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INTRODUÇÃO

O diagnóstico molecular teve um crescimento 
sem precedentes nas últimas duas décadas de-
vido aos avanços significativos na investigação 
em cancro, o que promoveu uma melhor com-
preensão da patogénese molecular de muitos 
tipos de tumores. Por esse motivo, a forma de 
tratamento dos doentes com cancro tem vindo a 
revolucionar -se, e inclui a incorporação da ava-
liação de biomarcadores moleculares para diag-
nóstico e prognóstico, seleção de terapias dirigi-
das, monitorização de doenças, na prevenção e 
na sua deteção precoce1.

O carcinoma de pulmão permanece como uma 
importante causa de mortalidade relacionada com 
o cancro em todo o mundo. Tradicionalmente, a 
classificação do cancro do pulmão tem por base 
a distinção morfológica entre carcinoma de pul-
mão de pequenas células (CPPC) e carcinoma 
de pulmão de não pequenas células (CPNPC), 
este último abrangendo a maioria das lesões 
malignas do pulmão (aproximadamente 85%). A 
identificação de marcadores moleculares para 
terapias dirigidas avançou rapidamente na última 
década, especialmente no CPNPC. Existe um 

desafio diário na prática clínica para entender que 
pacientes beneficiarão mais de qual regime tera-
pêutico. Atualmente, as recomendações em can-
cro do pulmão para decisões de tratamento têm 
por base o estadio tumoral, estado geral do pa-
ciente, achados histológicos e, para pacientes 
em fase avançada da doença, a presença de 
alterações genéticas do tumor2 -4.

IMPORTÂNCIA DO DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR NA PRÁTICA CLÍNICA

Um dos melhores exemplos do início de uma 
nova era na medicina de precisão em cancro do 
pulmão foi descrito pela primeira vez em 2004, 
onde a presença de mutações activadoras no 
recetor do fator de crescimento epidérmico 
(EGFR) predizem a resposta à terapia com os 
inibidores da tirosina cinase (TKI) direcionados 
ao EGFR, nomeadamente inibidores de primeira 
geração como o erlotinib e o gefitinib. Estas mu-
tações somáticas ocorrem entre os exões 18 e 
21, e localizam -se na sua maioria no exão 19 
(deleções) e exão 21 (mutações pontuais, no-
meadamente a L858R) no domínio da tirosina 
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cinase5 -9. O EGFR é o segundo oncogene mais 
frequentemente mutado no adenocarcinoma de 
pulmão, e com maior incidência na população 
asiática e em não fumadores. Em contraste, mu-
tações no gene kristen rat sarcoma (KRAS) são 
as mais comuns em cancro do pulmão, e são 
frequentemente observadas em adenocarcino-
mas e em fumadores (constituindo cerca de 25% 
dos pacientes com CPNPC). No entanto, a pre-
sença de mutações neste gene, identifica pacien-
tes que não irão beneficiar da terapia com os TKIs 
do EGFR, até ao presente momento10 -14.

A ocorrência de mutações não constitui o único 
mecanismo molecular promotor do cancro do 
pulmão. A sobreexpressão de oncogenes também 
pode resultar da ativação de genes através de 
rearranjos cromossómicos. Foi no ano de 2007, 
que rearranjos envolvendo o gene da cinase do 
linfoma anaplásico (ALK) foram descritos pela 
primeira vez como um potencial alvo terapêutico 
em adenocarcinomas de pulmão com o inibidor 
da cinase oral, o crizotinib, e que, inicialmente, 
entrou em ensaios clínicos como inibidor do MET, 
para doentes com mutações ativadoras ou com 
amplificação do gene MET3,15. O rearranjo mais 
comum no gene ALK é uma inversão no cromos-
soma 2, inv[2] (p21p23), resultando na fusão do 
domínio cinase do ALK com o gene EML4 e a sua 
região promotora. Os pontos de quebra que ocor-
rem no gene EML4 podem ser variáveis, no en-
tanto, no caso do gene ALK, estes ocorrem quase 
sempre no exão 2016,17. Deste facto, resultam 
múltiplas variantes do gene de fusão EML4 -ALK, 
sendo conhecidas até ao momento 15 varian-
tes17,18. Além do gene EML4 existem ainda outros 
parceiros de translocação com o ALK menos co-
nhecidos. Mais tarde, rearranjos no gene da tiro-
sina cinase do recetor c -ros oncogene 1 (ROS1) 
provaram também constituir um alvo terapêutico 
potencial com a administração de inibidores do 

ALK em adenocarcinomas de pulmão. A homolo-
gia do local de ligação do crizotinib nos domínios 
tirosina -cinase do ROS1 e do ALK é responsável 
por isso. Inúmeros parceiros de fusão com o 
ROS1 foram identificados, sendo que os mais 
comuns incluem genes como: CD74, SLC34A2, 
CCDC6 e FIG. O ponto de quebra ocorre na ex-
tremidade 5’ dos exões 32, 34, 35 ou 36, ficando 
restrito ao domínio da cinase. A presença de rear-
ranjos envolvendo os genes ALK ou ROS1 foram 
aprovados na prática clínica, tornando -se biomar-
cadores fundamentais para o tratamento em can-
cro do pulmão. Os rearranjos nesses genes são 
raros, representando menos de 5% dos tumores 
pulmonares e quase exclusivamente observados 
em adenocarcinomas2,19 -22.

Independentemente dos avanços que resul-
tam do uso de terapias dirigidas, todos os pacien-
tes com CPNPC acabam por desenvolver resis-
tência e progressão da doença. Os inibidores de 
segunda e terceira geração foram projetados para 
ter uma inibição mais eficaz do EGFR e prevenir 
o desenvolvimento de resistência adquirida ou 
superar a mesma, em doentes previamente tra-
tados23 -25. Encontra -se já bem estabelecido que 
em mais de 50% dos casos o mecanismo de 
resistência aos inibidores do EGFR resulta da 
aquisição da mutação T790M no exão 20 do gene 
EGFR. A presença da mutação T790M reduz a 
eficácia dos inibidores do EGFR de primeira ge-
ração, no entanto, inibidores de terceira geração 
(osimertinib) foram recentemente aprovados para 
superar essa mutação de resistência, possibili-
tando uma mudança na estratégia terapêutica26 -31. 
Adicionalmente, e ao contrário da maioria das 
mutações activadoras que ocorrem no EGFR, a 
ocorrência de inserções no exão 20 deste gene 
estão também associadas a uma não resposta 
aos TKIs2,32,33. A mutação p.A763_Y764insFQEA 
constitui uma rara exceção, estando associada 
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a doentes que vão beneficiar do tratamento com 
TKIs do EGFR33. Neste sentido, é fundamental 
ter conhecimento da alteração molecular especí-
fica presente para uma melhor orientação tera-
pêutica. Floc’h et al. demonstraram recentemente 
o potencial efeito anti -tumoral do osimertinib em 
linhas celulares de pulmão geneticamente modi-
ficadas. Decorre atualmente um ensaio clínico de 
fase II para avaliar este fármaco como um poten-
cial agente para o tratamento de doentes CPNPC 
com inserções no exão 20 do gene EGFR 
(NCT03414814)32,34,35.

A introdução da biópsia líquida na prática clí-
nica em cancro do pulmão, através do estudo de 
ADN livre em circulação (cfDNA), traduziu -se na 
estratégia ideal para monitorização da resposta 
ao tratamento e deteção atempada do início dos 
mecanismos de resistência, nomeadamente, na 
identificação da mutação de resistência T790M. 
A possibilidade de identificar mecanismos de re-
sistência durante o tratamento pode ajudar a 
identificar a progressão da doença mais cedo e, 
deste modo, melhorar a personalização do trata-
mento destes doentes36,37.

O maior conhecimento dos mecanismos da 
farmacoterapia e a evolução da resistência mo-
lecular, levou a um incremento da lista de altera-
ções genéticas associadas a um fármaco espe-
cífico e, por isso, tornou -se uma parte crítica do 
processo de seleção de pacientes para o trata-
mento adequado. Desta forma, é possível uma 
maximização dos efeitos terapêuticos e aumento 
da sobrevivência geral no tratamento de doentes 
com cancro do pulmão, que dependem da pre-
sença ou ausência de alterações moleculares 
críticas10,38 -40. Essa evolução encontra -se refletida 
nas recomendações, recentemente atualizadas, 
do Colégio Americano de Patologistas (CAP), 
Associação Internacional para o Estudo do Can-
cro de Pulmão (IASLC) e Associação de Patologia 

Molecular (AMP), onde o teste molecular em can-
cro de pulmão deve incluir o estudo de genes 
indispensáveis, EGFR, ALK e ROS1, mas que 
recomenda o uso de painéis multiplexados de 
sequenciação genética com a inclusão de um 
conjunto de potenciais alvos terapêuticos, no-
meadamente, os genes BRAF, RET, ERBB2 
(HER2), KRAS e MET, permitindo assim identifi-
car outras possíveis opções de tratamento40. 
Atualmente, estes genes têm alterações molecu-
lares bem conhecidas e específicas (como mu-
tações, rearranjos e amplificações) com uma 
correlação com agentes terapêuticos específicos 
em CPNPC10,38,41 -43. Um exemplo é o estudo do 
gene BRAF, atualmente requerido em vários paí-
ses após a aprovação dos inibidores do BRAF e 
MEK, para doentes com CPNPC que apresentem 
a mutação V600 no gene BRAF. De realçar que 
outras mutações, não localizadas no aminoácido 
600, são observadas em CPNPC, e cujo impacto 
clínico ainda não se encontra bem elucidado2,40,43. 
A inclusão do estudo do gene NTRK (1, 2 ou 3) 
é também recomendada após a aprovação na 
prática clínica dos fármacos larotrectinib e entrec-
tinib, em doentes oncológicos com a presença 
de rearranjos envolvendo este gene2,44,45.

Mais recentemente, estratégias de regulação 
do sistema imunitário, através da imunoterapia, 
demonstraram uma atividade anti -tumoral signi-
ficativa e promissora numa variedade de tumores 
sólidos46. No CPNPC, os inibidores da via PD -1 
(proteína de morte celular programada 1) e seus 
ligandos (PD -Ls), entraram na prática clínica ao 
demonstrarem um benefício superior comparati-
vamente à quimioterapia convencional em doen-
tes previamente tratados47,48. Os avanços neste 
âmbito demonstraram uma correlação entre a 
expressão do PD -L1 em células tumorais e o 
benefício clínico com agentes anti -PD -1 ou PD-
-L1. Um exemplo foi a aprovação do pembrolizu-
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mab, no tratamento de pacientes recentemente 
diagnosticados com CPNPC avançado, com ex-
pressão ≥50% e ≥1% do PD -L1, como terapia de 
primeira ou segunda linha, respetivamente. Con-
trariamente, os inibidores nivolumab e atezolizu-
mab, não requerem teste do PD -L1 para admi-
nistração numa segunda linha terapêutica43,48 -51.

O valor preditivo da expressão do PD -L1 é, 
no entanto, limitado. Menos de metade dos pa-
cientes selecionados com este biomarcador apre-
senta benefício ao tratamento, além de que, em 
cerca de 10% dos pacientes com expressão PD-
-L1 negativa, observa -se algum benefício com a 
imunoterapia. Biomarcadores alternativos para 
uma melhor seleção dos pacientes que vão be-
neficiar com a imunoterapia têm sido estudados, 
entre eles, a determinação da carga mutacional 
do tumor (Tumor Mutational Burden – TMB), que 
se demonstrou, num ensaio clínico prospetivo, 
como sendo um biomarcador importante, inde-
pendente do nível de expressão PD -L1 do tumor, 
em CPNPC avançado43,52.

CONSIDERAÇÕES METODOLÓGICAS

Um fator crucial na terapia personalizada é o 
desafio de ter um diagnóstico preciso, rápido e 
confiável. Uma variedade de tecnologias com 
base no estudo de ácidos nucleicos foram desen-
volvidas e utilizadas para a deteção de alterações 
genéticas, epigenéticas e de expressão génica 
em laboratórios de diagnóstico molecular. É fun-
damental ter em consideração as abordagens 
disponíveis e as vantagens e desvantagens de 
cada método, incluindo o desempenho em termos 
de sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade 
e tempo de resposta. A escolha de um método 
molecular deve considerar a multiplicidade de 
diferentes classes de alterações genómicas que 

possam ocorrer (variantes de sequência e varian-
tes estruturais) cuja identificação seja basilar, e 
que, na rotina diagnóstica o estudo dos biomar-
cadores é efetuado na sua maioria em material 
tumoral, geralmente, tecidos fixados em formalina 
neutra tamponada e incluídos em parafina 
(FFPE)1,38,53. Hoje em dia, a análise por sequen-
ciação de ADN e metodologias com base em 
Polimerase chain reaction (PCR) constituem os 
métodos mais frequentemente utilizados para 
determinar o perfil mutacional de uma amostra 
tumoral41.

Historicamente, a sequenciação direta pelo 
método de Sanger tem sido considerado como o 
método gold -standard para a deteção de muta-
ções somáticas em amostras tumorais. Capaz de 
identificar todas as mutações possíveis num exão 
(desde substituições de base, pequenas inser-
ções e deleções) esta metodologia possui, no 
entanto, uma sensibilidade limitada perante um 
baixo número de células tumorais, particularmen-
te, em amostras limitadas como são a maioria 
das amostras pulmonares. De acordo com a nos-
sa experiência, uma percentagem de pelo menos 
20% de células tumorais é necessária para uma 
deteção reprodutível dos alelos mutados (presen-
tes em cerca de 10% se mutação estiver em 
heterozigotia). De referir, que quando se estabe-
leceu a importância da deteção de mutações no 
gene EGFR para orientação terapêutica, o estudo 
molecular tinha por base a sequenciação direta 
dos exões 18 ao 21, previamente amplificados 
por PCR3,54,55.

Tendo em conta a sensibilidade analítica com-
parativamente baixa da sequenciação de Sanger, 
várias outras plataformas metodológicas foram 
desenvolvidas, geralmente de fácil automatiza-
ção, e que se tornaram mais promissoras para 
uso em larga escala e com alto rendimento em 
testes de diagnóstico. Técnicas de High Resolu-
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tion Melting, PCR em Tempo -Real, Restriction 
Fragment Length Polymorfism (PCR – RFLP), 
Amplification Refractory Mutation System (ARMS) 
e Pirosequenciação constituem alguns exemplos 
e cujas sensibilidades se enquadram num inter-
valo de 1% a 20% de células tumorais55 -59. Con-
tudo, apesar de constituírem alternativas meto-
dológicas mais simples, com grande sensibilidade 
analítica e tendencialmente menos morosas 
comparativamente às metodologias desenvolvi-
das pelos próprios laboratórios, possuíam como 
principais limitações, custos tipicamente mais 
elevados e o facto de se encontrarem, geralmen-
te, restritos à deteção apenas das principais mu-
tações activadoras no(s) gene(s) em estudo, 
implicando a perda de deteção de alterações 
raras3,54.

No que se relaciona com o estudo de rearran-
jos genómicos, a hibridação in situ por fluores-
cência (FISH) surge, tradicionalmente, como o 
método de referência para a identificação de 
translocações no gene ALK, e mais tarde, no gene 
ROS1. A técnica de FISH para o estudo de trans-
locações consiste na utilização de duas sondas, 
conjugadas com uma molécula fluorescente para 
a sua deteção, e que tem por base uma estragé-
gia de separação de sinal (break-apart).60. Apesar 
de alguma melhoria no desenvolvimento de son-
das, que permitem a identificação de alguns par-
ceiros de fusão, em muitos outros casos não é 
possível identificar qual o parceiro presente na 
fusão, e nem a variante presente na translocação. 
Por outro lado, este método apesar de se de-
monstrar robusto para amostras FFPE, requer 
recursos especializados (microscópio de fluores-
cência, espaço de laboratório protegido pela luz) 
e pessoal altamente treinado.

A imunohistoquímica (IHC) surge como um 
método alternativo tecnicamente mais fácil, de 
baixo custo e rápido tempo de resposta, a consi-

derar numa triagem, com posterior confirmação 
por FISH de casos considerados borderline. Esta 
técnica é, no entanto, bastante sensível a fatores 
pré -analíticos (nomeadamente, a fixação do te-
cido, artefactos de esmagamento e necrose), 
fatores analíticos (como sensibilidade do clone 
do anticorpo utilizado, otimização do protocolo 
pelos diferentes laboratórios com utilização de 
diferentes plataformas e reprodutibilidade da téc-
nica), e fatores pós -analíticos (relacionados com 
a variabilidade inter -observador na avaliação e a 
definição de valores de cut -off). Os diversos mé-
todos de IHQ permitem detetar a presença de 
fusões envolvendo o gene ALK ou ROS1, inde-
pendentemente, de qual o parceiro. Desta forma, 
para a identificação específica do parceiro de 
translocação são necessárias outras técnicas, de 
que são exemplo, o PCR Multiplex com transcrip-
tase reversa (RT -PCR) e metodologias de se-
quenciação de nova geração (Next Generation 
Sequencing – NGS).

De realçar que, atualmente, de acordo com 
as orientações publicadas pela CAP, IASLC e 
AMP, assim como pela Food and Drug Adminis-
tration (FDA), o FISH e a IHQ constituem os mé-
todos de referência para a pesquisa de translo-
cações no gene ALK/ROS1. Estas orientações 
referem também que amostras com discrepâncias 
nos resultados, tanto por FISH como por IHQ, 
devem ser testados novamente por um outro 
método validado, tal como RT -PCR ou NGS40,61. 
Todos estes procedimentos requerem o controlo 
de qualidade nos parâmetros pré -analíticos, as-
sim como, o controlo da celularidade tumoral e 
da qualidade dos ácidos nucleicos isolados62.

A rápida evolução das recomendações de que 
biomarcadores devem ser testados, apenas se 
tornou possível pelos avanços a nível tecnológico, 
nomeadamente, na tecnologia de sequenciação. 
Através da tecnologia de NGS, o processo de 
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análise do perfil de alterações genéticas em can-
cro ficou facilitado. Com o emergir destas tecno-
logias, surgiu um grande potencial para aplicação 
da NGS na gestão de doenças e tratamento, 
aconselhamento genético e avaliação de risco. 
Numa perspetiva clínica, esta tecnologia veio 
revolucionar o diagnóstico molecular de tumores 
sólidos e redefinir o futuro da medicina persona-
lizada, fundamentalmente, pelo melhor conheci-
mento da biologia dos tumores63,64.

A utilização de NGS é um exemplo de uma 
metodologia capaz de detetar mutações em per-
centagens alélicas ínfimas e que quantifica os 
alelos mutantes presentes num ambiente de ale-
los wild -type. Para além das mutações, no mesmo 
ensaio, permite identificar fusões envolvendo 
genes conhecidos e, por vezes, com genes par-
ceiros ainda não descritos. Apesar de, até ao 
momento, não existir nenhum método baseado 
em NGS aprovado pela FDA como primeira linha 
para a determinação do status do ALK e ROS1, 
esta metodologia tem alterado a área do diag-
nóstico molecular dramaticamente, sendo já es-
peculado que os testes com base em NGS se 
tornarão métodos de primeira linha para a iden-
tificação de rearranjos, em conjunto com a iden-
tificação de muitas outras alterações genéticas, 
em cancro do pulmão40,61. Contudo, a sua aplica-
bilidade a nível diagnóstico na deteção de alte-
rações genéticas somáticas carece de validação, 
crucial em laboratórios acreditados.

Em 2013 publicámos o primeiro estudo em 
Portugal que resultou na validação e implemen-
tação de uma estratégia de diagnóstico molecular 
através de NGS para a identificação de mutações 
nos genes BRCA1 e BRCA2 em doentes com 
carcinoma da mama/ovário hereditário65. O maior 
conhecimento da metodologia e formação técni-
ca, a necessidade de acompanhar os avanços 
ao nível da medicina de precisão em cancro do 

pulmão, bem como, a importância em manter um 
diagnóstico preciso, económico e célere culmi-
nou, mais tarde, na implementação e validação 
de uma estratégia de diagnóstico molecular eficaz 
em amostras tumorais em doentes com cancro 
do pulmão, deixando de fazer sentido o estudo 
sequencial EGFR -ALK -ROS1 que até então pre-
valecia como a melhor abordagem molecular.

A implementação de metodologias de NGS na 
patologia molecular demonstrou vantagens, mas 
também alguns desafios. A adoção de um painel 
combinado, que vise o estudo de ADN e ARN, 
tem o potencial de oferecer uma melhor com-
preensão do perfil molecular deste tipo de tumo-
res. Por sua vez, os custos associados podem 
ser elevados, mas com um planeamento do con-
junto de genes e tipos de alterações a estudar 
(mutações, rearranjos e/ou amplificações), asso-
ciado a um aumento do número de casos a se-
quenciar num mesmo ensaio, resultam numa 
relação custo -benefício satisfatória. Geralmente, 
o estudo molecular está direcionado para um 
conjunto de genes descritos com importância 
terapêutica, devendo incluir diferentes aborda-
gens através de painéis mais específicos e outros 
mais abrangentes, de forma a responder às ne-
cessidades da prática clínica. Em contraste com 
um passado que impunha um algoritmo: estudo 
do EGFR, se negativo ALK, se por sua vez nega-
tivo ROS1, hoje, podemos estudar simultanea-
mente não só estes três genes, como também, 
incluir outros alvos terapêuticos não só para uma 
primeira linha de tratamento, mas também, para 
eventuais segundas linhas terapêuticas. Por outro 
lado, aliada à alta sensibilidade analítica, o facto 
de esta metodologia requerer uma baixa quanti-
dade de material genético (ADN e/ou ARN) para 
o estudo molecular, torna -se bastante vantajosa, 
especialmente, em amostras de cancro de pulmão 
que são na sua maioria diminutas, e que pela sua 
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natureza (representativamente tecidos FFPE), 
possuem muitas vezes ADN/ARN altamente frag-
mentado. Questões como a “ausência de mate-
rial” eram frequentes com o algoritmo passado 
que obrigava à realização de cortes histológicos 
em diferentes tempos, com um desmedido gasto 
de material biológico. Com esta evolução, além 
de um diagnóstico mais abrangente e mais célere 
é visível a poupança de material biológico. Por 
sua vez, a fase final de análise de dados bioin-
formáticos representa uma fase desafiante, es-
pecialmente na contextualização dos achados 
moleculares, nomeadamente, no que se relaciona 
com a relevância clínica de mutações raras que, 
comummente, não se encontra bem estabelecida. 
Em 2017 foram publicadas guidelines de consen-
so por um conjunto de especialistas da AMP, 
Sociedade Americana de Oncologia Clínica 
(ASCO) e CAP, para uma melhor orientação na 
interpretação e categorização das variantes ge-
néticas identificadas em cancro66.

A análise de cfDNA apenas se tornou possível 
com o desenvolvimento de metodologias alta-
mente sensíveis. Os principais métodos utilizados 
na rotina diagnóstica incluem metodologias com 
base em PCR digital e NGS. A tecnologia de PCR 
digital é dirigida para uma alteração genética em 
específico. Ao permitir uma quantificação abso-
luta através da compartimentação do ADN em 
20,000 poços, possibilita a deteção de frações 
alélicas a níveis de sensibilidade consideravel-
mente altos (até 0,001%). Sendo direcionada 
para uma determinada alteração em específico, 
é essencialmente utilizada para a deteção da 
mutação de resistência T790M no EGFR. Por sua 
vez, o uso de metodologias como o NGS na bióp-
sia líquida, permitem uma visão mais ampla da 
dinâmica tumoral, permitindo descobrir variantes 
menos frequentes, mas com potencial terapêuti-
co, nomeadamente, novos mecanismos de resis-

tência adquirida a terapias dirigidas. Um exemplo, 
é a identificação de mutações secundárias nos 
genes ALK ou ROS1, frequente mecanismo de 
resistência adquirida aos inibidores do ALK36,67,68. 
Em reconhecimento à sensibilidade limitada dos 
testes em cfDNA (60% a 70%) comparativamente 
aos realizados em tecido, a especificidade é ele-
vada (90 a 100%). A ausência de uma mutação 
específica, não detetada no cfDNA, não exclui a 
possibilidade de essa mutação estar presente no 
tecido tumoral, desta forma, perante um resultado 
negativo no cfDNA, a biópsia do tecido deve ser 
convenientemente considerada36,38,40.

Os avanços decorrentes da Imunoterapia de-
monstraram o valor preditivo da expressão de 
PD -L1. O estudo IHQ é considerado o método de 
referência para a avaliação da expressão de PD-
-L1. Esta avaliação tem por base a percentagem 
de células neoplásicas com expressão membra-
nar de PD -L1, que se traduz na percentagem de 
células tumorais viáveis que mostram marcação 
parcial ou completa da membrana, independen-
temente, da intensidade da marcação (os níveis 
de expressão podem variar de 0% a 100%)41. 
Atualmente, existe uma variedade de métodos 
de IHQ disponíveis comercialmente, e que são 
determinados pelo clone de anticorpo seleciona-
do para detetar a presença da proteína PD -L1. É 
de salientar que diferentes clones de anticorpos 
terão como alvo diferentes epítopos, e que, dife-
rentes plataformas também demonstram diferen-
ças de marcação. O anticorpo 22C3 desenvolvido 
pela Dako, e o único aprovado pela FDA para a 
imuno -coloração de PD -L1 para a imunoterapia 
com pembrolizumab. Ilie et al. demonstraram a 
importância em estabelecer uma padronização 
dos protocolos para deteção da expressão de 
PD -L1 nas diversas plataformas disponíveis, que 
aliada a uma validação apropriada e cuidadosa 
por parte do laboratório, permite obter resultados 
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fidedignos e comparáveis com diferentes plata-
formas de marcação69 -72.

TIPOS E REQUISITOS DAS AMOSTRAS

Em pacientes com carcinoma avançado de 
pulmão, pequenas biópsias ou amostras de ci-
tologia são frequentemente o único material dis-
ponível para diagnóstico patológico e para os 
testes moleculares, além de que, a percentagem 
de células neoplásicas é frequentemente baixa 
e cujo enriquecimento tumoral pode ser comple-
xo ou até mesmo inexequível. Pela importância 
do estudo molecular na gestão terapêutica des-
tes doentes, um dos grandes desafios passa pela 
otimização do processo de diagnóstico anatomo-
patológico e análise molecular, de forma a ga-
rantir um uso preciso e racional do material. Nos 
últimos anos têm sido publicadas recomenda-
ções para a prática de patologia molecular em 
pulmão na tentativa de otimizar o processo de 
diagnóstico à medida que a tecnologia, o conhe-
cimento científico e a prática clínica evoluem, 
onde se salienta a importância em preservar o 
material para estudo molecular e no esforço que 
deve ser tido em consideração por forma a mi-
nimizar a sua utilização2,40,54,73.

Se fizermos um exercício de memória, rapi-
damente nos lembramos que em qualquer labo-
ratório de anatomia patológica existem protocolos 
que preconizam a obtenção de mais que uma 
lâmina aquando do corte dos blocos parafinados, 
são exemplo, protocolos para biópsias do fígado. 
Desta forma, o técnico não só economiza tempo, 
mas também material. Neste sentido, podemos 
perguntar se existe a mesma rotina para os casos 
com suspeita de neoplasia do pulmão. É perti-
nente fazer esta pergunta, uma vez que se a 
resposta for um “sim”, então estaremos perante 

um serviço que planeou qual ou quais os anticor-
pos que quererá utilizar para classificar aquela 
lesão e, acima de tudo economizou material bio-
lógico que poderá seguir para estudos molecula-
res subsequentes. Também sabemos que, em 
certas situações, de facto o material é extrema-
mente escasso e, para agravar a situação, por 
diversas razões o clínico não poderá repetir a 
biópsia. Neste tipo de situação, existem dois ce-
nários possíveis: (I) o laboratório tem procedi-
mentos devidamente validados para recorrer a 
material utilizado no diagnóstico anatomopatoló-
gico, como lâminas de arquivo coradas; ou (II) 
recorrer à biópsia líquida, que nestas situações 
tem -se demonstrado extremamente relevante, de 
acordo com a nossa experiência.

No que respeita à seleção de casos, atual-
mente todos os adenocarcinomas do pulmão, 
tumores mistos com um componente de adeno-
carcinoma, ou amostras pequenas onde o com-
ponente de adenocarcinoma não possa ser ex-
cluído, devem ser encaminhadas para análise 
molecular. Amostras citológicas são também 
adequadas para estudo molecular, sendo prefe-
ríveis as preparações do tipo citobloco (cell -block) 
em detrimento de esfregaços citológicos. Amos-
tras provenientes de tecido ósseo, como metás-
tases, podem ser problemáticas, uma vez que as 
soluções descalcificantes ácidas causam a frag-
mentação extensiva do ADN/ARN16,40. A escolha 
entre lesão primária versus lesão metastática é 
primeiramente ditada pela qualidade da amostra 
(conteúdo tumoral e preservação), apesar de que, 
o local mais recente de metástase deve ser ava-
liado no caso de progressão após tratamento com 
inibidores de tirosina cinase.

A avaliação do conteúdo tumoral na amostra 
constitui um passo crucial para o estudo molecu-
lar. A proporção de quantidade tumoral deve ser 
documentada e, quando justificável, a área que 
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contenha a maior proporção de tumor deve ser 
demarcada na lâmina. O objetivo desta avaliação 
inicial é enriquecer e concentrar o mais possível 
a quantidade de células tumorais, que podem 
posteriormente ser isoladas, através da macro-
disseção. A avaliação morfológica deve documen-
tar também a presença de material mucinoso, 
necrótico, pigmentos e hemoglobina, pois estes 
podem inibir a reação de PCR. Apesar de a dis-
ponibilidade limitada de tecido ser uma questão 
importante, fatores pré -analíticos como a fixação, 
processamento, armazenamento por longo tempo 
em condições adversas, têm um grande impacto 
na integridade dos ácidos nucleicos do tumor. Por 
exemplo, durante o processamento histológico, 
a fixação inadequada e o pH baixo da formalina 
podem induzir a degradação e fragmentação do 
ADN/ARN, o que pode afetar substancialmente 
a obtenção de um resultado molecular16.
RELATÓRIO, VALIDAÇÃO DE TESTES  
E GARANTIA DA QUALIDADE

O relatório é uma parte essencial de qualquer 
teste de laboratório e deve por isso conter toda a 
informação necessária para que o médico requi-
sitante, bem como, o paciente saiba exatamente 
que estudo foi realizado e qual o seu resultado. 
Os relatórios de patologia molecular devem incluir 
informação do paciente, do material biológico uti-
lizado para a análise, da entidade requisitante do 
exame, descrição do método molecular utilizado 
(incluindo genes/exões estudados, sensibilidade 
e especificidade analítica), limitações do próprio 
método, resultados do teste, uma contextualiza-
ção dos achados moleculares, bem como, comen-
tário de algum aspeto pré -analítico, analítico ou 
pós -analítico, que possa influenciar a interpreta-
ção clínica dos resultados10,66. Este deve conter 
uma linguagem clara, simples e direta, sem incluir 
quaisquer informações dúbias.

Cada laboratório de Patologia molecular deve 
garantir o desempenho dos seus exames com a 
maior qualidade possível, validando os seus pro-
cedimentos e participando em programas de con-
trolo de qualidade. É fundamental garantir que os 
resultados são corretamente interpretados e o 
diagnóstico molecular efetuado com o rigor exi-
gido. A participação em testes de proficiência, 
permite uma melhoria na validação dos procedi-
mentos técnicos, minimizando, a ocorrência de 
erros que possam surgir numa qualquer fase do 
procedimento, e garantindo assim, a qualidade 
dos seus serviços. Na nossa rotina diagnóstica, 
desde cedo implementamos a realização destes 
controlos (controlos internos ou externos da qua-
lidade) não só no âmbito do cancro do pulmão, 
mas de forma a abranger o máximo de áreas e 
processos no laboratório, um requisito primordial 
num laboratório acreditado. Estes testes devem 
ser realizados como qualquer outro exame, e 
nunca de forma pontual. De acordo com a política 
do laboratório estes testes devem ser realizados 
com a frequência necessária comparativamente 
à rotina usual do exame em causa.

Por fim, sempre que existir um problema em 
alguma das fases do processo, o laboratório deve 
ter uma política de qualidade que permita a in-
vestigação e análise de causas dos referidos 
problemas e que todos os colaboradores possam 
participar e ter acesso, quer na investigação le-
vada a cabo, quer na implementação de medidas 
corretivas e/ou preventivas de forma a minimizar 
a sua recorrência.

PERSPETIVAS FUTURAS

A medicina de precisão tem -se demonstrado 
promissora na gestão do tratamento de doentes 
com cancro do pulmão, priorizando o diagnóstico 
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molecular. Os desenvolvimentos tecnológicos 
observados nos últimos anos trouxeram avanços 
significativos ao nível da caracterização dos tu-
mores, com a identificação de biomarcadores 
específicos, cruciais e potenciais, para antecipar 
a progressão natural do tumor, a resposta a te-
rapias personalizadas e a resistência ao trata-
mento. De acordo com entidades internacionais, 
como o NCCN, ESMO e CAP, vários outros alvos 
moleculares foram identificados com variantes 
somáticas com potencial terapêutico. Muito re-
centemente atualizadas, as diretrizes da NCCN, 
incluem agora no algoritmo para o estudo mole-
cular em doentes com CPNPC, a identificação 
de mutações que levam ao skipping do exão 14 
no gene MET, bem como, o estudo de rearranjos 
no gene RET2. Biomarcadores preditivos emer-
gentes para identificar novas terapias, incluem: 
a amplificação do gene MET e mutações no gene 
HER2, bem como, o TMB, que como referido 
anteriormente, poderá apresentar um papel re-
levante na decisão da imunoterapia2,43. Perfilam-
-se outros futuros alvos terapêuticos, como por 
exemplo os genes: PIK3CA, FGFR e AKT1. Os 
inúmeros ensaios clínicos que decorrem mun-
dialmente, abrangendo diferentes moléculas, irão 
contribuir para um maior conhecimento científico 
neste âmbito, e em consequência, resultar num 
incremento de mais opções terapêuticas para os 
doentes oncológicos. O cancro passa, cada vez 
mais, a ser visto como uma doença crónica. O 
exemplo do modelo no cancro do pulmão é talvez 
a melhor constatação que o dia de amanhã po-
derá ser bem diferente. A evolução observada 
nos últimos anos, com publicação de diretrizes, 
aprovação de fármacos de tratamento em tercei-
ra linha para uma primeira linha terapêutica, bem 
como, biofármacos utilizados num tipo de neo-
plasia com aprovação para outras neoplasias, 
detêm um impacto significativo na sobrevivência 

destes doentes, em adição, a uma maior quali-
dade de vida.

Podemos afirmar que ao dia de hoje nada está 
estagnado e, certamente, teremos mais e melho-
res ferramentas para proporcionar a cada doente 
a sua terapia, verdadeiramente, personalizada. 
A nós, Laboratório de Patologia Molecular, 
compete -nos progredir de acordo com toda a 
evolução que nos rodeia para que a resposta 
seja, uma resposta de precisão.
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