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SUMARIO EXECUTIVO

.........................................................................................................................

Painel de sequenciamento de nova gera¢do do DNA circulante tumoral no diagndstico dos
pacientes com Cdncer de Pulmdo de NdGo Pequenas Células metastdtico e ndo-escamoso
quando o material tecidual é insuficiente para detec¢do das mutagées oncogénicas.

° Pacientes com CPNPC sao em sua maioria (52,9%) diagnosticados primariamente com

estagio IV (metastéatico)(1).

. O National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomenda que pacientes com
CPNPC metastético sejam testados para a presenca de mutacdo no EGFR, ALK, ROS-1 e
BRAF; e para expressao de PD-L1 (2).

. Em torno de 24% dos pacientes com CPNPC avancado ndo apresentam material

tecidual suficiente para avaliagdo das muta¢des oncogénicas (3).

. O painel de NGS de ctDNA é recomendado para avaliacdo das mutacbes EGFR, ALK,
ROS-1 e BRAF pelo International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) (4).

° O presente documento demonstrou que o painel de NGS de ctDNA é uma alternativa

dominante (maior efetividade e menor custo)em relagéo ao teste de EGFR de ctDNA .

. O painel de NGS de ctDNA apresentou potencial de economia de —R$ 2.315,08 por

paciente em um ano.

. O potencial de economia do painel de NGS do ctDNA demonstrado na avaliacdo
econdmica desse documento provém do direcionamento dos pacientes as terapias alvo,

conforme as recomendacdes do guideline NCCN, reduzindo o uso da imunoterapia na 1L.

. A andlise de impacto orcamentario do parecer demonstrou que o painel NGS de ctDNA
apresenta um potencial de economia acumulado de 5 anos (2020-2024) de aproximadamente
R$ 2,3 milhdes.



1. CANCER DE PULMAO DE NAO PEQUENAS CELULAS (CPNPC)

1.1. Visao geral da doenca

O céancer de pulmdo € o cancer de maior incidéncia no mundo todo. Em 2012,
aproximadamente 1.241.600 novos casos ocorreram entre os homens, e 583.100 entre as
mulheres globalmente. Além disso, o cancer de pulméo é a principal causa de morte por cancer
em paises mais e menos desenvolvidos (5). A classificacdo da Organizacao Mundial de Saude
(OMS) para o cancer de pulmao primario reconhece quatro principais tipos histol6égicos: cancer
de pulméo de pequenas células (CPPC), adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e
carcinoma de células grandes; os trés ultimos tipos sdo conhecidos como carcinomas de
células ndo pequenas (CPNPCs) (6). Entre os tipos histoldgicos, o cancer de pulméao de células
nao pequenas (CPNPC) é o mais comum, representando 85% de todos os casos (7-9). Além
disso, o CPNPC ¢é dividido em dois tipos histologicos principais: carcinoma de células
escamosas e carcinoma de células ndo-escamosas (adenocarcinoma, grande células, etc.)
(10). O carcinoma de células ndo-escamosas representam aproximadamente 80% dos CPNPC
(11).

1.2. Epidemiologia

De acordo com o Instituto Nacional do Céncer [INCA] no Brasil, foram estimados 31.270
novos casos de cancer de pulmao (18.740 em homens e 12.530 em mulheres) em 2018,
correspondendo a 8,7% e 6,2% de todos os casos de cancer (excluindo cancer de pele néo-
melanoma) no pais em homens e mulheres, respectivamente. Esses valores resultam em um

risco estimado de 16,97 novos casos por 100.000 homens e 9,22 por 100.000 mulheres (12).

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Pulmio 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulmio 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%
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Figura 1 — Estimativa do Instituto Nacional de Cancer de novos casos em 2016. Adaptado
da estimativa do INCA (12).

Como em diversos outros paises, 0 cancer de pulméo é a principal causa de mortalidade
por cancer no Brasil, com aumento da mortalidade de 10,6 mortes/100.000 habitantes em
1979, para 31,1 mortes/100.000 habitantes em 2004 em homens e de 3,0 mortes/100.000
habitantes para 5,4 mortes/100.000 habitantes em mulheres, no mesmo periodo (Figura 2).
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Figura 2 — Taxas de mortalidade de cancer de pulmao brutas e ajustadas pelaidade, de
acordo com sexo. Adaptado de Araujo et al (13).

Recentemente, um estudo de registro longitudinal com acompanhamento de 10 anos foi
conduzido no Hospital de Céncer de Barretos — um hospital publico de referéncia para cancer
no Brasil (14). O estudo descreveu todos os pacientes tratados na instituicdo de 2000 a 2009.
Mais de 90% dos 2.067 casos de cancer de pulméo avaliados foram diagnosticados em um
estadio tardio (lll ou IV). As taxas de sobrevida em 5 anos, de acordo com o estadio da doenca,
foram as seguintes: 44,0% para o estadio |, 25,4% para o estadio Il, 9,9% para o estadio Il e
1,6% para o estadio IV (14).

Um outro estudo realizado em uma instituicdo privada no Rio de Janeiro (Clinicas

Oncoldgicas Intergradas — COIl) também mostrou semelhancas em relacao ao perfil clinico
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entre pacientes com CPNPC tratados no sistema de saude privado e publico no Brasil. O
estudo avaliou retrospectivamente, a partir dos prontuarios médicos, um total de 566 casos de
CPNPC de 1998 a 2010 e mostrou que a maioria dos pacientes (79,6%) foi diagnosticada em
estadios avancados (Ill/IV); entretanto, adenocarcinoma (59,1%), carcinoma espinocelular
(19,9%) e outros (21%) foram as histologias mais comuns. As sobrevidas medianas
corresponderam a 99,7; 32,5; 20,2 e 13,3 meses para os estadios |, Il, lll e IV, respectivamente
(15).

1.3. Manifestagdes clinicas

Pacientes com crescimento na regido central ou endobrénquica do tumor podem apresentar
tosse, hemoptise, sibilos, estridor, dispneia ou pneumonite obstrutiva. O crescimento periférico
do tumor pode causar dor a partir do envolvimento da parede toracica ou pleural, dispnéia e
sintomas de abscesso pulmonar. A disseminagéo regional do tumor no torax (por crescimento
ou por metastase para linfonodos regionais) pode causar obstrucdo traqueal, compresséo
esofagica com disfagia, paralisia laringea recorrente com rouquidao, paralisia do nervo frénico
com elevagdo do hemidiafragma, dispnéia e paralisia do nervo simpatico com sindrome de

Horner (enoftalmia, ptose, miose e anidrose)(16).

Outros problemas de disseminacao regional incluem a sindrome da veia cava superior por
obstrucdo vascular, extensdo pericardica e cardiaca com tamponamento, arritmia ou
insuficiéncia cardiaca, obstrucdo linfatica com consequente derrame pleural, e linfangite
disseminada pelos pulmdes com hipoxemia e dispneia. Além disso, o cancer de pulmao pode
se espalhar, produzindo crescimento tumoral ao longo de multiplas superficies alveolares, com
prejuizo das trocas gasosas, insuficiéncia respiratoria, dispnéia, hipoxemia e produgédo de
escarro. Os sintomas podem incluir anorexia, perda de peso, fraqueza, febre e suores
noturnos. Além da curta duragdo dos sintomas, esses parametros ndo conseguem distinguir

claramente o CPPC do CPNPC ou mesmo das neoplasias metastaticas para os pulmdes (16).

1.4. Fatores derisco da doenca

No Brasil, as tendéncias de mortalidade por cancer de pulméo refletem a epidemiologia

relacionada ao uso de tabaco, que apresentou aumento nas décadas de 1950 e 1960,
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atingindo seu ponto maximo em 1970. As politicas anti-tabagismo no Brasil resultaram em
reducdo de consumo de tabaco, sendo exemplo para outros paises de baixa e média renda.
Como reflexo das politicas anti-tabagismo, tanto a prevaléncia do tabagismo, como as mortes
relacionadas a ele apresentaram diminuicdo de aproximadamente 50%. Segundo o VIGITEL de
2016, aproximadamente 12,7% dos homens e 8,0% das mulheres acima de 18 anos eram
fumantes no ano da pesquisa. Em 1989, as porcentagens eram de 43,3% e 27,0%,

respectivamente (13).

1.5. Perfil Molecular

A introdugéo de testes moleculares para casos de cancer de pulméo é fundamental para
melhorar os resultados terapéuticos. Por outro lado, as estratégias de acesso, acessibilidade e
incorporagcdo continuam a ser desafios significativos no Brasil. Dentre as mutagfes mais
comumente investigadas em CPNPC, estdo EGFR (epidermal growth factor receptor), ALK
(anaplastic lymphoma kinase), ROS1, BRAF, MET, entre outros em que a fase de pesquisa

estd um pouco mais inicial (17).

Dados brasileiros relativos a presenca de mutacdes nos genes EGFR e KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog) sdo escassos, com grande variabilidade na prevaléncia
encontrada nos estudos. Dentre os estudos que avaliam a prevaléncia de EGFR na populagdo

brasileira, as prevaléncias variam de 22% a 35,3% (11,18-25).

Tabela 1. Frequéncia de mutacdes do gene EGFR

Autor N Mutacdo EGFR% NE
Pontes et al (18) 3.371 25% 100%
Yen et al. (19) 417 25% 100%
Saito et al. (20) 395 26% 91%
Domingues et al.(21) 288 27% 95%
Bacchi et al.(22) 207 30% 82%
Gomes et al.(23) 162 33% 100%
Melo et al.(26) 157 22% 68%
De Sa et al.(25) 100 28% 100%
Baldotto et al.(11) 152 35% 80%

NE: Nado escamoso
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Com relagéo a prevaléncia de ALK em pacientes de CPNPC tratados no Brasil, os dados
variam de 4% a 15,8% (11,23). Ao avaliar especificamente ROS1 e BRAF, foi encontrado a
presenca em 9% e 11,8%, respectivamente, nos pacientes com CPNPC (23).

Uma meta-analise de estudos epidemiolégicos da mutacao ROS-1 foi realizada com intuito
de comparar a diferenca dos pardmetros epidemiologicos da populacao asiatica e nao asiatica.
O estudo incluiu 20 estudos com 11.665 pacientes conduzidos globalmente. A prevaléncia do
rearranjo em ROS-1 foi de 2% (IC 95%: 0,016-0,026); para a populacao asiatica a prevaléncias
foi de 2,2% (IC 95%: 0,016-0,029) e a populacdo ndo asiatica de 1,9% (IC 95%: 0,012-0,027),

no entanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre ambas as populacées (27).

Um outro estudo de meta-andlise avaliou a associagéo entre a mutacdo BRAF e o CPNPC.
Foram avaliados 16 estudos contendo 11.711 pacientes com CPNPC. A taxa da mutacéo
BRAF foi encontrada em 2,6% (303/11711) nesses pacientes (28).

1.6. Classificacéo

7

Um estadiamento detalhado é mandatério para distinguir os estagios iniciais (I / Il) do
estagio Il potencialmente ressecavel do estagio Il irressecavel (29), utilizando técnicas de
imagem, endoscoépicas e cirdrgicas apés a exclusdao de metastases a distancia (30). A precisao
€ vital para evitar interpretacdes errdbneas que levam a um diagnéstico falso de estagio Ill ou

estagio IV em pacientes em estagio inicial e vice-versa (31).

Considerando a classificagdo do tumor de acordo com o IASLC (29,32), a etapa T foi
dividida em quatro categorias com base no tamanho do tumor, sendo as categorias T1 e T2
divididas em subgrupos (T1a <2cm; T1b >2cm a <3cm), T2 (T2a >3cm a <5 cm; T2b >5¢cm a <7
cm), T3 (>7cm com invasdo da pleura, parede toracica, pericardio, ou outros tecidos
adjacentes) e T4 (tumor de qualquer tamanho com invasdo no mediastino, diafragma, coracao
e outros 6rgaos) (29,31-33). A categoria T2 foi complementada com indicadores de atelectasia,
pneumonite ou envolvimento do brénquio principal (34). Os pacientes com metastase podem
ser classificados como M1a (ejecao pleural maligna ou pericardica, nédulos pleurais ou nédulos
no pulméo contralateral) ou M1lb (metdstase a distancia; por exemplo, metastase 0ssea,

hepética, adrenal ou cerebral) (31,33,35).

Na presenca de um local metastatico em exames de imagem, incluindo derrame pleural e

pericardico, deve se obter uma confirmacéo citolégica ou histol6gica da doenca em estagio 1V.

14



Uma avaliacdo da ressecabilidade ou a adequacéo da radioterapia com intengéo curativa deve
ser feita. Isso incluiria avaliagdo cardiorrespiratéria funcional, imagem cerebral, PET e, se

necessario, para a tomada de decisdo, avalia¢do invasiva do nédulo mediastinal (31,35).

1.7. Deteccéo do Perfil Molecular

Com o avanco dos testes moleculares e os tratamentos alvo para o cancer de pulméo, a
introducdo destes testes € fundamental para um melhor manejo da doenca, com melhores
desfechos e resultados terapéuticos. Dentre as diversas investigacoes de alteracdo génica
avaliadas em CPNPC, EGFR, ALK, ROS1 e BRAF séo as principais mutacbes oncogénicas e
alteram a conduta clinica, por apresentarem terapias alvo aprovadas (13). Por outro lado, o
acesso dos testes moleculares € limitado no Brasil, e os dados sobre a frequéncia de mutacdes
clinicamente Uteis ainda sdo escassos, especialmente no sistema publico de saude (13). As
estratégias para deteccdo de mutacdes em CPNPC vao desde imunohistoquimica, PCR, NGS
de tecidos e em biopsia liquida, e até sequenciamento total do genoma. Estas técnicas
apresentam diferencas consideraveis quanto a especificidade do teste, procedimentos de

amostragem e numero de genes avaliados (36).

Devido a crescente quantidade de terapias relacionadas a mutacdes em CPNPC, algumas
diretrizes vém sendo publicadas indicando o uso de avaliagbes de mutacdo génicas mais
amplas. Em sua ultima edicdo, a diretriz de diagnostico de CPNPC do National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) recomenda a utilizacdo de testes genéticos mais abrangentes em
todas as histologias contempladas em CPNPC metastatico, para que as mutacdes raras
possam ser identificadas e pacientes tenham a escolha de terapia apropriada e, em alguns

casos, podendo ser elegiveis a estudos clinicos (2).

Dentre as técnicas disponiveis para a deteccdo de mutagdes, estao:
1.7.1 Imunohistoquimica

O propésito da imunohistoquimica (IHC) é reconhecer antigenos, e assim identificar e
classificar células especificas dentro de uma certa populacdo celular morfologicamente
heterogénea, ou aparentemente homogénea. A visualizacdo do complexo antigeno-anticorpo é
possivel pela adicdo de um fluorocromo conjugado ao anticorpo, que pode entdo ser observado

ao microscoépio, ou, alternativamente, de uma enzima, cujo produto de reag¢édo pode igualmente
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ser visualizado (37). A imunohistoquimica é considerada uma alternativa sensivel e especifica
ao teste de FISH na avaliagdo de translocacdes de ALK. Por outro lado, a imunohistoquimica
ndo é recomendada atualmente para a detec¢do de outras alteracdes genémicas. No cancer de
pulméo, o IHC também é o método definitivo para avaliar a colora¢do da proteina PD-L1, uma
vez que a expressdo da proteina PD-L1 ndo parece estar relacionada a alteragbes gendmicas
conhecidas no gene PD-L1. A expressdo da proteina tumoral PD-L1 deve ser solicitada, além
da genotipagem do tumor, para determinar as opcbes de tratamento de primeira linha no
CPNPC além da quimioterapia (36). Em certos casos, como em EGFR, o0 uso da

imunohistoquimica nao é recomendado (38).

1.7.2 Teste de Fluorescéncia in-situ (FISH)

A técnica de FISH é normalmente utilizada para detec¢do de translocagbes de genes,
amplificacdes e outros rearranjos, por exemplo, translocacdes de ALK ou ROS1. A identificagédo
de rearranjos usa duas sondas de DNA de hibridizacdo de cores diferentes que se separam

guando duas partes de um gene se separam (36).
1.7.3 PCR especifico para um alelo

O teste especifico do alelo analisa o DNA para uma anormalidade predefinida e substitui
amplamente o sequenciamento direto. O DNA bruto é tipicamente amplificado usando PCR
antes que a busca pelo alelo mutado seja realizada, permitindo que sinais raros sejam
detectados com maior sensibilidade. Este método representa um avanco tecnoldgico do
sequenciamento direto, pois é um teste multiplex e tende a ser mais rapido e mais barato que o
sequenciamento de cada gene individualmente. No entanto, apenas metas pré-especificadas
podem ser identificadas. Assim, o teste especifico de alelo ndo pode ser usado para identificar

novas anormalidades (36).

1.7.4 NGS

O termo Next-generation sequencing (NGS) compreende um grupo de plataformas para o
sequenciamento de acidos nucleicos através de um grande numero de leituras paralelas e

subsequente alinhamento com uma referéncia para padrao gendémico (39).

O sequenciamento de DNA é capaz de realizar dezenas de milhares de leituras e pode usar
estatistica e diferente abordagem para encontrar uma mutagdo e definir sua frequéncia (40).

Dessa forma, mutacdes de base Unica, pequenas inser¢cdes e dele¢bes, grandes dele¢bes
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gendmicas ou amplificacbes e rearranjos, como inversdes e translocacdes, todos podem ser

potencialmente detectados com NGS (4).

Esta metodologia pode ser usada para sequenciar genomas inteiros, exomas inteiros ou
painéis com poucas a centenas de regides-alvos de éxons ou introns. Além disso, painéis alvo
tém as vantagens de maior rendimento e melhor sensibilidade, uso eficiente de DNA limitado,
custos mais baixos por analises, e uma gama mais ampla de detec¢do de mutacéo, pois depois
de as bibliotecas de sequenciamento estarem preparadas, a etapa real permanece

basicamente a mesma, independentemente do método (4).

As plataformas de NGS sdo capazes de detectar simultaneamente mutagfes, insercdes e
delecbes, variacbes nos numeros de copias e rearranjos gendmicos. Ademais, painéis
direcionados tém vantagens de melhor sensibilidade, uso eficiente de quantidade de DNA

limitada, custos menores por andlises e detec¢éo de uma grande variedade de mutagdes (4).

Em painéis direcionados, existem dois tipos de enriquecimento do alvo: 1) captura hibrida, que
guestiona toda sequéncia de codificacdo de oncogenes, genes de supressao tumoral e de
introns de genes selecionados, fornecendo informagdes de todo espectro de alteracdes de
DNA,; 2) captura por PCR, que é designada como teste hot spot, que € um sequenciamento de
areas pré-definidas de alguns genes — estas apresentam alta sensibilidade para mutacdes,
porém, menores para insercdes e delecdes, e ndo detectam nuimeros de cépias (amplificacdes

e delecbes) e fusdes génicas, em contraste com outros métodos de NGS (41).

Em contraste com os métodos de PCR, o NGS pode detectar alteracdes raras e previamente
descaracterizadas no gene sequenciado (4). Dependendo do tamanho do painel analisado, um
unico reporte do NGS pode fornecer informagdes de véarias anormalidades alvos genéticas

simultaneamente, dando assim valor acrescentado pela obtencéo de informages Uteis. (42)

As plataformas de NGS, em contraste com o PCR, também tem a capacidade de avaliar a
supressdo dos genes tumorais, onde mutacdes deletérias podem ocorrer em varios locais ao
longo do gene, em oposi¢do aos oncogenes onde mutacdes de ganho de funcéo tipicamente

ocorrem altamente especifico, anteriormente a locais reconhecidos. (4)
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1.8. Tratamento
1.8.1. Quimioterapia

De acordo com a National Comprehensive Cancer Network (NCCN), a histologia do CPNPC
€ importante para o tratamento da doenca. Entretanto, os regimes a base de platina continuam
sendo uma das opcdes de primeira linha padrdo para os pacientes com CPNPC localmente
avancado e metastatico que ndo sejam portadores de uma mutacdo ativadora de EGFR,
rearranjo do gene ALK, ROS1, BRAF ou expressao de PD-L1 <50%. Pacientes no estadio IIB
podem se beneficiar da quimioterapia, com possivel melhora da sobrevida global e da
gualidade de vida em comparacao ao melhor tratamento de suporte. Além disso, o tratamento
de pacientes no estadio IV usando quimioterapia a base de platina varia entre a histologia
escamosa e ndo escamosa e pode ser seguido por uma terapia de manutencao ou trocada por
outra terapia (por ex., pemetrexede ou erlotinibe) apds 6 ciclos de tratamento na auséncia de
progresséo da doenga durante o tratamento de primeira linha. A introducdo da terapia alvo, dos
medicamentos bioldgicos e imunoterapias representou uma das principais mudang¢as no

tratamento de CPNPC, melhorando a sobrevida apos a progressao da doenca (2).

1.8.2. Medicamentos de terapia direcionada

O tratamento do CPNPC deve considerar o perfil genético do paciente, uma vez que
alteracdes genéticas que afetem os genes EGFR, ALK, ROS1 e BRAF tem um impacto
significativo no tratamento destes pacientes (2). Além disso, o desenvolvimento de resisténcia
adquirida a inibidores a terapias direcionadas €é razoavelmente comum, portanto, o
desenvolvimento de novos medicamentos capazes de superar mecanismos de resisténcia tem
sido uma importante estratégia terapéutica (2). Para a avaliagdo destas alteracdes do perfil
genético, sdo necessarios testes moleculares especificos, como PCR, NGS, entre outros
(13,17,29).

A introducdo de agentes especificos para pacientes EGFR+ resultou em aumento
significativo de sobrevida livre de progressdo (SLP). O uso do gefitinibe, em primeira linha,
resultou no incremento da mediana de SLP de 5,4 meses no brago da quimioterapia para 10,8
meses no brago do gefitinibe (HR 0,30; IC95%: 0,22-0,41; P<0,001) (43). A introducdo de
terapias alvo para pacientes de primeira linha com translocacdo no gene ALK resultou em um

incremento da mediana de SLP de 7,0 meses no braco da quimioterapia para 10,9 meses no
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braco do crizotinibe (HR 0,45; 1C95%: 0,35-0,60; P<0,001) (44). O crizotinibe também
apresenta bons desfechos em pacientes com rearranjo de ROS1, outro gene de interesse no
tratamento de CPNPC. Neste caso, 72% dos pacientes de crizotinibe apresentaram resposta,
com SLP mediana de 19,5 meses (45).

Mais recentemente, estudos demonstraram que a mutacdo de BRAF V600E também é
importante na tomada de deciséo terapéutica em CPNPC, com tratamento direcionado com
dabrafenibe + trametinibe, que apresentou resposta em 64% dos pacientes (46).

Atualmente, o Rol de cobertura das terapias alvos orais ndo contemplam todas as terapias

aprovadas no Brasil (Tabela 2) (47).

Tabela 2 — Relacé&o de terapias alvo aprovadas e status de cobertura no Rol da ANS de

terapias-alvo orais.

Incorporadas no Rol da

Biomarcador Terapia-alvo ANS
EGFR Erlotinibe Sim*
EGFR Afatinibe Sim*
EGFR Gefitinibe Sim*
EGFR Osimertinibe Né&o
ALK Crizotinibe Sim
ROS1 Crizotibine N&o
BRAF Dabrafenibe + Trametinibe N&o

*Pacientes com CPNPC ndo-escamoso; * pacientes com CPNPC com histologia de adenocarcinoma.

Além disso, diversos outros genes e terapias-alvo vém sendo alvos de estudo nos dltimos
anos, o que deve aumentar o numero de moléculas disponiveis no mercado, assim como, 0o

namero de genes alvo (48).
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Figura 3 — Distribuicdo de mutacdes génicas em cancer de pulmao e respectivas terapias
em desenvolvimento e aprovadas. Adaptado de Tsao et al, 2016 (48).

1.8.3. Imunoterapia

As imunoterapias podem ser utilizadas para auxiliar o sistema imunolégico no combate das
células cancerigenas. As células cancerigenas podem evitar de serem atacadas pelo sistema
imunoldgico do corpo, usando sinalizadores que normalmente mantém o sistema imunoldgico
sob controle. As células cancerigenas podem expressar a proteina PD-L1 em sua superficie
celular, que funciona como um mecanismo de escape para que as células ndo sofram ataque
do sistema imunoldgico (49). Novas drogas que bloqueiam a proteina PD-L1, ou a
correspondente proteina PD-1 nas células T, podem potencializar a acdo do sistema

imunoldgico nas células neoplasicas (50).

Nivolumabe e pembrolizumabe sdo farmacos anti-PD-1 que demonstraram encolher ou
retardar o crescimento de alguns tumores. Atezolizumabe é uma droga anti-PD-L1 que também
demonstrou eficacia em alguns tumores (49). Estes farmacos estdo aprovados para uso em

CPNPC avancado, e séo tipicamente usadas em segunda linha de tratamento, com excec¢ao de
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pembrolizumabe que também pode ser usado como o primeira linha de tratamento (Tabela 3)
(51-53).

Tabela 3 — Relacdo de imunoterapias aprovadas para CPNPC no Brasil (51-53).

Linha de tratamento Incorporadas no Rol da
Medicamento
aprovada ANS
Nivolumabe Segunda linha de tratamento Sim
. Primeira e segunda linha de Sim
Pembrolizumabe tratamento
Atezolizumabe Segunda linha de tratamento Sim

1.9. Qualidade de vida relacionada a saude

Um estudo realizado por Lyer et al. (54), mostrou que o0s sintomas mais frequentes em
pacientes com cancer de pulméo incluem fadiga (98%), perda de apetite (98%), problemas
respiratorios (94%), tosse (93%), dor (90%) e sangue na expectoracao (70%). Além disso, a
andlise de correlacdo mostrou que quanto maior a gravidade dos sintomas, menor a qualidade
de vida (QV) (54). Outros estudos também mostram que quanto mais sintomas da doenca,
menor a QV (55-57). Fadiga aumentada, dispneia, tosse e a dor reduzem o componente
emocional da QV, enquanto que problemas com o sono prejudicam o componente cognitivo
(58,59).

As limitagBes na vida social de pacientes com cancer de pulméo foram explicadas pela
sensacgdo severa de fadiga, esta foi reconhecida como o efeito colateral mais grave da terapia
oncoldgica em 70% dos pacientes, sendo que 66% afirmaram que os problemas causados pela
fadiga prejudicaram a atividade diaria mais do que aqueles causados pela dor (60). Outro
sintoma que influenciou a avaliacdo QV foi dor no peito e problemas de degluticdo, relatados

por um a cada cinco pacientes (60).

Em um estudo realizado por Cooley (61), a dor e a fadiga foram o0s sintomas mais
importantes que levaram a distUrbios no curso do tratamento. Em complemento Gift et al. (62),
mostraram que a fadiga, nausea, fraqueza, perda de apetite, perda de peso e vomito foram os

sintomas mais mencionados que prejudicavam a atividade diaria em pacientes com cancer de
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pulméo. Além disso, fatores como estadgio da doenca, comorbidades e administracdo de
guimioterapia desempenharam papéis importantes para a QV do paciente (59,62).

1.10. Impacto econémico

No Brasil, um estudo realizado por Baldotto et al., descreveu os padrées de tratamento,
perfil clinico e uso de recursos do tratamento de pacientes com CPCNP avancgado, além do
uso de recursos durante o tratamento e a avaliagdo de fatores progndsticos, em seis
instituicbes brasileiras de saude, onde foram selecionados 152 pacientes (11). Todos os
pacientes incluidos no estudo receberam pelo menos duas linhas de tratamento, e 57,2% e
31,6% receberam trés e quatro linhas de tratamento, respectivamente, além disso 10 pacientes
(6,6%) passaram por cuidados paliativos exclusivos. No total 16 e 21 regimes diferentes foram
usados como tratamentos de primeira e segunda linha, respectivamente. Entre as razdes para
a selecao terapéutica, o acesso ampliado ao medicamento de ensaio clinico foi 0 mais comum
(26,3%) (11).

Dentre o0s recursos de saude utlizados, medicacbes concomitantes, exames,
procedimentos ambulatoriais e radioterapia foram 0s mais comuns em pacientes em primeira e
segunda linha de tratamento. Dentre os pacientes incluidos, 24,3%, 20,4% e 24,4% tiveram ao
menos uma hospitalizacdo na primeira, segunda e terceira linha de tratamento,
respectivamente. O custo total da coorte de 152 pacientes foi de R$ 47.692.195,10. O custo
total por més foi de R$ 13.370.305,10. A quimioterapia foi o principal componente e
correspondeu a 67% dos custos totais, seguidos de manutencdo (19%), radioterapia (7%),
exames (5%) e hospitalizacdo (2%). O custo mediano por paciente foi estimado em R$
78.518.30 por més. Esse custo foi maior na primeira linha (R$ 32.278.70), na sexta linha (R$
24.662,10) e no tratamento de segunda linha (R$ 18.230,70). O tratamento sistémico foi o
componente de custo mais alto em todas as linhas de tratamento, seguida pelo tratamento de
manutengdo na primeira, segunda, quarta e quinta linha, e radioterapia na terceira e na sétima
linhas (11).
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1.11. Necessidades médicas nao atendidas

Atualmente em CPNPC, a selecdo do tratamento deve ser baseada na correspondéncia
entre a mutacdo especifica do tumor primario e, no caso de mutacbes encontradas, o

mecanismo de acdo do medicamento (63,64).

Ademais, de acordo com a diretriz do NCCN, existe a recomendacgédo de que pacientes com
CPNPC metastatico ndo escamoso sejam testados de forma ampla para identificar mutacdes
raras que direcionam a terapias eficazes e disponiveis. Além de afirmar que a avaliagdo ampla
do perfil molecular € um componente importante para a melhora do cuidado dos pacientes com
CPNPC. Para o estadiamento metastatico, 0o NCCN recomenda avaliacdo dos testes de EGFR,
ALK, ROS1, BRAF e PD-L1 (2).

No Brasil, a maioria dos pacientes com CPNPC sé&o diagnosticados em estagio avancado
ou irressecavel quando sdo avaliados, e geralmente sdo investigados por meio de
procedimentos como biopsia broncoscopia ou bidpsia por agulha guiada por tomografia
computorizada (11). Estes procedimentos diagnosticos fornecem amostras pequenas
histol6gicas ou citolégicas que normalmente sdo adequadas para o diagndstico da malignidade
do tumor. Por outro lado, algumas vezes, pouco ou nenhum tecido permanece para estudos
diagnosticos adicionais (65). Em um estudo de avaliagdo das mutacdes foi avaliado que 24%
dos pacientes com CPNPC avancado ndo possuiam material tecidual suficiente para avaliagdo

do perfil molecular, sendo entéo realizado somente o teste por ctDNA (3).

Recentemente, foi aprovada pela ANVISA a terapia combinada de pembrolizumabe e
guimioterapia para primeira linha de CPNPC nao escamoso, metastatico independente da
expressdo de PD-L1, em pacientes que ndo possuam mutacdo EGFR sensibilizante ou

translocagdo em ALK (52).

Evidéncias tém demonstrado que os pacientes com CPNPC e presenca de mutacdo EGFR
ou ALK apresentam beneficio clinico limitado em relacdo aos pacientes que ndo apresentam
essas mutacdes (66). O estudo Keynote-010 demonstrou que 0s pacientes com mutacao
EGFR tratados com pembrolizumabe ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa
para os desfechos de sobrevida global (HR: 0,88; IC 95% 0,45 — 1,70) e sobrevida livre de
progressao (HR: 1,79; IC 95% 0,94 — 3,42) em relacdo aos pacientes tratados com

guimioterapia (67).
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Sendo assim, é fundamental um procedimento sensivel para detectar ambas as mutagdes.
Atualmente, ndo h&a um procedimento no Rol da ANS que consiga detectar ambas as mutacées
em pacientes com CPNPC metastético que ndo possuam material tecidual suficiente.

1.12. Biopsialiguida

A bidpsia liquida é um método de diagndstico menos invasivo para avaliacdo das possiveis
mutacBes de um tumor, por meio da analise do DNA livre circulante (cfDNA) presente no

plasma do sangue (68).

O DNA livre de células é o DNA de vérios tecidos do corpo que circula livremente na
corrente sanguinea. Em um paciente com céncer, as células tumorais que sofrem apoptose ou
necrose também liberam o DNA livre das células e, se derivadas do tumor, sdo chamadas de
DNA tumoral circulante (ctDNA). Ao analisar o DNA livre de células isolado do sangue de um
paciente, podem ser identificadas alteracdes gendmicas clinicamente relevantes, assim como
instabilidade de microssatélites (MSI) no ctDNA, que podem ajudar a adequar o paciente a

terapias direcionadas, imunoterapias e ensaios clinicos (69).

Recentemente, um painel de discussdo com recomendacgfes criadas pelo International
Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) com relacdo ao uso de bidpsia liquida para
analise molecular na orientagdo do tratamento clinico de pacientes com CPNPC avancgado
reforca e guia os procedimentos para tal (4). A bidpsia liquida é recomendada em casos com
amostra insuficiente de tecido tumoral ou nos casos em que amostras de tecidos ndo séo

obtidas devido outros motivos, sendo eles (4):

e Um grupo significativo de pacientes ndo pode se submeter a uma biépsia ou a uma

nova biopsia devido a sua condi¢&o clinica ou a um local de tumor desfavoravel.

e A bidpsia liquida pode poupar o paciente de um procedimento invasivo, com 0s

riscos decorrentes de complicacdes cirdrgicas.

e A escassez de tecido tumoral na bidpsia do tumor pode impedir o patologista de

realizar todas as analises necessarias.

e A realizacdo de uma biépsia de tecido é consideravelmente mais cara que uma

coleta de sangue.
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e O tempo de resposta pode ser menor para a bidpsia liquida do que para a bidpsia
tecidual.

e Marcadores circulantes sdo, em teoria, mais propensos a refletir a carga tumoral e

sdo mais eficazes em representar a diferenca interna do préprio tumor.

Atualmente, o teste de bibépsia liquida é recomendado pelo College of American
Pathologists (CAP)/ International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC/ Association

for Molecular Pathology (AMP) para o teste molecular nos pacientes com CPNPC (70).

Especificamente em CPNPC metastatico ndo escamoso, a introducao do diagnostico de
alteracdes génicas por NGS de bidpsia liquida no sistema suplementar de saude atenderia uma
necessidade médica ndo atendida importante, pois, atualmente pacientes com falta de material
tecidual para os testes gendmicos ndo sdo avaliados adequadamente em relagdo a sua

elegibilidade as terapias alvos.
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2. DESCRICAO DA TECNOLOGIA PROPOSTA

Painel de sequenciamento de nova geracao do DNA circulante tumoral.

Painéis multiplos de NGS séao plataformas confiaveis e preferiveis para deteccdo além de
mutacBes comumente avaliadas, como transloca¢fes, avaliacdo de nimero de copias, entre
outros (71). Ademais, NGS pode atingir niveis aceitaveis de sensibilidade e niveis 6timos de
especificidade, tendo maior acurécia no teste na fase metastatica da doenga, quando os niveis
circulantes de ctDNA aumentam (72).

Plataformas baseadas em NGS, em contraste com o PCR, apresenta capacidade de avaliar
genes supressores de tumor, onde os efeitos deletérios mutacionais podem ocorrer em varios
locais ao longo do gene, em contraste aos oncogenes, onde as mutagdes de ganho de funcéo
ocorrem tipicamente em locais altamente especificos e previamente conhecidos. As vantagens
adicionais de um NGS de ctDNA sdo a capacidade de quantificar as variagdes do nimero de
copias do gene, incluindo a amplificacdo génica, e identificar rearranjos cromossémicos como

fusBes oncogénicas (4).

Atualmente, o IASLC n&do recomenda métodos baseados em PCR para avaliagéo rotineira
dos rearranjos do ALK ou ROS1 em ctDNA (4). Painéis de NGS de ctDNA séao consideradas
confiaveis e preferiveis por detectarem além das mutagbes comuns e podem ser de forma
acurada a insercdo e delecéo, alteracdes no nimero de cépias e translocacdes (71). Painéis de
NGS de ctDNA podem alcangar niveis aceitaveis de sensibilidade e niveis 6timos de
especificidade (72). O IASLC recomenda o inicio do tratamento de primeira linha quando
positivo os resultados do teste de NGS ctDNA para EGFR, ALK, ROS-1 e BRAF (4). Por outro
lado, um resultado negativo de NGS para oncogenes nao € suficiente para excluir o uso de

terapias alvo e necessita da confirmacéo de bidpsia tumoral (4).

Especificamente em pacientes com CPNPC metastdtico ndo escamoso e com falta de
material tecidual para avaliar mutagdes oncogénicas, a introducao do diagndstico de alteracdes
génicas por NGS de bidpsia liquida no sistema suplementar de saude atenderia uma
necessidade médica ndo atendida importante, pois, atualmente estes pacientes sao testados
somente pela técnica de PCR EGFR do ctDNA. O teste de EGFR ctDNA € o Unico teste de
biopsia liquida disponivel para as terapias alvo que tem cobertura obrigatéria no Sistema de

Saude Suplementar (SSS) para CPNPC. Dessa forma, o presente parecer propde a introducéo
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do teste de painel de NGS para ser utilizado no lugar do teste de PCR de EGFR, por detectar

outras mutagbes com medicamentos aprovados (
Figura 4).

As evidéncias apresentadas no presente documento visam demonstrar a acuracia do teste
na deteccdo de mutacbes com terapias aprovadas e incorporadas no Rol de Procedimentos e

Eventos em Salde SSS. Estas serdo descritas em detalhe na secéo de evidéncias cientificas.

Cenario Cendrio
atual proposto
I
S |
solida salida
I
Mater Mater
nsuficients insuficients
Bidpsia Bidpsia
liquida liquida

Teste EGFR

por ctDMA

A-Cenario atual

)

Painel de
NGS

i

B- Estrategia potencial

Figura 4 — Comparacédo dos cenarios com teste de diagnéstico molecular por ctDNA.

Cédigo CBHPM

A Camara Técnica Permanente da CBHPM de 28/11/2018 aprovou a introducdo do
procedimento “Captura/Amplificagdo e subsequente sequenciamento de regides genémicas DE
20 KILOBASES A 1 MEGABASE DE DNA TUMORAL PARA ANALISE DE MUTAQOES

SOMATICAS por qualquer técnica de sequenciamento (Sanger ou qualquer forma de
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sequenciamento de nova geracdo — NGS)” na Classificacdo Brasileira Hierarquizada de

Procedimentos Médicos de 2016. A valoracdo ainda esta para ser definida (Tabela 4) (73).

Tabela 4. Descri¢céo do procedimento na tabela CBHPM

Procedimento Cdédigo

Captura/Amplificacéo e subsequente
sequenciamento de regiées gendmicas DE 20
KILOBASES A 1 MEGABASE DE DNA
TUMORAL PARA ANALISE DE MUTACOES 4.05.03.87-9
SOMATICAS por qualquer técnica de
sequenciamento (Sanger ou qualquer forma
de sequenciamento de nova geragdo — NGS)
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3. SUGESTAO DE DIRETRIZ DE USO DA TECNOLOGIA PROPOSTA

Considerando o atual cenario de diagnéstico em CPNPC e o valor referente & introdugéo do
painel de NGS em biopsia liquida, o presente documento sugere que o teste seja realizado em

pacientes que atendam o0s seguintes critérios:

o Pacientes néo tratados previamente

e Pacientes com CPNPC metastatico e ndo escamoso

o Pacientes com material tecidual insuficiente para a realizacdo dos testes de
avaliacdo das mutagBes oncogénicas.

Com relacao a tecnologia, é fundamental que o painel de NGS ctDNA consiga detectar as
mutag¢des com utilidade clinica, ou seja, mutagdes oncogénicas que tenham terapias aprovadas

e com indicagéo de bula .
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4. EVIDENCIAS CIENTIFICAS

4.1. Pergunta estruturada
O painel de NGS de ctDNA apresenta acuracia na deteccdo das mutacfes oncologicas

em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas ?

Tabela 5 - Estratégia de busca para a revisao de literatura

P — Populacgéo Pacientes com Cancer de Pulmao N&o Pequenas Células

. Painel de sequenciamento genético de nova geracao (NGS) de
| — Intervencao .
DNA tumoral circulante.

C — Comparagéao Sem restricdo de comparador

Deteccéo de mutacdes de interesse (EGFR, ALK); sensibilidade,

O - Desfechos . L. L.
especificidade, acurécia, eficacia, seguranca.

4.2. Objetivo

Esta revisdo de literatura tem como objetivo avaliar a acuracia dos painéis de
sequenciamento genético de nova geracdo do DNA tumoral circulante na deteccdo das
mutac¢des oncoldgicas com terapias aprovadas no Brasil. Com o intuito de ndo restringir a

abrangéncia da reviséo da literatura, néo foi definido nenhum comparador.

4.3. Critérios de Busca

Foi realizado no dia 13 de agosto de 2018 busca por evidéncias clinicas nas bases de
dados PubMed/MEDLINE, The Cochrane Library, BV Salud e CRD. Como o NGS é um método
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recente, priorizou-se uma busca sensivel com ao menos cinco termos para avaliagdo de todos

os estudos publicados, realizando filtragens para os critérios de inclusdo manualmente.

Fazem parte dos critérios de incluséo desta busca estudos clinicos randomizados ou meta-

andlises do NGS conforme apresentado na tabela abaixo.

Tabela 6 - Termos de busca e bases de dados utilizadas

Base de dados Termos da busca Ocorréncias

(((((((((next-generation sequencing) OR next
generation sequencing) AND cancer))) AND
PubMed/MEDLINE (((mutation) OR alteration) OR mutant))) AND 165
(((ctDNA) OR cfDNA) OR tDNA) AND ((blood) OR
egfr))) AND humans[MeSH Terms]

(tw:(next generation sequencing)) AND
(tw:(mutation)) AND (tw:(ctDNA)) AND
(tw:(blood)) AND (tw:(egfr)) AND (tw:(humans))
AND (tw:(cancer))

BV Salud

(next generation sequencing) AND (egfr) AND 0
(ctDNA)

CRD

"next generation sequencing” in Title Abstract
Keyword AND blood in Title Abstract Keyword
The Cochrane AND cancer in Title Abstract Keyword AND 1
Library CtDNA in Title Abstract Keyword AND egfr in Title
Abstract Keyword - (Word variations have been
searched)

4.4. Critérios de qualidade

O nivel de evidéncia foi avaliado conforme a Classificacdo de Nivel de Evidéncia Oxford

Centre for Evidence Based Medicine (Tabela 7).

Tabela 7. Classificacdo de Nivel Oxford Centre for Evidence Based Medicine

Grau de Nivel de Estudos de Tratamento
recomendacédo | Evidéncia
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A 1A Revisado sistemética de ensaios clinicos controlados
randomizados
1B Ensaio clinico controlado randomizado com intervalo de
confianca estreito
1C Resultados terapéuticos do tipo “tudo ou nada”
B 2A Revisdo sistematica de estudos de coorte
2B Estudo de coorte (incluindo ensaio clinico randomizado de
menor qualidade)
2C Observacéo de resultados terapéuticos (outcomes
research); Estudo ecoldgico
3A Reviséo sistematica de estudos de caso-controle
3B Estudo de caso-controle
C 4 Relato de caso (incluindo coorte ou caso-controle de
menor qualidade)
D 5 Opinido desprovida de avaliacéo critica ou baseada em
matérias basicas (estudo fisiolégico ou estudo com
animais)

45. Resultados

Apos revisdo da literatura, foram identificadas 9 publicacdes que atendem aos critérios de

inclusdo. Buscando priorizar os estudos de maior nivel de evidéncia, o processo de selecdo

dos estudos esta representado no diagrama abaixo. Os estudos encontrados serdo descritos

no capitulo de Estudos Clinicos.
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MEDLINE/PubMed
(n=165)

CRD The Cochrane Library

(n=0) (n=1)

BV SALUD
(n=4)

) ( Elegibilidade | [ Screening | [Identificagéo |

Inclusdo

[

PublicagGes encontradas
(n=166)

A A

Publicagdes selecionadas para
avaliagéo da elegibilidade
(n=39)

Estudos selecionados para analise
(n=9)

Figura 5 - Fluxo de busca para a revisao de literatura

\ 4

Excluséo de duplicatas
(n=4)
Publicagdes excluidas com motivos
(fora dos critérios de incluséo)
(n=128)
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Tabela 8 - Estudos encontrados na revisao de literatura

# Autor Titulo da Publicagao Data de Publicagao
Analytical validation of a next generation sequencing liquid biopsy assay for
1 Plagnol et al. Y . N g a 9 q i Y Mar¢o/2018
high sensitivity broad molecular profiling.
i Utility of Genomic Assessment of Blood-Derived Circulating Tumor DNA
2 Schwaederlé et al ) ) _ ) Setembro/2017
(ctDNA) in Patients with Advanced Lung Adenocarcinoma.
Development of a gene panel for next-generation sequencing of clinically
3 Malapelle et al ) ) ) Marc¢o/2017
relevant mutations in cell-free DNA from cancer patients.
] Biopsy-free circulating tumor DNA assay identifies actionable mutations in
4 Villaflor et al Outubro de 2016
lung cancer.
Concordance between genomic alterations assessed by next-generation
5 Chae et al o ) ) ) Outubro de 2016
sequencing in tumor tissue or circulating cell-free DNA
6 Schwaederle et al Use of Liquid Biopsies in Clinical Oncology: Pilot Experience in 168 Patients. Novembro/2016
Analytical and Clinical Validation of a Digital Sequencing Panel for
7 Lanman et al o ) _ ) _ Outubro/2015
Quantitative, Highly Accurate Evaluation of Cell-Free Circulating Tumor DNA.
Noninvasive diagnosis of actionable mutations by deep sequencing of
8 Couraud et al. circulating free DNA in lung cancer from never-smokers: a proof-of-concept Setembro/2014
study from BioCAST/IFCT-1002.
An ultrasensitive method for quantitating circulating tumor DNA with broad .
9 Newman et al Maio/2014

patient coverage.




45.1. Analytical validation of a next generation sequencing liquid biopsy assay for
high sensitivity broad molecular profiling

Este estudo descreve a validagéo analitica do InVisionFirst, uma tecnologia que abrange 36
genes avaliando SNVs, insercdes, delecbes, CNVs e fusdo génica, incluindo as mutagcbes
chave em EGFR e ALK e ROS-1. O InVisionFirst € um ensaio NGS projetado para detectar as
principais muta¢cdes somaticas em CPNCP no ctDNA, liberado na corrente sanguinea de
pacientes com CPNCP e que podem ser usadas pelo para guiar a decisdo médica a terapia
mais adequada (71).

Para andlise da especificidade do ensaio, foram analisadas amostras de doadores de
sangue sem cancer. Para a avaliagdo comparando o ensaio InVisionFirst com PCR digital, o
sangue foi coletado de pacientes com CPNCP e na avaliagdo complementar de duas
localiza¢bes génicas com potencial de falso positivo, um grupo adicional de 242 pacientes com
CPCNP nao tratados e outros 92 individuos sem cancer foram analisados.

Para determinar a capacidade do teste InVisionFirst de identificar mutacbes em diferentes
fracbes de alelos, o estudo conduziu série de diluicdes através de Tru-Q7, este contém 39
mutacfes validadas na regido de sequenciamento, e 32 delas sdo SNVs presentes em baixas
fracbes de alelos variantes (VAF). As séries de diluicdo criaram 5 amostras diferentes,
contendo respectivamente a maioria das mutacées nos seguintes niveis de VAF: 1%-1,3%;
0,5%-0,65%; 0,25%-0,33%; 0,13%-0,16% e 0,06%-0,08%.

Para os valores de VAF 2 0,5% 100% dos SNVs foram detectados em todas as analises.
Para SNVs no VAF na faixa de 0,25%-0,33%, 99,48% foram detectados, 88,93% dos SNVs
foram detectados na faixa do VAF de 0,13%-0,16%, e 56,25% foram detectados na faixa de
VAF 0,06%-0,08%. Desta forma, ficou confirmado o limite de deteccdo de 0,25% de VAF. A
identificacdo de mutacdo entre réplicas apresentou alta repetibilidade e reprodutibilidade com
todas as 32 muta¢Oes detectadas em todas as repeticdes a 0,5% VAF e acima. Combinando as
réplicas do ensaio InVisionFirst, o VAF médio estimado para os 36 SNVs validados foi

correlacionado com as frequéncias esperadas (R? = 0,9987).

Para avaliar a capacidade do InVisionFirst em identificar inser¢cdes e dele¢des, um material

de referéncia personalizado foi criado, contendo 18 inser¢cdes ou delecBes de segmentos.

35



Cinco amostras separadas foram produzidas em um dos cinco niveis diferentes; 2%, 1%, 0,5%,
0,25% ou 0,1% de VAF. Para os 2%, 1% e 0,5% de VAF, 99,7% das insercdes e dele¢des
foram detectadas. A um VAF de 0,25%, detectaram-se 92,46%, enquanto a 0,1% de VAF,
72,22% foram detectados.

O teste InVisionFirst detecta os pontos de ruptura de DNA que criam as fusbes comuns dos
genes EML4-ALK e ROS-1. Devido a escassez de amostras de DNA com essas quebras, trés
abordagens separadas foram usadas para avaliar a sensibilidade dessas fusdes. Diluicbes com
estas fusBes em cinco niveis diferentes foram criadas, para cada nivel de diluicdo, menos na
menor diluicdo, foram testadas 36 fusdes. Em todos os niveis, até 0,13% de VAF, todas as 36
fusdes foram detectadas. No nivel mais baixo, de 0,06% de VAF, 90% foram detectados.

Para determinar a sensibilidade do ensaio as amplificacdes de EGFR, FGFR1, ERBB2 e
MET, foi utilizado DNA de cadeia dupla que combina as partes destes genes, estes foram
guantificados por PCR digital, depois adicionados a DNA de tipo selvagem criando amostras
com razBes de amplificacdo do numero de cépias (CNAR) de 1,25x, 1,5x e 2x. No total, cada
amplificacdo génica foi avaliada em cada nivel de diluicdo. Todas as amplificacdes para os
guatro genes foram detectadas em 2x CNAR, enquanto 86 das 88 amplificacbes foram
detectadas em 1,5x (97,7%). A deteccdo em 1.25x CNAR variou de 59% para o FGFR1 a
90,91% para o EGFR.

Para determinar a especificidade do ensaio, o sangue foi coletado de doadores sem cancer,
sendo que 95 amostras foram analisadas para fusdes génicas e nenhuma foi identificada, além
disso, 109 amostras foram analisadas para SNVs, insercdes, delecdes e amplificacdes.
Nenhum CNVs foi detectado nestes 109 individuos. Para comparar o painel do estudo com o
PCR digital, o0 sangue de 20 pacientes com CPNPC foi avaliado com as duas tecnologias. No
total, 20 pacientes foram inicialmente identificados com uma mutacdo de KRAS ou EGFR
acima de 0,25% de VAF pelo ensaio InVisionFirst (0,27% a 65,55% VAF). Nesta coorte, 40%

dos pacientes tiveram um VAF <0,75%.

A fim de alcancar alta sensibilidade e especificidade na andlise NGS do ctDNA, varios
fatores sé@o importantes. Entre eles, estdo a conversdo de DNA suficiente em uma biblioteca e
sequenciamento a uma profundidade suficiente para ler moléculas mutantes multiplas vezes e

ter uma baixa chance de perder moléculas mutantes na etapa de sequenciamento. Outros
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métodos para andlise de NGS tipicamente incorporam etapas adicionais, 0 que pode resultar

na perda de moléculas mutantes antes do inicio da analise.

Este estudo demonstra que o InVisionFirst possui alta sensibilidade analitica, especificidade
e reprodutibilidade, as quais s@o apropriadas para aplicacdes clinicas.

4.5.2. Utility of genomic assessment of blood-derived circulating tumor DNA (ctDNA)

in patients with advanced lung adenocarcinoma

Neste estudo, os resultados do teste de ctDNA e os resultados clinicos relevantes de 88
pacientes com adenocarcinoma pulmonar foram avaliados através da revisdo de prontudrio
eletrbnico dos pacientes para os quais o teste molecular (teste ctDNA) foi realizado em seu
plasma no periodo de 2014 a 2015 (74). O sequenciamento digital do ctDNA em todos os
pacientes foi realizado por um laboratério clinico usando o teste Guardant360. O ctDNA foi
isolado do plasma e o sequenciamento completo com alta profundidade de leitura foi realizado.
O painel utiliza captura hibrida seguida por NGS dos éxons criticos em um painel de 70 genes
e relata todos os quatro principais tipos de alteracdes gendmicas (mutacdes pontuais,

insercdes, delegbes, fusdes e amplificacdes de niumeros de copias).

O estudo realizou o teste de ctDNA em 88 pacientes consecutivos; 34 pacientes também
tiveram o tecido sequenciado; 29 realizaram outras formas de genotipagem; e 25 (28,4%) ndo
tiveram teste molecular de tecido por motivos de tecido inadequado ou contraindicado para

bi6psia.

Setenta e dois pacientes (82%) tiveram alteracdes = 1 ctDNA; entre estes; 75% carregavam
alteracbes potencialmente ativas pela aprovacdo do FDA (61,1%) ou medicamentos

experimentais em ensaios clinicos (adicionalmente 13,9%).
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m Drogas aprovadas pelo FDA B Drogas em ensaio clinico m Apenas alteragdes ndo aciondveis

Figura 6 — Potenciais tratamentos para alteracdes detectadas

A taxa de concordancia para alteragcoes de EGFR foi de 90,8% (100% vs. 61,5%; <1 vs. > 1
més entre os testes de ctDNA e de tecido; P=0,04).
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A Todos os pacientes com teste de ctDNA e tecido (N=34) Apenas pacientes ctDNA detectado (N=26)

P=022 i

100%
88.2% :

80% 76.5%

Concordancia geral (+ e -) para 34 pacientes

64.7%

0%

. Concordancia geral (+ e -) para 17 pacientes n
com intervalo < 0,8 meses (mediana)

m

Concordancia geral (+ e -) para 17 pacientes
com intervalo > 0,8 meses (mediana)

]

Figura 7 — Concordancia de alteracdes em EGFR entre ctDNA e tecido tumoral

Concordancia geral (+ e -) para 26 pacientes

Concordancia geral (+ e -) para 17 pacientes
com intervalo £ 1,0 meses (mediana)

Concordancia geral (+ e -) para 17 pacientes
com intervalo > 1,0 meses (mediana)
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Curvas de Kaplan-Meier comparando a sobrevida geral (dos resultados do teste ctDNA até a morte ou Ultima data de
acompanhamento) para pacientes com porcentagem de ctDNA <5% (n = 62; mediana n&o alcangada) versus = 5%
(n = 18; mediana 4,2 meses), P = 0,012. Oito pacientes morreram antes de seus resultados de ctDNA estarem

disponiveis e ndo foram incluidos nesta anélise

Figura 8 — Andlise de sobrevida global de acordo com niveis de ctDNA

Entre os 88 pacientes, a mediana da sobrevida global (calculada a partir dos resultados do
ctDNA até a morte ou até a Ultima data de acompanhamento) ndo foi alcangcada em um
acompanhamento médio de 20,2 meses. No entanto, quando se estratificou os pacientes que
apresentavam pelo menos uma alteragdo com percentual de ctDNA detectado superior a 5%,

foi observada uma diminuicdo na sobrevida global.

Dos 25 pacientes analisados, 15 (60%) receberam medicamentos aprovados em bula pelo
FDA, 5 (20%) receberam medicagdes off-label, e 5 pacientes com EGFR T790M receberam
osimertinibe. No total, 22 pacientes foram avaliados para resposta, destes 16 (72,3%) atingiram
doenga estavel, sendo esta superior a 6 meses (N = 5), ou resposta parcial (N = 11). A
sobrevida livre de progressdo (SLP) mediana para os 25 pacientes pareados foi de 14,7 meses
(IC95%; 3,7 a 25,7), sendo de 15,3 meses para pacientes ndo-fumantes e 8,1 meses para
fumantes (P=0,202). A SLP mediana foi maior em pacientes portadores de alteracées em

EGFR, quando comparados a pacientes ndo portadores da mutacdo (17,6 vs. 5,1 meses,
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P=0,009). A mediana de sobrevida global n&o foi alcancada para os pacientes pareados (n =
25) (tempo médio de acompanhamento de 18,6 meses) em relacdo a 36,7 meses para 0S
pacientes ndo pareados (n = 27) (P=0,928).

A andlise global da concordéancia incluindo todas as alteracdes detectaveis por ambos os
testes demonstrou que algumas alteracbes foram encontradas apenas em tecido ou ctDNA,
resultando em uma especificidade de 63,5% quando o tecido foi usado como referéncia e
76,7% quando o plasma foi usado como referéncia.

Este estudo demonstrou que pacientes com pelo menos uma alteragdo com um percentual
de ctDNA igual ou superior a 5% tiveram uma sobrevida global mais curta (mediana de 4,2
meses em relacdo a ndo alcangcada em um acompanhamento médio de 7,5 meses, P=0,012).
Além disso, o estudo conclui que a andlise do ctDNA detectou alteracdes na maioria dos
pacientes. Com as aberracdes potencialmente alvas encontradas na frequéncia esperada. As
terapias correspondentes com as aberracfes do ctDNA demonstraram eficacia terapéutica
apreciavel, sugerindo utilidade clinica que garante futuros estudos prospectivos.

4.5.3. Development of a gene panel for next- generation sequencing of clinically

relevant mutations in cell-free DNA from cancer patients

Neste estudo foi relatado o desenvolvimento e implementacéo de um painel genético (NGS
SiRe) que atinge 568 mutacdes clinicamente relevantes em seis genes (EGFR, KRAS, NRAS,
BRAF, cKIT e PDGFRa), envolvidos em CPNPC, tumor gastrointestinal (GIST), carcinoma
colorretal (CRC) e melanoma. Este painel apresentou alta sensibilidade e especificidade e
permite a deteccdo e quantificacdo de mutacbes em cfDNA purificadas do plasma e soro de
pacientes com diferentes tipos de tumores sélidos. O kit lon AmpliSeq Designer foi usado como
genoma de referéncia para desenvolver um painel personalizado direcionado a seis genes
(EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, cKIT e PDGFRa), que estdo associados ao resultado do
tratamento em CPNPC, GIST, CRC e melanoma (75).

O desempenho do painel foi avaliado em trés etapas. Primeiro, a sensibilidade analitica do
ensaio foi avaliada no DNA de duas linhas celulares. Em seguida, a sensibilidade e

especificidade clinicas foram determinadas usando o DNAc de 63 pacientes com cancer com

41



tecido tumoral pareado, previamente identificado com um TDA (Tagman-derived assay). Por
fim, o desempenho do painel na préatica clinica foi avaliado usando amostras de sangue
coletadas prospectivamente de pacientes com CPNPC avancado.

A especificidade e sensibilidade foram determinadas analisando o cfDNA do soro e do
plasma de 40 pacientes com cancer com tecido tumoral pareado. Além disso, foi analisado o
cfDNA do soro e do plasma de outros 23 pacientes (18 CPNPC, 2 CRC e 3 melanomas
metastatico). Todas as 63 amostras de cfDNA e tecidos tumorais foram previamente analisadas
para mutacdes de EGFR, KRAS, NRAS e BRAF usando um TDA, como controle positivo. No
caso de tecidos tumorais, a genotipagem foi confirmada por PCR padrdo seguida de
sequenciamento Sanger. Em casos com divergéncia de resultados entre o painel NGS SiRe e 0
TDA, as amostras foram investigadas por PCR digital.

A série retrospectiva de cfDNA foi constituida por 126 amostras de soro e plasma de 63
pacientes. Quando as 63 amostras foram testadas com o painel SiRe, o cfDNA de todos os 8
pacientes com tecido tumoral do tipo selvagem foi negativo (especificidade 100%; IC 64,6 a
100%). Nos restantes 55 pacientes com mutages de EGFR, KRAS, NRAS ou BRAF no tecido
tumoral, o painel SiRe detectou a mesma mutacdo no cfDNA do soro ou plasma em 46 casos
(sensibilidade 83,6%; IC 67,3 a 94,3%).

O desempenho do SiRe foi comparado com um TDA previamente relatado em 63 amostras.
O teste foi positivo no cfDNA do soro e plasma em 35 pacientes, positivo no plasma, mas néo
no soro em 5 pacientes, e positivo no soro, mas ndo no plasma em 6 pacientes. Houve uma
alta concordancia (Kappa de Cohen: 0,85) entre os resultados obtidos com o painel NGS SiRe
e o0 TDA, embora o desempenho do SiRe tenha sido ligeiramente melhor. Todos os 42
pacientes com mutagdo positiva em TDA também foram positivos com o painel SiRe, e as 17
amostras negativas com o painel também foram negativas na TDA. Além disso, a NGS
detectou mutacdes no cfDNA de 4 pacientes, enquanto a TDA n&o. Na analise retrospectiva, o
SiRe detectou 40 mutagbes de EGFR, 11 de KRAS, 1 de NRAS e 5 de BRAF (96,8% de
concordancia com os resultados em tecido). Nas amostras basais, o SiRe apresentou

especificidade de 100% e sensibilidade de 79% em relac&o ao tecido tumoral.

Neste estudo o desempenho do sequenciamento usando um painel de NGS foi vantajoso, e
pode ser usado para o teste de rotina de mutagdes tumorais relevantes em cfDNA. Além disso,

o NGS, por si s6, € um procedimento eficiente em termos de tempo para analisar grandes
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ndameros de amostras, otimizando assim o fluxo de trabalho em laboratérios de patologia

molecular.

4.5.4. Biopsy-free circulating tumor DNA assay identifies actionable mutations in

lung cancer

Os objetivos deste estudo foi avaliar um painel genético de ctDNA (NGS) em uma série
prospectiva de casos de CPNCP de uma Unica instituicdo nos Estados Unidos, determinar a
frequéncia e distribuicdo de alteracbes gendmicas entre 0os casos em comparagcdo com 0S
resultados de NGS tecidual e caracterizar aqueles casos em que o ctDNA era indetectavel em
um ambiente de prética clinica. Foram incluidos 68 pacientes com diagnostico de CPNCP que
haviam sido submetidos a pelo menos um teste de ctDNA em um Unico laboratério comercial
de ctDNA entre 2014 e 2015. O sangue dos pacientes foi coletado, e as bibliotecas de
sequenciamento foram geradas a partir do cfDNA. Dois painéis de testes clinicos diferentes
foram utilizados durante o periodo do estudo. As leituras de sequenciamento lllumina foram
mapeadas para a sequéncia de referéncia humana e as alteragées gendmicas em cfDNA foram

identificadas a partir dos dados de sequenciamento lllumina por algoritmos (76).

O NGS tecidual foi realizado a critério do médico assistente como parte do atendimento
clinico, usando uma variedade de diferentes abordagens e ensaios, variando de teste multiplex
direcionado de menos de 10 genes a um NGS com tecido de mais de 300 genes. As
estimativas de frequéncia de mutacdes identificadas no ctDNA foram calculadas por gene e por
paciente. As andlises de concordancia foram limitadas a mutagbes ativadoras de BRAF,
insercdes e delecdes de EGFR, ERBB2, amplificagdo de MET, e fusdes de ALK, RET, ROS-1.

A maioria dos pacientes (81%) tinha histologia de adenocarcinoma de pulméo, e 25% dos
pacientes foram diagnosticados nos estadios | ou Il. Destes pacientes em estadios iniciais, 2
foram era recém diagnosticados no momento da coleta de sangue e 15 apresentaram recidiva
local ou distante e, portanto, foram considerados metastaticos. Os demais 51 pacientes
estavam no estagio Il (7%) ou no estagio IV (68%) no momento do diagndstico e coleta de

sangue.

No total, 83% dos individuos tiveram pelo menos uma alteracdo ndo sinénima de ctDNA
detectada. As mutacdes em TP53, EGFR e KRAS foram as mais frequentes, além disso, 20

pacientes tiveram um dos seguintes biomarcadores identificados no plasma: mutacdes
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ativadoras do KRAS (n = 12), EGFR (n = 6) e amplificacdo do MET (n = 2). Essas mutacgdes
eram mutuamente exclusivas, em complemento, 2 pacientes que progrediram na terapia com
EGFR TKI tiveram alteracdes no EGFR T790M detectadas no plasma, mas n&o tiveram uma
bidpsia para comparagdo. Dos 68 individuos com resultados de ctDNA, 12 (17%) n&o tiveram
alteracbes de ctDNA detectadas.No total, 31 pacientes tinham amostras de tecido e sangue
pareadas. As seguintes mutacdes condutoras foram identificadas em 23 casos: mutacbes
ativadoras do KRAS (n = 14) e do EGFR (n = 9). Quando o tecido serviu como padrdo de
referéncia, a sensibilidade clinica do ensaio de ctDNA foi de 85%, com >99% de especificidade
clinica e acuréacia diagndstica. Quando o ctDNA foi considerado o padrdo de referéncia, a
sensibilidade clinica da NGS baseada em tecido foi de 81%, com uma especificidade clinica de
>99% e acurdcia diagndstica de 99,3%.0utros 23 pacientes tiveram andlise de ctDNA, mas
nenhum teste gendmico em tecido. Nestes pacientes, foram identificadas 7 mutacdes no
KRAS, 2 mutagdes ativadoras do EGFR e uma mutagédo ativadora do MET. Dos 12 casos sem
alteracdes detectaveis no ctDNA, 3 tiveram uma mutacdo identificada no tecido (1
insercdo/delecdo do EGFR, 1 fusdo RET e 1 amplificagdo do MET). Da mesma forma, em 2
casos a biopsia de tecido néo foi possivel para o teste e ambos tiveram uma mutagéo acionavel

detectada no plasma, sendo uma insercéao/delecdo de EGFR e uma amplificacdo de MET.

Um total de 9 individuos com amostras pareadas de tecido e sangue tinham uma mutacao
do EGFR identificada no plasma e tecido (n=5), somente no plasma (h=1) ou somente tecido
(n=3), destes, 8 foram tratados com erlotinibe ou afatinibe em primeira ou segunda linha e
tiveram 2 pacientes que ainda estavam respondendo a terapia no momento da andlise dos
dados. Dos 6 pacientes restantes, a mediana de sobrevida livre de progresséao foi de 11,5

meses (IC95%variacéo de 5,7 a 28,7 meses;).

Os desfechos de pacientes com CPCNP avancado podem melhorar, caso o ctDNA
identificar o alvo gendmico e evitar as complicagbes potenciais de uma bidpsia de tecido
invasiva repetida. Quando a suspeita clinica de uma mutacéo acionavel € alta, mas néo é

identificada pela analise de ctDNA, uma biépsia invasiva entdo pode ser realizada.

Este estudo consistiu em uma série clinica de pacientes com CPCNP que avaliou os
resultados de terapias-alvo usando um ensaio de ctbDNA comercialmente disponivel. Mais de
80% dos pacientes tinham ctDNA detectavel, com alta concordancia entre o tecido pareado e o

sangue para deteccdo de oncogénes e o0s pacientes com biomarcadores identificados no
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plasma tiveram SLP na faixa esperada. Os dados deste estudo sugerem que a andlise de
ctDNA é uma primeira escolha viavel, quando a bidopsia do tecido de diagnéstico e a
genotipagem nado forem possiveis, ou ho momento da progressdo quando uma bidpsia de

tecido invasivo ndo é recomendada.

45.5. Concordance between genomic alterations assessed by next-generation

sequencing in tumor tissue or circulating cell-free DNA

Neste estudo retrospectivo, foram incluidos 54 pacientes com cfDNA avaliado com testes
diagnosticos de NGS comercialmente disponiveis. O objetivo deste estudo foi identificar a
concordancia de alteracdes gendmicas obtidas a partir de bidpsias teciduais e analises de
cfDNA para pacientes com cancer avancado. Foram incluidos no estudo pacientes 54 com
cancer avancado de diversos tipos de tumor, sendo pulm&o a localizacdo mais frequente
(n=14), seguida de ovario (n=3) e endométrio (n=2). Um paciente foi excluido por amostra

insuficiente para teste baseado em tecido (77).

No total, 68 genes foram testados pelo cfDNA, destes, 3 genes foram excluidos (RHEB,
RHOA e RIT1) porque ndo foram incluidos no painel de 315 genes testados por
sequenciamento de bidpsia de tecidos. Portanto, 65 genes comuns aos dois ensaios foram

examinados quanto a concordancia.

Dentre os pacientes do estudo, haviam 14 com cancer de pulméo (10 adenocarcinoma, 1
CPNPC pouco diferenciado, 1 escamoso, 1 célula pequena, 1 neuroenddcrino de células
grandes), 3 com céancer de células ovarianas (2 serosas, 1 células claras), 2 com céancer
endometrial (1 mucinoso, 1 epiteloide), 2 com cancer de tireoide (1 papilar, 1 pouco
diferenciado sem outra especificacdo), 2 com céancer hepatocelular (1 célula clara, 1
indiferenciada), 2 com céancer desconhecido primario, 1 colangiocarcinoma (mucinoso), 1
adenocarcinoma de jungcdo esofagogéstrica e 1 adenocarcinoma peritoneal (seroso). No geral,
14 de 28 (50%) pacientes tinham cancer de pulméo e 26 de 28 (93%) tinham doenca em

estagio V.
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A concordancia entre os dois ensaios foi de 91,9% (1.672/1.820 genes) incluindo todos os
genes examinados (DP: 4,31%). A concordancia foi semelhante para os 14 pacientes com
cancer de pulméao (91,1%), em comparacdo com 0s 14 pacientes com canceres nao-
pulmonares (92,6%). Ao excluir os dados genes ndo sequenciados, a concordancia foi de
93,9%. Para essa analise, a concordancia também foi semelhante quando comparados
pacientes com cancer de pulmao (93,3%) com pacientes com cancer ndo pulmonar (94,5%). A
concordancia foi alta em todos os pacientes com variacdo de 81,5% a 100%. Um dos 28 (3,6%)
pacientes apresentou concordancia completa e ndo teve alteracbes genémicas detectadas em

nenhum dos ensaios.

A frequéncia média do alelo de cfDNA alterado no sangue periférico para o subconjunto de
mutagdes encontradas em ambos os tecidos e no sangue foi de 16,8% (DP: 27,4%). No geral,
65% destas mutagdes idénticas (15/23), mostraram ter uma frequéncia alélica relativamente

baixa (menos de 10%) de cfDNA circulante alterado.

O numero médio de alteracbes por paciente para tecido e cfDNA foi de 4,82 (SD: 3,02) e
2,96 (SD: 3,01), respectivamente. O numero mediano de mutacdes para tecido e cfDNA foi de
4 e 2, respectivamente. Mais mutagfes foram detectadas na NGS baseada em tecidos em 21
de 28 (75%) dos pacientes, em complemento um maior nimero de alteracdes gendmicas foi
detectado em cfDNA em 5 de 28 (17,9%) pacientes, e um numero igual de mutacfes foi
detectado em 2 dos 28 (7,1%) pacientes. Em conclusdo, os achados indicam que o teste
possui alta especificidade e concordancia quando alteragbes gendmicas estdo presentes ou

ausentes.

O estudo conclui que o teste de NGS ctDNA oferece deteccdo precisa e confiavel de
alteracdes genéticas clinicamente relevantes através de amostras do plasma de pacientes com

cancer.

4.5.6. Use of Liquid Biopsies in Clinical Oncology: Pilot Experience in 168 Patients

Este estudo teve como objetivo analisar o padrdo genético com o uso do teste NGS ctDNA
em 168 pacientes com diversos tipos de cancer e acompanhar a evolugdo destes pacientes
(78). O teste identifica potenciais mutacBes gendmicas relacionadas ao tumor em 54 genes

relacionados ao cancer, bem como amplificacbes em ERBB2, EGFR e MET através da analise
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de DNA extraido do plasma. O ensaio utilizado tem alta sensibilidade (detecta 85% das
variantes de nucleotideo) e especificidade analitica (>99%).

No total, 101 dos 168 pacientes (60%) que tiveram resultados de ctDNA também realizaram
sequenciamento de proxima geracao (NGS) em seus tecidos. Os locais de tumor priméario mais
comuns foram o cérebro (33,3%), pulméo (28%) e mama (21,4%). A maioria dos pacientes
(85,1%) apresentava doenca metastatica / recidivante / avancada e sem possibilidade de
remocéo cirirgica no momento do teste do ctDNA.

Excluindo as alteragbes sindnimas, os pacientes tinham uma mediana de 1 alteragédo
(variagdo de 0 a 19). No geral, 58% dos pacientes incluidos (n=98) tiveram mais de uma
alteracéo identificada em seu plasma. As alteragbes mais comuns foram no TP53 (31,5%),
EGFR (17,3%) e MET (10,1%). No total, 244 alteracdes (215 mutacdes e 29 amplificacbes)
foram identificadas em 168 pacientes. Dos 98 pacientes com alteragbes, 77 (78,6%) tinham
apenas mutacdes, 17 (17,3%) tinham mutacdo e amplificacdo, e 4 (4,1%) tinham apenas
amplificacéo.

Ao avaliar as variaveis correlacionadas com numero de altera¢des, pacientes com cancer
gastrointestinal, com metastase linfonodal, 6ssea, pulmonar ou hepética tiveram um nimero
significativamente maior de alteracfes, enquanto pacientes com tumores cerebrais tiveram

alteracdes significativamente menos alteracbes detectaveis.

Ainda assim, 16 dos 56 pacientes (28,6%) com tumores cerebrais tiveram ao menos uma
alteracdo, com um numero mediano de alteragcfes em todos os pacientes com tumores
cerebrais de 0 (variacdo de 0 a 2). Por outro lado, ao realizar uma analise multivariada, apenas
0 céancer gastrointestinal (p = 0,001) foi descrito como um preditor independente com um
namero maior de alteracdes, enquanto os tumores cerebrais se correlacionaram com menos

alteracfes (p=0,019) detectadas no plasma.

Dos 34 pacientes com alteragdes encontradas, 26 (76,5%) apresentaram pelo menos uma
alteracdo que poderia ser alvo de um medicamento (terapia-alvo). Em complemento, 73,5%
dos pacientes de CPNPC com alteragdes identificadas tinham ao menos uma opgéo de terapia
alvo ja aprovada pelo FDA e 2,9% apresentavam alteracdes nas quais terapias alvo em ensaio
clinico. No entanto, um percentual de 23,5% apresentou alteracbes ndo acionaveis por

medicamentos atuais.
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|:| Medicagdo aprovada no FDA

2.9%
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. Altera¢des ndo acionaveis

76,5% com alteragdes potencialmente acionaveis
(26/34 pacientes)

Figura 9 - Potenciais tratamentos para alteracfes detectadas em cancer de pulméo

Dos 168 pacientes que tiveram resultados do teste de ctDNA, 101 (60%) também tiveram
testes gendmicos de tecidos. No entanto, apenas 63 pacientes apresentaram alteracdes no
tecido que também faziam parte do painel de ctDNA utilizado, sendo que 22 dos 63 pacientes
(35%) apresentaram mais de uma alteragcdo em comum entre o tecido e o ctDNA. Nesses 22
pacientes, a mediana do intervalo de tempo entre a bidpsia tecidual e a coleta de sangue foi de
2,7 meses em comparacao com 14,4 meses (p=0,006) nos 41 (65%) pacientes nos quais ndo

foram identificadas alterages comuns no tecido e plasma.

Os pacientes tinham uma mediana de 1 linha de tratamento anterior (intervalo, 0 a 11)
antes do teste de ctDNA. Dos 168 pacientes, 33 (19,6%) foram tratados com pelo menos uma
terapia alvo apdés os resultados do perfil molecular, e 39 (23,2%) sem agentes de terapia alvo,
0s pacientes restantes ndo foram avaliados para quanto seus tratamentos ap0s os resultados
do teste porque morreram antes do tratamento, ou foram tratados apenas com cirurgia e

terapia adjuvante.

Dos 33 pacientes que receberam pelo menos uma terapia alvo, a medicagdo estava
direcionada para uma alteragcéo detectada pelo teste de ctDNA para 15 pacientes (45,5%). Dos

12 pacientes avaliados para resposta, 5 (42%) atingiram estabilidade superior a 6 meses. Dos
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39 pacientes com terapia convencional, 28 foram avaliados para resposta. Destes 28
pacientes, 2 (7,1%) atingiram estabilidade superior a 6 meses (P=0,02).

O percentual mediano de ctDNA detectado para cada mutacéo foi de 0,45% (IC 95% 0,3-
0,6). Foi observada uma forte correlagédo entre os casos com pelo menos 1 gene alterado com
um percentual de ctDNA superior a 5% e menor sobrevida global (mediana SG = 4,03 meses
em relagdo a ndo alcancado em um acompanhamento médio de 6,1 meses; P=0,0001). As
taxas gerais de concordancia foram de 70,3% para alteracfes de TP53 e EGFR, 88,1% para
PIK3CA e 93,1% para ERBB2. Em conjunto, esses dados sugerem que os testes de ctDNA
podem ter utilidade clinica para o tratamento de pacientes oncoldgicos.

45.7. Analytical and Clinical Validation of a Digital Sequencing Panel for

Quantitative, Highly Accurate Evaluation of Cell-Free Circulating Tumor DNA

O estudo em questdo conduziu uma validagcdo analitica e clinica de um painel para
avaliacdo de mutagcbes e amplificagbes génicas. O painel estudado foi um sequenciamento
digital do ctDNA isolado de amostras de sangue. O painel identifica SNVs via sequenciamento
de 54 genes abrangendo aproximadamente 78.000 pares de bases, incluindo cobertura
completa em todos os éxons em 18 genes e éxons criticos em 36 genes bem como variacdes
no nimero de copias em ERBB2, EGFR e MET (79).

Para validade clinica, foram coletadas amostras de plasma de 510 pacientes oncolégicos
estadio Ill/IV nos Estados Unidos e na Coréia do Sul, destes 510 individuos, 165 também
tiveram amostras de bidpsia tecidual pareadas coletadas. As 165 amostras combinadas de
plasma e tecido foram analisadas na plataforma lllumina Hi-Seq 2500. O estudo comparou o
desempenho do sequenciamento digital com o sequenciamento tradicional NGS usando
TruSeq DNA Sample Preparation. Quando o cfDNA da linha celular do tumor com 10 mutacdes
conhecidas é adicionado a fragBes de alelo mutado a 0,1% em um recipiente de cfDNA
extraido de um doador saudavel, e esta mistura é sequenciada com um lllumina com

preparacao padrao, estes SNVs sdo ocultados por varios falsos positivos de 0,05 a 5%.

Para avaliar a precisdo do teste, o DNA genémico de 20 doadores saudaveis e jovens

foram enviados para um laboratorio de referéncia externo para sequenciamento completo do
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exoma. Ao longo do painel de 78.000 pares de bases, 0 ensaio de sequenciamento de todo o
exoma encontrou 365 SNVs e o painel do estudo identificou todos os 365 SNVs com um SNV
falso positivo adicional em relagdo ao sequenciamento total do exoma. Assim, a sensibilidade
analitica para SNVs em 2%-10% de MAFs foi de 100%. A descoberta de 365 verdadeiros
positivos e um Unico falso positivo em uma regido alvo de 1,56 milhdo de pares de bases,
equivale a uma especificidade analitica de 99,9999%, ou uma taxa de falsos positivos de
0,0001%.

As alteracBes de copias de nucleotideos para trés genes, EGFR, ERBB2 e MET, foram
determinadas utilizando 9 linhas celulares bem caracterizadas por hibridizag&o in situ com
fluorescéncia. O cfDNA destas linhas celulares foi extraido a partir de meios de cultura de
células e sequenciado a partir de bibliotecas. Os resultados mostraram uma excelente

correlagdo com alta precisédo diagnostica.

Com relagdo a validagdo clinica do painel cfDNA, 165 pacientes tinham amostras de
plasma e tecido compativeis. As histologias de cancer de tumor solido incluiram 57 pacientes
de céancer colorretal (CRC), 22 pacientes de cancer gastrointestinal, 18 pacientes de
melanoma, 18 de cancer de pulméo, 15 de cancer de mama, 8 de céancer geniturinario e 27
outros tipos de cancer de menor frequéncia, sendo que 24% estavam no estagio lll, 73% no

estagio IV e 3% eram desconhecidos.

A sensibilidade clinica para o sequenciamento digital para todos os oncogenes mutados em
comparacdo com o NGS baseada em tecido foi de 85,0%, especificidade de 99,6%, acuracia
diagnostica de 99,3%. Ao utilizar NGS baseada em tecido como comparacdo com O
sequenciamento digital de cfDNA, a sensibilidade clinica foi de 80,7%, especificidade de
99,7%, precisao de diagnostico de 99,3%. Ambos os tipos de amostra foram processados em
um sequenciador NGS do lllumina. A sensibilidade clinica para o cfDNA em genes individuais
variou de 50% a 100% e especificidade de 79% a 100%.

A média do desempenho para cada um dos genes mais comumente mutados usando o
cfDNA resultou em sensibilidade de 86,5% (IC95%; 80,3% a 91,1%), especificidade de 98,1%
(IC95%; 97,3% a 98,7%) e precisdo diagnéstica de 97,0% (96,0% a 97,7%). A média de
desempenho de NGS baseado DNA tecidual resultou em sensibilidade de 83,1% (IC95%;
76,7% a 88,2%), especificidade de 98,5% (97,8% a 99,1%) e precisdo diagnostica de 97,0%
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(IC95%; 96,0% a 97,7%). Desta forma, o desempenho diagnéstico destes genes no painel
estudado foi semelhante ao sequenciamento digital de cfDNA e para o NGS em DNA tecidual.

DNA livre de célula vs NGS de tecido

1 1 1 1
25 50 75 100

Tecido vs DNA livre de célula NGS

I J I 1 I
0 25 50 75 100

O -

B DNA livre de célula NGS NGS de tecido
Referencia Referencia
G360 Positivo  Selvagem Total Tissue Bx Positivo Nao Detectado Total
Positivo 159 38 197 Positivo 159 28 187
Nao Detectado 28 8,685 8,713 Selvag_em 38 8,685 8,723
Total 187 8,723 8,910 Total 197 8,713 8,910

cfDNA Tecido

Sensibilidade 85.0% 80.7%
Especificidade 99.6% 99.7%
Acuracia 99.3% 99.3%

Figura 10 — Sensibilidade, especificidade e acuracia de tecido versus DNA livre.

A partir dos resultados deste estudo foi possivel concluir que este teste permite evitar o
custo, complicacdes, atraso de tempo e as taxas de falha inerentes a NGS baseada em tecido

tumoral sélido, além disso essa abordagem apresenta uma boa utilidade clinica.
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4.5.8. Noninvasive Diagnhosis of Actionable Mutations by Deep Sequencing of
Circulating Free DNA in Lung Cancer from Never-Smokers: A Proof-of-Concept
Study from BioCAST/ IFCT-1002

O objetivo deste estudo foi analisar as alteracdes genéticas através de um sequenciamento
profundo (deep sequencing) das muta¢des somaticas mais relevantes clinicamente no tDNA e
no cfDNA de pacientes ndo fumantes com CPNPC. O estudo do qual foram selecionados os
pacientes se trata de um coorte prospectivo e multicéntrico, conduzido para descrever a
epidemiologia clinica, patolégica e molecular de cancer de pulmé&o em pacientes ndo fumantes

na Franca (80).

Os critérios de inclusdo consistiram em casos recém diagnosticados de CPNPC de
pacientes autodeclarados ndo fumantes. No geral, entre 2011 e 2013, 384 pacientes foram
selecionados para a triagem de inclusdo no estudo em 75 centros de pesquisa, sendo que
todos os pacientes incluidos passaram por uma coleta de sangue antes de receber qualquer
tratamento para CPNPC. Os segmentos genéticos foram sequenciados utilizando um
sequenciador lonTorrent PGM para avaliacdo de perfil de mutacdo génica no plasma e

tumores.

Entre os 107 pacientes recrutados, 68 tinham ambos, cfDNA e tDNA, disponiveis para
analises moleculares. As 68 amostras de cfDNA e tDNA foram analisadas por sequenciamento
profundo. No tDNA, uma mutacdo hotspot foi encontrada em 50 amostras (74%), enquanto 18

amostras (26%) eram do tipo selvagem quanto avaliadas por hotspot.

No total 5 mutagdes identificadas pelo sequenciamento de nova geracdo (NGS) ndo foram
detectadas por analises clinicas de biomarcadores de rotina, das quais 2 ndo haviam sido
testadas para os amplicons correspondentes nas analises clinicas de rotina, e 3 apresentavam
frequéncias alélicas variantes <25% (limite de detec¢ao usado na rotina clinica). Por outro lado,
uma mutagao esperada do tumor ndo foi confirmada pelo NGS. As mutag¢des foram localizadas
principalmente no éxon 19 de EGFR (44%) e no éxon 21 de EGFR (18%). Nenhuma mutacao
foi encontrada no éxon 20 de PIK3CA, no éxon 11 de BRAF, no éxon 3 de KRAS, e no éxon 19
de ERBB2.
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Os resultados das andlises comparativas de cfDNA e tDNA, usando tDNA como referéncia
e avaliando cada um dos amplicons independentemente, apresentou uma sensibilidade que
variou de 55%, para o éxon 19 do EGFR, a 100%, para o éxon 18 do EGFR. No geral,
considerando todos os amplicons, a sensibilidade foi de 58% (95% CI, 43% a 71%), a taxa de
deteccdo de mutagéo foi de 52% e a taxa de concordancia foi de 68%. Foi estimado que a
especificidade do ensaio tem um valor de 86% para o éxon 9 do PI3KCA, 88% para o éxon 19
do EGFR, 100% para outros amplicons e 87% (62% a 96%) no geral.

O uso de NGS para a detecgdo de mutagdo tumoral em cfDNA pode ser clinicamente
significante, uma vez que a andlise de biomarcadores é atualmente Util apenas para a selecao
de tratamento em pacientes com cancer de pulmdo com doenca metastatica. Avaliando um
painel maior de mutacdes, incluindo mutacdes pontuais, insercdes e delecdes, e realizando em
uma série maior de pacientes, reforca e amplia a aplicabilidade do NGS para a deteccdo de
alteracdes genéticas no cfDNA. Portanto, a aplicagéo de técnicas baseadas em NGS altamente
sensiveis no cfDNA pode fornecer uma melhor avaliagdo do espectro de alteragdes presentes

em todo o tumor.

4.5.9. An ultrasensitive method for quantitating circulating tumor DNA with broad

patient coverage

Neste estudo foram avaliados o desempenho técnico e a utilidade clinica do CAPP-Seq em
pacientes com CPNPC em estagio inicial e avancado. Entre 2010 e 2012, os pacientes em
tratamento para CPNPC recém-diagnosticados ou recorrentes foram incluidos no estudo, em
complemento, os pacientes selecionados néo receberam transfusdes de sangue dentro de 3

meses da coleta de sangue (81).

Para todos os pacientes o sangue periférico foi coletado, e o DNA gendmico foi quantificado
pelo kit de ensaio Quant-iT PicoGreen. As bibliotecas Illumina NGS indexadas foram
preparadas a partir de DNA de plasma e tumor de células téxicas, e DNA gen6émico de linha
celular. A sele¢cdo do hibrido foi realizada com uma biblioteca personalizada SeqCap EZ
Choice. Ap6s a selecao do hibrido, os fragmentos de DNA capturados foram amplificados com

12 a 14 ciclos de PCR em 4 a 6 reac¢fes separadas.
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O seletor de CPNPC tem como alvo 521 éxons e 13 introns de 139 genes mutados de
forma recorrente, com cobertura total de aproximadamente 125 kb. Dentro deste pequeno alvo
(0,004% do genoma humano), o seletor identifica uma mediana de 4 variantes de nucleotideo
anico (SNVs) e cobre 96% dos pacientes com adenocarcinoma de pulm&o ou carcinoma de
células escamosas. Para validar o nimero de mutagdes cobertas por tumor, foi analisada a
regido do seletor através de um sequenciamento completo do exoma (WES) de uma coorte
independente de 183 pacientes com adenocarcinoma de pulmao. Aproximadamente 8% do
CPNPC sao portadores de rearranjos envolvendo os receptores de tirosinas quinases, ALK,
ROS-1 ou RET.

A andlise do perfil de 90 amostras foi realizada incluindo duas linhas de células CPNPC, 17
amostras de tumores primarios e leucécitos de sangue periférico e 40 amostras de plasma de
18 individuos humanos, incluindo 5 adultos saudaveis e 13 pacientes com CPNPC. As fragfes
de ctDNA detectadas no plasma variaram de aproximadamente 0,02% a 3,2%, com uma
mediana de aproximadamente 0,1% em amostras pré-tratamento. Niveis absolutos de ctDNA
no plasma pré-tratamento foram significativamente correlacionados com o volume do tumor,
medido por tomografia computadorizada (TC) e tomografia por emissdo de pésitrons (PET) (R?
= 0,89; p=0,0002).

O CAPP-Seq alcancou uma area sob a curva de 0,95, com sensibilidade e especificidade
maximas de 85% e 96%, respectivamente, para todas as amostras de DNA plasmatico de
pacientes tratados e controles saudaveis. A sensibilidade entre os tumores de estagio | foi de

50% e entre os pacientes de estagio II-1V foi de 100%, com uma especificidade de 96%.
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Andlise da Receiver Operating Characteristic (ROC) de amostras de DNA plasmatico de pré-tratamento e controles saudaveis,
divididas em todas as etapas (n = 13 pacientes) e estagios Il-IV (n = 9 pacientes). Os valores da area sob a curva (AUC) sédo
significativos em P <0,0001. Sn, sensibilidade; Sp, especificidade. (b) Dados brutos relacionados com a. TP, verdadeiro positivo;
FP, falso positivo; TN, verdadeiro negativo; FN, falso negativo. (c) Concordancia entre o volume do tumor, medido por CT ou PET /

CT, e pg/mL de ctDNA de amostras DE pré-tratamento (n = 9), medido por CAPP-Seq.

Figura 11 - Andlise de sensibilidade e especificidade.

Para determinar se as concentracbes de ctDNA refletem a carga da doenca em amostras
longitudinais, foi analisado o DNA plasmético de trés pacientes com CPCNP avancado
submetidos a terapias distintas. Como nas amostras pré-tratamento, os niveis de ctDNA foram
altamente correlacionados com os volumes tumorais durante a terapia (R? = 0,95 para o

paciente 15; R? = 0,85 para o paciente 9).

Separadamente, ao analisar especificamente a capacidade de detectar de forma né&o
invasiva mutagfes acionaveis em EGFR e KRAS25, foram identificadas corretamente 100%
das mutacdes em fracdes alélicas superiores a 0,1% com especificidade de 99%. O CAPP-Seq
pdde, portanto, ter utilidade para genotipagem de tumores sem a necessidade de biépsias em
pacientes avancados ou metastéaticos. No entanto, melhorias no método sdo necessarias para
detectar tumores de estagio | sem conhecimento prévio do genoétipo. Em resumo, a captura
hibrida direcionada e o sequenciamento do DNA plasmatico permite uma detec¢do altamente
sensivel e ndo invasiva de ctDNA na grande maioria dos pacientes com CPNPC. O CAPP-Seq
pode ser aplicado na pratica clinica e tem o potencial de acelerar a detec¢éo, a terapia e o

monitoramento personalizados do cancer.

4.6. OQutras Evidéncias

Além das evidéncias encontradas na revisao de literatura, descritas na secao acima, outras

evidéncias relevantes que nao foram encontradas na busca sdo descritas na sec¢ao abaixo.
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4.6.1. Detection of circulating tumor DNA in patients with advanced non-small cell

lung cancer

Neste estudo 39 pacientes de CPNPC avancado tratados na China foram incluidos e uma
abordagem de sequenciamento para detectar e comparar alteracdes em genes em biépsias de
tecidos e amostras de plasma. O sangue foi coletado uma semana antes da cirurgia em todos
0s pacientes, as amostras de tecidos foram coletadas dos nédulos metastaticos para 11
pacientes, nos quais foram encontradas metastases de pleura na cirurgia. Para os outros sem
metastase de pleura, amostras de tecido foram coletadas do sitio primario. Um painel cobrindo
40 genes relacionados ao cancer, tais como EGFR, BRAF, KRAS, PIK3CA, ALK, RET e ROS1,

foi usado neste estudo (82).

Amostras de sangue e de tecido obtidas nos 39 pacientes incluidos no estudo. Os
participantes foram diagnosticados com CPNPC da fase Ill a IV. Um total de 34 pacientes
(87%) tinham histologia de adenocarcinoma e 5 pacientes (13%) tinham carcinoma de células
escamosas. A maioria dos pacientes (n=36; 92,3%) nado havia recebido tratamento prévio.
Todas as amostras, consistindo de plasma, glébulos brancos e tecido, foram sequenciadas

usando a uma plataforma de NGS.

As mutacbes concordantes detectadas tanto no DNA tecidual quanto no ctDNA plasmatico
foram observadas em 47,43%, nenhuma mutacdo somética foi encontrada nas em 12
pacientes (30,77%), e em 8,5 pacientes (21,80%) mutagcBes foram encontradas somente no
DNA tecidual. As mutagcbes genéticas detectadas no DNA tecidual e no ctDNA plasmatico
foram EGFR, KRAS, rearranjos ELM4-ALK e PIK3CA, e as taxas de mutacdo no tecido e
plasma foram de 30,77%, 7,70%, 6,40% e 2,56%, respectivamente.

A sensibilidade da deteccdo de mutacbes no plasma ctDNA foi de 68,5% (18,5; IC95%;
47,8 a 84,1%) e o valor preditivo positivo (VPP) foi de 100% (18,5; 1C95%; 78,6 a 100%). A
especificidade foi de 100% (12; IC 95%; 69,9 a 100%) e o valor preditivo negativo (VPN) foi de
58,5% (12; 1C95%; 35,4 a 78,7%) e a concordancia geral entre os tecidos e plasma foi de
78,21% (30,5 de 39). As frequéncias de mutacdo de SNVs, insercbes e dele¢cbes de DNA
tecidual (média de 24,10%, com um intervalo de 0,30 a 52,00%) foram maiores do que as de

ctDNA plasmético pareado (média de 3,70%, com variagdo de 0,20 a 11,60%).
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Em resumo, 30 mutagdes em 39 pacientes foram identificadas em amostras de tecido, e as
porcentagens totais de mutacdo de EGFR, KRAS, PIK3CA, rearranjos de ALK detectados a
partir do ctDNA plasmatico foram semelhantes aos do DNA tecidual.

Em concluséo, a abordagem de sequenciamento pode ser usada para detectar mutagdes
genéticas, tais como SNVSs, insercdes, delecdes e fusdo génica, tanto no plasma quanto no
tecido tumoral de pacientes com CPNPC avancado. Os resultados mostraram uma alta
concordancia de mutacBes genéticas encontradas em amostras de plasma e amostras de
tecido pareado. Portanto, o ctDNA no plasma provavelmente se tornard um diagndstico
alternativo para mutacdes relacionadas ao cancer em pacientes com CPNPC avancado, e é util
para prognostico e selecao direcionada de terapia.

4.6.2. Detection of therapeutically targetable driver and resistance mutations in lung
cancer patients by next generation sequencing of cell-free circulating tumor
DNA

Neste estudo, foi avaliado o uso do painel de sequenciamento de nova geragdo de 70
genes do DNA circular tumoral para detecgdo das variantes clinicamente acionaveis em um
estudo com de 102 pacientes com CPNPC seguidos prospectivamente no hospital da
universidade da Pensilvania. O estudo avaliou a utilidade clinica do uso de bidpsia liquida no
manejo de pacientes de CPNPC avangado, incluindo aqueles para os quais o sequenciamento
de tecido ndo poderia ser realizado. O estudo também avaliou a concordancia nas alteracées

gendmicas e a capacidade de detectar mutacdes no ctDNA e DNA tecidual (3).

Os critérios de inclusdo para este estudo foram pacientes com um diagndstico ou
suspeita de CPNPC, com amostras de sangue enviadas para NGS de ctDNA como parte de
sua rotina clinica. Este estudo n&o apresentava nenhum critério relativo ao tratamento. O teste
utilizado no estudo detecta variacées de um Unico nucleotideo em até 70 genes, fusdes em 6
genes e insercdo e delecbes em 3 genes. As coletas de sangue para a realizacdo do teste de
NGS ctDNA comercialmente disponivel foi realizada como indicado pelo oncologista. Variaveis
clinicas e resultados do sequenciamento de tumores sélidos foram determinados por revisdo de

prontuarios.
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O sequenciamento do ctDNA foi realizado para 112 amostras obtidas de 102 pacientes
no total, incluindo 100 pacientes com CPCNP avangado e dois pacientes com cancer de sitio
primario desconhecido. A maioria dos pacientes eram mulheres (68%) com adenocarcinoma
(81%) e doenga em estagio IV (96%).

A razdo mais comum para a solicitacdo do teste de NGS de ctDNA foi a deteccdo das
mutacBes alvos para 52 pacientes, dentre os quais, 27 pacientes nao tinham nenhuma terapia
prévia, 18 tratados com quimioterapia e 7 com imunoterapia. Outras razfes para solicitar o
teste de ctDNA incluem: deteccdo de mutacdes de resisténcia a terapia direcionada (36
pacientes), identificagdo de mutacdes acionaveis em pacientes com doenga progressiva (12
pacientes) e rastreamento de uma mutacéo identificada no tDNA para monitorar a resposta a
terapia (2 pacientes).

Enquanto a analise de ctDNA foi completada com sucesso para todas as 112 amostras
obtidas de 102 pacientes consecutivos, a NGS tecidual s6 pdde ser completada para 50
(49,0%) pacientes.

Dentre os 52 pacientes em que nao foi possivel analisar o DNA tecidual, os principais
motivos para a auséncia da amostra tecidual foram quantidade nao suficiente (n=24), biépsia
com dificuldade de acesso (n=12) e tecido ndo disponivel (n=9). Os demais motivos estdo
descritos na figura abaixo:

102 pacientes: ctDNA plasmatico analisado para
100 pacientes com CPNPC avangado e 2 pacientes
com cancer de sitio primario desconhecido

/\

52 pacientes: Apenas ctDNA

50 pacientes: Tecido e NGS ctDNA pareados . N L
Motivos para ndo realizacdo de NGS tDNA:

24 - Quantidade insuficiente

12 - Dificuldade de acesso
9 — Indisponibilidade de tecido
3 — teste de gene alvo
4 - Outros

Figura 12 — Motivos para auséncia de amostras teciduais
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Para identificar o potencial de agéo clinico do NGS ctDNA, todas as variantes detectadas
foram comparadas com a disponibilidade de terapias j& aprovadas pelo FDA, off-label ou
experimentais. A maioria dos pacientes (70%) poderia receber medicagcbes em pesquisa de
ensaio clinico, 56 (55%) pacientes tinham uma terapia direcionada off-label que poderia ser
usada, e 32 (31%) pacientes tinham uma terapia aprovada pela FDA disponivel. Em conjunto,
esses dados sugerem que a analise de ctDNA para pacientes CPNPC pode produzir resultados
com alta relevancia clinica, incluindo a deteccdo de muta¢des terapéuticas em EGFR, ALK e

outros genes.

Entre os 50 pacientes com tDNA e ctDNA combinados, 24 mutacbes de EGFR que
impactavam na pratica clinica foram detectadas em amostras de tDNA e 19 em ctDNA,
resultando em uma concordancia geral de 79%. A mutacéo de resisténcia ao EGFR T790M foi
identificada em 4 (8%) amostras de tDNA e 8 (16%) amostras de ctDNA. Dado que o intervalo
de tempo entre as coletas de tecido e de sangue para 0s pacientes variou de 0 a mais de 2
anos, o estudo avaliou se a evolugéo genética do tumor ao longo do tempo e sob influéncia da
terapia poderia levar a uma diminuicdo na concordancia quando o intervalo de tempo entre a

coleta de plasma e de tecido fosse maior.

A fim de amenizar este fator foi calculado a concordancia entre as variantes EGFR
detectadas em tDNA e ctDNA para intervalos de tempo <2 semanas, <2 meses, <6 meses e
superior a 6 meses, sendo encontradas as taxas de concordancia 100%, 92%, 94% e 60%,
respectivamente, estas foram significativamente correlacionadas com o tempo entre a biopsia

tecidual e a coleta de sangue (p=0,038).
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Concordancia de mutagées de EGFR detectaveis em tDNA e ctDNA em relacdo ao intervalo de tempo entre bidpsia tecidual e
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Figura 13 — Concordancia de mutagcdes de EGFR detectaveis ao longo do tempo apos
inicio do tratamento

Para os 98 pacientes com doenga metastatica, a sobrevida global mediana em
pacientes com mais de 3 variantes detectadas no plasma foi de 46 meses em relagcdo a 62
meses para aqueles com menos de 3 variantes, embora esse resultado ndo tenha alcancado
significAncia estatistica (p=0,09). A concentracdo média de cfDNA total extraido do plasma foi
significativamente maior em pacientes que morreram durante o periodo de estudo em relacéo
aos pacientes vivos (4,0 em relacdo a 1,6 ng/mL; p<0,001).

Concentragfes mais elevadas de cfDNA foram significativamente associadas com a
diminuicdo da sobrevida global do diagnostico metastatico, e uma concentracdo de DNA
superior a 3 ng/JL foi associada a uma sobrevida global mediana de 24 meses em relagéo a 46
meses (log-rank. p<0,01). Esse resultado permaneceu significativo quando ajustado para

idade, status de performance, status de mutacdo do EGFR e nimero de sitios metastaticos.
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Uso de ctDNA para prever a sobrevivéncia. A sobrevida do paciente foi calculada como o nimero de meses desde a
data do diagnostico metastatico, e entdo comparada as medidas do ctDNA (n = 98 pacientes com doenca
metastatica). (A) Curva de sobrevida de Kaplan Meier e teste de log-rank em torno de um limiar de = 3 mutacgdes.
(B) Curva de sobrevida de Kaplan Meier e teste de log-rank em torno de um limiar de = 3 ng / uL de cfDNA
detectado.

Figura 14 — Sobrevida global de acordo com quantidade de mutac¢fes e quantidade de
CtDNA.

O estudo conclui que mutacdes condutoras e de resisténcia podem ser detectadas pelo
NGS ctDNA, mesmo quando o tecido ndo esta disponivel, permitindo assim um diagnostico
mais preciso, melhor manejo do paciente e amostragem seriada para monitorar a progressao

da doenga e a evolugéo clonal.
601

Numero de mutagoes ctDNA
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Detecgdo de variantes no ctDNA. 275 mutagdes totais foram detectadas no ctDNA de 86 dos 102 pacientes. E mostrada aqui a

frequéncia de variantes por gene para as 219 variantes detectadas nos 16 genes mais comumente mutados.

Figura 15 — Deteccéo de variaveis identificadas no ctDNA por gene

4.6.3. Bias-corrected targeted next-generation sequencing for rapid, multiplexed
detection of actionable alterations in cell-free DNA from advanced lung cancer

patients

Este estudo realizou uma abordagem de NGS direcionada para a detec¢cdo de mutagdes e
rearranjos em cfDNA de 48 pacientes com CPNPC avancado tratados no Instituto do Cancer
Dana-Faber. Os pacientes tiveram o0 sangue coletado de maneira prospectiva (83).
Inicialmente, a metodologia foi validada utilizando DNA de linha celular, e ap6s utilizado no
cfDNA do plasma dos pacientes de CPNPC. Para comparacdo com este ensaio de NGS, a
ddPCR plasmatica foi realizada usando um ensaio estabelecido e validado para controle. O
painel NGS foi validado usando DNA gendmico de 14 linhas celulares independentes, com
alteracdes genéticas conhecidas, contendo 4 fusbes génicas, 19 mutacbes pontuais e duas
insercdes ou delecoes.

Os pacientes foram considerados elegiveis se tivessem CPNPC avancado com um
gendtipo tumoral conhecido, néo tratado ou progressivo. No instituto onde o estudo foi
realizado, a genotipagem do tumor é realizada como parte da rotina, usando ensaios de
genotipagem convencional (PCR) ou um painel de NGS quando disponivel. Neste estudo, o
plasma foi coletado antes do inicio da terapia para CPNPC avancado. Para este painel, foram
desenvolvidas sondas que abrangem partes de 11 genes conhecidos como sendo oncogénicos
no CPNPC. As regides de codificacdo selecionadas de 8 genes foram sequenciadas (KRAS,
EGFR, ALK, HER2, BRAF, NRAS, PIK3CA, MET e MEK1).

A sensibilidade da plataforma NGS foi estudada em 29 dos 48 pacientes conhecidos pela
genotipagem do tumor com as mutagdes do EGFR e KRAS testadas com ddPCR. Usando a
genotipagem do tumor como padréo ouro, 0 ddPCR do plasma teve uma sensibilidade de 86%,
enguanto a NGS teve uma sensibilidade de 79%, sem diferencas estatisticamente significativas
(p=0,43). Em ambos os métodos a sensibilidade foi aumentada com maior quantidade de

cfDNA. A fragcdo alélica do alelo mutante em cfDNA, calculada como o numero de leituras
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mutantes sobre leituras de tipos selvagens, foi correlacionada para NGS plasméatico e ddPCR
(Correlacéo de Pearson = 0,93; p<0,001). A detecgédo de mutacdes e rearranjos raros no cfDNA
foi estudada em 20 dos 48 pacientes com uma mutagdo KRAS e mutacdo PIK3CA. A NGS
plasmatica foi capaz de detectar 6 de 8 casos com rearranjos e 4 casos com mutacdes raras de
HER2 e EGFR. A sensibilidade nesta coorte foi de 75% (15/20).

Os oncogenes avaliados neste estudo sdo estabelecidos como n&o sobrepostos na
genotipagem do tumor e sdo, portanto, padrdes ouro para avaliacdo de falsos positivos. A
especificidade da plataforma NGS foi de 100% para estes genoétipos com 7 fatores, com taxa
de falso positivo de 0% (IC95%; 0 a 10%).

A deteccédo de mutacOes de resisténcia foi explorada em 15 dos 48 pacientes que tiveram
plasma coletado ap6s o desenvolvimento de resisténcia adquirida a um inibidor de tirosina
quinase. Dos 12 pacientes com resisténcia adquirida ao erlotinibe ou afatinibe, a NGS detectou
a mutacao T790M em 8 deles. Um dos 12 pacientes foi refratario ao erlotinibe e a afatinibe,
apesar de ter uma delecdo do éxon 19 de EGFR, o NGS tumoral identificou elevada
amplificacdo do MET. O NGS detectou de forma semelhante a amplificagdo do MET,

evidenciada por um aumento significativo nas copias de MET em comparagéo com o controle.

Em concluséo, o ensaio de NGS avaliado neste estudo foi desenvolvido e testado com
sucesso e, usando uma nova técnica de captura e andlise, pode detectar mutacbes e
rearranjos no plasma a partir de pacientes de CPNPC avancado. Esta abordagem de NGS
plasmatica detectou uma ampla gama de alteragcbes gendmicas no CPNPC, sem falsos
positivos, incluindo mutacdes complexas, como rearranjos e mutacdes inesperadas de

resisténcia.

4.6.4. Tracking the Evolution of Resistance to ALK Tyrosine Kinase Inhibitors

through Longitudinal Analysis of Circulating Tumor DNA

Este estudo avaliou 22 pacientes de CPNPC ALK+ que apresentaram resisténcia ao
tratamento com TKis relacionados a ALK para descrever a evolucao da resisténcia. Além disso,

foi realizada a concordancia do entre amostras plasmaticas e teciduais. Este estudo foi
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conduzido entre 2015 e 2017 em Massachusetts e o plasma foi coletado de 79 pacientes com
CPNCP metastatico e ALK-positivo recebendo tratamento com ALK TKis (84).

Os rearranjos ALK foram identificados por hibridacédo in situ fluorescente (FISH) (n = 7) ou
NGS via Foundation One (n = 3), OncoPanel (n = 1), ou um ensaio de fusédo solida (n = 1). Nos
10 pacientes restantes, o ALK foi avaliado utilizando a combinagéo de FISH e NGS (n = 9) ou
FISH e imuno-histoquimica (n = 1). As bibliotecas foram construidas utilizando o kit lllumina
TruSeq, enriquecido com um painel PanCancer do gene 566.

Primeiro foi avaliado a concordancia entre a genotipagem de tecidos e plasma para fusées
ALK, mutacbes ALK e alteragbes n&o-ALK. No total 20(91%) dos 22 pacientes foram
submetidos a bidpsia de um sitio resistente e 3 pacientes foram submetidos a biopsias em dois
momentos separados, com cada bidpsia representando progressao em um ALK TKI distinto.
Das 23 bidpsias, o tecido foi adequado para a andlise da NGS em 16 (70%) amostras obtidas
de 14 pacientes. Foram detectadas alteracdes do tipo fusdo do ALK no plasma de 19 (86%)
dos 22 pacientes. Dos 3 casos em que a fusdo néo foi detectada, um paciente teve progressao
de metastases intrapulmonares, enquanto 0s outros tiveram progressdo em outros 6rgaos,
além disso foi detectado EML4-ALK em 18 (94%) casos.

Mutacbes pontuais na ALK quinase foram identificadas em amostras de plasma de 11
(50%) pacientes, 5 dos quais tinham biépsias pareadas no momento da deteccdo de mutacao.
Em 8 de 11 casos, as mutagbes da ALK foram consideradas suficientes para mediar a

resisténcia ao TKI.

Todas as mutacfes de ALK detectadas no tecido também foram identificadas em amostras
de plasma correspondentes, e todas as mutacbes de ALK detectadas por plasma também
estavam presentes em bidpsias pareadas. No geral, houve 100% de concordancia entre as
mutacdes de ALK teciduais e plasmaticas detectadas quando amostras correlacionadas foram

avaliadas.

Como néo foram detectadas diferencas nas alteragfes teciduais nas amostras seriadas dos
3 pacientes que foram submetidos a mdultiplas bidpsias, a avaliacdo da concordéancia foi restrita
a uma bidpsia por individuo. Entre essas 14 bidpsias, foram identificadas muta¢es envolvendo

outros genes além do ALK em 7 (50%) amostras. O TP53 sofreu mutacdo em 5 (36%) bidpsias
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de resisténcia. Para 3 desses pacientes, a mutacdo TP53 estava presente no diagnéstico

inicial.

No geral, os dados confirmam que a genotipagem do plasma usando tecnologia NGS de
captura hibrida pode detectar com seguranca as fusfes de ALK e as mutacfes de resisténcia a
ALK em pacientes com CPNPC positivo para ALK.

4.6.5. Clinical Impact of Hybrid Capture-Based Next-Generation Sequencing on

Changes in Treatment Decisions in Lung Cancer

Este estudo retrospectivo avaliou 101 pacientes de CPNPC avanc¢ado tratados em Israel
entre 2011 e 2015, com objetivo de avaliar a contribuicdo da NGS para a tomada de decisdo
clinica e os impactos de sua aplicacdo na prética clinica, considerando também outros testes
diagnosticos realizados de acordo com as decis6es dos médicos (42). Os resultados dos testes
moleculares padrdes para mutacdes de EGFR e rearranjos de ALK foram negativos antes da
NGS em 80,2% (81 de 101) e 70,3% (71 de 101) dos pacientes, respectivamente. A NGS inicial
foi realizada em 15 pacientes devido a pouco material de bidpsia. Dos pacientes incluidos, 94%
foram diagnosticados em estadio Ill a IV.

A avaliacdo NGS foi realizada em amostras de tumores e em amostras de sangue,
utilizando uma abordagem de bidpsia liquida, caso a amostra de tecido estivesse esgotada. As
mutacBes de EGFR foram avaliadas com PCR em tempo real ou ensaios de NGS de espectro
estreito (NGS baseado em amplicon). Os rearranjos de ALK foram avaliados com imuno-

histoquimica ou FISH.

A NGS tecidual foi realizada em 82 pacientes (81,2%) e a NGS de bidpsia liquida em 19
(18,8%). Para o ensaio tecidual, amostras de bi6psia foram obtidas dos pulmdes de 40
pacientes e de metastases de 42 pacientes. Na analise inicial, pelo menos uma alteracdo
genética passivel de acdo foi detectada em 84 pacientes (83,2%), incluindo 73 dos 82
pacientes com NGS tecidual (89,0%) e em 11 dos 19 pacientes com NGS liquida (57,9%). Em
23 pacientes (22,8%), o NGS detectou 2 alteracdes genéticas passiveis de acdo e, em 6

pacientes (5,9%), detectou 3 ou mais alteracdes genéticas passiveis de acéo.

Os genes mais comuns com alteracdo estrutural ou mutacional envolvidos nas 121

alteracbes génicas detectadas em 101 pacientes foram os genes KRAS (18,2%), EGFR
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(16,5%), RET (7,4%), serina/treonina quinase 11 (STK11). (7,4%), ALK (6,6%), ERBB2 (5,8%)
e MET (5,8%). Na analise subsequente, as alteragcbes genéticas mais comuns em 101
pacientes foram mutagbes de EGFR (15%), rearranjos RET (9%), rearranjos ALK (8%) e
amplificagbes MET ou mutag8es do éxon 14 (6%).

Apés a avaliacdo com NGS, 43 pacientes (42,6%) receberam terapias alvo relacionadas a
respectiva mutacédo. Destes 43 pacientes, 6 foram excluidos da analise de impacto de decisao,
pois, optaram pela NGS antes do teste padrdo de EGFR/ALK e os resultados de NGS
detectaram EGFR/ALK alterado que poderiam ter sido identificados por testes padréo
previamente. Assim, o impacto exclusivo calculado do teste NGS p6s-PCR/FISH foi de 36,6%,
representando 37 de 101 pacientes que ndo poderiam ter sido detectados de outra forma.

O estudo demonstrou uma alta taxa de resultados falso-negativos de testes moleculares
padrédo (por exemplo, PCR e FISH) para mutacdes de EGFR e ALK, sendo esta de 15% (n =
15; com 12 desses pacientes [80%)] tratados com terapia direcionada apds NGS). Os
resultados sugerem que o uso amplo de NGS no cancer de pulmdo pode fornecer uma
alternativa para a tomada de decisdo terapéutica e que resultados negativos por testes
moleculares padréo (por exemplo, PCR e FISH) ndo devem impedir o teste NGS quando a
probabilidade de identificar uma mutacgéo alvo é elevada.
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4.7. Resumo dos Achados e Avaliacdo de Qualidade de Evidéncia

Tabela 9 — Resumo dos estudos incluidos, descrevendo comparador, principais resultados, conclusao e nivel de evidéncia

Populacéo digsaos?i?;o Nivel de Evidencia
Estudo estudada utilizado Comparador Resultados Concluséo (Oxford) / Grau de
(n) L Recomendacéo
(primario)
Estes dados
demonstram o
potencial da triagem
Sensibilidade = de mutacdo em
Sebastien C(PN~PC Bidpsia d £ SfSOAC)I q ICfE_)I_NA ustalggos
nao iOpsia de specificidade = onTorren
(Zcfﬁlir)aé%) fumantes) NGS cfDNA tecido 87% _ para a dete_cgéo de e
(n=106) Concordancia = uma série de
68% biomarcadores
tumorais em
pacientes com
cancer de pulmao.
Sensgglo;ioade ~ O estudo demonstra
e _ que os testes de
Especificidade = CtDNA fornecem
> 99.9999% informacgobes
Maria Pacientes o Concordancia complementares
Schwaederle com NGS ctDNA Bidpsia de (TP53) = 20.3% aquelas em °C/B
(2016) cancer tecido Concordancia biépsias de tecidos
(78) (n=168) (EGRF) = 70.3%

Concordancia
(PIK3CA) =
88.1%
Concordancia

e podem ser (teis
na determinacéo do
prognastico e
tratamento.
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Umberto
Malapelle
(2017) (75)

Aaron M.
Newman
(2014) (81)

Cloud P.
Paweletz
(2016) (83)

Victoria
Villaflor
(2016) (76)

Pacientes
com
cancer
(n=142)

CPNPC
(n=17)

CPNPC
(n=48)

CPNPC
(n=68)

NGS cfDNA

NGS ctDNA

NGS cfDNA

NGS ctDNA

Bidpsia de
tecido

PCR

PCR

Bibpsia de
tecido

(ERBB2) =

93.1%

Sensibilidade =

79%

Especificidade =

100%

Concordancia =

96.8%

Sensibilidade =

85%

Especificidade =

96%

Concordancia =

NA

Sensibilidade =

7%

Especificidade =

100%

Concordancia =

NA

Sensibilidade =

81%

Especificidade 2

99%

Concordancia =

71%

O ensaio detecta
mutacdes
relevantes no
cfDNA purificado do
soro e plasma de
pacientes com 0s
tumores mais
comumente
testados para
alteractes
moleculares
O CAPP-Seq
poderia ser aplicado
rotineiramente na
clinica para detectar
e monitorar diversas
malignidades,
facilitando assim a
terapia do cancer.
Plataformas de
sequenciamento
tem o potencial de
ser implementado
amplamente para o
atendimento do
paciente e auxiliar
no diagnéstico.

A andlise de ctDNA
€ uma primeira
escolha viavel
qguando a biépsia
tecidual é
insuficiente para a
genotipagem ou

2C/B

2B/B

2B/B

2B/B
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Richard B.
Lanman
(2015) (79)

Vincent
Plagnol
(2018) (71)

Maria C.
Schwaederlé
(2017) (74)

Pacientes
com
cancer
(n=165)

CPNPC
(n=242)
Saudaveis
(n=92)

CPNPC
(n=88)

NGS cfDNA

NGS ctDNA

NGS ctDNA

Biopsia de
tecido

PCR

Biopsia de
tecido

Sensibilidade =
85%
Especificidade =
99.6%
Concordancia =
Alta

Sensibilidade =
>92%
Especificidade =
99.9997%
Concordancia =
Alta

Sensibilidade =
63.5%
Especificidade =
76.7%
Concordancia =
70%

quando uma bidpsia
invasiva repetida
nao é possivel.

O sequenciamento
digital de DNA
derivado de plasma
€ indicado em
pacientes com
cancer avancado
para prevenir
bi6psias invasivas
repetidas quando a
biépsia inicial &
inadequada, ou
guando o cancer do
paciente progrediu
apesar do
tratamento.
Esta validacdo
analitica
demonstrou que o
teste é altamente
sensivel, especifico
e robusto e atende
aos requisitos
analiticos para
aplicacfes clinicas.
A realizacdo de
terapias
compativeis com as
alteracbes de
CtDNA
demonstraram uma
eficacia terapéutica
maior, sugerindo
utilidade clinica.

2B/B

2B/B

2B/B
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Ibiayi
Dagogo-

Jack (2018)

(84)

Anna
Belilovski
Rozenblum
(2016) (42)

Jeffrey C.
Thompson
(2016) (3)

CPNPC

(n=79) NGS ctDNA
CSSﬁﬁ;ge NGS de

(n=101) captura hibrida

CPNPC

(n=102) NGS ctDNA

Biopsia de
tecido

PCR

Biopsia de
tecido

Sensibilidade =
NA
Especificidade =
NA
Concordancia =
100%

Sensibilidade =
NA
Especificidade =
NA
Concordancia =
NA

Sensibilidade =
NA
Especificidade =
NA
Concordancia =
97.5%

A genotipagem
plasmatica por NGS
€ um meétodo eficaz

para detectar
fusdes de ALK e
mutacdes de ALK
em pacientes que
progrediram com
inibidores de
tirosina quinase.
O teste NGS
influenciou as
decisbes de
tratamento em
guase metade dos
pacientes com
adenocarcinoma de
pulmé&o e foi
associada a uma
taxa de resposta
global de 65%, o
que pode se
traduzir em um
beneficio de
sobrevida.

As mutacgdes
resistentes ao
tratamento
terapéutico podem
ser detectadas pelo
ctDNA NGS,
mesmo quando o
tecido néo esta
disponivel,
permitindo assim
um diagndéstico

2B/B

2B/B

2B/B
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Young
Kwang Chae
(2016) (77)

Yu Yao
(2016) (82)

Céancer de
pulméo
(n=29)

CPNPC
(n=39)

NGS cfDNA

NGS ctDNA

Bidpsia de
tecido

Bibpsia de
tecido

Sensibilidade =
59.1%
Especificidade =
94.8%
Concordancia =
>91%

Sensibilidade =
68.5%
Especificidade =
100 %
Concordancia =
78.21%

mais preciso,
melhor controle do
paciente.

Os resultados
indicam alta
especificidade e
concordancia
guando alteracoes
gendmicas estao
presentes ou
ausentes.

Os resultados
mostram que o
NGS ctDNA é uma
alternativa para
identificar o perfil de
mutacdes
relacionadas ao
cancer em
pacientes com
CPNPC avancado.

2B/B

2B/B
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este parecer técnico-cientifico teve como objetivo mostrar a importancia de um diagnéstico
molecular diferenciado, como o painel de NGS de ctDNA, no direcionamento da melhor terapia
oncologica de acordo com as mutacdes oncogénicas, as terapias aprovadas no Brasil com

indicacdo de bula e o guideline de recomendacéo internacional (NCCN) .

A bidpsia liquida tem demonstrado ser uma ferramenta promissora na melhora do manejo
dos pacientes com CPNPC, oferecendo uma alternativa quando o material tecidual é
insuficiente ou inviavel para os procedimentos padrdes, possibilitando auxiliar na escolha do

tratamento oncolégico (4,85).

O painel de NGS de ctDNA é recomendado para avaliacdo das mutacbes EGFR, ALK,
ROS-1 e BRAF pelo International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) (4).

Aprovacédo da indicacdo da terapia combinada de pembrolizumabe e quimioterapia para o
CPNPC independente da expressdo de PD-L1 na 1L é uma alternativa terapéutica para 0s
pacientes que ndo apresentam as mutagbes EGFR, ALK, ROS-1 e BRAF, segundo a
recomendacédo do guideline NCCN (2,52). O custo de tratamento mensal da terapia combinada
de pembrolizumabe e quimioterapia € de R$ 41.448,69 (CMED PF 18). Avaliacdo das
mutacBes oncogénicas pode direcionar os pacientes as terapias alvos e possivelmente reduzir

o custo com a 1L de tratamento, conforme demonstrado na analise econdémica.

Na perspectiva do SSS, o presente documento demonstrou que painel de NGS de ctDNA
pode ser uma alternativa dominante (maior efetividade e menor custo) em relacdo ao teste
de EGFR por ctDNA. A economia de —R$ 4 mil por paciente provém do menor direcionamento
a imunoterapia na primeira linha. A maior efetividade provém do ganho terapéutico com o
direcionamento correto dos pacientes com mutacbes oncogénicas a suas terapias alvos
correspondentes. Ha evidéncias que pacientes com mutacdo no EGFR ou ALK apresentam

baixa resposta a imunoterapia (66).

O custo do teste de NGS ctDNA representa aproximadamente 1,04% do custo total do

paciente na primeira linha de tratamento em 1 ano.
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Na andlise de impacto orcamentério, estima-se uma economia de aproximadamente R$
153 mil no primeiro ano e R$ 789 mil no quinto ano, resultando em uma economia acumulada

de R$ 2,3 milhdes em cinco anos.

Considerando que o painel de NGS de ctDNA pode atender uma necessidade médica nao
atendida e melhorar o direcionamento terapéutico desses pacientes com maior beneficio clinico
e economia consideravel nos custos no tratamento da 1L, € solicitada a incorporagdo da do
painel de NGS de ctDNA no diagnostico dos pacientes com Céancer de Pulmao de Nao
Pequenas Células metastatico e ndo-escamoso quando o material tecidual é insuficiente para

avaliacdo das mutagdes oncogénicas.
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