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QUAL E O NIVEL DE CONCORDANCIA ENTRE BIOPSIA LiQUIDA E BIOPSIA
TECIDUAL COMO FONTE DE MATERIAL BIOLOGICO PARA A DETECCAO DE
MUTACOES NO GENE EGFR EM PACIENTES COM CANCER DE PULMAO?

What is the level of agreement between liquid biopsy and tissue biopsy as a source of biological
material for the detection of mutations in the EGFR gene in patients with lung cancer?
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RESUMO

Introducio: A biopsia tecidual é o padrao-ouro para detectar mutacdes no DNA do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) no cancer de pulmao, mas a proximidade do cancer com
uma artéria ou 6rgao importante acaba tornando-a invidvel. Assim, uma abordagem alternativa nao
invasiva segundo estudos ¢ a biopsia liquida. Objetivo: Avaliar a concordancia na detec¢dao de
mutagdes no EGFR em cancer de pulmao de ndo pequenas células (NSCLC) com base em biopsia
liquida e tecidual. Metodologia: Revisdo sistematica da literatura com referéncias publicadas na
lingua inglesa entre os anos de 2010 a 2017. Resultados: A taxa de concordancia entre os
resultados obtidos a partir de biopsias teciduais e liquidas foi bastante varidvel (17,17 para 97,9%),
assim como a variabilidade dos métodos utilizados para a deteccdo da mutagdo e o tempo para se
obter as amostras. Ademais, as amostras de biopsia liquida e tecidual foram coletadas em varios
estagios de progressdo da doenca. Ao avaliar a doenga em estagio avangado, o Scorpion-ARMS
mostrou ser a mais eficaz entre os métodos de deteccdo, com uma taxa de concordancia de cerca de
97,9%. Conclusdo: As mutagdes somaticas no EGFR sdo um dos principais determinantes da
resposta clinica ao tratamento com inibidores de tirosina quinase em pacientes com NSCLC. O uso

de ctDNA baseado sobretudo no sangue para analise da mutagdo EGFR provou ser viavel, mas
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enquanto ndo haver um consenso quanto ao método de deteccdo a ser utilizado, a biopsia liquida
ndo pode ser utilizada na prética clinica rotineira. Palavras-chave: circulacdo de DNA, circulagao

de DNA tumoral, DNA livre de células, biopsia liquida, cancer de pulmao, EGFR
ABSTRACT

Introduction: Tissue biopsy is the gold standard for detecting mutations in the epidermal growth
factor receptor (EGFR) DNA in lung cancer, but the proximity of the cancer to an important artery
or organ eventually makes it unfeasible. Thus, a non-invasive alternative approach according to
studies is the liquid biopsy. Objective: To assess concordance in the detection of EGFR mutations
in non-small cell lung cancer (NSCLC) based on tissue and biopsy. Methodology: Systematic
review of the literature with references published in the English language between the years 2010 to
2017. Results: The agreement between the results obtained from tissue and liquid biopsies was
quite variable (17,17 to 97,9%), as well as the variability of the methods used to detect the mutation
and the time to obtain the samples. In addition, tissue and fluid biopsy specimens were collected at
various stages of disease progression. When evaluating the disease at an advanced stage, Scorpion-
ARMS was shown to be the most effective among detection methods, with a concordance rate of
about 97,9%. Conclusion: Somatic mutations in EGFR are a major determinant of the clinical
response to treatment with tyrosine kinase inhibitors in patients with non-small cell lung cancer.
The use of ctDNA based primarily on blood for analysis of the EGFR mutation has proven to be
feasible, but as long as there is no consensus as to the detection method to be used, the liquid biopsy
can not be used in routine clinical practice. Key words: circulation DNA, circulation tumor DNA,

cell free DNA, liquid biopsy, lung cancer, EGFR

INTRODUCAO éxon 21> as quais levam a proliferagdo

celular descontrolada, ao aumento da

Atualmente, a biopsia de tecido ¢ o teste
) angiogénese celular e a elevada invasao

padrdo-ouro para detectar no 4cido
celular.’ Apesar de mais informativa, a

desoxirribonucleico (DNA) mutagdes no gene
) biopsia tecidual ¢ um procedimento invasivo,

do receptor do fator de crescimento
) ) e as vezes iatrogénico.* Em certos casos,

epidérmico (EGFR) — que ¢ um receptor de
o ] prefere-se  ndo  realizar  devido a

tirosina-quinase da membrana celular -
heterogeneidade (ja4 que s3o neoplasias

presente no cancer de pulméo.!? As principais
formadas por diferentes populacdes de

mutacoes detectadas no gene do EGFR sao
células), a variabilidade (visto que sdo células

delegdes no éxon 19 e mutacdo L858R no
que sofrem mutagdes com o passar do tempo),
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a proximidade do cancer com uma artéria ou
6rgdo importante e a limitagdo da quantidade

e da qualidade das amostras.!*>

Estudos  recentes  apresentaram  uma
abordagem alternativa ndo-invasiva conhecida
como biopsia liquida,>® assim chamada por
requerer apenas a coleta de sangue ou outros
fluidos corporais: saliva, urina ou liquido
pleural.>’” Esse teste ndo-invasivo detecta no
sangue cé€lulas que se desprenderam da
neoplasia,”® pequenas vesiculas repletas de
células  neoplésicas  conhecidas  como
exossomos® ou fragmentos de DNA® contendo
uma mutacao no gene do EGFR, conhecida
como T790M, que informa que a neoplasia
tornou-se resistente ao tratamento com
inibidores de tirosina-quinase de primeira e

segunda geragdes.’

Diante do exposto, este artigo objetivou
avaliar se os dados publicados na literatura
cientifica apontam para uma concordancia na
deteccao da mutacao no gene do EGFR do
cancer de pulmao pela biopsia liquida aquela

realizada em amostras de biopsia tecidual.
METODOS

Trata-se de uma revisdo sistematica da
literatura, na qual se realizou - por meio de
uma analise na base de dados eletronica
Pubmed, Scielo, Health Systems Evidence e
Cochrane Clinical Answers - uma busca ativa

de artigos na lingua inglesa publicados entre
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os anos de 2010 a 2017. Inicialmente, 447
artigos foram encontrados a partir dos
seguintes descritores e operadores booleanos:
"circulation DNA" or ‘"circulation tumor
DNA" or "cell free DNA" or "liquid biopsy"
and "lung cancer" and "EGFR"; porém, os
artigos de revisdao da literatura, de relato de
caso € os artigos que nao correlacionaram a
mutagdo do EGFR da biopsia liquida com a
biopsia tecidual foram excluidos. Com base
nestes critérios, obteve-se um total de 25
artigos, dos quais avaliados individualmente e
com agregacao dos seus dados pode-se chegar
nas conclusdes apresentadas neste trabalho.

N3ao ha conflito de interesses entre 0s autores.
RESULTADOS

A partir da andlise dos dados obtidos (Tabela
1) foi possivel observar uma grande variacao
na taxa de concordéncia (de 17,17 a 97,9%), a

qual dependia do método escolhido.

A técnica com melhor taxa de concordancia
(97,9%), com mais resultados equivalentes
segundo a andlise, foi a Scorpion-ARMS. O
Scorpion-ARMS ¢ um método altamente
especifico e sensivel e que apresenta uma alta
relacdo de deteccdo em comparacdo com as
outras técnicas estudadas, tais como as de
PCR como ddPCR, analise de derretimento de
alta resolucdo (HRM) e espectrometria de

massa combinada.
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Tabela 1: Analise dos estudos avaliados

Referéncia

Zhu et al
2015°

Ishii et al
2015

Lin et al
2014

Lee et el
20162

Guo et al
20151

Xu et al
2015

Seki et al
2017'5

Duan et al
20151

Wu et al
2014"

Que et al
2016'®

Técnica
utilizada para
obter DNA
tumoral em
fluidos

ddPCR

ddPCR

HRM

ddPCR

Scorpion-ARMS,
PCR,
espectrometriaultr
avioleta

NGS

Picolitro-ddPCR

Scorpion-ARMS

Sistema de
Mutagao
Refractora de
Amplificagdo
ADX (ADX-

ARMS) e PCR

PCR mutante
enriquecido (me-

Numero

de

amostras
totais

86

22

365

198

42

35

94

434

121

Tipo de Taxa ( e
fluido concordi i0
entre bic R
liquid:
tecidu
Plasma 94,105 MoK el
sanguineo éxon 1¢
93,02%
L8581
Wau et al
20
Plasma 83,3¢ AL
Sanguineo
1
Liquido 95,59 e
Pleural S
Brevet et al
21
Plasma 87.9% ¢ 2011 R
Sanguineo L858F
86,2%, 1 9
delecdo
éxon 1
0
Plasrlna 17,17¢ Zhu et al
Sanguineo 20172 'e
ao
1
1
SR
Plasma 76% 0
Sanguineo n
b)
Li et al
20173
Plasma 80% 0
Sanguineo n
no
1.
Plasrlna 80%  park et al 8,
Sanguineo 20172 e
Lavagembro 92,08¢
ncoalveolar, [
cscarro, Iwama et al
derrame 2016%
pleural
He et al
2017
Plasma 85,19 0
Sanguineo PR |
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PCR)e
Cromatografia
liquida
desnaturante de
alta performance
(DHPLC)

PCR cobas 4800
FFPET

Cromatografia
liquida de alta
performance
desnaturante

Espectometria de
massa combinado
com me-PCR

ddPCR

ddPCR

PNAmediated
PCR clamping
method

ddPCR e NGS

ddPCR

238 Plasma
Sanguineo
79 Plasma
Sanguineo
31 Plasma
Sanguineo
113 Plasma
Sanguineo
160 Plasma
20 Fluido
broncoalveol
ar
32 Plasma
Sanguineo
120 Plasma
Sanguineo

88%

79,7%

61% (36%
para delegao
no éxon 19 e

75% para
mutagdo

L858R no

éxon 21).

Mutagao no
L858R:
Sensibilidade:
75,61%

Delegdo no
éxonl9:
sensibilidade:
82,61%

DNA
plasmatico:
estagios
iniciais: 32%
Estagios
avancados
93%

91,7%

ddPCR:81.3%
e NGS: 71.9%

95%
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Dentt&8®fluidos avaliados, dos 25 artigos, 21

no exon

deles djllltg(l)zaram o plasma sanguineo como

ﬁo éxon
escolhag0 que correspondem a um total de

84% dos estudos analisados. O plasma
Wau et al PCR quantitativo 621 (287 Plasma e No sor0:28,6%  Substitui¢
20167 em tempo real para soro Soro (82/ 287)sangtﬁﬁ}’é63 também foi utilizado em outro
e 334 Sanguineo No G
para Plasma:60,5% 8 Al
plasma) (202334 §tud§6 e%féfho técnica complementar ao soro, o
le , .
qual glgygu o plasma sanguineo como fluido
no éxon - S,
de eleigdo para realizagdo de biopsia liquida
88% dos casos. O numero total de
‘Wan et al PCR ARMS 644 Plasma 84,9% Substituig
28 7 1 eqe .
20 Sanguineo amos >G7&tlhzadas no estudo foi de 5633, das
(L
quals(ngm - 0 que correspondem a um total
2le
de 8&6 - sdo referentes ao plasma
no éxon
sanguin@o. Apenas 1097 (19,47%) das
Doyl (R ARMS 652 Plasma 943% amosBdgAitilizaram como fluidos de eleigdo o
al 2014 Sanguineo no éxon
. .19 . .
liquidg,plgural, fluido bronquioalveolar e soro
, L858R no
(Grafican 11).
Chae et al ddPCR 170 Plasma 91,9 -93,9%. Delegdo
2016 Sanguineo Graficédn
19e¢
L858R
Tipos de fluido
Ma et al EGMS do ARMS 219 Plasma 82%
2016 Sanguineo B Plasma sanguineo (4536)
W Soro (621)
¥ Liquido pleural (22)
m Fluido bronquioloalveolar (454)
Douillard et QiagenQIAamp 652 Plasma 96,5% pa
al 2014 circulation nucleic Sanguineo delegao d
acid e Scorpion éxon 19
ARMS 97,9% para MUTAGOES
mutagdes pontuais
pontuaise M~ ,
Lessp A Mutaedn T790M presente no éxon 20 do
éxon 21 R - -
gene EGFR no cancer de pulmdo de nao
Wang et al QiagenQIAamp 134 Plasma 59% Delegdo
2013%  circulation nucleic Sanguineo pequengsorcélulas (NSCLC) estd presente em
acid e PCR 19e
mais™d&o60% dos pacientes resistentes ao
pontuais
e . . . . . .
tratamgifq com inibidores de tirosina-quinase,
. éxon 21 .. .. . . O
tais como gefitinib, erlotinib e afatinib.”!! Na
Abreviagdoes: ME-PCR: Mutant-Enriched PCR; ddPCR:

digital droplet Polymerase Chain Reaction; PNA: Peptide
Nucleic Acid; NGS: Next-Generation Sequencing; ARMS:
Amplification-Refractory Mutation System.
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presente analise observa-se uma prevaléncia
de 69% de estudos detectando delecao do
é¢xon 19 e mutagdo no L858R do éxon 21, 4%
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detectando apenas delecdo de partes do éxon
19, 11% de mutagdo T790M, 8% ndo
especificaram as mutagdes e 8% detectaram
outras mutagdes, tais como Tp53, KRAS,

APC e CDKNA. (Grafico 2).

Grafico 2

Tipo de mutagdo do EGFR

® Delec3o do €x019 e mutagdo
L858R do éxon 21

® Delec3o do éxon 19

B Mutago do T790M

® Outras mutacdes

™ N3o especificadas

No numero total de amostras avaliadas em
todos os artigos, as porcentagens de deteccdo
de mutagdes mudam, revelando que apenas
2,51% detectaram mutag¢dao no T790M, 3,8%
detectaram outras mutagdes (Tp53, KRAS,
APC, CDKN2a), 5,3% nao especificaram,
88,2% das amostras detectaram dele¢dao do
é¢xon 19 ¢ 80,2% detectaram mutagdo no
L858R do éxon 21, sendo que todas as
amostras que detectaram mutagdo do éxon 21
também detectaram mutagao do éxon 19. Isso
mostra que uma estd intimamente atrelada a

outra. (Grafico 3).
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Grafico 3

Tipo de mutacdo do EGFR

® Delecdo do éxo19 e mutacdo
L858R do éxon 21

® Delec3o do éxon 19

B Mutag3o do T790M

m Outras mutacdes

™ N3o especificadas

DISCUSSAO

O tratamento tradicional de primeira linha de
NSCLC avangado geralmente envolve
combinagcdo de tratamento -cirurgico com
quimioterapia a base de platina. Porém, nos
ultimos anos, os inibidores de tirosina-quinase
do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR-TKI) foram amplamente
utilizados na terapia de pacientes com
NSCLC, com mutacio em EGFR,
apresentando menos efeitos adversos e
mostrando-se capazes de interromper o
desenvolvimento de NSCLC e de prolongar a
vida de pacientes em estdgios avangados da
doenga. Contudo, o efeito curativo do EGFR-
TKI foi amplamente associado ao estado do
receptor de EGFR e ao espectro de mutagao.
Os tumores que abrigam essas mutagoes
sensiveis ao TKI, quase sempre adquirem
resisténcia as TKIs dentro de dois anos. O
mecanismo de resisténcia que representa 60%
dos casos ¢ a ocorréncia da mutacao

secundaria T790M. Posto isto, sua deteccao

tornou-se um evento importante no rastreio e

353



Borges RT, Rayanne Andrade GM, Araujo JL, Medeiros MSD, Viana GML, Bittencourt RJ, Pereira RW
What is the level of agreement between liquid biopsy and tissue biopsy as a source of biological material for the
detection of mutations in the EGFR gene in patients with lung cancer?

na decisdo de o paciente se beneficiar ou ndo

da terapia direta com EGFR-TKI.%!1-13:15.16

Antigamente, a unica forma de se realizar a
deteccao dessas mutagdes era por meio de
biopsia tecidual obtida por broncoscopia ou
toracoscopia. Entretanto, esses métodos
invasivos - muitas vezes associados a
complicagdes - ndo podiam ser realizados no
paciente devido ao seu baixo status
performance. Em razdo disso, cada vez mais
tem-se difundido a ideia de identificar essas
mutagdes por intermédio da biopsia liquida.
As vantagens do uso de ctDNA para detecgao
de mutacao tumoral incluem i) coleta nao
invasiva, i1 ) disponibilidade a qualquer
momento durante o curso da doenca, iii)
deteccdo e monitoramento em tempo real da
dindmica dos biomarcadores e iv) problemas
de heterogeneidade potencialmente menores

do que os testes de tecido tumoral.*! 18

Apesar disso, existem muitos desafios
técnicos no teste de ctDNA para detecgdao de
mutagdes no EGFR em NSCLC. Nao ha
consenso sobre qual método deve ser
utilizado e nem se biopsia liquida ¢
equivalente a tecidual. No presente estudo
pode-se concluir que um dos métodos com
melhor taxa de concordancia - com essa
girando em torno de 87,6% - foi o ddPCR.
Droplet Digital PCR (ddPCR) ¢ um método
para executar PCR digital que se baseia na

tecnologia de gotas de emulsdo agua-6leo.

2238-5339 © Rev Med Saude Brasilia 2019; 8(3): 349-358.

Uma amostra ¢ fracionada em 20000
goticulas e a amplificagdo por PCR das
moléculas de molde ocorre em cada gota
individual.'® A parti¢io de amostra maciga ¢é
um aspecto chave da técnica ddPCR.
Utilizando esse método altamente preciso de
analise de PCR digital, este estudo
demonstrou concordancia relativamente alta
com estudos anteriores que ja haviam
investigado o estado de mutacdo EGFR em
amostras de pré-tratamento por meio do
ddPCR.>'® Esses resultados sugerem que a
PCR digital pode ser um método viavel e
clinicamente aplicavel para a detecgdo da

mutacao T790M no ctDNA plasmatico.

Também foi avaliada a taxa de concordancia
entre diversas técnicas de deteccao de ctDNA
em variados fluidos corporais. De acordo com
os resultados obtidos, percebeu-se que ha um
predominio da utilizacdo do plasma sanguineo
como liquido biolégico. Em 25 estudos
analisados, 22 utilizaram o plasma sanguineo
como fonte para captacio de ctDNA. A
explicagdo para isso ¢ que o plasma sanguineo
¢ verificado através do sangue periférico -
material de facil obten¢ao -, ¢ a sensibilidade
de deteccdo de mutagdes ¢ dependente da
quantidade de DNA tumoral circulante
presente no plasma, o que torna o método
mais fidedigno. Esta quantidade ¢ variavel e
inerente a cada paciente. O exame por biopsia
liquida para pesquisa de mutagdo EGFR em

plasma ¢ especialmente indicado para
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pacientes em pré-tratamento e que possuem
alguma restricdo em realizar o diagnostico
molecular em material de tumor. Ele também
pode ser indicado para pacientes que estdo em
acompanhamento da resposta terapéutica ao
tratamento com inibidores de tirosina-

quinase.” !

A deteccdo de amostras de plasma pode
fornecer uma maneira ndo invasiva de obter
informacdes genotipicas e, portanto, tem
perspectivas de aplicacdo amplas no futuro.
Como o tamanho da amostra foi significativa
utilizando esse fluido, ¢ consideravel que este
deva ser usado para os métodos de isolamento
e medi¢do de ctDNA - principalmente por
meio do Scorpion-ARMS -, na esperanca de
melhorar a sensibilidade da deteccdo de
EGFR e de todo impacto que isso pode trazer
para a avaliacdo e prognodstico do paciente

com NSCLC.
CONCLUSAO

Da perspectiva de satde publica, ¢ vantajoso
tornar a biopsia liquida um instrumento de
diagnostico e principalmente de manejo
terapéutico nos casos de cancer de pulmao
(NSCLC), uma vez que apresenta vantagens
em relagdo a biopsia tradicional: ¢ um
procedimento menos invasivo, de facil
execugdo e que pode ser repetido com mais

frequéncia.

2238-5339 © Rev Med Saude Brasilia 2019; 8(3): 349-358.

A deteccdo de mutagdes no EGFR ¢
indispensavel para tomar decisdes
terapéuticas quanto a utilizagdo de EGFR-
TKIs no cancer de pulmao. Alias, a biopsia
liquida ¢ um método relativamente sensivel e
altamente especifico quando avalia a detec¢do
de mutagdes no EGFR. No entanto, o estado
de mutacdo no EGFR no plasma ndo pode
substituir uma biopsia de tecido tumoral. Os
resultados positivos da mutacdo de EGFR
detectados no plasma s3o razoavelmente
confidveis, mas os resultados negativos sao

dificultados por uma alta taxa de falsos

negativos.

Além disso, apesar do presente estudo ter
mostrado que a deteccdo das mutagdes no
EGFR na biopsia liquida ser mais eficaz por
meio do Scorpion-ARMS, ainda nao existe
padronizagdo entre as equipes sobre qual
método deve ser utilizado. Consequentemente
ha uma significativa diferenga na taxa de
concordancia entre os métodos, a qual
inviabiliza sua utilizacdo na pratica clinica

rotineira.
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