao seu desenvolvimento.

Assim como outros tumores malignos, o carcinoma de pulmao é molecularmente heterogéneo, sendo caracterizado
pela presenca de clones de células com caracteristicas moleculares distintas, por isso fatores genéticos também estdo
envolvidos na etiologia.

No CPNPC, os rearranjos do gene ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), mutacdes do gene EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor) e expressao de PDL-1 (Progammed Death-Ligand 1) sdo as assinaturas moleculares mais importantes
no momento. Além da dos genes ALK, EGFR e PDL-1, outras mutacdes podem estar presentes no CPNPC, nos genes
KRAS, BRAF, PTEN, PIK3CA, ROS-1, MET, TP53 e MDM2.

Veja também os outros materiais técnicos sobre os demais genes envolvidos e exames relacionados.
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O Gene ALK

O gene ALK codifica um receptor tirosino-quinase transmembrana de mesmo nome, a proteina ALK, que é expressa
apenas no sistema nervoso durante a embriogénese. Apds o nascimento sua expressao diminui, de modo a ser produzi-
da raramente e em baixos niveis nas células endoteliais e neurais de adultos.

Mutacodes e translocacdes no gene ALK sdo muito associadas ao CPNPC, estando presentes em cerca de 5% dos casos
e mais frequentes em pacientes ndo fumantes com adenocarcinoma. A maioria dessas mutacdes trata-se de translo-
cacdes do gene ALK com outros genes, como a inversao com o par do gene EML-4 (Echinoderm microtubule associated
protein-like 4), o qual, assim como o ALK, se localiza no cromossomo 2. Como resultado, a proteina ALK oncogénica
resultante da translocacao causa a ativacao de vias de sinalizacdo que leva a proliferacdo exacerbada das células.

Os rearranjos no gene ALK sdo mais comuns em pacientes jovens, ndo fumantes ou fumantes passivos diagnosticados
com adenocarcinoma. Estudos mostram que a faixa etdria acometida estd entre os 55 anos e aproximadamente 70%
desses pacientes nunca fumaram.

Diagnostico e predicao de tratamento

A conduta no tratamento do CPNPC varia de acordo com varios fatores, como: estdgio da doenca, fun¢cado pulmonar e
estado geral de saude do paciente. Cirurgias, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia sdo alternativas para o trata-
mento, de modo que, por muitos anos, a quimioterapia era a Unica op¢ao de terapia sistémica. A partir das descobertas
a respeito das alteracdes genéticas e perfis moleculares, as terapias alvo nos casos de metdstase comecaram a ser
adotadas, tornando-se tratamento padrao para o CPNPC avancado.

Os inibidores de tirosina quinase (TKls - Tyrosine Kinase Inhibitors) tém como alvos os oncogenes EGFR e ALK e
resultaram em grandes avancos no tratamento, reduzindo o tamanho dos tumores e com efeitos colaterais menos
agressivos. Por outro lado, podem induzir o aumento de expressdo de PD-L1, de acordo com alguns estudos, que
também pode ser alvo de imunoterapia - Veja material especifico.

Para que seja definida uma conduta terapéutica direcionada, os alvos moleculares devem ser definidos através da iden-
tificacdo de oncoproteinas ou oncogenes. A imuno-histogquimica € uma das ferramentas diagndsticas complementares
ao exame histopatoldgico, sendo muito importante também para informacdes prognodsticas e preditivas.

Através do exame de imuno-histoquimica para ALK é possivel avaliar a proteina ALK qualitativamente, identificando
pacientes elegiveis para tratamentos especificos. Por sua vez, a hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) com sondas
do tipo “break apart” é considerada padrao ouro na identificacdo de mutacdes do gene ALK. O método permite identi-
ficar as translocacdes dos genes, as quais sao associadas ao CPNPC.



A identificacdo da translocacdo ALK-EML4 (por FISH) ou da expressao da proteina ALK (por imuno-histoquimica) tem
um papel extremamente importante no tratamento e sobrevida do paciente.

Havendo a positividade, independentemente do método utilizado, é possivel o uso de Terapia Alvo através dos
inibidores da tirosina-quinase com o alvo ALK (ALK-TKIs - Tyrosine Kinase Inhibitors). Entre eles, o crizotinib, o ceritin-
ib, o alectinib, ensartinibe ou lorlatinibe. As terapias alvo aumentam significativamente a sobrevida livre da doenca,
quando comparada ao tratamento convencional.

Imuno-histoquimica para expressao ALK

Existem pelo menos 4 clones do anticorpo ALK que foram avaliados para a expressdo no CPNPC, sao eles o ALK1, 5A4,
1A4 e o D5F3.

O ALKI, apesar da boa aplicacdo em casos de linfomas, ndo apresentou boa sensibilidade e especificidade para a identi-
ficacdo da expressao da proteina ALK nos rearranjos no CPNPC. O clone 1A4, embora com boa sensibilidade, demon-
strou baixa especificidade, levando a nimeros altos de falso positivos.

O clone 5A4 demonstrou boa sensibilidade e especificidade quando comparada ao FISH e ao clone D5F3. Contudo,
embora essas taxas de correlagdo sejam muito boas no score 3+, de uma escala de O a 3, ela é bastante reduzida nos
scores 2+ e, principalmente, 1+, levando a resultados duvidosos e que devem ser validados com o teste de FISH.

Em contrapartida, o clone D5F3 tem demonstrado excelentes sensibilidade e especificidade, especialmente quanto
utilizados com kits especifico de amplificacdo e deteccado, que facilitam a avaliacdo do ALK focalmente positivo em
amostras de CPNPC. Desta forma, utilizando um algoritmo de pontuacdo binaria, foi possivel alcancar alta sensibilidade
e especificidade. Comparado ao teste de FISH para translocacdo ALK-EML4, a imuno-histoquimica possui sensibilidade
de 0.97 (95%Cl: 0.93-0.98) e especificidade de 0.99 (95%Cl: 0.98-1.00).

Para a validacao dos testes de imuno-histoquimica, além da realizacdo de controles positivos e negativos, é necessaria
a avaliacdo por patologista (s) qualificado (s) e treinado (s), além da complementacdo diagndstica com o exame histo-
patoldgico, pois a determinacdo da positividade, embora possa ser relativamente simples em alguns casos, pode ser
muito complexa em outros.
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Rearranjos do Gene ALK, por FISH

O exame de FISH - “Fluorescence In Situ Hybridization” é uma técnica de deteccdo e localizacdo de uma ou mais
sequéncias de DNA especifica (s) em determinado cromossomo. Por meio de uma sonda especificamente desenhada
para cada tipo de estudo e marcada com moléculas fluorescentes € possivel identificar a mutacdo num microscopio de
fluorescéncia.

Embora seja amplamente considerado o teste padrao para deteccdo da mutacédo, o teste possui algumas desvantagens
guando comparado ao método de imuno-histoquimica, como o custo, tempo de execucado, pessoal capacitado e equipa-
mentos especificos.

Essa pesquisa permite a diferenciacdo entre a inversdo EML4-ALK, [inv(2)(p21p23)] e a translocacdo envolvendo o ALK
regido cromossomica 2p23.1-p23.2, auxiliando na estratégia de conduta terapéutica no CPNPC. A presenca de rearran-
jos ALK/EML4 tem valor preditivo, determinando a efetividade do tratamento com terapia alvo ALK quinase.

Exame de FISH Positivo para Translocacdo ALK-EML4, demonstrado pelo afastamento
entre os pontos vermelho e verde -sonda break-apart
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Além dos testes de Imuno-histoquimica e FISH para deteccdo da expressdo e translocacdo do gene ALK, outros testes
podem ser muito importantes na pesquisa e elucidacdo diagnoéstica do carcinoma pulmonar. Conheca os exames que
fazem parte de nosso portfdlio.

AALK Imuno-histoquimica para ALK (clone D5F3)
ALKEF Inversdo e Translocacdo ALK/EML4, por FISH
PDL1 Imuno-histoquimica para PD-L1 (SP263)
EGFR Estudo de mutagdes do gene EGFR

BRAF Pesquisa da mutacdo V60OE do gene BRAF
KRAS Pesquisa de mutacdes no gene KRAS

ROS1F Translocacdo ROSI, por FISH

METF Amplificagdo MET, por FISH

MDM2F Amplificagdo MDM2, por FISH

RETF Rearranjo RET, por FISH
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