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PALAVRAS-CHAVE Resumo
Carcinoma pulmonar Introdugdo: Em 2006, a Unidade de Pneumologia Oncologica do Servico de Pneumologia do
nao pequenas células; Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho iniciou a sequenciacao da mutacao do rece-
Recetor do fator tor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em doentes com CPNPC selecionados e desde
de crescimento 2010 realiza a sequenciacao sistematicamente em todos os doentes, independentemente da
epidérmico; histologia, habitos tabagicos, idade ou sexo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o grupo
Inibidores da tirosina de doentes que efetuou a sequenciacao entre 2006-2010, determinar a frequéncia da mutacao
quinase; EGFR, avaliar as sobrevidas globais e apos uso de inibidores da tirosina quinase (ITK), nos doen-
Sobrevida tes que efetuaram esta terapéutica em 2.9 e 3.7 linha com conhecimento do estado da mutacao
do EGFR.

Métodos: Analise estatistica descritiva dos doentes que efetuaram sequenciacao EGFR em 2006-
2010 e sobrevida mediana global nos doentes que efetuaefetuaram ITK em 2.9 e 3.9 linha. Registo
do material disponivel para analise e demora média de resultado do exame, de acordo com o
material enviado.

Resultados: A sequenciacao foi efetuada em 374 doentes, 71,1% sexo masculino, 67,1%
nao/ex-fumadores, 32,9% fumadores; 57,8% adenocarcinoma e 23,5% carcinoma epidermoide
(CE). A mutacao foi detetada em 49 doentes (13,1%). No total dos doentes estudados, a taxa
de mutacao foi de 9% no sexo masculino e 23% no sexo feminino. A sobrevida mediana global
apos o uso de erlotinib foi de 14 meses para os doentes com mutacao positiva do EGFR versus
6 meses nos doentes nao mutados (p=0,003).

* Autor para correspondéncia.
** Autor para correspondéncia.
Correios eletronicos: anasfcastro@gmail.com (A.S. Castro), barbaraparente@gmail.com (B. Parente).
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Introducao

Conclusd@o: O nosso grupo teve uma taxa de mutacao global de 13,1%, com predominio no sexo
feminino, nao fumadores, histologia adenocarcinoma. Em doentes selecionados (2006/2009),
a taxa de mutacao foi de 16%; nos doentes nao selecionados (2010) foi de 10,4%. Este estudo
tem vindo a permitir um melhor conhecimento da taxa de mutacdo do EGFR na populacao
portuguesa, bem como avaliar os resultados das sobrevidas dos doentes apos uso de inibidores
da tirosina quinase (ITK), efetuada em 2.9 e 3.9 linha com conhecimento prévio do estado da
mutacao do EGFR, tendo sido encontradas diferencas nas sobrevidas nos 2 grupos de doentes
(mutados e ndo mutados) com significado estatistico.

A pesquisa mutacao do EGFR deve ser efetuada em todos os doentes com CPNPC, dando
possibilidade a um nimero consideravel de doentes de poder efetuar um tratamento de 1.9 linha
com ITK (doentes mutados), bem como de poder usufruir de outros esquemas de quimioterapia,
quando progredirem.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Pneumologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos os
direitos reservados.

Epidermal Growth Factor Recetor mutation study for 5 years, in a population
of patients with non-small cell lung cancer

Abstract
Introduction: In 2006, the Vila Nova de Gaia/Espinho Hospital Centre Pulmonary Oncology Unit
started performing EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) mutation sequencing in selec-
ted patients with NSCLC and systematically in all patients since 2010, regardless of histology,
smoking habits, age or sex. The aim of this study was to characterize the group of patients
that carried out the sequencing between 2006-2010, to determine EGFR mutation frequency,
to evaluate the overall survival and the survival after the use of tyrosine kinase inhibitors (TKI),
in patients who performed this therapy in second and third line, knowing the EGFR mutation
status.
Methods: Descriptive statistical analysis of patients who did EGFR sequencing in 2006-2010
and of overall survival in patients treated with TKI as 2nd and 3rd line therapy. Record of the
material available for analysis and average delay of exam results, according to the material
submitted.
Results: The sequencing was performed in 374 patients, 71,1% males, 67,1% non/ex-smokers,
32,9% smokers, 57,8% adenocarcinoma and 23,5% squamous cell carcinoma (SCC). The mutation
was detected in 49 patients (13,1%). In all studied patients, the mutation rate was 9% in males
and 23% in females. Median overall survival after erlotinib use of was 14 months for patients
with positive EGFR mutation versus 6 months in not mutated patients (p = 0.003).
Conclusion: Our group had an overall mutation rate of 13.1% with female, non-smokers, ade-
nocarcinoma histology predominance. In selected patients (2006/2009), the mutation rate was
16%, in not selected patients (2010) the mutation rate was 10.4%. This study has permitted a
better understanding of the EGFR mutation rate in the Portuguese population as welll as an
evaluation of the patients survival after the use of of tyrosine kinase inhibitors, in second and
third line therapy with previous knowledge of the EGFR mutational status. Statistical significant
differences in survival were found in the two patient groups (EGFR mutated and non mutated).
The EGFR mutation research should be performed in all patients with NSCLC, giving the
possibility to a considerable number of patients to perform a first line treatment with TKI
(EGFR mutated patients) and the advantage of performing other chemotherapy schemes, when
progression occurs.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Pneumologia. Published by Elsevier Espafna, S.L. All rights
reserved.

Os fatores de progndstico classicos incluem historia
tabagica, estado geral e as comorbilidades do doente.

Os fatores preditivos e de prognostico no cancro do pulmao
de nao pequenas células (CPNPC) sao importantes quer para
o doente quer para o médico, porque podem fornecer um
prognostico mais preciso (em termos de recorréncia ou pro-
gressao da doenca e sobrevivéncia) e ajudam a estabelecer
o melhor tratamento.

Atualmente, existem marcadores moleculares que se tor-
naram fatores de prognodstico, sendo atualmente os mais
estudados: o recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e a mutacao do KRAS que, em associacao com
a histologia, sao considerados potenciais fatores prediti-
VOs.
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Identificar precocemente a subpopulacao de doentes que
mais provavelmente respondera a uma terapéutica par-
ticular aumentando nao s6 a probabilidade de resposta
mas evitando também tratamentos desnecessarios aqueles
doentes que tém poucas hipoteses de beneficiar com o tra-
tamento, é o objetivo principal do tratamento oncoldgico
pulmonar.

Portugal ndo possui um registo de cancro do pulmao fiavel
e, por isso, € muito dificil tracar quer o perfil epidemiologico
Nno nosso pais, quer a real taxa de incidéncia do CPNPC, assim
como a avaliacao clinica no que diz respeito ao seu potencial
tratamento.

A Comissao de Pneumologia Oncologica da Sociedade Por-
tuguesa de Pneumologia' efetuou, no triénio de 2000 e 2002,
um estudo em que participaram 22 hospitais portugueses,
tendo-se registado 4 396 novos casos de cancro do pulmao;
o adenocarcinoma foi o subtipo histologico mais frequente e,
em 76,9% dos casos os doentes, encontravam-se em estadio
avancado ou metastatico de doenca.

Embora sendo do nosso conhecimento que, destes indi-
viduos com doenga avancada, apenas 10-12% poderao
beneficiar dos inibidores da tirosina quinase (ITK) em
1.9 linha, o aparecimento destes farmacos (EGFR-ITK) foi
uma mais-valia no tratamento do CPNPC avancado ou metas-
tatico quer em 1.9 linha, nos doentes com a mutacao do
EGFR, quer em 2.2 e 3.9 linha.

Existem varios parametros clinicos e moleculares que
preveem quais os doentes com CPNPC doenca avancada mais
suscetiveis de beneficiar do tratamento com inibidores de
TK, quer para a terapéutica inicial quer para 2.9 linha. Estes
indicadores de estudos de fase 1>-> e ® que identificaram
parametros clinicos associados a melhor resposta clinica,
sao adenocarcinoma, sexo feminino, nao fumadores e etnia
asiatica’®.

Mutagoes ativadoras especificas no dominio TK do EGFR
(exao 18-21) estao associadas habitualmente a aumento
da resposta aos ITK, erlotinib ou gefitinib, ocorrendo, de
acordo com a literatura, na Europa em 10-15% dos doentes
com CPNPC e com efeitos laterais facilmente manusea-
veis.

0 método «gold-standard» para analise da mutacao do
EGFR é a sequenciacao direta do ADN, dos exdes 18 ao 21.
A percentagem de mutacdes em cada exao é algo ainda con-
troverso; a grande maioria dos trabalhos, incluindo o grupo
espanhol’®, sé estudaram os exdes 19 e 21 (e, neste, sO
a mutacdo Leu858Arg). Ja foi referido anteriormente que
ocorriam mutacoes nos exdes 18 e 20 e que algumas tinham
valor preditivo de resposta''. Apontava-se para valores de
5% exao 18; 49% exao 19; 1% exao 20; 45% exao 21. O valor
preditivo positivo da mutacao Gly719 no exao 18 esta bem
estabelecido e o valor preditivo negativo das insercoes do
exdo 202, Penzel et al."?, em 1047 casos analisados, encon-
traram uma taxa de mutacao de 15,6% (exao 18 - 10,4%;
exao 19 - 49,7%; exao 20 - 5,5%; exao 21 - 34,4%.).

N&o tem sido também consensual a que grupo de doentes
deve ser pedida a mutacao do EGFR e os estudos efetua-
dos tém excluido habitualmente os doentes com tumores
epidermoides e grandes fumadores.

Ainda sem definicao clara sobre qual o valor da biopsia
(em tumor primario vs. metastases) para o estudo da
mutacdo, no entanto, sempre que possivel, o primeiro
estudo da mutacdao do EGFR tem sido efetuado no tumor

primario e ndo nas metastases. Também sem grande
tradicao entre nés, efetuar nova puncdo aos doentes que
progridem a efetuaefetuar ITK. Em cerca de 50% dos casos
de progressao ocorre a mutacao Thr790Met (exao 20). Esta
mutacao confere resisténcia ao tratamento com ITK, sendo
uma mutacdo secundaria que aparece apods tratamento e
aquisicdo de resisténcia e s muito raramente uma mutacao
primaria (alguns autores defendem que pode ja estar
presente em subclones residuais de células tumorais antes
do tratamento com ITK)™.

As melhores respostas ao tratamento com ITK e mutacoes
obtém-se em doentes com delecbes no exao 19 e na mutacao
Leu858Arg do exao 21, embora tendencialmente com resul-
tados um pouco inferiores a delecdo do exao 19; as mutagoes
Gly719 (exao 18) e Leu 861 (exao 21) estao associadas
a boa resposta. A evidéncia é clinica e experimental (in
vitro)'.

A Unidade de Pneumologia Oncoldgica (UPO) do Servico
de Pneumologia do Centro Hospitalar Gaia-Espinho (CHGE)
iniciou a pesquisa da mutacao do gene do EGFR em 2006
em colaboracao com o IPATIMUP (Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto) em doen-
tes selecionados e ja com o uso aprovado em Portugal de
erlotinib em 2.% e 3.7 linhas. Em 2010, com a aprovacao do
gefitinib em 1.9 linha passou a efetuar esta sequenciacao
em todos os doentes com CPNPC, independentemente da
histologia, estadio, habitos tabagicos ou sexo, e a tratar
com gefitinib em 1.9 linha todos os doentes com mutacao
EGFR positiva'. Pretendia-se, assim, a recolha de dados
epidemiologicos de forma prospetiva.

Material e métodos

Apresentamos os resultados de um registo continuo, para
pesquisa de mutacoes do EGFR em doentes com CPNPC, rea-
lizado no Servico de Pneumologia do Centro Hospitalar de
2006 a 2010.

Foram avaliados os resultados obtidos apos tratamento
em 2.9 e 3.9 linha com ITK em doentes com CPNPC doenca
avancada que efetuaefetuaram a pesquisa de mutacao do
EGFR. Os resultados em 1.% linha nos doentes mutados nao
sao alvo de apresentacdo, dado ainda o pequeno n.° de
Casos.

No periodo entre 2006-2009, os critérios de inclu-
sao para o estudo da mutacdao do EGFR foram histologia
adenocarcinoma, nao fumadores ou ex-fumadores, indepen-
dentemente do sexo; no ano de 2010, os critérios de inclusao
foram diagnodstico de CPNPC, independentemente do sexo
ou do estadio ou habitos tabagicos. Os doentes foram clas-
sificados de acordo com habitos tabagicos, em fumadores,
ex-fumadores (doentes que deixaram de fumar ha mais de
12 meses) e nao fumadores. Registo do material disponivel
para analise e demora média de resultado do exame, de
acordo com o material enviado.

Nos doentes em estadios avancados que efetuaram erlo-
tinib em 2.7 e 3.9 linha entre 2006 e 2010, os parametros
avaliados incluiram idade, sexo, habitos tabagicos, histo-
logia, estadio TNM na apresentacdo, regimes prévios de
quimioterapia, estado mutacional do EGFR e sobrevida glo-
bal de acordo com o estado mutacional, sobrevida mediana
global apos erlotinib.
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Todos os calculos estatisticos foram efetuados com o
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
versao 17.0.

Resultados

No periodo entre 1 de janeiro de 2006 a 31 dezembro de
2010, foi efetuada a sequenciacao do EGFR em 374 doentes
com CPNPC (248 doentes entre 2006-2009 e 126 doentes em
2010). No total de doentes analisados, 266 (71,1%) do sexo
masculino e 108 (28,9%) do sexo feminino. Média de idades
de 64,5 4 11,3 anos. Em relagao aos habitos tabagicos, 35,8%
ex-fumadores, 31,3% nao fumadores e 32,9% fumadores.
O tipo histologico predominante - adenocarcinoma (57,8%),
seguido do carcinoma epidermoide - 23,5% (tabela 1).

10,1% dos doentes encontravam-se no estadio 1; no esta-
dio nem 2,4% dos casos; estadio IlIA em 5,8% e os estadios
HIB/IV em 81,6% dos casos.

As mutacdes no gene EGFR foram detetadas em 49 de
374 doentes, correspondendo a uma taxa de mutacao de
13,1% (a taxa de mutacao foi de 9% no sexo masculino e 23%
no sexo feminino). No total de doentes mutados, 46,9% eram
nao fumadores e 59,2% correspondiam a adenocarcinoma
(tabela 1).

Quando considerados separadamente, a taxa de mutacao
nos doentes selecionados entre 2006 e 2009 foi de 16,3 vs.
10,4% no ano de 2010 em que o estudo da mutacao comecou
a ser efetuado a todos os doentes com CPNPC.

A distribuicdo por exdes foi a seguinte: 10,2% no exao
18; 38,8% no exao 19; 18,4% no exao 20 (6,2% foram de
resisténcia); 32,7% no exao 21.

Tabela 1 Caracterizacdo da amostra e frequéncia de
mutacoes EGFR. (* 6,2% foram mutacdes de resisténcia)
Variaveis Todos doentes Doentes
(n=374) mutados (n=49)
n/% n/%

Sexo

Masculino 266/71,1 24/9,0

Feminino 108/28,9 25/23,1
Idade

Média+-dp 64,52 +11,3 69+9,5

Minimo/maximo 20/87 56/77
Habitos tabdgicos

Ex-fumador 134/35,8 15/30,6

Fumador 123/32,9 11/22,4

Nao fumador 117/31,3 23/46,9
Tipo histoldgico

Adenocarcinoma 216/57,8 29/59,2

epidermoide 88/23,5 12/24,5

Ca grandes células 2/0,5

bronquiolo-alveolar  7/1,9 -

CPNPC 61/16,3 7/14,3
Exdo

18 5/10,2

19 19/38,8

20 9/18,4*

21 16/32,6

Doentes mutados (n=49)

Tabela 2 Caracterizacdo dos doentes mutados por sexo

Variaveis Sexo feminino Sexo masculino
(n=25) (n=24)
Habitos tabdgicos
Nao fumador 22/88% 2/8,3%
Ex-fumador - 7/29,2%
Fumador 3/12% 15/62,5%
Tipo histoldgico
Adenocarcinoma 20/80% 9/37,5%
Ca epidermoide 1/4% 11/45,8%
CPNPC 4/6% 4/16,7%
Exdo mutado
18 3/12% 2/8,3%
19 11/44% 7/29,2%
20 3/12% 6/25%
21 7/28% 9/37,5%

Os doentes do sexo feminino com mutacao positiva
(n=25), a maioria nao fumadores (22/88,0%) e com predo-
minio do adenocarcinoma (20/80,0%). Neste subgrupo, 44%
das mutacdes ocorreram no exao 19; 28% no exao 21; 12%
no exao 18 e 12% no exao 20 (tabela 2).

Nos homens mutados (n=24), 91,7% eram fumadores ou
ex-fumadores e o tipo histoldgico predominante foi o car-
cinoma epidermoide em 45,8% dos doentes. As mutacoes
ocorreram em 37,5% no exao 21; 29,2% no exao 19; 25% exao
20 e 8,3% no exao 18 (tabela 2).

Os doentes mutados nao fumadores (23), sao na sua mai-
oria do sexo feminino (21/91,3%), 78,3% adenocarcinomas,
17,4% CPNPC e 4,3% carcinomas epidermdides. A mutacao,
na maioria dos nao fumadores, ocorreu no exao 19 (43,5%)
e exao 21 (34,8%), seguidos do exao 18 (13,0%) e exao
20 (4,3%).

No tempo médio de demora até ao resultado da
sequenciacdo’®, verificou-se, de acordo com o tipo de mate-
rial disponivel para estudo que, as laminas demoram em
média 20 dias; o bloco de parafina 8,32 dias e os detri-
tos celulares (com produtos a fresco - EBUS, BAT e outras
puncdes, na presenca de anatomia patoldgica) 6,5 dias
(tabela 3).

Do total de doentes sequenciados, 71 em estadio
avancado ou metastizado efetuaram tratamento de 2.¢
e 3.9 linha com erlotinib 150mg/dia, até a morte,
progressiao da doenca ou toxicidade inaceitavel. Neste
subgrupo de doentes, verificou-se predominio do sexo femi-
nino (43/60,6%), nao fumadores (31/43,7%) e histologia

Tabela 3 Tempo médio de demora até ao resultado da
sequenciacao do EGFR

Amostra utilizada Tempo médio  Diferenca p

de demora de tempo

(dias) (dias)
Bloco de parafina 8,32 -
Lamina de citologia 14 5,6721 0,0255
Lamina de histologia 20,42 12,0888 7,1108
Detritos celulares 6,5556 —1,7723 0,1789
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A. Curva de sobrevida global dos doentes mutados versus nao mutados (47 vs. 22 meses, p=0,038).

B. Curva de sobrevida apds tratamento com erlotinib em doentes mutados e WT (14 vs. 6 meses, p=0,003).

adenocarcinoma (43/60,6%). A mutacao do EGFR positiva em
20 doentes (19,2%), 55% homens e 45% mulheres, na maio-
ria nao fumadores (12/60,0%) e histologia adenocarcinoma
(14/70%) (tabela 3). Na resposta global ao tratamento
com erlotinib, nos doentes com mutacdo do EGFR nega-
tiva (n=51), verificou-se 47,9% (24) doenca progressiva,
45,1% (23) doenca estacionaria e 7,8% (4) remissao par-
cial. No subgrupo de doentes tratados com erlotinib com
mutacao do EGFR positiva (n =20), 35,0% (7) apresentaram
doenca progressiva, 50,0% (10) doenca estacionaria e 15,0%
(3) remissao parcial, ou seja, como era de esperar, melhor
controlo da doenca em doentes com mutacao EGFR positiva
quando comparado com os doentes com mutacao negativa
(65,0 vs. 52,9%) (tabela 4).

Tabela 4 Caracteristicas demograficas e resposta ao tra-
tamento dos doentes com estudo do EGFR que efetuaram
terapéutica com erlotinib em 2.9 linha

Total doentes  Doentes
(n=71) mutados n=20)
n/% n/%
Estudo do EGFR e terapéutica com erlotinib
Sexo
Masculino 28/39,4 11/55,0
Feminino 43/60,6 9/45,0
Idade 68 + 8,46
Habitos tabdgicos
Ex-fumador 24/33,8 7/35
Fumador 16/22,5 3/15,0
Nao fumador 31/43,7 12/60,0
Tipo histolégico
Adenocarcinoma 43/60,6 14/70,0
Outro tipo 28/39,4 6/30,0
Resposta ao erlotinib EGFR — =51 EGFR +=20
Remissdo parcial 4/7,8 3/15,0
Doenca estaciondria 23/45,1 10/50,0
Doenca progressiva 24/47 1 7/35,0
Sobrevida global 22 meses 47 meses
media
Sobrevida apos uso 6 meses 14 meses
erlotinib

A sobrevida global dos doentes que efetuaram erlotinib
com mutacao do EGFR positiva vs. doentes nao mutados
foi de 47 e 22 meses (p=0,038), respetivamente (fig. 1).
A sobrevida média apos o tratamento com erlotinib no grupo
com mutacgédo EGFR positiva também foi superior neste sub-
grupo quando comparada com os doentes com mutacao
negativa (14 vs. 6 meses, respetivamente p=0,003) (fig. 1).

Discussao

A nossa amostra revelou uma taxa de mutacao do EGFR
global (2006-2010) de 13,1%. Uma vez que de 2006 a
2009 houve selecao de doentes, a taxa de mutacao foi
de 16% vs. 10,4% no ano de 2010 em que o estudo da
mutacao foi efetuado a todos os doentes com CPNPC
independentemente do sexo e estadio. Estes numeros
parecem-nos uma mais-valia para o conhecimento da
taxa de mutacdao do EGFR na populacdo portuguesa; os
estudos de prevaléncia da mutacdo do EGFR no cancro do
pulmao na Europa revelaram, em doentes nao selecionados,
taxas de mutacao de 10%; em Espanha, Rosell et al.,
obtiveram uma taxa de mutacdo de 16,6%'°, num grupo
selecionado de doentes com CPNPC em estadios avancados.
A continuacao deste nosso trabalho (que nos anos de 2011
e 2012 se tem mantido igualmente numa populacdao nao
selecionada) vai permitir tracar com seguranca o perfil
da mutacdo do EGFR na populacdo portuguesa e poder
confirmar estes dados agora apresentados, que mostram a
presenca da mutacao do EGFR na subpopulacao de doentes
do sexo masculino, carcinomas epidermoides e alguns
fumadores. A diferenca é, contudo, muito significativa
na taxa de mutacao em relacao aos 2 sexos, sendo o
adenocarcinoma responsavel pela grande maioria dos casos.

Foi possivel efetuar a sequenciacao do gene do EGFR em
variados tipos de amostras diagnosticas. A sequenciacdo de
DNA a partir de detritos celulares (a fresco ou apos cell blok)
foi mais rapida comparativamente a laminas ou bloco de
parafina, diferenca essa estatisticamente significativa e com
impacto no inicio do tratamento. Isto s6 foi possivel com a
colaboracao estreita entre os varios elementos envolvidos
no diagndstico do cancro de pulmao (pneumologia onco-
logica, broncologia, radiologia de intervencao e anatomia
patologica). Nos tumores periféricos, ou sempre que seja
possivel efetuar puncdes aspirativas, deve-se dar prioridade
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ao envio deste material a fresco, com obtencao mais rapida
dos resultados (6,5 dias ap6s o envio dos produtos).

O estudo da mutacdao do EGFR deve ser efetuado por
rotina em todos os doentes com o diagndstico de CPNPC
e devem ser criadas as condicoes ao seu uso em todos os
hospitais que tratam cancro do pulmao, tendo em conta o
seu correto tratamento, pela possibilidade de uso dos ITK
em 1.2 linha em doentes mutados, com melhor controlo da
doenca do que com os protocolos de quimioterapia con-
vencional. Todos estes pressupostos assentam na resposta
ao tratamento e na sobrevida global no grupo de doentes
tratados com ITK'6-18,

Os resultados da nossa amostra em 2.7 e 3.9 linha mostra-
ram significado estatistico no grupo de doentes com mutacao
positiva para o EGFR, comparativamente aos doentes com
mutacao negativa, apesar de a presenca da mutacao do
EGFR nao ser condicdo obrigatéria para o inicio de trata-
mento. Ainda ndo temos niimero suficiente de doentes para
apresentacao dos resultados de 1.9 linha dos doentes muta-
dos tratados com ITK.
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