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RESUMO

O rastreio de mutagdes no gene que codifica o receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) é essencial para direcionamento terapéutico no carcinoma de
pulm&o de células nédo pequenas (NSCLC, do inglés non-small-cell lung cancer),
enquanto que mutagdes no gene KRAS (do inglés, Kirsten Rat Sarcoma viral
oncogene homolog) devem ser investigadas no cancer colorretal (CCR). A PCR digital
(dPCR) é proposta como substituicdo ao sequenciamento de Sanger ou a PCR em
tempo real, para detecg¢ao e quantificagao de mutagdes raras. Com o intuito de validar
a técnica de dPCR para este fim, realizamos a extracdo de DNA de 57 biopsias de
NSCLC, 41 biopsias de CCR e 10 bidpsias livres de neoplasia de pacientes brasileiros,
todas fixadas em formalina e emblocadas em parafina (FFPE). Investigamos as
mutacdes DEL19, p.L858R, p.T790M, p.L861Q, p.S768l e p.G719X nos exons 18-21
no gene EGFR e mutagdes no cédon 12 e p.G13D no exon 2 no gene KRAS utilizando
dPCR, sequenciamento de Sanger e PCR competitiva alelo-especifica por TagMan®
(castPCR), e determinamos a sensibilidade e os limites de detecgéo (LoD) e
quantificagéo (LoQ) da técnica de dPCR. Foram encontradas 27 amostras de cancer
de pulm&o com mutagdes somaticas no gene EGFR por dPCR, comparado a 11 por
castPCR (p=0.014) e 4 por sequenciamento (p=0.0002). Além disso, foram
encontradas 28 amostras portadoras de mutagbes somaticas no gene KRAS por
dPCR, 8 destas com mutagées no codon 13, em comparagcdo a 13 amostras com
mutacdes somaticas em KRAS, por sequenciamento de Sanger (p=0.04). Nao houve
diferencga entre as técnicas de dPCR e castPCR para a quantificacdo de mutagdes no
gene KRAS (p>0.05). LoD foi de 100 moléculas de DNA/mL, enquanto que a LoQ, 1%.
Grande parte das amostras (86,96%) identificadas como portadoras do alelo mutante
por dPCR, e que nao tiveram tal alelo detectado por castPCR, apresentaram menos
de 10% de moléculas mutadas (média 4,57%). Nao foram observadas mutagdes nas
amostras livres de neoplasia. A acuracia da técnica de dPCR foi de 94,44% para
deteccdo de EGFR e 85,71% para deteccao de KRAS, de acordo com o Colégio
Americano de Patologia (CAP). Estes resultados indicam maior sensibilidade da
técnica de dPCR para a investigacdo de mutagdes nos genes EGFR e KRAS em
biopsias de NSCLC e CCR, comparado ao sequenciamento de Sanger e a castPCI”

Palavras-chave: EGFR; cancer de pulmao; KRAS; cancer colorretal; PCR digital.



ABSTRACT

Screening of endothelial growth factor receptor (EGFR) mutations is mandatory in non-
small-cell lung cancer (NSCLC), whereas KRAS (Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene
homolog) mutations shall be investigated in colorectal cancer (CRC). Digital PCR
(dPCR) is proposed to replace Sanger sequencing or real-time PCR for detection and
quantification of rare mutations. In order to validate dPCR to detect EGFR somatic
mutations in NSCLC and KRAS somatic mutations in CRC, we extracted DNA from
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples of 57 NSCLC, 41 CRC and 10 free-
cancer Brazilian patients. We are looking for EGFR mutations in exons 18-21 and exon
2 KRAS mutations using dPCR, Sanger Sequencing and Competitive Allele-Specific
PCR (castPCR), and determine dPCR sensitivity, limits of detection (LoD) and
quantification (LoQ). We found 27 samples with EGFR mutations by dPCR, versus 11
by castPCR (p=0.014) and 4 by Sanger Sequencing (p=0.0002). We also found 28
samples with KRAS somatic mutations by dPCR, 8 of which had mutations in codon
13, comparing to 13 by Sanger Sequencing (p=0.04). We found no difference between
quantification of KRAS mutations by dPCR and castPCR (p>0.05). LoD was 100
molecules of DNA/mL and LoQ, 1%. Most of the samples (86.96%) identified by
castPCR as wild-type and by dPCR as mutated, presented less than 10% mutated
DNA molecules (mean 4.57%). We found no mutations in free-cancer samples.
Accuracy was 94.44% for EGFR detection and 85.71% for KRAS detection, as
measured with the assay recommended by the College of American Pathologist.
These results indicated higher sensitivity and specificity of dPCR for screening EGFR
and KRAS mutations in NSCLC and CRC biopsies, compared with Sanger Sequencing
and castPCR.

Keywords: EGFR; lung cancer; KRAS; colorectal cancer; digital PCR.
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1. INTRODUGAO

O cancer de pulmao e o cancer colorretal sdo neoplasias que podem apresentar
mutacdes em diferentes componentes da via de ativacdo de tirosina-quinase,
incluindo os genes EGFR (do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor) e KRAS (do
inglés, Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog). Mutagdes no gene EGFR
resultam em ativagcdo constitutiva da atividade tirosina-quinase do receptor,
contribuindo para o processo oncogénico (LICHTENBERGER et al.,, 2010), e a
deteccao precoce de mutagdes € essencial para a escolha do tratamento ideal e
melhor prognéstico da doencga (FERLAY et al., 2010). Logo, na presenca de mutacgoes
somaticas em EGFR, diretrizes clinicas atuais recomendam que pacientes com cancer
de pulmao usem como primeira escolha, a terapia com inibidor de tirosina-quinase
(TKI, do inglés tyrosine kinase inhibitor). Em contrapartida, pacientes portadores de
mutacdes no gene KRAS néo séo passiveis de receber tratamento com EGFR-TKIs,
visto que a proteina KRAS é uma molécula intermediaria envolvida na cascata de
sinalizacao intracelular mediada pelo receptor EGFR. Por essa razao, o bloqueio de
EGFR néo inibe as etapas seguintes da via (ROOCK et al., 2011).

Atualmente, o método padrao-ouro para detecgao de mutagdes em neoplasias
€ o sequenciamento de DNA (DIDELOT et al., 2012), extraido de bidpsias teciduais.
No entanto, tal técnica requer que pelo menos 10% das células contenham a variante
de interesse, dentre a populacédo celular estudada (FRANCIS; STEIN, 2015). Em
situagbes como esta, métodos que empreguem amplificacdo privilegiada das
variantes raras e/ou baseados em amplificagcdo de moléculas de DNA isoladas por
reagcao em cadeia em cadeia da polimerase (PCR), tém se mostrado promissores para
deteccdo de mutacbes somaticas, além de mais sensiveis que o sequenciamento
classico (BOLTON et al., 2015).

Uma tecnologia que apresenta vantagem em relagédo as demais para deteccao de
mutacdes somaticas é a PCR de terceira geracao - a PCR digital. Com essa técnica,
€ possivel detectar e quantificar as mutag¢des na reacéao, utilizando a combinacéo de
diluigdo da amostra, PCR alelo-especifica e estatistica de Poisson (SYKES et al.,
1992). Dessa forma, a PCR digital € capaz de detectar frequéncias na ordem de 0,01%
de copias do gene com a variante de interesse (PEKIN et al., 2010), permitindo a
identificacdo de mutagées com maior sensibilidade e acuracia (HUGGETT; WHALE,
2013).



Visto isso, o objetivo geral desse projeto é desenvolver um método de tipagem
por PCR digital para a detecgdo de mutagdes somaticas nos genes EGFR e KRAS,
em DNA extraido de bidpsias teciduais e avaliar o seu desempenho, de forma a valida-
lo para a aplicagéo na rotina clinica. Para tanto, comparar-se-a o seu resultado com o
obtido por castPCR (PCR competitiva em tempo real por TagMan®) e por
sequenciamento de Sanger. Com a implementacao dessa ferramenta para uso clinico,
espera-se que o presente trabalho contribua grandemente na precisao do diagndstico
e tomada de decisao terapéutica para o tratamento dos pacientes.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ONCOGENESE E AS VIAS DE SINALIZACAO EGFR E KRAS

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas, tanto em nivel fenotipico,
quanto genético (LOEB; LOEB; ANDERSON, 2003). O dano genético nao letal pode
desregular a atividade normal de genes envolvidos na promog¢ao do crescimento,
supressao tumoral, apoptose e reparo, contribuindo para a origem ou progresséo de
tumores e levando a transformacgao de células normais, em células tumorais (KUMAR,
2011). Hanahan e Weinberg, em 2011, propuseram um modelo de caracteristicas
comuns das neoplasias, no qual a maioria das células cancerosas adquire essas
propriedades durante o seu desenvolvimento, tipicamente por meio de mutagdes nos
genes relevantes. Sao estas: (i) autossuficiéncia aos sinais de crescimento e (ii)
insensibilidade aos sinais de anti crescimento, (iii) invasao tecidual e metastase, (iv)
potencial replicativo ilimitado, (v) angiogénese sustentada e (vi) evasédo a apoptose
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Todas as células normais requerem estimulagao por fatores de crescimento,
para se submeterem a proliferacdo (KUMAR, 2011). O receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) é uma proteina de superficie celular com atividade
de tirosina-quinase, e a ligagao do ligante EGF ao seu receptor induz dimerizagao e
autofosforilagao do receptor, levando a uma cascata de proliferacao celular (FIGURA
1). Visto que o cancer é também uma doencga de proliferagao celular inapropriada, o
gene EGFR possui agdo no desenvolvimento e progressao de neoplasias, como no
cancer de pulmao de células nao pequenas e cancer colorretal (ONN et al., 2004).
Através de vias de sinalizagcédo que influenciam a angiogénese, ativagao, regulagao e
proliferagdo celular, sua ativagdo impede a apoptose celular (LICHTENBERGER et

al., 2010). Logo, ha um consenso clinico que as terapias anti-EGFR se mostram
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eficazes, na maioria dos casos, para a reducdo da progressao em tumores que
apresentam alguma alteracdo genética em EGFR. Da mesma forma, o uso de
anticorpos inibidores de EGFR como cetuximabe e panitumumabe também se mostra
eficaz no tratamento desses pacientes, por inibir a cascata de ativagao de RAS/MAPK,
inibindo a proliferagao celular e induzindo apoptose (ROOCK et al., 2011) (FIGURA
1).

Figura 1. Vias de sinalizagdo de EGFR.
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Legenda: EGFR: receptor de fator de crescimento epidérmico; EGFR-TKI: inibidores de tirosina-
quinase; VEGFR: receptor de fator de crescimento endotelial vascular; HER: receptor de fator de
crescimento epidérmico humano; PLC: fosfolipase C; IGFR: fator de crescimento tipo insulina; GAS6:
proteina growth arrest-specific 6; JAK: proteina Janus cinase; STAT: transdutor de sinal e ativador de
transcrigdo; SRC: (cinase SRC, abreviagdo de sarcoma); SOS: proteina derivada do gene filho de
seven less; RAS: oncogene homoélogo de sarcoma viral de rato; RAF: cinase fibrosarcoma rapidamente
acelerado; MEK: cinase ativadora de MAP cinase; MAPK: cinase ativada por mitdgeno; ERK: cinase
regulada por sinal extracelular; PI3K: fosfatidilenositol 3 cinase; PTEN: homdélogo de fosfatase tensina;

mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos; NF-kB: fator nuclear kappa beta; BIM: proteina de



membrana inibida por BLC2; p53: proteina 53; BCL2: célula B de linfoma 2; EMT: proteina epitélio-
mesénquima.

Nota: os receptores de tirosina-quinase podem estar na forma de homodimeros EGFR, ou
heterodimeros EGFR-HER3, HER2-HER3 ou MET-HERS. A ativagdo de EGFR por seu ligante leva a
uma cascata de ativagdo que resulta em proliferagdo tumoral e bloqueio de apoptose. Inibidores de
tirosina-quinase sao utilizados por serem capazes de impedir essa cascata.

Fonte: (CHONG; JANNE, 2013)

A sinalizagao nas cascatas posteriores aos receptores de fatores de crescimento
€ mediada por KRAS, uma proteina efetora da superfamilia das GTPases de extrema
importancia na patogénese das neoplasias. O gene KRAS pertence a familia de genes
RAS (HRAS, NRAS e KRAS) e codifica essa GTPase emissora de sinal (KUMAR,
2011). Mutagdes em KRAS resultam em uma proteina incapaz de exercer sua fungéao
GTPasica normal, e o estado ativado é mantido, resultando em proliferagdo celular
aumentada (ROOCK et al., 2011). Aproximadamente 20% de todos as neoplasias
humanas contém versbées mutadas das proteinas RAS e cerca de um terco dos
adenocarcinomas de célon e reto, possuem mutagdes em KRAS (SAMOWITZ et al.,
2000).

2.1.1. Cancer de pulmao e EGFR.

Sem considerar os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de pulméo é o
mais comum de todas as neoplasias malignas e a principal causa de morte por
neoplasia no mundo, sendo responsavel por aproximadamente uma em cada cinco
mortes por neoplasia (1,6 milhdes em 2012) (FERLAY et al., 2015). Estima-se que,
em 2018, ocorram mais 18.740 novos casos em homens e 12.530 novos casos em
mulheres no Brasil (Estimate/2018 — Cancer Incidence in Brazil). O principal fator de
risco para o desenvolvimento do cancer de pulmao, bem como tumores em traqueia
e brénquios, é o tabagismo (Estimate/2018 — Cancer Incidence in Brazil). No final do
século XX, o cancer de pulmao foi considerado uma das principais neoplasias de
causa de morte evitavel, visto que fumantes tém cerca de 10 vezes mais chances de
desenvolver neoplasias associadas as vias aéreas superiores, quando comparados
aos individuos que nunca fumaram (KUMAR, 2011).

De acordo com a classificagao histolégica, mais de 80% de todos os casos de
cancer de pulméo sao do tipo ndo pequenas células (NSCLC, do inglés non small cell

lung cancer) (FANG; WANG, 2014). O adenocarcinoma de pulm&o & o principal tipo
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de NSCLC, e o gene com a maior frequéncia de mutacdes associadas a esta doenca,
€ o EGFR (ARRIETA et al.,, 2015). Mais de 100 diferentes mutag¢des ja foram
identificadas no gene EGFR associadas a adenocarcinoma de pulmao, mas cerca de
dez se repetem com mais frequéncia (YEH et al., 2013). Com excec&o de alguns
casos raros (OXNARD et al., 2012), grande parte dessas mutagdes sdo somaticas.

As mutagdes somaticas mais comuns identificadas no gene EGFR associadas
a adenocarcinoma de pulméo séo rs121913424 (DEL19 ou
ENSP00000275493.2:p.Glu746_Ser752delinsVal) e rs121434568 (p.L858R)
(ARRIETA et al.,, 2015), e alelos selvagens para essas mutagdes sdo mais
frequentemente encontrados em mulheres jovens com cancer de pulmao néao
fumantes (PAO et al., 2004). Através da desestabilizagdo da sua conformagéo, DEL19
e p.L858R sao capazes de induzir ativagao constitutiva do receptor EGFR, e por essa
razao sao dita mutagbes ativadoras (ROSELL et al., 2009). Alguns pesquisadores
sugerem que a presencga dessas mutagdes somaticas € um marcador de prognostico
favoravel (FANG; WANG, 2014), pois conferem sensibilidade ao tratamento com
inibidores reversiveis de tirosina quinase (TKls, do inglés tyrosine kinase inhibitors)
como gefitinibe, erlotinibe e afatinibe em NSCLC avancado (BAEK et al., 2015)
(TABELA 1). Por meio de estudos de analise multivariada, observou-se que a
presenca dessas mutagées no gene EGFR influencia positivamente o tempo de
sobrevida geral (D’ANGELO et al., 2012) e que estdo associadas ao menor risco de
recorréncia, e maior probabilidade de alcancar linfonodos negativos para células
tumorais e auséncia de metastases a disténcia, dependente de tratamento (KOSAKA
et al., 2009).

A maioria dos autores utiliza a classificagdo para as mutagées no gene EGFR
nos pacientes com NSCLC de acordo com sua frequéncia e resposta a primeira linha
de tratamento. Dessa forma, as muta¢des DEL19 e p.L858R sao ditas classicas, visto
suas altas frequéncias e maior resposta ao tratamento, enquanto as outras mutagdes
sdo nao classicas, ou raras (BAEK et al., 2015). Individuos que possuem mais de uma
mutacao associada, sao classificados como portadores de mutagbes complexas
(HATA et al., 2010) (TABELA 1).
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Tabela 1: Frequéncia de mutagdes classicas, n&o classicas e complexas no gene EGFR, associadas

ao adenocarcinoma de pulmao e a resisténcia ao tratamento com inibidores de EGFR.

MUTACAO CANCER DE PULMAO RESPOSTA AO EFEITO GERAL
(%) TRATAMENTO (%)
Classicas
DEL19 45 72,9 Sensibilidade
p.L858R 40 60,1 Sensibilidade
Néo classicas
20indel 2-9 * Resisténcia primaria
p.G719X 3 50 Resposta favoravel
p.L861Q 2 60 Resposta favoravel
p.T790M 0,5-3 0 Resisténcia adquirida
Complexas 5-9 **

* a resposta para 20indel (rs146024686) varia progressivamente de acordo com o tamanho do
fragmento inserido

** Mutagdes cujo efeito ndo é totalmente elucidado.

Nota: Os valores de DEL19 (rs121913424) e p.G719X (rs28929495) estao representados em
porcentagem da média de todas as variagdes conhecidas associadas. Para as mutagbes complexas,
sdo consideradas as combinacdes ja vistas em estudos anteriores. A porcentagem média de resposta
ao tratamento é com base em estudos com inibidores reversiveis de EGFR (Gefitinib de primeira, e
Erlotinib de segunda geracao).

Fontes: (ARRIETA et al., 2015; CHONG; JANNE, 2013)

Os pacientes com NSCLC que inicialmente respondem aos EGFR-TKIs devem
ser monitorados para a possivel ocorréncia e selecdo de mutagdes somaticas de
resisténcia (THRESS et al., 2015). A mais comum ¢é a rs121434569, uma substituigao
de uma treonina por metionina na posi¢ao 790 (p.T790M) no éxon 20, que ocorre em
aproximadamente 50% dos casos de resisténcia adquirida (TABELA 1), estando
presente também, em 6% das mutagdes complexas (HATA et al., 2010). Tal mutagéo
parece resultar em reducao da afinidade da ligagédo entre os TKls e o dominio cinase
de EGFR, o que poderia justificar seu mecanismo de resisténcia (MA et al., 2017).
Para estes pacientes com resisténcia adquirida devido a mutacéo p.T790M, inibidores
de EGFR de terceira geragdo como Osimertinibe e Rociletinibe parecem ser efetivos
(HIDAKA et al., 2017). No entanto, Hidaka e colaboradores observaram a presenca
de uma substituigdo de cisteina por serina na posigéo 797 (p.C797S) em pacientes
que vivenciaram uma falha nas terapias de primeira e terceira geragao com inibidores
de EGFR. Esta mutagao pode estar em cis ou em trans com p.T790M (HIDAKA et al.,
2017).
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O desenvolvimento de inibidores EGFR irreversiveis como Neratinibe e
Canertinibe foi descontinuado pela falta de eficacia e uma dose limitante com efeitos
colaterais (KWAK, 2011). Uma outra linha de tratamento que se mostrou efetiva para
pacientes com NSCLC é a quimioterapia a base de platina. No entanto, apenas
individuos com mutagdes raras em EGFR possuem a resposta adequada, quando
recebem esta quimioterapia como primeira escolha de tratamento (THRESS et al.,
2015).

2.1.2. Cancer colorretal e KRAS

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro tipo de cancer mais frequente no mundo
e assim como o cancer de pulmao, é considerado uma “doenca de estilo de vida”,
visto que sua incidéncia € influenciada por fatores comportamentais (BAE; KIM;
KANG, 2016), como habitos alimentares ricos em gorduras, carnes vermelhas e
processadas, pouca ingestao de fibras e frutas, alta prevaléncia de obesidade e
sobrepeso e pouca pratica de exercicios fisicos (Estimate/2018 — Cancer Incidence in
Brazil). Estima-se que até o final do ano de 2018, o Brasil tenha 17.380 novos casos
de cancer colorretal em homens e 18.980 em mulheres, o que torna essa uma das
neoplasias mais frequentes na regiéo sul (22,17 / 100 mil habitantes). Em 2012, foram
estimados mais de 600 mil casos de morte por cancer colorretal no mundo, o que
reflete 8,5% do total de O&bitos, sendo a maioria em paises com IDH baixo
(Estimate/2018 — Cancer Incidence in Brazil).

Mais de dois tercos dos casos de CCR sao do tipo esporadico, enquanto que 20
— 30% possuem um componente hereditario incomum, como por exemplo a sindrome
de Lynch (3% dos casos) e a polipose adenomatosa familiar (1% dos casos) (WHIFFIN
et al., 2014). A instabilidade genética (predisposicdo a mutagbes no numero de
repeticbes de microssatélites ou numero/alteragdes cromossomos) aumenta a medida
que as células normais se transformam em células neoplasicas. O epitélio normal
possui duas vias possiveis de mudanga de padrao para o desenvolvimento em CCR
esporadico (KUIPERS et al., 2015): (i) a via classica, que resulta na progressao de
adenomas tubulares para adenocarcinoma (FEARON; VOGELSTEIN, 1990) e (ii) a
via alternativa, que compreende podlipos e sua progressao para CCR serratil. De
acordo com as caracteristicas moleculares, o CCR esporadico pode ser classificado
em trés principais subgrupos: (i) aqueles cuja caracteristica principal € a instabilidade

cromossOmica (INC), com alteragdes no numero e estrutura dos cromossomos, (ii)



23

aqueles que apresentam instabilidade de microssatélites (IMS) (MULLER et al., 2016)
e (iii) aqueles com instabilidade epigenética, ou taxa elevada de metilacdo das ilhas
CpG (regidbes com elevada frequéncia de citosina-guanina, no sentido 5’-3,
frequentemente presentes na regido reguladora de genes constitutivos e tecido-
especificos) (BAE; KIM; KANG, 2016). Tumores com instabilidade cromossdmica séao
mais comuns e geralmente resultam da combinagdo da ativagdo de um oncogene
(como KRAS) e a inativagdo de um gene supressor tumoral (MULLER et al., 2016).

Cerca de um ter¢o dos adenocarcinomas de célon e reto possuem mutagdes em
KRAS, a maioria destas mutagbes ocorrem nos codons 12 (rs7121913530) ou 13
(rs121913529) e apenas 5% no coédon 61 (rs121913238) (SAMOWITZ et al., 2000)
(TABELA 2). Estudos retrospectivos (PEETERS et al., 2010) e prospectivos (AMADO
et al., 2008) confirmam a falta de resposta de pacientes que apresentam tumores com
mutacdo em KRAS, submetidos a monoterapia ou terapia combinada. Ajustes no
tratamento, com base em mutagdes, ja demonstrou aumentar o tempo de sobrevida
global dos pacientes em 40 meses, apds o diagnostico de cancer de colon e reto
(GRAHAM et al., 2016). Tanto o FDA (Food and Drug Administration), quanto o EMA
(European Medicines Agency), recomendam que, antes do tratamento com inibidores
de EGFR, os pacientes com cancer colorretal sejam previamente testados para as
mutacdes mais comuns em KRAS, visto que a presenca de mutagdes permite a
transmissao do sinal de crescimento e proliferagao tumoral, independente da ativagao
de EGFR (KRISTENSEN et al.,, 2012). Em 2010, De Roock e colaboradores
encontraram que a mutagéao rs112445441 (p.G13D) pode ser benéfica para pacientes
com carcinoma colorretal em tratamento com cetuximabe, estando associada a maior
tempo livre de doenga e maior sobrevida geral (DE ROOCK et al., 2010). Os autores
sugerem que tumores que apresentam essa substituicdo sdo mais sensiveis ao
cetuximabe, o que beneficia o uso desse tratamento em individuos com essa mutagao.
No entanto, mesmo o tratamento com cetuximabe ou panitumumabe sendo indicado
apenas para os pacientes com genétipo do tipo selvagem ou p.G13D para KRAS, a
taxa de resposta varia entre 10 a 40%, haja visto a frequente presenga de
desregulagdo de outros oncogenes da via, como BRAF (do inglés, V-Raf murine
sarcoma viral oncogene B1), PTEN (do inglés, phosphatase and tensin homolog) ou
PIK3CA (fosfatidilinositol 3 cinase subunidade catalitica alfa), por exemplo (ROOCK
et al., 2011).
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Tabela 2. Frequéncia de mutagcbes somaticas no gene KRAS associadas ao adenocarcinoma colorretal

e de resisténcia ao tratamento.

MUTA(}AO CANCER COLORRETAL RESPOSTA AO TRATAMENTO (%)

(%) MUTADO SELVAGEM
Cdédon 12 80,2 0-6 10 -40
Codon 13 14,8 6,5 26
Cddon 61 3-5 * *

* efeito ndo é totalmente elucidado.
Fontes: (DE ROOCK et al., 2010; SAMOWITZ et al., 2000).

2.2. TECNICAS PARA IDENTIFICACAO DE MUTACOES SOMATICAS NA
ROTINA DIAGNOSTICA

A identificacdo de mutagcbes somaticas associadas ao cancer promoveu uma
mudanca nas estratégias terapéuticas, partindo da quimioterapia generalizada para
formas de tratamento personalizadas, cuja eficacia clinica é muito maior, em
comparagao com a terapia padrao (MAEMONDO et al., 2010). Diversas ferramentas
clinicas sdo atualmente utilizadas para detecgéo de mutagbes somaticas (TABELA 3),
e a bidpsia de tecido é considerada o substrato padrao-ouro para identificar o perfil
genético tumoral. Contudo, biépsias de cancer submetidas a fixagdo na formalina e
parafinizagdo, muitas vezes fornecem material de baixa quantidade e qualidade (YU;
O'TOOLE; TRENT, 2015). A amplificacédo deste material é possivel pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), idealizada por Kary Mullis na década de 80 (MULLIS et
al.,, 1986). Milhdes de copias de fragmentos podem ser geradas através da
amplificagdo exponencial de uma unica molécula de DNA, com apenas alguns ciclos
de alternancia térmica. Um ciclo tipico consiste em trés etapas distintas: (1)
desnaturagao, (2) acoplamento dos iniciadores e (3) extensao da cadeia (AHRBERG;
MANZ; CHUNG, 2016). Durante a fase de desnaturagao, altas temperaturas (cerca
de 95°C) sao responsaveis por separar a dupla fita de DNA em fitas simples. Em
seguida, a temperatura é reduzida para o acoplamento de cerca de 50% dos
iniciadores a fita simples de DNA, a uma temperatura que depende do seu conteudo
de G-C (em geral, entre 50-68°C). Os iniciadores sao oligonucleotideos de 17-26
nucleotideos, complementares as sequéncias que flanqueiam a regido a ser
amplificada. Ao se hibridizarem a sequéncia simples de DNA em uma regiao alvo,
permitem que a enzima Taq DNA polimerase, originalmente extraida da Archaea

Thermus aquaticus e resistente a altas temperaturas, inicie a polimerizag¢ao da fita de
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DNA. A atividade da polimerase é 6tima a 72°C, na etapa de extensao da cadeia.
Nesta fase, o segmento de DNA complementar é sintetizado a partir dos nucleotideos
livres na solucéo, resultando em um aumento exponencial de fragmentos dupla fita de
DNA, obtidos pela repeticdo das trés etapas. O sucesso da reacao é observavel apos
corrida eletroforética e incorporacao de fluoroéforos entre as bases nitrogenadas do
produto amplificado, que permite a visualizagdo da banda apds excitagdo sob

comprimento de onda apropriado (SAIKI et al., 1988).
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2.2.1. |ldentificagdo de mutagbes somaticas por sequenciamento

Apos a amplificacdo do material genético, o sequenciamento genético de
Sanger permite a identificagdo de variantes, em um processo similar a PCR,
envolvendo amplificacdo, purificagao e eletroforese com radioisétopos ou fluoréforos
marcando as bases nitrogenadas (SIMMONS, SNUSTAD, 2010). O sequenciamento
baseia-se na incorporagao de desoxinucleotideos (ANTPs) e de didesoxinucleotideos
(ddNTPs, quimicamente modificados de forma a ndo apresentarem a hidroxila 3'OH)
a uma cadeia de DNA em crescimento. A polimerizagao é interrompida no momento
em que a DNA polimerase, por acaso, insere um ddNTP, visto que a auséncia do
grupo hidroxila 3° OH livre impede a ligagao do proximo dNTP (SIMMONS, SNUSTAD,
2010). Nas formas mais antigas de sequenciamento, os dNTPs eram radioativamente
marcados (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Desde os anos 90, a visualizagéo
dos fragmentos é possivel pelo uso de ddNTPs marcados com fluoréforos diferentes
(um por base). Esta estratégia de amplificacdo gera fragmentos marcados de
tamanhos distintos. Apos purificacdo, os fragmentos marcados por fluoréforos séo
ordenados por tamanho e cor, utilizando um software que reflete a migracao

eletroforética e marcagéo dos fragmentos, na forma de eletroferogramas (FIGURA 2).
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Figura 2. Sequenciamento de DNA pelo método de Sanger.

Legenda: O protocolo consiste em etapas de amplificacdo em termociclador (1) e confirmagédo dos
fragmentos em gel de agarose (2), purificagdo do produto de PCR com as enzimas exonuclease | e
fosfatase alcalina (3) e sequenciamento seguido de precipitagdo (4). Os produtos das reagdes de
sequenciamento sao separados com base no tamanho por eletroforese de capilaridade (5), e a
fluorescéncia é detectada a medida que cadeias nascentes de DNA se movem através de um feixe de
laser (6). A analise dos eletroferogramas (7) é realizada utilizando um software de analise.

Fonte: adaptado de SNUSTAD, 2010.

O sequenciamento genético de Sanger é considerado o método padrao-ouro
para analise de sequéncias de DNA, permitindo a detecgdo de mutagdes. A grande
vantagem dessa técnica é a possibilidade de deteccao de diferentes tipos de mutacao
— insercgdes, delegcbes e substituicbes de base (VAN KRIEKEN et al.,, 2016). No

entanto, é necessario que pelo menos 10 - 25% das células na bidpsia contenham a
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mutacao, para que estas sejam detectadas com precisdo (CAROTENUTO et al.,
2010). Além disso, esta técnica apresenta um custo alto para doencas com
heterogeneidade genética e alélica como o cancer, nas quais é necessario sequenciar
varios genes e diferentes sequéncias, dentro dos mesmos (PANDEY et al., 2016).

Em contraste, o sequenciamento multiparalelo ou de nova geragao (NGS, do
inglés next generation sequencing) fornece uma quantidade muito maior de resultados
que o método de Sanger (tecnologia de primeira geracdo) (BEHJATI; TARPEY, 2013).
O NGS tem sido utilizado como um método complementar ao sequenciamento de
Sanger, garantindo um teste genético eficiente e acessivel para identificagdo e
confirmacgao de mutagdes causadoras de doencgas na pesquisa clinica (PANDEY et
al., 2016). A maior parte das plataformas de NGS comercialmente disponiveis
realizam o sequenciamento de bilhdes de pequenos fragmentos de DNA em paralelo
(BEHJATI; TARPEY, 2013; VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009). O
sequenciamento inteiro de genoma (WGS, do inglés whole-genome sequencing)
fornece o mais completo conjunto de informagdes genbmicas, o que requer
organizacao e recursos para a interpretacao do grande volume de dados gerado (DEL
VECCHIO et al., 2017). A fim de evitar essas dificuldades e, ao mesmo tempo, obter
alto rendimento de dados, foram elaborados métodos como sequenciamento completo
de exoma (WES, do inglés whole-exome sequencing), sequenciamento direto ou de
transcriptoma (RNA-Seq) (DEL VECCHIO et al., 2017).

A Roche™ foi pioneira na tecnologia de NGS com o 454 Genome Sequencer
(www.roche.com) (ROTHBERG; LEAMON, 2008). A plataforma utiliza uma PCR em
emulsdo, na qual as moléculas de DNA fragmentadas s&do amplificadas
individualmente. Os nucleotideos incorporados durante a amplificagcdo séao
identificados pela deteccao de diferengas na energia emitida, quando ha a liberagéao
dos pirofosfatos (PPi). Esta técnica € denominada de pirosequenciamento e
independe de fluoréforos (DEL VECCHIO et al., 2017). Ja a plataforma da lllumina®
(llumina Genome Analyzer sequencing) € a mais amplamente conhecida e utiliza
nucleotideos marcados com fluoréforos (METZKER, 2009). O fragmento fita simples
de DNA ¢é previamente ligado a um “adaptador’, que apresenta sequéncia
complementar a um oligonucleotideo fixado numa célula de fluxo, em uma lamina.
Quando adicionado a esta célula, tal fragmento é ancorado por hibridacdo a este
oligonucleotideo. A amplificacdo inicia quando o fragmento forma uma “ponte”,

hibridizando com um iniciador também preso a lamina. Diversos ciclos de amplificacao
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geram agrupamentos de clones amplificados. Apds a amplificacao, estes clones sao
desnaturados e, portanto, linearizados. A reagcdo de sequenciamento € iniciada com
adicdo dos iniciadores, enzima polimerase e nucleotideos com terminadores
reversiveis, marcados com fluoréforos. Se houver complementaridade com a
sequéncia do clone, os nucleotideos terminadores acoplam-se a ele, gerando um sinal
fluorescente e bloqueando temporariamente a continuagao da sintese. O excesso de
fluoréforo € removido antes do préximo ciclo de sintese, que se inicia apds a remogao
do terminador e do fluoréforo (VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009).

Além dessas, a plataforma SOLID® é disponibilizada pela Thermo Fisher
Scientific. A preparacdo da amostra compartilha similaridades com a tecnologia do
454 Genome Sequencer (Roche), na qual o DNA fragmentado é ligado a
oligonucleotideos adaptadores, incorporado em esferas e amplificado por uma reagao
de PCR em emulsdo. Cada esfera com um clone amplificado € imobilizada em uma
superficie de vidro, e sequenciada a partir do acoplamento dos oligonucleotideos
iniciadores, complementares ao DNA-adaptador. Diferentes sondas competem pela
hibridacdo as sequéncias adjacentes aos oligonucleotideos iniciadores, e a
fluorescéncia de poés-incorporagdo € registrada (DEL VECCHIO et al.,, 2017,
VOELKERDING; DAMES; DURTSCHI, 2009). A plataforma lon torrent™ (Thermo
Fisher Scientific) também é amplamente utilizada, e se baseia na deteccdo da
alteracdo de pH, provocada pela liberacdo de ions hidrogénio (H+) durante a
polimerizagao do DNA, o que permite transformar este sinal quimico em sinal digital
(MERRIMAN; ROTHBERG, 2012).

Inumeros estudos sao realizados com a técnica de sequenciamento individual
do genoma, incluindo o Projeto 1000 Genomas (http://www.internationalgenome.org/)
e o0 Atlas do Genoma do Cancer (http://cancergenome.nih.gov/), que utilizam a
plataforma da /llumina® para sequenciar todo o genoma (DEMICCO et al., 2017;
RADOVICH et al., 2018; SUDMANT et al., 2015). Independentemente da plataforma,
o NGS tem se mostrado um método sensivel e especifico para determinagéo de
mutagcbes presentes em baixas frequéncias (DEL VECCHIO et al., 2017).
Dependendo da cobertura (numero de fragmentos sequenciados que correspondem
a sequéncia de interesse), 0 mesmo permite a detecgcao de mutagdes somaticas com
prevaléncias inferiores a 1. Também possibilita a identificacdo de outras variagdes nos
genes de interesse e subsequente avaliagcdo de seu significado, através de
ferramentas de bioinformatica (FRANCIS; STEIN, 2015). No entanto, para identificar
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as possiveis mutacdes com grande sensibilidade e especificidade, é essencial garantir
dados de sequenciamento alta qualidade (PANDEY et al., 2016).

2.2.2. |ldentificagao de mutagdes somaticas por PCR em tempo real (QPCR)
Métodos baseados em PCR quantitativa em tempo real (QPCR) parecem ser
promissores para deteccdo de mutacbes somaticas e mais sensiveis que o
sequenciamento, mas sua aplicagéo na rotina ainda € incerta (BOLTON et al., 2015).
A maioria dos ensaios de qPCR possui os ciclos tipicos de uma reagao de PCR que
consistem em desnaturagao (=95 °C), acoplamento e extensao (=60 °C), associados
a adicdo de fluordforos livres ou ligados a sondas. A validagdo apropriada dos
oligonucleotideos iniciadores é crucial para uma reagao de PCR especifica, sensivel
e robusta (BUSTIN; HUGGETT, 2017). A gPCR permite o0 monitoramento continuo do
sinal fluorescente ao longo dos ciclos de amplificagdo, e a analise do tempo
necessario para que este alcance o ponto de saturacdo do sistema. Este periodo &
tanto menor, quanto maior for a quantidade de substrato inicial para amplificacao,
razao pela qual a gPCR permite quantificagdo relativa a um controle ou padréo de
diluicdo, de uma sequéncia a ser pesquisada. Ela pode ser associada a sondas de
hidrolise marcadas com fluoréforos e complementares a sequéncia que contém ou
nao, a mutagao pesquisada. No sistema Tagman®, a sonda estd marcada com um

fluordforo repérter na extremidade 5’, que, ao ser estimulado por uma fonte de luz,

transfere a energia para um extintor (quencher) na extremidade 3’, o qual suprime a

emissao de fluorescéncia pelo repérter (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005) (FIGURA 3).
Caso haja complementaridade entre a sequéncia a ser pesquisada e a sonda, ocorre
emissao de fluorescéncia na etapa de extensdo da cadeia, no momento em que a
sonda é destruida pela atividade exonucleasica 5’-3’ da polimerase, separando o
reporter do extintor. A intensidade de fluorescéncia € proporcional ao numero de
amplicons com a sequéncia especifica, possibiltando a conversdo do sinal
fluorescente em valor numérico para cada amostra (SIMMONS, SNUSTAD,
2010)(ROMA et al., 2013).



32

QLR naRAnR RN RORAnARROIRROORROORROARAIARRNARANING

C
TN Tl J!'iilﬁlillﬁH“fi"HH"‘|‘HH?iiHHrHHH;Mumﬁﬂmnzﬁ_f-' nih b

T TN Thbl

Figura 3. Sistema de detecgdo TagMan®.

Legenda: Ciclos de uma reacdo de PCR em tempo real que consistem em (A) desnaturacado, (B)
acoplamento dos oligonucleotideos iniciadores e da sonda fluorescente (C) e extensdo pela Taq
polimerase (em laranja) (D). A sonda TagMan® ¢é especifica para a sequéncia de interesse e marcada
com um fluoréforo repérter e um extintor. Em caso de complementaridade entre a sequéncia
pesquisada e a sonda (C), ocorre emissao de fluorescéncia na etapa de extensao da cadeia (D).

Fonte: www.youtube.com/MrSimpleScience. Acesso em 16/03/2018

A PCR competitiva alelo-especifica por TagMan® (castPCR) é uma gqPCR
modificada, com sensibilidade confirmada para detectar mutacées raras em DNA
oriundo de amostras parafinadas (DIDELOT et al., 2012). Nesta técnica, um dos
iniciadores de um par é alelo-especifico, sendo o outro, complementar a sequéncia
flanqueadora do fragmento de interesse. Iniciadores alelo-especificos também sao
utilizados em PCRs sequéncia-especificas e apresentam o ultimo nucleotideo a 3’,
complementar a variante rara a ser pesquisada (ROMA et al., 2013). Caso nao haja
complementaridade nesta posi¢ao, a hidroxila 3’'OH do iniciador n&o estara disposta

de forma a permitir a polimerizagao pela Taq polimerase, o que impede a extensao da
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cadeia. Na castPCR, a variante comum € ocultada da Taq polimerase, por ser
complementar a um nucleotideo no meio da sequéncia de um oligonucleotideo,
especifico para a sequéncia flanqueadora da mutacéo. Este oligonucleotideo também
apresenta um ligante de sulco secundario de DNA (MGB, do inglés minor groove
binder) na extremidade 3’, que garante alta estabilidade da fita dupla, resultante da
hibridagao do oligonucleotideo com a fita simples de DNA, e impede a polimerizacao
da cadeia. Com essa estratégia, € possivel inibir a amplificacdo das fitas com as
variantes comuns, sem interferir na amplificacdo dos alelos raros. A mesma fita
complementar ao iniciador especifico ou ao oligonucleotideo também é reconhecida
por sondas de hidrdlise, similares as da gPCR (TagMan®). Contudo, somente a fita
contendo a variante rara, serd amplificada, emitindo um sinal fluorescente (BARBANO
et al., 2015) (FIGURA 4). Para determinar se a presenga ou a auséncia de
amplificagao é especifica, os ensaios de detecgdo de mutagdo amplificam uma regiao

conservada do gene de interesse, chamada reacéo de referéncia (ROMA et al., 2013).

A q’

Envio de
dados para
software

Anilise do
resultado

B @ 1. Ensaio para detecgdo de sequéncia selvagem
@ 2. Ensaio para detecgdo de sequéncia mutante

Figura 4. Detecgdo de mutagdes nos genes EGFR e KRAS por castPCR.
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Legenda: (A) protocolo de castPCR, a partir da adicdo da mistura de reagdo contendo iniciadores,
sondas de hidrélise e oligonucleotideo com MGB, e DNA, seguida de rea¢ao de PCR até a analise do
resultado; (B) modelo de distribuicdo das amostras na placa de PCR, na qual cada amostra foi
submetida a um (1) ensaio para detecgao da sequéncia selvagem, (2) um ensaio para deteccao da
sequéncia mutante e (3) um ensaio referéncia; (C) ensaio castPCR para deteccdo da sequéncia
mutante. Na figura esta representado apenas o oligonucleotideo iniciador direto. A figura acima
representa a sequéncia de DNA contendo a mutagéo de interesse, enquanto a figura abaixo representa
sequéncia de DNA que nao a contém. Sondas alelo especificas foram elaboradas para cada uma das
sequéncias. Junto a sequéncia de DNA selvagem foi adicionada uma sequéncia complementar a regido
de interesse, ndo permitindo a hibridizagdo da sonda especifica e, por consequéncia, inibindo a
emissao de fluorescéncia da sequéncia selvagem; (D) exemplo de resultado de curva de amplificacao
castPCR resultante da analise de dados pelo software QuantStudio™ Design and Analysis.

Fonte: (A autora, 2018)

2.2.3. ldentificacdo de mutag¢des somaticas por PCR digital (dPCR)

A PCR digital (dPCR) tem se tornado uma estratégia promissora na Biologia
Molecular, por combinar quantificacao absoluta e alta sensibilidade na detecgao de
sequéncias mutadas em acidos nucleicos (HUGGETT et al., 2013; ZONTA et al.,
2016). A dPCR ¢é baseada no conceito de diluicdo limitante, onde as moléculas alvo
sdo randomicamente divididas em multiplas particdes (HINDSON et al., 2013;
RUTSAERT et al., 2018). Dessa forma, a técnica é capaz de detectar até uma célula
com uma mutagao somatica especifica, em aproximadamente 200.000 células que
nao apresentam a mesma mutagao (PEKIN et al., 2010).

Primeiramente descrita em 1992 por Sykes e colaboradores como BEAM
(Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics), a dPCR esta baseada na
combinagao de diluigédo limitante, PCR alelo-especifica e estatistica de Poisson para
mensurar as concentragdes de acidos nucleicos na reacado (SYKES et al., 1992). O
termo “PCR digital” foi proposto em 1999 por Vogelstein e Kinzler (VOGELSTEIN;
KINZLER, 1999), num estudo com amostras previamente diluidas de pacientes com
cancer colorretal, para detecgdo de mutagédo no gene RAS. Neste trabalho, os autores
ja sugeriram potenciais aplica¢des para dPCR, como detecgdo de mutagdes pontuais,
translocagdes cromossémicas, alteragcdes de expressdo génica e discriminagao
alélica. Atualmente, seu uso como ferramenta de quantificagdo esta consolidado na
Biologia Molecular (RUTSAERT et al., 2018).
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A técnica é baseada na distribuicdo das reagdes de amplificagdo em milhares
de compartimentos individuais, de modo que uma unica molécula de DNA sirva como
substrato para a reagéo, por compartimento (VOGELSTEIN; KINZLER, 1999). Antes
da amplificacdo, a amostra é diluida a determinada concentracao e dispersa em micro
reagdes unitarias, o que resulta em uma ou nenhuma molécula/sequéncia alvo de
DNA em cada unidade (HUGGETT et al.,, 2013; TONG et al.,, 2017). Apos a
amplificagdo com gqPCR, um valor de limiar (threshold) é aplicado aos valores de
fluorescéncia, dividindo as particbes em populagdes de reac¢des positivas e negativas
(RUTSAERT et al., 2018). Cada unidade contendo as copias da molécula/sequéncia
alvo de DNA exibe um sinal positivo (definido como “1”), enquanto apenas o fundo
(background) de fluorescéncia € observado nas unidades sem nenhuma molécula de
DNA (definido como “0”) (RUTSAERT et al., 2018; TONG et al., 2017; VOGELSTEIN;
KINZLER, 1999). A estatistica da distribuicdo de Poisson é aplicada para quantificar
a probabilidade média de detecgao do analito e a fragdo numérica de unidades
positivas, de forma a reduzir os erros gerados para presencga de mais de uma molécula
alvo, na mesma unidade (HINDSON et al., 2013; RUTSAERT et al., 2018). Dessa
forma, o niumero de moléculas inicial e a concentracdo de moléculas de DNA pode ser
obtida, sem a necessidade de uma curva padrédo ou de controles endoégenos
(HUGGETT et al., 2013) (FIGURA 5).
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Figura 5. Deteccédo de variantes pela técnica PCR digital.

Legenda: A mistura de reacdo com as sondas especificas para deteccdo dos diferentes alelos é
adicionado DNA da amostra de interesse e realizada reagdo de PCR, com posterior leitura dos chips e
analise dos resultados.

Fonte: (A autora, 2018).

Originalmente, as particbes do protocolo de dPCR eram criadas distribuindo a
amostra manualmente através dos pogos de PCR (VOGELSTEIN; KINZLER, 1999).

A metodologia proposta por Vogelstein e colaboradores foi adaptada, de forma a ser
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comercialmente viavel, e atualmente é possivel a realizagdo da amplificagcdo por
diferentes tecnologias (TABELA 4). O sistema de detecgao por dPCR disponivel pela
Applied Biosystems (QuantStudio 3D) consiste em reac¢des individuais de PCR em um
chip, no qual cada amostra € dispensada em um ensaio (LAIG et al., 2016). A leitura
dos chips é realizada em um equipamento detector de fluorescéncia, que analisa cada
particao individual como positiva ou negativa para a presenca de amplificacao do DNA
alvo. Ja os ensaios disponibilizados pela Bio-Rad (QX200™ Droplet Digital™ PCR) e
RainDance™ technologies (RainDrop plus™ Digital PCR system) usam o sistema de
PCR em emulséao para gerar as parti¢gdes (droplets), nas quais cada uma contém uma
ou nenhuma cépia do alvo de interesse, de forma a possibilitar amplificacoes
individuais (RUTSAERT et al., 2018). Um detector de fluorescéncia é utilizado para
analisar os droplets, e o modelo de Poisson € aplicado para mensurar o numero
absoluto de cépias das sequéncias alvo (ZHANG et al.,, 2015). As plataformas
BioMark™ HD System (Fluidigm) e CONSTELLATION® Digital PCR System
(Formulatrix) utilizam microplacas que permitem a distribuicdo da amostra, de forma
que ocorram reagdes de PCR individuais em cada particdo, e a plataforma Naica
(Stilla) utiliza uma combinacdo de ensaios alelo especificos e PCR em emulsao
(RUTSAERT et al., 2018).
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A técnica de dPCR tem sido extensivamente utilizada na detecgdo de DNA em
diversas areas (MORLEY, 2014), como monitoramento de biomarcadores neoplasicos
(TATEMATSU et al., 2017), deteccao de patégenos (RUTSAERT et al., 2018), analise
de expressao génica (PATEL et al., 2014) e monitoramento ambiental e alimentar
(HUGGETT; COWEN; FOY, 2015; TONG et al., 2017). Ao comparar as técnicas de
dPCR e gPCR na deteccdo de SNP em um modelo viral, Whale e colaboradores
observaram que a dPCR foi capaz de identificar amostras com concentragdes
extremamente baixas de células portadoras da mutacdo de resisténcia observada
(0,1%), superior ao encontrado pela gPCR (5%) (WHALE et al., 2016). Diferente da
gPCR, na qual o produto de amplificagdo com a variante rara pode nao ser mascarado
pela analise global da sequéncia alvo em maior quantidade, a analise individual de
moléculas realizada pela dPCR (FIGURA 6) permite que tal técnica tenha maior
sensibilidade na deteccao de variantes raras, podendo ser usada em estudos de
variantes raras associadas resisténcia a medicamentos (PEREZ-TORALLA et al.,
2015).

99.9 % sequéncia ndo mutada

0,1 % sequéncia mutada —— Sequéncia alvo nio mutads

Sequincia alvo mutads
® Produto de amplificagio nio mutado
@ Froduto de amphficagio mutado

l, o Sem produto de amplificagio
,
4 Tk
PCR convencional PCR digital
e e Sy et Y .,I_-" .-"-..". g "'.,I,.-" b
NN P, . A, A
F N o '\-\..I e -_,-' e g '-»_"I{- "
|“‘- __,.-"I'l,\. -__.' '-"'_"1‘- = .-l.- .‘.\. y 3 _,.II". __.-"I'\ _.-'I
S — —— — G o — = "..-I."_\'\-\..I_f -\-..i-l'.-—1-l-l__. .
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Figura 5. Comparacao dos procedimentos de PCR em tempo real convencional e PCR digital.

Nota: exemplo de andlise de uma amostra contendo 99,9% de alelos sem a mutagéo de interesse e
0,1% de alelos mutantes.
Fonte: Adaptado de PEREZ-TORALLA et al., 2015.
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Alguns autores (RUTSAERT et al., 2018) indicam a dPCR como ferramenta
crucial nos estudos das neoplasias (ZONTA et al., 2016), bem como no diagndstico,
tratamento personalizado e monitoramento (follow-up) dos pacientes (TONG et al.,
2017), uma vez que marcadores genéticos sdo capazes de refletir a patogénese,
progressao e prognostico das neoplasias (MA et al., 2017; SEPULVEDA et al., 2017).
Além disso, alguns marcadores sao especificamente expressos em determinados
tipos de céncer, considerados candidatos promissores no diagndstico e pesquisa
basica das neoplasias (TONG et al., 2017). Dessa forma, a deteccdo de mutacdes
génicas pode ser usada para monitorar metastases e/ou recidiva de cancer
(SALVIANTI; PINZANI, 2017; TONG et al., 2017). Atualmente, a técnica de dPCR ¢é
utilizada na detecgdo de mutagées em genes como: EGFR em cancer de pulméo de
células ndo pequenas (WHALE et al., 2012; YUNG et al., 2009), KRAS em céncer
colorretal e mutacbes e ESR1 (do inglés, estrogen receptor 1) em cancer de mama
(TONG et al., 2017).

A localizacdo do tumor ou as condi¢cdes do paciente podem fazer com que a
bidpsia tecidual se torne um procedimento inviavel (FRANCIS; STEIN, 2015). Alguns
pesquisadores sugerem que aproximadamente 20% de todas as bidpsias de
pacientes com cancer de pulmado sejam inadequadas para analise molecular,
sugerindo o uso da bidpsia liquida (provinda de urina, sangue ou plasma) para a
deteccdo de mutagdes (OXNARD et al., 2012). Nessa abordagem, as analises
genéticas sao feitas a partir do plasma de pacientes com a neoplasia. Canceres de
todos os estagios s&o capazes de liberar células no sistema sanguineo, e a detecgéo
de mutagdes tumorais pode se dar através de DNA tumoral circulante (ctDNA, do
inglés, circulating tumor DNA ou CTC, do inglés, circulating tumor cells)
(DONALDSON; PARK, 2018). Contudo, a analise de ctDNA apresenta desafios para
o diagnostico clinico, haja visto a dificuldade na estabilidade do material apds coleta
e isolamento e rendimento do ctDNA, além da quantidade maior de DNA circulante
nao tumoral liberado pelas células normais, em comparag¢ao ao ctDNA liberado pelos
tumores. Portanto, para sua detecgao, é necessaria tecnologia sensivel e especifica,
capaz de detectar propor¢des tdo pequenas quanto 0,1-1% do alvo (RACHIGLIO et
al., 2016). Nesses casos, dPCR pode ser um método alternativo, ndo invasivo, de
monitoramento da terapia com inibidores de tirosina-quinase através da deteccao de
mutagdes no gene EGFR em amostras de urina (TONG et al., 2017), plasma e sangue.

Por meio desta técnica, a bidpsia liquida permite um monitoramento mais eficaz dos
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pacientes, além de ser um método menos invasivo, quando comparado a uma bidpsia
tecidual (SALVIANTI; PINZANI, 2017).

3. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

O presente trabalho foi uma parceria entre a Universidade Federal do Parana e o
Laboratério Genoprimer — Diagndstico Molecular e Medicina Personalizada. A
empresa brasileira de inovacédo e pesquisa Finep realizou um processo de selecao
por meio de chamada publica, visando criar condi¢des financeiras favoraveis e apoiar
a inovagao. O chamado PROJETO TECNOVA teve como objetivo principal o
crescimento rapido de empresas de micro e pequeno porte, com foco no apoio a
inovacado tecnologica, com apoio da Finep para realizar todas as atividades
operacionais inerentes ao processo, incluindo fomento, analise e selegcdo das
propostas, contratagao, liberacdo dos recursos, acompanhamento fisico e financeiro
com a prestagcdo de contas, assegurando o foco nos projetos de inovacado e
desenvolvimento tecnoldgico.

Para tal projeto, a nossa hipétese é que a técnica de PCR digital (dPCR) apresenta
sensibilidade e especificidade superiores as técnicas de sequenciamento de Sanger
e castPCR, atualmente utilizadas na rotina diagndstica, para deteccao de mutagdes
somaticas associadas a resposta ao tratamento contra NSCLC e CRC, em amostras
previamente fixadas em formalina e emblocadas em parafina (FFPE). Estas amostras
frequentemente sdo as Uunicas a disposicdo, especialmente para estudos
epidemioldgicos retrospectivos. O método padrao atual para detecgao de mutagdes
somaticas em tais amostras € o sequenciamento de DNA. Entretanto, tal técnica
requer que entre 10% a 25% das células contenham a variante de interesse, limitagcao
que pode ter implicagdes na avaliacdo de possiveis marcadores que condicionam a
eficiéncia terapéutica, como é o caso de mutagdes em EGFR e KRAS. Em situagdes
como esta, métodos que empreguem amplificagao privilegiada das variantes raras
e/ou baseados em amplificacdo de moléculas de DNA isoladas por reacdo em cadeia
em cadeia da polimerase (PCR), ttm se mostrado promissores para detecgao de
mutacdes somaticas, além de mais sensiveis e acurados que 0 sequenciamento
classico (BOLTON et al., 2015).
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4. OBJETIVOS
41. OBJETIVO GERAL

Desenvolver, padronizar e validar testes diagnésticos baseados em dPCR para
deteccdo de mutagbes somaticas nos genes EGFR e KRAS, em DNA oriundo de
bidpsias FFPE.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o desempenho analitico da dPCR para detecgdao de mutagdes somaticas no
gene EGFR associadas ao cancer de pulmao do tipo células ndo pequenas, utilizando
amostras de controle positivo sintético;
- Avaliar o desempenho analitico da dPCR para detec¢ao de mutagées somaticas no
gene KRAS associadas ao cancer colorretal, utilizando amostras de controle positivo
sintético.
- Avaliar o desempenho do uso clinico da dPCR para detec¢do de mutagdes somaticas
em EGFR e KRAS, através da comparacao de mutagcdes detectadas por dPCR em
amostras FFPE com sequenciamento de Sanger;
- Avaliar o desempenho do uso clinico da PCR digital para detecgao e quantificagao
de mutagdes somaticas em EGFR e KRAS, através da comparacdo de mutagdes

detectadas por dPCR em amostras FFPE com castPCR.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. COMITE DE ETICA
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Liga Paranaense

de Combate ao Cancer do Hospital Erasto Gaertner, segundo parecer 885.643/2014.

5.2. VALIDACAO ANALITICA
A validacéo analitica foi realizada com o uso de controles positivos, nos testes
de linearidade e eficiéncia, limites minimos de detecgao (LoD) e quantificagao (LoQ),

precisdo e especificidade.
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5.2.1. Producdo do DNA sintético como controle positivo para mutagdes nos
genes EGFR e KRAS
Oligonucleotideos contendo as diferentes variantes para cada loco foram
desenhados e sintetizados (IDT, Coralville, lowa, USA), tanto para a variante mais
comum, quanto para as mutagdes pontuais nos éxons 18, 20 e 21 do gene EGFR e 2
do gene KRAS (ANEXO 1). Através da ferramenta disponivel online OligoAnalyzer 3.1
os oligonucleotideos foram analisados em relagao a formagao de dimeros e grampos.
Apos a sintese, cada um dos oligonucleotideos foi ressuspendida em tampao TE e
diluidos de forma seriada, partindo de 1.000.000.000 moléculas/uL até 1 molécula/uL,

para posterior utilizagdo na padronizacdo dos experimentos.

5.3. PCRDIGITAL

Para a padronizagado do protocolo de PCR digital e publicagdo dos resultados,
seguimos as recomendagdes do Minimum Information for Publication of Quantitative
Digital PCR Experiments (HUGGETT et al., 2013).

Para a realizacdo dos experimentos, os oligonucleotideos iniciadores de reagao
foram desenhados para esta técnica, utilizando os seguintes parametros: tamanho
entre 18 e 25 pares de bases, temperaturas de acoplamento proximas a 60°C e
auséncia de formagéao de dimeros e grampos, através da ferramenta disponivel online
OligoAnalyzer 3.1. Os mesmos foram sintetizados pela IDT (Coralville, lowa, USA).
Da mesma forma, as sondas foram desenhadas seguindo parametros de
temperaturas de acoplamento e analisadas quanto auséncia de formacgao de dimeros,
através da ferramenta disponivel online OligoAnalyzer 3.1. No entanto, a temperatura
de acoplamento das sondas deve ser aproximadamente 10°C superior a dos
oligonucleotideos, visto que estas se hibridizam antes na reagdo de PCR em tempo
real. Além disso, as sondas foram duplamente marcadas, contendo um fluoréforo
reporter como FAM™ (6-carboxylfluoresceina) ou VIC® (2'-cloro-7'fenil-1,4-dicloro-
6-carboxi-fluoresceina), covalentemente ligado a extremidade 5’, pela Life
Tecnologies (Carlsbad, Ca, USA). Preparamos uma mistura de reagdo com 900 nM
de cada oligonucleotideo iniciador, 200 nM de sonda de hidrélise TagMan® para
deteccdo do alelo mais frequente, 200 nM de sonda de hidrélise TagMan® para
detecgdo do alelo mutante, conforme as tabelas em anexo (ANEXO 2 e ANEXO 3),
1X QuantStudio 3D Digital PCR Mastermix (Thermo Fisher Scientific), 3 ng de DNA e

agua ultrapura (TABELA 5). Embora o recomendado para as rea¢des de PCR digital
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seja de 20 ng de DNA, utilizamos 3 ng devido a qualidade das amostras extraidas, e

também com o objetivo de padronizagao das técnicas utilizadas.

Tabela 5. Mistura de reacao para realizagdo dos experimentos de PCR digital.

Inicial Final
QuantStudio 3D Digital PCR Mastermix 2X 1X
Primer direto (nM) 100000 900
Primer reverso (nM) 100000 900
Sonda para detecc¢ao de alelo selvagem (nM) 100000 200
Sonda para deteccgéao de alelo mutante (nM) 100000 200
Agua ultrapura -
DNA 1ng/pL 3ng

A mistura de reacéao foi carregada em um chip de dPCR com 20 mil parti¢des,
utilizando o equipamento QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Loader. O volume médio
individual por particao foi de 0,75 nL, e foi previsto um numero de moléculas de DNA

por particao inferior a 1, de acordo com a formula abaixo.

(1 genoma +~33pg) = (Ing ~ ul) = (10°pg + 1ng) = 3ul + 20000

Dessa forma, algumas particdes foram preenchidas com o alvo molecular de
interesse, enquanto outras permaneceram apenas com a mistura de reagéo, situacéo
essencial para o funcionamento adequado da técnica. Apds o carregamento, o chip
foi selado e levado ao termociclador, com a seguinte ciclagem: 96°C por 10 minutos,
39 ciclos de 60°C por 2 minutos e 98°C por 30 segundos, 60°C por 10 minutos e 10°C
por 4 minutos (TABELA 6).

Tabela 6. Protocolo de ciclagem dos experimentos de PCR digital.
Temperatura 96°C 60°C 98°C 60°C 10°C

Tempo 00:10:00 00:02:00 00:00:30 00:10:00 00:04:00

Ciclos 1 39 1 1
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Finalizada a corrida de PCR, o chip foi analisado no equipamento QuantStudio™
3D (Thermo Fisher Scientific), e o resultado da leitura exportado para o software
QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud. A andlise dos dados de dPCR foi feita pelo
software na nuvem, considerando um intervalo de confidéncia de 95% e uma variacao

na precisao de até 10%, utilizando o modelo de estatistica de Poisson.

5.3.1. Detecgao de mutagdes de ponto nos genes EGFR e KRAS

Ensaios especificos foram elaborados para a detecgao das variantes raras nos
éxons 20 e 21 do gene EGFR e no éxon 2 do gene KRAS. Em cada mistura de reacéo,
foram adicionados 900 nM de cada oligonucleotideo iniciador, direto e reverso, e 200
nM de cada sonda de hidrélise marcadas com fluoroforo (reporter a 5' e quenchera 3’
- TagMan®) (ANEXO 2), uma para detecg¢ao da sequéncia com a mutagao especifica
e outra para deteccao da sequéncia sem a mutacao. As sondas foram marcadas com
fluoréforos excitaveis em diferentes comprimentos de onda (FAM e VIC), de forma que
a deteccao do alvo molecular de interesse seja especifica. A essa mistura de reacéo,
foi adicionada a QuantStudio 3D Digital PCR Mastermix (Thermo Fisher Scientific),
agua ultrapura e o DNA das amostras de interesse. A reacao de dPCR foi levada ao
termociclador, conforme o protocolo padronizado no item 2.5, para posterior leitura
dos chips no equipamento QuantStudio™ 3D (Thermo Fisher Scientific) e analise dos
resultados.

Para as variantes do rs28929495 no éxon 18 do gene EGFR, as sondas
marcadas para as diferentes possibilidades de substituicdo nessa posicao (p.G719A
(9.55174014G>C), p.G719S (9.55174014G>A), p.G719C (g.556174014G>T)) foram
unidas em uma unica mistura de reacdo (FIGURA 7). O objetivo foi detectar a
presenca de mutagcdo sem discriminacdo alélica, visto que a presenca destas
mutacdes € rara e a decisao terapéutica € independente da sua identidade. Dessa
forma, para o éxon 18 do gene EGFR, foi possivel apenas diferenciar o alelo com a
mutacéo (FIGURA 7B) daquele selvagem (FIGURA 7A), detectando qualquer um dos
alelos mutantes, seja este uma adenina, citosina ou timina (FIGURA 7B).



45

Figura 7. Sistema de deteccdo para a mutagao rs28929495 no exon 18 do gene EGFR.

Legenda: (A) deteccao de individuos sem mutacao; (B) detecgéo de individuos com mutagéao pontual
do éxon 18 por diferentes sondas especificas.

Nota: Quando em uma Unica mistura de reagéo, a detec¢cdo da mutagdo ndo possui discriminagao
alélica.

Fonte: (A autora, 2018).

5.3.2. Detecgao da delecao do éxon 19 do gene EGFR

O ensaio elaborado para deteccdo da delecdo do éxon 19 consiste em dois
oligonucleotideos iniciadores, um direto e um reverso, e duas sondas de hidrélise
(TagMan®) (ANEXO 2). Uma das sondas, marcada com o fluoréforo VIC®, foi
desenhada para ser complementar a uma regido conservada do gene EGFR. A outra
sonda, marcada com o fluoréforo FAM™  foi desenhada para ser complementar a uma
regido onde ocorrem as delegdes mais frequentes. Dessa forma, o individuo que nao
possui a delegdo no exon 19 possui essa regido intacta, e com a hibridagao da sonda

e emissao de fluorescéncia, € possivel identificar a amplificacdo. Ao passo que
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quando essa regido é deletada, a sonda n&o é capaz de se acoplar, e ndo ha emissao
de fluorescéncia da sonda marcada com FAM™. No entanto, a sonda marcada com
VIC®, por estar em uma regido independente da delecdo, é detectada com a
amplificagdo, o que garante o funcionamento da reagao e a presenga de amostra com
a mutacao de delecao do éxon 19 (FIGURA 8).

Figura 8. Sistema de deteccado da delegédo do exon 19 no gene EGFR.

Legenda: (A) detecgéo de individuos sem mutagao; (B) detecgéo de individuos com delegéo do éxon
19. Na figura (A) é possivel identificar duas sondas capazes de hibridizar ao DNA de um individuo sem
a delegao do exon 19, enquanto na figura (B) a regido na qual uma das sondas poderia hibridizar foi
deletada.

Nota: Os nucleotideos representados sdo apenas modelos, nao correspondendo, necessariamente, ao
que acontece nas amostras avaliadas. Em (A) e (B) apenas o oligonucleotideo iniciador direto esta
representado, no sentido 3’-5’ da fita molde.

Fonte: (A autora, 2018).

5.3.3. Limite de Deteccgao, Eficiéncia e Linearidade

A fim de avaliar a qualidade de detec¢cao do alvo molecular de interesse, as
misturas de reagao foram feitas com oligonucleotideos iniciadores e sondas
especificas marcadas para os alelos mutante e selvagem, e estas foram usadas
durante toda a validagao. A precisao e a especificidade também foram avaliadas nas

amostras de blocos parafinados, durante a validagao clinica.
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Para o experimento de linearidade, foram realizadas diluicbes seriadas dos
controles positivos, partindo de 1.000.000.000 moléculas/pL até 1 molécula/puL. Em
cada tubo, foi adicionado 9X de tamp&o de eluicdo com 10% de carreador (carrier)
(QIAGEN). A partir do controle de maior concentragéo foi aliquotado 1X, e a solugao
foi homogeneizada 5 vezes por pipetagens sucessivas, e passada no vortex por 10
segundos. Essa etapa foi repetida até que todos os controles tenham sido diluidos.
Apds serem testados na plataforma de PCR em tempo real, os controles positivos
sintéticos foram testados na plataforma de PCR digital (QuantStudio® 3D Digital PCR
System), tanto para o alelo mais comum, quanto para alelos com as mutag¢des. Os
dados de linearidade foram utilizados para calcular a eficiéncia do sistema. A ultima
diluicdo de DNA que continha a mutagdo encontrada no teste de linearidade, foi
definida como o limite de deteccdo (LoD) do método, a menor quantidade de analito
presente em uma amostra, que pode ser detectado.

Os oligonucleotideos sintetizados como controles que continham as sequéncias
dos alelos mutados foram adicionados em meio as sequéncias dos alelos sem
mutacao, nas proporcoes de 0,5%, 1%, 5%, 10% e 50%. A menor quantidade do
analito de interesse quantificada, foi definida como o limite de quantificagédo (LoQ) do
método. A fim de avaliar se as quantificacbes se mantiveram consistentes, a cada
corrida realizada, foi adicionada um controle positivo para uma das mutacdes
analisadas. Dessa forma, foi possivel avaliar todas as replicatas dos controles
positivos, tanto na mesma corrida quanto em dias consecutivos, e o grau de
concordancia entre os valores das replicatas representa a precisdo do método de
dPCR. A precisao foi calculada pelo software de analise dos chips (QuantStudio 3D
Analysis Suite), pois este avalia ndo so6 as replicatas dos chips, mas também cada
reacao de dPCR como uma reacgao individual, e considera como aceitavel, um desvio

de precisao de até 10%.

5.4. VALIDACAO DIAGNOSTICA
5.4.1. Amostras
Para a validagao diagnéstica, dispomos de amostras previamente fixadas em
formalina e emblocadas em parafina (FFPE) de bidpsias realizadas entre os anos de
2003 a 2007 doados pelo Hospital Nossa Senhora das Gragas, em colaboragédo com
o Laboratdrio de Citogenética Humana e Oncogenética da Universidade Federal do

Parana. Por meio de uma parceria com o Hospital Erasto Gaertner, obtivemos biopsias
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em tecido parafinado com presenca de tumor pulmonar, realizadas entre os anos de
2007 a 2015. Todas as biopsias foram previamente avaliadas por médicos
patologistas, e selecionadas e separadas de acordo com o diagnéstico: 41 amostras
de cancer colorretal e 57 amostras de cancer de pulmao. Foram obtidas informacoes

relativas a sexo, idade dos pacientes e grau de diferenciacdo tumoral (TABELA 7).

Tabela 7. Informacgdes relativas a sexo e idade dos pacientes, assim como grau de diferenciagédo

tumoral, para Cancer de Pulméo e Cancer Colorretal.

Cancer de Pulméo Cancer Colorretal

(n=57) (n=41)
Média de idade 63 + 11 63+13
Masculino 46% 52%
Feminino 53% 48%
Sem informagéo 1% 0%

Grau de diferenciagdo tumoral

Baixo 26,3% 2,4%
Moderado 35,1% 54,8%
Alto 15,8% 38,1%
Sem informacgao 22,8% 4,8%

Nota: as amostras de cancer colorretal foram obtidas do hospital Nossa Senhora das Gragas, enquanto
que as amostras de cancer de pulmao foram obtidas dos hospitais Nossa Senhora das Gragas e Erasto

Gaertner.

Como controle de especificidade, utilizamos 10 blocos parafinados de tecido
pulmonar livre de neoplasia dos pacientes do Hospital Nossa Senhora das Gracgas, e

7 amostras de biopsia fresca de colon de pacientes do mesmo hospital.

5.4.2. Extragdo de DNA

Parte selecionada das amostras FFPE foram dispostas em um tubo de 1,5 mL e
submetidas a remogao da parafina com 1 mL de xileno, por 18 horas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos em rotacdo maxima (21382g), e o
sobrenadante contendo o xileno foi cuidadosamente removido com pipeta Pasteur.
Adicionou-se novamente 1 mL de xileno, e as amostras permaneceram em agitagao
em vortex ou no equipamento shaker a 23°C por 30 minutos, para melhor eficiéncia
na remocgao da parafina. Repetiu-se a etapa de centrifugagcdo por 5 minutos em
rotagdo maxima (21382g), e o sobrenadante contendo o xileno foi cuidadosamente
removido com pipeta Pasteur. Em situagdes nas quais o xileno demonstrasse
opacidade, o procedimento de desparafinizacido com foi repetido com adicdo de 1 mL
de xileno e incubagdo por 30 minutos em agitagcdo, para completa remogao da

parafina.
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Para remocgao do xileno (FIGURA 9A), adicionou-se 1mL de etanol absoluto,
seguido por centrifugagédo por 1 minuto em rotagdo maxima (21382g) e remocgao do
sobrenadante contendo o etanol com pipeta Pasteur. Para garantir a completa
remogao do xileno, prosseguiram-se sucessivas lavagens com etanol 70%, 50% e
agua miliQ, todos seguidos por centrifugagdo por 1 minuto em rotagdo maxima
(21382g) e remogao do sobrenadante com pipeta Pasteur. Quando necessario, as
amostras eram incubadas em temperatura ambiente, em repouso por 15 minutos com
o tubo aberto em lugar protegido, ou em bloco de aquecimento a 37°C por 5 minutos,
garantindo a secagem do material. Por fim, a amostra seca pode ser armazenada a -
20°C, ou prosseguir as etapas de extracdo do DNA.

ApOs a remogao da parafina, o DNA foi extraido das amostras secas através do
kit QIAmp DNA Micro Kit (QIAGEN) (FIGURA 9B). Inicialmente, foi adicionado a cada
amostra 80 pL de tampao de lise (QIAGEN), 1 uL de RNA Carrier (concentragao de
1ug/ pL) e 15 pL proteinase K. O protocolo original do fabricante foi adaptado para
tempo de lise de 18 horas (overnight) a 56°C, a fim de aumentar o rendimento final da
amostra. Em seguida, as amostras passaram por uma breve centrifugagdo. As
amostras em lise foram incubadas em banho seco a 56°C em agitagdo de 700 rpm,
com mais 15 pL proteinase K, por pelo menos uma hora, até que todo o tecido tenha
sido lisado. Por fim, as amostras foram incubadas em banho seco a 98°C por 20
minutos, e apds breve centrifugagao, e prosseguiram-se sucessivas lavagens, com o
auxilio de uma coluna de extracdao (QIAamp Mini Spin Column) e os tampdes
previamente cedidos pelo fabricante (QIAGEN). Apés as lavagens, as amostras foram
centrifugadas por 3 minutos em rotagdo maxima (21382g), a fim de remover de forma
completa os tampdes de lavagem, e em seguida cada amostra foi eluida em 50 yL de
tampéao de eluigao (Elution Buffer QIAGEN) e incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. Apds o descarte da coluna, as amostras extraidas puderam ser armazenadas

ou prosseguir com o protocolo de purificagdo sugerido pelo fabricante.
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As concentragées de DNA foram mensuradas por fluorimetria no equipamento

Quantus Fluorimeter (Promega), e a diluigdo de DNA final foi ajustada para 1ng\uL.

Os dados de qualidade e pureza foram mensurados por espectrofotometria no

equipamento NanoDrop (ThermoFischer Scientific).
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Figura 9. Etapas do protocolo de (A) remogao de parafina seguido de (B) extragdo de DNA das

amostras de cancer de pulméo e cancer colorretal.

Nota: O protocolo consistiu em passos de lavagem com xileno, incubagdo com tampao de lise e

proteinase K, seguido de diferentes etapas de lavagem, purificagdo e eluicdo. A concentragdo de DNA

final foi ajustada para 1ng\uL.

Para a validagado do uso na clinica da PCR digital, as amostras devem ser

avaliadas pelo método padrao-ouro clinico ou laboratorial ja estabelecido. Por essa

razado, os resultados obtidos por PCR digital foram comparados com os de

sequenciamento de Sanger. O sequenciamento de DNA foi realizado nos Laboratoérios
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Histocompatibilidade da UFPR, e consiste em etapas de PCR convencional,
purificacdo, sequenciamento e precipitacao.
Além disso, utilizamos a PCR competitiva alelo especifica como método

comparativo adicional para avaliar a sensibilidade da dPCR.

5.4.3. Sequenciamento de Sanger
5.4.3.1. Amplificagao dos fragmentos pela DNA polimerase

A reacédo de PCR foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores listados
nas tabelas 4 e 5 para os éxons 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR e 2 do gene KRAS.
No total, foram necessarias 4 reacbes de amplificacdo. As amplificacbes foram
realizadas para um volume final de 20 L, e cada reagédo continha: tamp&o 1X
(Invitrogen); 0,3 mM de cada dNTP (Life Technologies); 2,5mM de MgCI2 (Invitrogen);
0,4 uM de cada primer especifico; 0,8 U de Taq polimerase Platinum® (Invitrogen), 3
ng de DNA genémico e agua ultrapura (TABELA 8). Embora o recomendado para as
reacoes de amplificacao seja de 20 ng de DNA gendmico, utilizamos 3 ng visto a
qualidade das amostras extraidas, e também com o objetivo de padronizacdo das

técnicas utilizadas.

Tabela 8. Mistura de reacao para realizagao dos experimentos de amplificagdo dos fragmentos pela

DNA polimerase.

Inicial Final
Tampéao de reagao 10X 1X
Primer direto (M) 100 04
Primer reverso (UM) 100 0,4
dNTPs (nM) 2,5 0,3
Taq polimerase (U/pL) 5 0,8
Agua ultrapura -
DNA 1ng/uL 3ng

As reacgdes foram executadas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific), utilizando as seguintes condigbes de ciclagem para cada

amplificagdo: desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de 94°C por 20
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segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, seguido de um ultimo passo
de extenséo final a 72°C por 5 minutos (TABELA 9).

Tabela 9. Protocolo de ciclagem dos experimentos de amplificagdo dos fragmentos pela DNA
polimerase.

Temperatura 94°C 94°C 58°C 72°C 72°C
Tempo 00:05:00 00:00:20 00:00:30 00:00:30 00:05:00
Ciclos 1 40 1

Para confirmagdo da amplificacdo do fragmento, foram realizadas corridas
eletroforéticas a 80 V por 40 minutos, aplicando-se 2 pL do produto de PCR junto a 2
ML de tampéo de corrida, em gel de agarose 1,5% contendo 1 pL do corante de acidos
nucleicos UniSafe Dye (Uniscience). Posteriormente, os géis de agarose foram
visualizados e fotografados através de sistema de fotodocumentagao

computadorizado.

5.4.3.2. Purificagao dos produtos amplificados
O total de 6L de produto de PCR foi entdo homogeneizado e purificado através
do uso de enzimas Exonuclease | (Fermentas), que degrada DNA de fita simples, e
fosfatase alcalina (Thermo Fisher Scientific), que elimina grupos fosfato e inativa os
nucleotideos da reacao anterior. Apos centrifugagao rapida, a reacao foi levada ao
termociclador em um ciclo de 60 minutos a 37°C, seguido de um ciclo de inativagao

enzimatica a 80°C, por 20 minutos.

5.4.3.3. Sequenciamento de DNA
No total, foram realizadas 4 reagdes de sequenciamento, nas quais foi
adicionado 1,9 uL de tampéo de reacado (Big Dye® Terminator v.3.1 56X Sequencing
Buffer), 0,1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso) e 0,3 uL BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Standard v3.1 (Life Technologies), a 2 uL do produto
purificado. Para aquelas amostras cuja banda no gel de eletroforese era de baixa
intensidade, utilizou-se 3 pL de produto purificado. Apds centrifugagao rapida, a

mistura de reagao foi levada ao termociclador para a reacdo de sequenciamento, que
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consiste em um ciclo de 1 minuto a 95°C, 25 ciclos de 10 segundos a 95°C, um ciclo
de 5 segundos a 50°C e, por fim, um ciclo de 4 minutos a 60°C (TABELA 10).

Tabela 10. Protocolo de ciclagem das reagdes de sequenciamento de Sanger.

Temperatura 95°C 95°C 50°C 60°C
Tempo 00:01:00 00:00:10 00:00:05 00:04:00
Ciclos 1 25 1 1

ApOs a reagao de sequenciamento, foi realizada uma purificagdo do DNA antes
da injecdo das amostras no sequenciador, a fim de que os reagentes utilizados nao
interferissem na eletroforese capilar e leitura das bases. Logo, as amostras
sequenciadas foram centrifugadas rapidamente, e foi adicionado 2,5uL de EDTA
125mM (Merck) e 30uL de etanol absoluto (Merck), ambos gelados, em cada amostra.
Apds homogeneizagao e centrifugacéo a 3220g por 45 minutos, o EDTA e o etanol
absoluto foram removidos por inversao, e foi adicionado 30uL de etanol 70% em cada
amostra, este em temperatura ambiente. Novamente houve homogeneizagéo e
centrifugacéo a 3220g e remogao do etanol por inversao. As amostras foram deixadas
em temperatura ambiente e cobertas com papel absorvente, para completa remocéao
do etanol. Por fim, foi adicionado 10 uL de Hi-Di formamida (Life Technologies) por
amostra, e a reagao foi levada ao sequenciador.

A andlise das sequéncias foi feita utilizando o software Mutation Surveyor ® -
DNA Variant Analysis (Softgenetics), considerando as sequéncias de referéncia dos
genes EGFR e KRAS. O sequenciamento do gene EGFR foi realizado duas vezes,

utilizando os mesmos iniciadores e repetindo a PCR, para confirmagao dos resultados.

5.4.4. PCR competitiva alelo especifica (castPCR)

O experimento de castPCR foi realizado para detec¢gdo de mutagdes nos genes
EGFR nas amostras de cancer de pulmao e KRAS nas amostras de cancer colorretal,
com o objetivo de comparar tais resultados aos obtidos por dPCR. Cada amostra é
submetida a trés reagdes individuais de PCR, (i) uma para detecgao do alelo mais
frequente, (ii) uma para detecgédo do alelo contendo a mutagéo rara e, em todos os
ensaios realizados, adicionamos (iii) uma reagao de gene de referéncia. Esta reagao

detecta uma sequéncia conservada no gene de interesse, distante da mutagao
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estudada, a fim de determinar se a presenca ou a auséncia de amplificagdo é
especifica.

Para a realizagcdo dos experimentos de castPCR, preparamos uma mistura de
reacdo com 1X de TagMan® Mutation Detection Assay, que contém o0s
oligonucleotideos iniciadores e os bloqueadores, 2X TagMan Genotyping Mastermix,
3 ng de DNA e agua ultrapura (TABELA 11). Embora o recomendado para as reagoes
de amplificacdo seja de 20 ng de DNA gendmico, utilizamos 3 ng devido a qualidade
das amostras extraidas, e também com o objetivo de padronizagdo das técnicas

utilizadas.

Tabela 11. Mistura de reagao para realizagdo dos experimentos de PCR competitiva alelo especifica.

Inicial Final
TaqgMan® Mutation Detection Assay 10X 1X
TagMan Genotyping Mastermix 10X 2X
Agua ultrapura -
DNA 1ng/puL 3ng

Essa reagao foi levada ao equipamento QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific) para realizacao de PCR competitiva em tempo real, que
consiste em um ciclo de 10 minutos a 95°C, seguido de 5 ciclos de 15 segundos a
92°C e 1 minuto a 58°C, finalizado por 40 ciclos de 15 segundos a 92°C e 1 minuto a
60°C (TABELA 12).

Tabela 12. Protocolo de ciclagem dos experimentos de PCR competitiva alelo especifica.

Temperatura 95°C 92°C 58°C 92°C 60°C
Tempo 00:10:00 00:00:15 00:01:00 00:00:15 00:01:00
Ciclos 1 5 40

As reacgdes de castPCR foram analisados no software QuantStudio™ Design and
Analysis, com verificagado de ruido automatico e valores de limiar fixos em 0,2, tanto
para as reagdes de deteccdo de mutagéo, quanto para as de gene de referéncia. Os
resultados expressos em valores de ciclo de amplificacédo (Ct, do inglés, cycle
threshold) foram exportados para o software Mutation Detector™. A quantificagao das

moléculas mutadas foi realizada através da diferenca de Ct ([ICt) entre as reacoes
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para uma mesma amostra de detecgcdo do alelo selvagem e detecgcéo do alelo
mutante, ou entre as reacdes de detecgao do alelo de referéncia e detecg¢ao do alelo
mutante. Para as anadlises, os valores de ciclo maximo aceitavel (cutoff) foram
ajustados a 40 ciclos de PCR, e o [1Ct entre a detec¢éo do alelo raro e do alelo mais
comum ou referéncia < 9,96, valor predeterminado pela Life Technologies. Dessa
forma, amostras com mutacao detectavel sdo aquelas cujos valores de Ct de ambos
os alelos analisados foram inferiores a 40 ciclos, e a diferenca entre esses valores foi
inferior a 9,96. Além disso, o software Mutation Detector™ considera amostras
positivas apenas aquelas cujo valor de Ct do alelo de referéncia esteve detectavel no
intervalo de 18 a 28 ciclos de PCR. Visto a concentracao reduzida de DNA adicionada
as reacdes, optou-se por analisar cada caso de forma individual. Os resultados foram
expressos em porcentagem de mutacgao (%) detectada. Para amostras cuja mutagao
nao foi detectada, por auséncia de amplificacdo do alelo mutante, no qual o software
nao € capaz de calcular o valor de [/Ct, ou [1Ct > 9,96, o valor expresso nos resultados
é de 0%.

5.5. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade na distribuicido dos valores de Ct para detectar diferentes
mutacdes somaticas, por PCR em tempo real na validagao analitica, ou castPCR na
validacao clinica, foi avaliada pelo teste de Kolgomorov-Smirnov. Da mesma forma, a
normalidade na distribuicdo das frequéncias de mutagao encontrada nas trés técnicas
foi testada. As diferengas na distribuigdo dos resultados por técnica empregada foram
avaliadas por testes paramétricos (t de Student ou Anova) ou ndo paramétricos (Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis), a depender do resultado.

Para avaliar a eficiéncia dos sistemas de deteccao elaborados foi utilizado teste
de regressao linear com os valores de Ct obtidos pelo experimento de linearidade.
Visto que os dados obtidos para as analises de correlagdes entre resultados obtidos
por dPCR, castPCR e sequenciamento de Sanger foram de presencga ou auséncia de
mutacao, utilizamos o teste de correlagcdo de Pearson. Todas estas analises foram
realizadas no programa Graphpad Prism v 5.01.

A fim de comparar a eficiéncia na detecgao qualitativa (presenca/auséncia de
mutagéo), os numeros absolutos de mutagdes detectadas por cada técnica foram
comparados entre si pelo teste exato de Fisher, utilizando o software SISA

(http://lwww.quantitativeskills.com/sisa/). Para comparar a eficiéncia na detecgao
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quantitativa, as frequéncias cumulativas de mutacdes detectadas por dPCR e
castPCR foram comparadas entre si através do teste de Mann-Whitney, utilizando o

programa Graphpad Prism v 5.01.

6. RESULTADOS

6.1. VALIDACAO ANALITICA

Para avaliar a eficiéncia de deteccdo, um experimento de linearidade foi
realizado com os oligonucleotideos sintéticos contendo as variantes comuns e raras.
Diluicbes progressivas foram feitas de forma seriada, a partir de uma concentragao
aproximada de 100.000.000 (Log10=8), até 0,01 (Log10=-2) moléculas de DNA/mL.
Os oligonucleotideos diluidos foram submetidos a amplificacdo na plataforma digital
de PCR em tempo real (LightCycler480®Real Time PCR System). As sondas
complementares as variantes raras p.L861Q e p.T790M (ambas de de EGFR) foram
capazes de detectar até uma unica molécula de DNA em um mL de solugado, apos
cerca de 40 ciclos de amplificagdo dos fragmentos. Ja as sondas para EGFR p.S768l,
e KRAS p.G12A, p.G12R e p.G13D detectaram até 10 moléculas contendo as
possiveis variantes/mL, sendo que o mix de sondas para identificagdo das variantes
no cédon 719 de EGFR e a sonda para p.G12V de KRAS foram eficientes para
detectar, no minimo, 100 moléculas por mL, todas préximo ao ciclo 40. As demais
sondas foram menos eficientes, detectando 1000 ou mais moléculas, perto do ciclo
40. Como esperado, o numero de moléculas detectadas, com ou sem a mutacéo, foi
inversamente proporcional ao numero de ciclos de amplificagcdo necessarios para

detecta-las, sendo as correlagdes muito altas, com r? maior que 0,92 (FIGURA 10).
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Figura 10. Eficiéncia das sondas para detec¢éo das variantes.

Legenda: Ct - limiar de ciclo; log - LOG10 da concentragdo de DNA detectada.

Nota: Embora a diluicdo tenha sido feita até 0,01 moléculas de DNA\mL, ndo houve detecgéo abaixo
de log10”*0, e por essa razao o eixo x n&o inclui estes valores. O objetivo foi detectar a eficiéncia dos
sistemas. Cada ensaio de detecgédo € formado por um par de oligonucleotideos e um par de sondas,
um pra detecgéo do alelo selvagem e um mutado. Foram utilizados os controles positivos sintetizados
para os alelos com as sequéncias selvagens e para as mutagdes de delegdo no exon 19 e pontuais
nos exons 18, 20 e 21 do gene EGFR e exon 2 do gene KRAS. Como o sistema é duplex, usamos dois
controles positivos, em reagdes separadas, para avaliar o sistema. No entanto, unimos os valores como

replicatas, visto que ambos os resultados avaliam o mesmo sistema de detecgao.

Diluigdes progressivas dos controles sintéticos com as variantes comuns de
EGFR e KRAS foram repetidamente testados para verificar a correspondéncia com o
numero de moléculas detectadas. O numero de moléculas detectadas a partir da
diluicdo de 100 moléculas de DNA/mL, para ambos os genes, foi significativamente
superior ao controle negativo, ao contrario de concentragdes entre 0,01 e 10
moléculas/mL, que também nao diferiram entre si (p>0,05). Em concentragdes de

DNA mais elevadas, houve menos dispersao na distribuicdo dos valores. Em outras
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palavras, houve excelente correspondéncia entre o grau de diluicdo e o numero de
moléculas detectadas (log2 representa 100 moléculas por mL, o que de fato foi
detectado com todas as sondas utilizadas) (FIGURA 11). Logo, o limite de detec¢ao
(LoD) do método de dPCR para todas as sondas, com excecéo de DEL19 e p.S768I
ficou definido como 100 moléculas de DNA/mL (FIGURA 12).
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Figura 11. Distribuicdo das concentragbes detectadas pela dPCR de controles sintéticos contendo as
variantes comuns de EGFR e KRAS, de acordo com os seus niveis de diluigao.

Legenda: pontos em amarelo representam variantes comuns de EGFR e pontos em verde representam
variantes comuns de KRAS; (***) a partir de 100 moléculas de DNA/mL (log 2 e log3) houve diferenca
significativa em relagéo ao controle negativo (Kruskal Wallis p < 0,0001); CN= controle negativo (sem
DNA).

Nota: visto que a técnica de PCR digital possui alta sensibilidade, & observada detecgdo de

fluorescéncia residual no controle negativo, mesmo sem a adicdo de DNA.
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Figura 12. Distribuicdo das concentragbes detectadas pela dPCR de controles sintéticos contendo as
variantes comuns de EGFR e KRAS, de acordo com os sistemas de detecgao.

Legenda: CN= controle negativo (sem DNA); a partir de 100 moléculas de DNA/mL houve diferenga
significativa em relagdo ao controle negativo: (*) Mann-Whitney p = 0,01, (**) Mann-Whitney p = 0,001
e (***) Mann-Whitney p < 0,0001; os sistemas de detecgdo DEL19 e p.S768I| néo diferiram do controle
negativo, porém, nao foram observadas concentragdes de DNA superiores a 20 moléculas de DNA/mL.
Os oligonucleotideos e as sondas elaboradas para detecgéo de variantes comuns no gene KRAS sao
os mesmos utilizados em todas as reagdes, tanto para codon 12 quanto para codon 13, e por essa
razao, apenas uma coluna esta representada.

Nota: Visto que a técnica de PCR digital possui alta sensibilidade, € observada detecgdo de
fluorescéncia residual no controle negativo, mesmo sem a adicao de DNA. Foi realizado teste de Mann-

Whitney, pois a distribuicdo de dados nos grupos comparados, nao foi normal.

Foram realizadas misturas de DNA que continham os alelos selvagem e
mutado nas proporgdes de 1%, 5%, 10% e 50% de mutacgao, a fim de avaliar o limite
de quantificagao (LoQ) do método de dPCR. O LoQ das variantes raras foi testado
apenas para as sondas especificas para as mutacgdes p.L861Q e p.T790M, visto que
estas obtiveram melhor desempenho no teste de linearidade. O numero de moléculas

detectadas a partir da diluicdo de 1% de mutacdo, para ambas as variantes, foi
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superior ao controle negativo. A amplificacao foi eficiente em todas as concentracoes
de DNA (r? = 0,9636 para p.T790M e r> = 0,9981 para p.L861Q), além de pouca
dispersao na distribuicdo dos valores e precisao nos resultados, de acordo com o
software QuantStudio™ 3D Analysis Suite. Logo, o limite de quantificagdo (LoQ) do
método de dPCR para os sistemas de deteccédo das variantes p.L861Q e p.T790M
ficou definido como 1 molécula de DNA contendo o alelo mutante em 100 moléculas

de DNA contendo o alelo selvagem (Figura 13).
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Figura 13. Regressao linear para analise de limite de quantificagdo (LoQ) do método de dPCR para os
sistemas de detecgao das variantes p.T790M e p.L861Q de EGFR.

Legenda: % mutacao esperada: dada pelas misturas de DNA que foram realizadas de forma a conter
os alelos selvagem e mutado nas propor¢des de 1%, 5%, 10% e 50% de mutagéo.

Nota: a amplificagéo foi eficiente em todas as concentragdes de DNA; p.T790M (r? = 0,9636) e p.L861Q

(r* = 0,9981); as demais sondas nao foram testadas.

6.2. VALIDACAO DIAGNOSTICA

O protocolo de dPCR foi comparado aos de castPCR e Sequenciamento de
Sanger para fins de validag&o analitica, em amostras de DNA extraido dos blocos de
parafina de cancer de pulmao e cancer colorretal. A concentracao final do DNA

extraido das amostras foi ajustada para 1 ng/uL.
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6.2.1. Analises qualitativas
6.2.1.1. Cancer de pulmao e EGFR
Para identificacdo de mutagdes do gene EGFR nas amostras de cancer de
pulméo, foram utilizadas as técnicas de dPCR, castPCR e Sequenciamento de
Sanger. Com excecgdo dos sistemas de deteccdo para as variantes p.L858R,
p.T790M e p.S768l, os demais nao foram capazes de identificar as variantes raras,

apesar de terem detectado a variante comum em um Ct maximo de 40 (TABELA 13).

Tabela 13. Valores de ciclo de amplificagédo (Ct) para detecgdo de mutagdes em EGFR, por castPCR.

de deteccgéo Variante comum Variante rara
Minimo Mediana Maximo Médiax Minimo Mediana Maximo Meédiaz*

DP DP

26,81 33,30 39,50 33,44 + -- -- -- --
4,50

25,05 30,69 39,26 30,63 £ -- -- -- --
3,76

20,87 25,25 33,03 25,71 + 28,36 28,75 29,13 28,75
2,81 0,54

25,19 31,62 38,38 31,77 £ -- -- -- --
3,46

26,78 34,75 40,00 35,00 £ 37,31 39,59 40,00 39,19 +
3,37 1,23

19,68 23,74 33,07 24,09 + 38,16 38,16 38,16 38,16
2,72

28,47 35,04 40,00 35,20 £ -- -- -- --
3,44

24,23 31,53 40,00 31,83 % -- -- -- --
3,63

23,26 33,30 39,50 33,44 £ -- -- -- --
4.5

Nota: Os resultados de castPCR foram expressos em valores de Ct, tanto para os ensaios para variante
mais comum, quanto para os ensaios de mutacgéao e referéncia. As andlises qualitativas foram realizadas
no software QuantStudio™ Design and Analysis pela presenga ou auséncia de curva de amplificagao,
com verificagdo de ruido automatico e valores de threshold fixos em 0,2. Curvas de amplificagao com

valores de Ct acima de 40 foram desconsideradas.
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Legenda: REF = ensaio referéncia; NTC = no template control, controle negativo. Curvas de

amplificagédo com valores de Ct acima de 40, foram desconsideradas.

Das 57 amostras de cancer de pulméo avaliadas, 33 (57,9%) nao apresentaram
nenhuma mutacgao no gene EGFR, por dPCR. Das outras 24 amostras com mutacao
detectada por dPCR (42,1%), 18 apresentaram apenas uma mutacgéo (18/24 = 75%)
e 6 apresentaram mutagbes complexas (6/24 = 25%). Por castPCR, apenas 11
amostras apresentaram alguma das mutagdes avaliadas no projeto (19,3%), e por
sequenciamento de Sanger, apenas 4 amostras apresentaram-se mutadas (7,0%)
(TABELA 14). Portanto, a dPCR foi capaz de detectar um numero maior de amostras
mutadas, em comparagao com a castPCR (Fisher p=0,014) e o sequenciamento de
Sanger (Fisher p=0,00002) (TABELA 14).

Tabela 14. Numero de amostras de cancer de pulmdo com mutagbes somaticas no gene EGFR,

detectadas pelas técnicas de dPCR, castPCR e sequenciamento de Sanger.

Mutagodes Mutacoes Simples  Mutagdes Complexas Valor p*
totais
dPCR 24 18 6 --
castPCR 11 8 3 0,014
Seq 4 4 0 0,00002

Nota: os numeros séo valores absolutos de amostras que apresentaram alguma mutagdo no gene
EGFR detectavel. (*) o valor estatistico € em relacdo ao numero total de mutag¢des detectadas por cada
uma das técnicas.

Legenda: Seq= Sequenciamento

Utilizando a técnica de dPCR, foram observadas 10 amostras com a mutagao
DEL19 (32,2% dos casos com mutacdo) (FIGURA 14), enquanto que por castPCR e
sequenciamento, foram detectadas apenas 4 amostras com essa delegao (Fisher
p=0,049). Destas, 6 amostras possuiam exclusivamente a mutacdo DEL19 (6/57 =
10,5% das amostras), enquanto as outras 4 eram portadoras de varias mutagdes
(“mutacdo complexa”) (4/57 =7,0% das amostras) (TABELA 15).
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Figura 14. Imagem representativa de amostra de cancer de pulmao avaliada pelo software
QuantStudio™ 3D Analysis Suite portadora de mutacao DEL19.

Legenda: amostra de cancer de pulméao cuja mutacado DEL19 foi detectada por dPCR. Cada ponto no
grafico representa uma particdo no chip de dPCR. O eixo Y corresponde a fluorescéncia de VIC®,
enquanto o eixo X corresponde a fluorescéncia de FAM™. Pontos amarelos sdo particbes sem DNA
amplificado (n=16492). Pontos vermelhos s&o particdes cuja sonda detectada pelo software foi VIC®
(n=182), caracteristica de individuos portadores da dele¢do no exon 19. Pontos em azul sdo particdes
cuja sonda detectada pelo software foi FAM™ (n=6). Pontos em verde s&o particbes nas quais ambas
as sondas (FAM™ e VIC® foram detectadas) (n=142). Acima do grafico estdo representados os
numeros de particdes identificadas com cada fluoréforo.

Nota: a sonda marcada com o fluoréforo VIC® foi desenhada em uma regido conservada do gene
EGFR. A sonda marcada com o fluoréforo FAM™ foi desenhada em uma regido onde ocorrem as
delegbes mais frequentes. A sonda FAM™ nao é capaz de se acoplar nas moléculas de DNA do
individuo que possui a delegdo no exon 19. A emissao de fluorescéncia observada é exclusivamente
da sonda marcada com VIC® nesses individuos, garantindo a eficiéncia da reagdo. Em individuos que
nao possuem alelos mutantes, ambas as sondas sdo capazes de se acoplar, de forma que ha emissao
de fluorescéncia de FAM™ e VIC® pela mesma molécula, portanto, na mesma particdo. A emissao de
fluorescéncia exclusiva de FAM™ pode indicar uma reagao ineficiente nas particées especificas (nesse

caso, 6), visto que a sonda VIC®, que garante a eficiéncia da reagéo, nao foi capaz de se acoplar.

A mutacdo pontual p.L858R no éxon 21 foi a segunda mais frequente, nas

amostras de cancer de pulméao (25,8% dos casos com mutagdo). Das 8 amostras com
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a mutacao p.L858R detectada por dPCR, 6 possuiam exclusivamente essa mutagao
(6/57 = 10,5% das amostras), enquanto 2 eram portadoras de mutagao complexa
(2/57 = 3,5% das amostras). Para a detecgao desta mutagéo pontual, a dPCR foi mais
eficaz na detec¢do quanto comparada ao sequenciamento de Sanger (Fisher p=0,04),
e foi observada uma tendéncia ao melhor desempenho da técnica de dPCR quanto
ao numero de amostras detectadas com a mutacdo, em comparagdo a castPCR
(Fisher p=0,09) (TABELA 15).

Para a mutagao pontual p.L861Q no éxon 21, e para as mutagdes de ponto nos
éxons 18 e 20, nao foram observadas diferengas significativas entre a PCR digital e a
castPCR. Além disso, o sequenciamento de Sanger nao foi eficaz em detectar as
mutacdes de ponto de EGFR no éxon 18, bem como as do éxon 20 - p.T790M e
p.S768I, e éxon 21 - p.L858R e p.L861Q (TABELA 17).

Tabela 15. Mutagbes somaticas detectadas no gene EGFR nas amostras de cancer de pulmao pelas

diferentes técnicas utilizadas.

Mutacgao dPCR castPCR Valor Sequenciamento Valor
P P
A B Total A B Total A B Total
DEL19 6 4 10 2 2 4 0,04 4 - 4 0,04
p.L858R 6 2 8 2 0 2 0,09 - - - 0,04
p.L861Q - 1 1 - - - ns - - - ns
p.G719X - 4 4 - 2 2 ns - - - 0,04
p.T790M 6 2 8 3 2 5 ns - - - 0,002
p.S768lI - 1 1 1 - 1 ns - - - ns
Total 32 14 4 4

Legenda: sublinhado - valor estatisticamente significativo, comparagao entre os valores acumulados
(totais) de mutagdes somaticas detectadas pelas técnicas de dPCR, castPCR e sequenciamento de
Sanger. ns = nao significativo. (A) presenga de apenas uma mutagéo; (B) presengca de multiplas
mutagdes em uma mesma amostra (mutacdo complexa).

Nota: os valores de p foram calculados com base no teste de Fisher, comparando os nimeros absolutos
de deteccéo pelas diferentes técnicas. Algumas das amostras apresentaram mais de uma mutagao, e
por essa razao, o valor total desta tabela é referente ao nimero de mutagdes detectadas, e ndo ao
numero de amostras mutadas. O sequenciamento de Sanger para EGFR foi realizado duas vezes para

a confirmacao dos dados.

Visto que nenhuma amostra obteve mais de uma mutagao por sequenciamento,
dPCR foi mais eficaz em detectar mutacdes complexas no gene EGFR em uma
mesma amostra, quando comparada a essa técnica (Fisher p=0,004). No entanto,
quando comparada a castPCR, seu desempenho foi equivalente para a detecgao de

duas ou mais mutag¢des, em uma mesma amostra (Fisher p=0,17). Ja para aquelas
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amostras de cancer de pulmdo com apenas uma mutagdo no gene EGFR, houve
diferenca significativa na detec¢ao destas, quando comparada com castPCR (Fisher
p=0,028) (FIGURA 15) e com sequenciamento de Sanger (Fisher p=0,0003).

*%

Amostras (n)

1 >2 0 1

Numero de mutacdes detectadas em uma mesma amostra

Figura 15. Numero de mutacbes somaticas detectadas no gene EGFR nas amostras de cancer de
pulmao por dPCR e por castPCR.

Legenda: em rosa, mutacdes detectadas por dPCR; em azul, mutagcbes detectadas por castPCR; (**)
foi observada diferenca significativa na deteccéo de mutagdes em EGFR entre as técnicas de dPCR e
castPCR naquelas amostras que possuem apenas uma mutagao (mutagao simples) (Fisher, p =0,004).
Para a detecgao de duas ou mais mutagées em uma mesma amostra o desempenho das técnicas foi

equivalente (p > 0,05).

Através da avaliagdo individual das amostras de cancer de pulmao de acordo
com (i) presenga ou auséncia de mutag¢des no gene EGFR, e também quanto (ii) ao
numero de mutagdes detectadas em cada amostra, foi observado que as técnicas de
dPCR e castPCR estao correlacionadas. No entanto, tal correlacdo € mediana
(Pearson r*=0,53, p<0,0001), visto que a dPCR detectou mais amostras mutadas
(figura 13). Uma correlagc&o ainda mais fraca foi observada em relagdo a dPCR e ao
sequenciamento (Pearson r>=0,30, p=0,019) (ANEXO 3).

6.2.1.2. Cancer colorretal e KRAS
Para identificagdo de mutagbes pontuais no gene KRAS nas amostras de
cancer colorretal, foram utilizadas as técnicas de dPCR, castPCR e Sequenciamento
de Sanger. A eficacia de detec¢ao da mutacao p.G13D foi comparada apenas entre
a dPCR e o sequenciamento de Sanger (TABELA 17).
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Tabela 16. Valores de ciclo de amplificacdo (Ct) obtidos através da deteccdo de mutacdes no gene
KRAS pela técnica de castPCR.

Sistema de detecc¢ao Variante comum Variante rara

G12C

G128

G12R

G12v

G12D

G12A

REF

NTC

Minimo Mediana Maximo Médiat Minimo Mediana Maximo Médiazt

DP DP

23,21 31,66 37,86 31.37 -- -- - --
3,26

23,47 34,16 39,50 33,24 + -- -- - --
3,78

22,93 31,46 40,00 31,79 = - - - -
3,79

24,01 33,34 39,59 33,04+ 29,52 36,94 39,23 34,97%
3,70 4,14

2367 3097 3941 3122+ 3200 3662 3890 3614z
3,44 2,44

23,47 30,19 39,52 30,66 + -- -- - --
3,26

22,12 29,95 39,60 29,54
28,56

Nota: Os resultados de castPCR foram expressos em valores de Ct, tanto para os ensaios para variante
mais comum, quanto para os ensaios de mutagao e referéncia. As analises qualitativas foram realizadas
no software QuantStudio™ Design and Analysis pela presenga ou auséncia de curva de amplificacao,
com verificacdo de ruido automatico e valores de threshold fixos em 0,2. Curvas de amplificacdo com
valores de Ct acima de 40 foram desconsideradas.

Legenda: REF = ensaio referéncia; NTC = no template control, controle negativo.

Das 41 amostras de cancer colorretal avaliadas por dPCR, 31,7% nao
apresentaram nenhuma mutagao de ponto no gene KRAS. Das amostras mutadas,
14 (34,1%) apresentaram a mutagao de ponto p.G13D no éxon 2. Das outras 20
amostras mutadas por dPCR, 13 apresentaram apenas uma mutagao (13/20 = 65%)
e 7 apresentaram mutag¢des complexas (7/20 = 35%). Por castPCR, 12 amostras
apresentaram alguma das mutagdes avaliadas no projeto (29,2%), e por
sequenciamento de Sanger, 13 amostras apresentaram-se mutadas (31,7%)
(TABELA 19). Portanto, a dPCR foi capaz de detectar um numero maior de amostras

mutadas em comparagao ao sequenciamento de Sanger (p=0,002), mas a diferenga
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nao foi estatisticamente significativa, em comparagao com a castPCR (p=0,11)
(TABELA 17).

Tabela 17. Numero de amostras de céncer colorretal com mutagdes somaticas no gene KRAS,

detectadas pelas técnicas de dPCR, castPCR e sequenciamento de Sanger.

Mutagodes Mutacoes Simples  Mutagdes Complexas Valor p*
totais
dPCR 20 13 7 -
castPCR 12 11 1 ns
dPCR 28 17 11 -
Sequenciamento 13 13 0 0,04

Legenda: os numeros séo valores absolutos de amostras que apresentaram alguma mutagao no gene
KRAS detectavel; (*) o valor estatistico foi mensurado em comparacéao a técnica de dPCR; valores
absolutos de amostras que apresentaram alguma mutagcdo no gene KRAS detectada incluindo a
mutagao de ponto p.G13D foram utilizados para comparagao com a técnica de sequenciamento, e por
essa razao, estes valores sao superiores aos usados para comparagao com a técnica de castPCR; ns

= ndo significativo.

Para amostras que possuiam apenas uma mutagcao no gene KRAS, houve
diferenca significativa na deteccdo destas, mas apenas por sequenciamento de
Sanger (p=0,0003), e ndo por castPCR (p=0,45). No entanto, a dPCR foi mais eficaz
em detectar mutagbes complexas no gene KRAS em uma mesma amostra quando
comparada a castPCR (p=0,023) (FIGURA 16). Visto que nenhuma amostra obteve
mais de uma mutagao por sequenciamento, dPCR também foi mais eficaz em detectar
mutagdes complexas no gene KRAS em uma mesma amostra quando comparada a
essa técnica (p=0,000003).

Amostras (n)

1 >2 o 1

Numero de mutacoes detectadas em uma mesma amostra

Figura 16. Numero de mutagbes somaticas detectadas no gene KRAS nas amostras de cancer
colorretal, por dPCR e por castPCR.
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Legenda: em rosa, mutagdes detectadas por dPCR; em azul, mutacbes detectadas por castPCR; (*)
houve diferencga significativa na detecgdo de duas ou mais mutagdes por amostra, entre as técnicas de
dPCR e castPCR (Fisher, p = 0,023).

A mutacdo p.G13D no gene KRAS foi detectada com maior frequéncia nas
amostras de cancer colorretal pela técnica de dPCR (34,1%). Quando comparada ao
sequenciamento de Sanger, a dPCR foi mais eficaz em detectar a mutagao p.G13D
(Fisher p=0,037), visto que essa mutacgéao foi detectada em apenas 7,3% das amostras
pelo sequenciamento. A detecgdo de p.G13D nao foi avaliada por castPCR. A PCR
digital também apresentou uma tendéncia a ser mais eficaz em relagao a castPCR e
sequenciamento em detectar as mutagdes p.G12R (Fisher p=0,05) e p.G12A (Fisher
p=0,05) no gene KRAS nas amostras de cancer colorretal (TABELA 18).

As mutagdes p.G12V e p.G12D no gene KRAS foram detectadas em maior
frequéncia nas amostras de cancer colorretal, por meio das trés técnicas. A mutacao
p.G12V foi observada em 11 amostras utilizando dPCR (26,8%), 7 amostras utilizando
castPCR (17,1%), e 5 amostras utilizando o sequenciamento de Sanger (12,2%). A
mutagao p.G12D foi observada em 11 amostras, utilizando dPCR (26,8%), 6 amostras
utilizando castPCR (14,6%), e 7 amostras utilizando o sequenciamento de Sanger
(9,7%) (TABELA 18). Nao foram observadas diferengas entre as técnicas para a
deteccdo das mutagdes p.G12V (Fisher p=0,42 para castPCR e Fisher p=0,26 para
sequenciamento) e p.G12D (Fisher p=0,57 para castPCR e Fisher p=0,55 para
sequenciamento) no gene KRAS.

Todas as outras mutagdes foram detectadas preferencialmente ou unicamente
por dPCR, sendo que p.G13D néao foi avaliada por castPCR, devido a restricdes
orcamentarias (TABELA 18).

Tabela 18. Mutagbes somaticas detectadas no gene KRAS nas amostras de cancer colorretal pelas

diferentes técnicas utilizadas.

Mutagao dPCR castPCR Valor p Sequenciamento Valor p
p.G12S 1 - ns - ns
p.G12C 1 - ns - ns
p.G12R 4 - 0,05 - 0,05
p.G12D 11 6 ns 4 ns
p.G12V 11 7 ns 5 ns
p.G12A 4 - 0,02 1 0,05
p.G13D 14 NT - 3 0,03
Total 46 13 13

Nota: algumas das amostras (38%) apresentaram mais de uma mutagéo, e por essa razao, o valor total

desta tabela é referente ao numero de mutagdes detectadas, € ndo ao nimero de amostras mutadas.
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Legenda: os valores de p foram calculados com base no teste de Fisher, comparando os numeros
absolutos de deteccdo pelas diferentes técnicas. Os valores estatisticamente significativos estao

sublinhados. ns = nao significativo. NT = n&o tipado.

Através da avaliacdo individual das amostras de cancer de pulmao de acordo
com (i) presenga ou auséncia de mutagdes no gene KRAS, e também quanto (ii) ao
numero de mutacdes detectadas em cada amostra, foi observado que as técnicas de
dPCR e castPCR estao correlacionadas. No entanto, tal correlagdo € mediana
(Pearson r?=0,55, p=0,0002), visto que a dPCR detectou mais amostras mutadas. O
mesmo foi observado em relagdo a dPCR e ao sequenciamento (Pearson r?>=0,56,
p=0,0001) (ANEXO 4).

6.2.2. Analises Quantitativas

Ao observar exclusivamente as amostras de cancer de pulmdo que
apresentaram alguma mutacao detectavel no gene EGFR e de cancer colorretal no
gene KRAS, nao houve diferenca na frequéncia de mutacdes detectadas, tanto por
dPCR, quanto por castPCR (Mann-Whitney p=0,1297). Apenas duas amostras
apresentaram grandes diferencas de detec¢do entre ambas as técnicas, o que
possivelmente se deve a falsos positivos (FIGURA 17). O Sequenciamento de Sanger
nao foi avaliado por esse parametro, por ser uma técnica qualitativa.

80+
p=0,1297

604

40+

% Mutagao detectada

dPCR castPCR

Figura 17. Correlagéo das frequéncias de mutagdes somaticas detectadas nos genes EGFR e KRAS,
por dPCR e castPCR.
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Nota: no eixo y, a frequéncia de mutagcéo observada por amostra, é dada pela frequéncia de mutacéo
detectadas pelas técnicas (Pearson r?=0,3505, p=0,1297). Trés amostras apresentaram resultados

muito diferentes, entre si.

Observando exclusivamente as amostras de cancer de pulmao e cancer
colorretal com auséncia de mutagao por castPCR (selvagens), mas que possuiam
mutacdes detectadas nos genes EGFR e KRAS através da dPCR, foi visto que grande
parte dessas amostras (32 em 41, 78,05%) s&o aquelas cuja ocorréncia de mutagéo
e inferior a 20% (média 9,59 e mediana 4,16). Apenas 4 amostras (9,76%) nao
apresentaram mutagao, de acordo com o método de detecgdo por dPCR (FIGURA
18). Considerando que este resultado é verdadeiro, apenas 4 pacientes ficariam com

progndstico inconclusivo, relativo a resposta a terapia convencional.
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Figura 18. Quantificacdo de muta¢des somaticas nos genes EGFR e KRAS das amostras de cancer
de pulmao e cancer colorretal, cuja mutacéo foi detectada apenas por dPCR, em comparagéo aquelas
detectadas por castPCR.

Legenda: Cada ponto no grafico representa uma amostra avaliada por dPCR ou castPCR. As amostras
de cancer de pulméao e cancer colorretal representadas em dPCR s&o aquelas cuja técnica de castPCR

nao detectou mutagdes, enquanto a dPCR detectou; média 9,59 e mediana 4,16. As amostras de
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cancer de pulmao e cancer colorretal representadas em castPCR s&o aquelas cuja técnica de castPCR
detectou mutagdes, independente do resultado de dPCR; média 16,84 e mediana 11,10.

Nota: no eixo y, a frequéncia de mutagcdo observada por amostra, € dada pela frequéncia de cada
mutacao, detectadas por dPCR. Amostras identificadas por ambas as técnicas nao estao representadas
para dPCR. Os casos nao concordantes entre as técnicas de dPCR e sequenciamento n&o foram

avaliados, em fung¢ao dessa ultima ndo quantificar as moléculas mutadas detectadas.

As amostras contendo as variantes raras avaliadas estao distribuidas na figura
para EGFR e KRAS. E possivel observar que a partir da frequéncia de 1% de mutagao,
tanto para EGFR quanto para KRAS, houve diferenga significativa com relagado ao
controle negativo, e que frequéncias inferiores a 1% néao diferem do mesmo (p>0,05),
corroborando nosso resultado anterior de LoQ. Vimos também que, em concentragdes
mais elevadas de DNA com a sequéncia mutada em meio a DNA selvagem, a
distribuicdo dos valores permaneceu mais homogénea e eficiente (r*> = 0,9906)
(FIGURA 19). Tais dados reforgam nossos resultados anteriores de limite de

quantificacéo da técnica de PCR digital.
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Figura 19. Andlise de limite de quantificacdo (LoQ) das amostras contendo as

variantes raras avaliadas para EGFR e KRAS por dPCR.
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Legenda: (*) a partir da frequéncia de 1% de mutacgao detectada por dPCR, tanto em
EGFR quanto em KRAS, houve diferenga significativa do controle negativo (Kruskal-
Wallis p < 0.0001). A dPCR foi capaz de detectar baixas frequéncias de mutagao (a
partir de 1%) de forma eficiente (regressao linear, r? = 0,9906). CNEG= controle

negativo

6.3. CONTROLE DE QUALIDADE E ACREDITACAO INTERNACIONAL

A fim de avaliar a especificidade da técnica de dPCR, foram utilizadas 10
amostras de DNA extraido de tecido pulmonar parafinado livre de neoplasia e 7
amostras de DNA extraido de biopsia de cdélon livre de neoplasia. Ndo foram
detectadas mutagdes em nenhumas dessas amostras, permitindo um controle de
qualidade interno da técnica de dPCR (FIGURA 20).

FAM: 1906 VIC: 0 FAM-+WVIC:0 UNDETERMINED:O

Figura 20. Resultado representativo de uma amostra de tecido livre de neoplasia por dPCR

Nota: Pontos em azul correspondem as moléculas de DNA marcadas com o fluoréforo FAM, indicando
presenga de DNA com a variante comum. Pontos em amarelo indicam particdes do chip sem moléculas
de DNA.

Além disso, foi possivel avaliar a sensibilidade e acuracia através da realizagéo
do teste de acreditagdo do Colégio Americano de Patologia (CAP), no qual detectou-
se de forma adequada 17 das 18 mutagbes no gene EGFR (94,44% de acuracia)
(TABELA 19) e 18 das 21 mutagdes no gene KRAS (85,71% de acuracia) (TABELA
20). Os resultados foram enviados ao CAP para avaliacdo externa de qualidade e

aguardam aprovacgao.
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Tabela 19. Resultados da tipagem dos controles para mutagées no gene EGFR, para
acreditacao internacional de acordo com o Colégio Americano de Patologia (CAP).

AMOSTRA MUTAGAO RESULTADO RESULTADO
ENCONTRADO ESPERADO

01 DEL19 - -
p.L858R - -
p.-T790M + -
p.G719X - -
p.S769I - -
p.L861Q - -

02 DEL19 - -
p.L858R - -
p.T790M - -
p.G719X + +
p.S769I - -
p.L861Q - -

03 DEL19 + +
p.L858R - -
p.T790M - -
p.G719X - -
p.S769I - -
p.L861Q - -

Legenda: amostras 01, 02 e 03 analisadas para presencga ou auséncia das mutagdes no gene EGFR

estudadas; (-) mutacdo nao detectavel; (+) mutacao detectavel; em negrito, resultado ndo concordante

com o esperado pelo CAP.

Tabela 20. Resultados da tipagem dos controles para mutagbes no gene KRAS, para
acreditacao internacional de acordo com o Colégio Americano de Patologia (CAP).

AMOSTRA MUTAGAO RESULTADO RESULTADO
ENCONTRADO ESPERADO

01 p.G12S +
p.G12R + +
p.G12C +
p.G12D - -
p.G12A - -
p.G12V - -
p.G13D - -
02 p.G12S - -
p.G12R - -
p.G12C + +
p.G12D - -
p.G12A - -
p.G12V - -
p.G13D - -
03 p.G12S - -
p.G12R - -
p.G12C - -
p.G12D - -
p.G12A - -
p.G12V - +
p.G13D - -
Legenda: amostras 01, 02 e 03 analisadas para presenga ou auséncia das mutagdes no gene KRAS

estudadas; (-) mutacdo nao detectavel; (+) mutagao detectavel; em negrito, resultado ndo concordante

com o esperado pelo CAP.
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6.4. CUSTO EFETIVO DA REALIZACAO DAS TECNICAS

Visto que o objetivo inicial do trabalho € validar a técnica de dPCR para uso
comercial, foi realizada uma estimativa do custo efetivo na utilizagcdo das técnicas de
dPCR, castPCR e sequenciamento de Sanger, para realizagdo de 100 reagdes. A
técnica de dPCR mostrou-se mais econdmica na realizagdo em série para deteccao
de mutagdes (TABELA 21). Em relagdo ao tempo médio gasto na bancada para 10
reacdes, necessita-se de cinco a seis horas para realizar a dPCR, desde o preparo da
reacao até a leitura dos chips e analise de dados, visto que sé a reagdo em
termociclador demora cerca de trés horas. Esse tempo € muito menor que o previsto
para o sequenciamento de Sanger, que pode ser de 12 até 24 horas. Contudo, a dPCR
exige maior tempo de bancada, que aquele empregado na castPCR (trés a quatro

horas).

Tabela 21. Custo calculado na utilizagdo das técnicas de dPCR, castPCR e sequenciamento de Sanger

para detecgdo de mutagdes somaticas nos genes EGFR e KRAS.

dPCR castPCR Sequenciamento de Sanger
Imutagao /lensaio (mutagao) /gene (mutagao)
Ensaio de detecgao -- 2120,89 --
Mastermix 64,35 88,88 58,50
Primers 10,00 -- 10,00
Sondas 300,00 - -
Taq -- -- 545,40
Chips para dPCR 350,00 -- --
Placas de PCR - 399,00 399,00
Insumos 36,21 25,99 101,25
760,56 2.634,76 1.114,21

Legenda: os valores sao dados aproximados, calculados em reais, para realizagdo de 10 reagbes para
deteccao de uma mutacdo somatica validada, independente da técnica utilizada. Informagées como

coleta de material, processamento e extragdo de DNA nao estéo inseridos no valor final.
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7. DISCUSSAO

O método padrao-ouro para deteccao de mutagbes em neoplasias € o
sequenciamento de DNA (DIDELOT et al., 2012). No entanto, além de ser uma técnica
trabalhosa e de custo elevado, requer ao menos 10 a 20% das células contendo a
variante de interesse, dentre a populacao celular estudada (FRANCIS; STEIN, 2015).
O cancer de pulm&o e o cancer colorretal, em geral, sdo neoplasias detectadas em
estagios avangados (HON et al., 2017; KIM et al., 2013; KNIGHT et al., 2017). Logo,
a detecgao precoce de um pequeno numero de células com mutagdes alvo é essencial
para o melhor progndstico da doenga. Diante deste cenario, o objetivo deste projeto
foi propor uma técnica alternativa, capaz de detectar variantes raras com
sensibilidade, acuracia e precisdo, a um custo reduzido, em amostras FFPE, que
frequentemente estao disponiveis na rotina clinica. Para tanto, realizamos a validagao
da técnica de dPCR para detecg¢ao de mutagcbes somaticas nos genes EGFR e KRAS
em amostras FFPE de pacientes com NSCLC e CCR, respectivamente.

Os sistemas de deteccao de mutagdes somaticas através da técnica de dPCR
foram elaborados por meio da projegédo e sintese de oligonucleotideos iniciadores
direto e reverso e sondas de hidrdlise, testados quanto a sua eficiéncia. Este € um
diferencial do nosso trabalho, visto que habitualmente, sdo escolhidos ensaios
comerciais TagMan® para os sistemas de detecgao por dPCR (LAIG, 2016; WANG,
2010; FENG 2018). Além disso, os sistemas reportados na literatura, em geral n&o
contemplam as mutacbes menos frequentes p.S768l, p.L861Q e p.G719X
(TATEMATSU, 2017; DUFORT, 2011).

O limite de detecgdo (LoD) do método desenvolvido no presente estudo foi
definido como 100 moléculas/mL. Foi possivel detectar frequéncias de 1% de DNA
contendo as mutagdes p.L861Q e p.T790M, em uma populacdo de DNA selvagem,
valor definido como o limite de quantificacédo (LoQ) do método de dPCR neste
trabalho. Teoricamente, a dPCR é capaz de detectar cerca de 3 moléculas de DNA
portadoras de determinada mutagao, em 3333 moléculas com a variante comum (LoQ
de 0,1%). Contudo, os protocolos de dPCR recomendam o uso de 20 ng de DNA,
concentracao cerca de 6,5 vezes superior a que usamos neste trabalho.

Para a validagao clinica da técnica de dPCR, comparamos nossos resultados
com aqueles obtidos por castPCR e sequenciamento de Sanger. A deteccédo de

mutacdes somaticas foi feita em DNA extraido de amostras FFPE de pacientes com
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cancer de pulmao e cancer colorretal. Embora os protocolos usuais recomendem
cerca de 20 ng de DNA para amplificagdo na dPCR (MASAGO et al. 2018), utilizamos
apenas 3 ng, devido ao baixo rendimento das extragdes de DNA. Dessa forma, outro
diferencial do nosso trabalho foi avaliar a performance clinica das técnicas em
questao, na deteccgéo precisa de mutagdes somaticas em situagdes com concentracéo
limitada de DNA, sendo este, até onde temos conhecimento, o primeiro trabalho a
avaliar esse cenario.

Devido a baixa qualidade do material, falsos negativos podem ter ocorrido pela
presenca de inibidores de reagao, presentes nas amostras por serem oriundas de um
material parafinado antigo. Em um trabalho recente, no qual mutagdes foram
identificadas por NGS de genoma total (WGS, do inglés whole genome sequencing),
em DNA extraido de amostras de tecido fresco congeladas, de FFPE e de sangue de
52 pacientes de cancer, a correlagao entre o numero de mutagdes identificadas no
DNA oriundo de tecido fresco e no de FFPE foi relativamente baixa (0,44).
Temperaturas mais baixas para reverter ligacées cruzadas no processo de extracao
de DNA de amostras FFPE, contudo, aumentaram a acuracia na identificagao de
numero de coépias, e o método foi considerado adequado para utilizacdo na rotina
clinica (REF: ROBB et al. 2018).

Métodos baseados em PCR em tempo real parecem ser promissores para
deteccdo de mutacbes somaticas, além de mais sensiveis que o sequenciamento
(BOLTON et al., 2015). Estudos mostram que a tecnologia de dPCR apresenta
vantagens em relagdo ao sequenciamento genético, sendo capaz de detectar
variantes raras com mais precisdo (HUGGETT; WHALE, 2013; PEKIN et al., 2010),
além de menos suscetivel a inibigdo e com menor custo (HUGGETT et al., 2013).
Nosso trabalho demonstra resultados similares, visto que a dPCR foi capaz de
detectar um numero maior de amostras com mutagdes somaticas nos genes EGFR e
KRAS, em comparagao com o sequenciamento de Sanger.

Além disso, Bartels e colaboradores (2017), em sua analise molecular em
pacientes com cancer de pulmao, observaram que a qPCR apresenta sensibilidade
inferior a dPCR, e que a quantidade de DNA necessaria para a realizagao do protocolo
de qPCR deve ser superior a de dPCR (BARTELS et al., 2017). Nossos resultados
fortalecem as conclusdes de Bartels, visto que a dPCR também foi mais eficaz na
detecgdo de mutagbes somaticas no gene EGFR em comparagdo com a castPCR,

sendo que a concentracdo de DNA para a realizagdo dos protocolos, foi a mesma
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(1ng/uL). No entanto, acreditamos que a concentragdo do DNA tenha sido limitante
no protocolo de castPCR. Ao observarmos os dados de castPCR, vimos que algumas
amostras possuem valores de ciclo de amplificagdo (Ct) superiores a 30, inclusive
para identificagao de variantes comuns. Uma amostra é classificada como portadora
de uma variante rara através da técnica de castPCR quando, dentre outros
parametros, a diferenga entre os valores de ciclo de amplificagdo entre a deteccao
das variantes rara e comum (ACt) é inferior a 9,96. Dessa forma, algumas amostras
ditas como portadoras de alelos exclusivamente selvagens, na realidade apenas nao
tiveram o alelo mutante identificado, sendo esta uma possivel limitagcdo do nosso
trabalho.

Em pacientes com adenocarcinoma de pulméo, 93% das mutagcdes somaticas
no gene EGFR ocorrem entre os exons 18 - 21, regido que codifica para o dominio
tirosina cinase do receptor. Logo, tais mutagbes podem resultar na ativagao
independente de ligante, o que justifica a importancia da sua detecgdo precoce
(O'Kane, 2017). Nesse projeto, a dPCR permitiu identificar uma frequéncia
aproximadamente duas vezes superior de amostras portando mutacbes no gene
EGFR, comparado a castPCR, e seis vezes superior, comparada ao sequenciamento
de Sanger. A delegao no exon 19 (DEL19) e a variante p.L858R no exon 21 séo as
mutacdes mais frequentes encontradas nos pacientes de cancer de pulmao
(LADANYI; PAO, 2008; MITSUDOMI; YATABE, 2010). De fato, estas totalizaram mais
de 50% das mutacgdes encontradas no gene EGFR por dPCR, sendo dez amostras
com DEL19 e oito amostras com p.L858R, dentre todas as 24 que continham
mutagbes. Em contraste, pela castPCR e o sequenciamento de Sanger, foram
detectadas apenas 4 amostras com a DEL19, evidenciando a maior sensibilidade da
dPCR em detectar esta delegado. Para p.L858R, duas amostras foram detectadas por
castPCR, indicando apenas uma tendéncia ao melhor desempenho da dPCR,
enquanto que o sequenciamento de Sanger n&o foi capaz de detectar nenhuma
amostra com tal variante.

O sequenciamento de Sanger nao foi eficaz em detectar a variante p.T790M no
gene EGFR, enquanto que por dPCR e por castPCR foram detectadas 8 e 5 amostras
portadoras dessa variante, respectivamente. Além disso, também foi ineficaz para
detectar as variantes raras menos frequentes no gene EGFR (p.L861Q no exon 21,
p.S768l e mutagdes de ponto no exon 18). A vista disso, a concentragao reduzida de

DNA pode ter sido um fator limitante. Além disso, a utilizacdo de ensaios altamente
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sensiveis para a detecgdao da mutacao p.T790M ja foi reportada por apresentar
resultados falsos positivos, principalmente em amostras com reduzida quantidade de
DNA, dificultando a distingdo em relagdo ao verdadeiro positivo (BORSU, 2017).
Todavia, visto que estas variantes sdo menos frequentes nas amostras de pacientes
com cancer de pulmao (ARRIETA, 2015), nossa hipotese é que isso se deva ao
pequeno numero de amostras. Somado a isso, ndo houve diferenca entre a detecgéao
dessas variantes por castPCR e PCR digital. Esses resultados reforgam nossa
hipotese de que a técnica de dPCR é capaz de detectar um numero maior de
mutacdes no gene EGFR, em comparagdo com o sequenciamento de Sanger
(p=0,00002), e também quando comparada a PCR competitiva de forma ampla
(p=0,014). Tal situacdo ja foi vista em outros estudos, que avaliaram a eficacia da
técnica de dPCR em comparagao com a técnica de sequenciamento (HENNEBIQUE
et al., 2017) e com a PCR tempo real (ALIKIAN et al., 2017; CAMPOMENOSI et al.,
2016).

O perfil molecular de KRAS possui papel clinicamente relevante, uma vez que
mutagdes ativadoras no gene KRAS sao associadas a resisténcia ao tratamento com
inibidores de EGFR, enquanto que a presenca de alelo selvagem prevé uma resposta
positiva ao tratamento (Harlé, 2016). Das 41 amostras de cancer colorretal avaliadas
por dPCR neste projeto, 68,3% apresentaram alguma mutag¢do de ponto no gene
KRAS, enquanto que por castPCR, 29,2% das amostras apresentaram mutacdes
(p=0,11), e por sequenciamento de Sanger, apenas 31,7% das amostras
apresentaram alguma variante rara (p=0,002).

Utilizando dPCR para deteccdo de mutagdes no gene KRAS, cerca de um tergo
dos casos apresentou a variante p.G13D no exon 2, o que esta de acordo com o
esperado (Seekhuntod, 2016; MATIKAS, 2017). Por sequenciamento de Sanger,
foram detectadas apenas trés amostras portadoras dessa variante, evidenciando a
maior sensibilidade da técnica de dPCR em detectar tal mutagdo no exon 2 do gene
KRAS (p=0,03), o que também ja foi reportado por outros pesquisadores (SHO et al.,
2017). Tal como Seekhuntod e colaboradores (2016) em seu estudo de validagao
técnica, as mutagdes p.G12V e p.G12D no gene KRAS foram detectadas em maior
frequéncia nas amostras de cancer colorretal pelas trés técnicas aqui avaliadas. A
variante p.G12V foi observada em 26,8% das amostras utilizando a técnica de dPCR,
17,1% utilizando castPCR e 12,2%, utilizando sequenciamento de Sanger. A variante

p.G12D foi observada em 26,8% das amostras utilizando a técnica de dPCR, 14,6%
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utilizando castPCR e 9,7%, utilizando sequenciamento de Sanger. Nao foram
observadas diferengas entre as técnicas para a deteccdo das mutagdes p.G12V
(p=0,42 para castPCR e p=0,26 para sequenciamento) e p.G12D (p=0,57 para
castPCR e p=0,55 para sequenciamento) no gene KRAS. No entanto, para as
mutacdes p.G12R e p.G12A, a PCR digital apresentou uma tendéncia a ser mais
eficaz, em relagao a castPCR e sequenciamento (p=0,05 para ambas) em detectar as
mutag¢des nas amostras de cancer colorretal. Da mesma forma que para EGFR, nossa
hipotese € que isso se deva a baixa frequéncia dessas variantes, nas amostras de
pacientes com cancer colorretal.

Visto que nenhuma amostra obteve mais de uma mutagao por sequenciamento,
podemos dizer que a dPCR foi mais eficaz em detectar mutagdes complexas tanto no
gene EGFR, quanto no gene KRAS em uma mesma amostra, quando comparada a
essa técnica. Tal dado poderia sugerir uma detecg¢ao equivocada da técnica de PCR
digital. No entanto, quando comparada a PCR competitiva em tempo real, o
desempenho da dPCR foi equivalente para a detec¢cao de duas ou mais mutacoes
somaticas no gene EGFR em uma mesma amostra. Além disso, com a utilizagdo de
amostras de tecido pulmonar parafinado livre de neoplasia, a técnica de PCR digital
mostrou-se especifica na detecgao de variantes no EGFR, e como o esperado, nao
foram detectadas mutagdes em nenhumas dessas amostras. Somado a isso, o teste
de acreditacao internacional do Colégio de Patologia Americana (CAP) apresentou
94,44% de acuracia para EGFR. Acreditamos que esse cenario seja justificado, devido
ao numero reduzido de amostras com mutagcdes somaticas complexas, esperado em
menos de 15% dos individuos (O’KANE et al.,, 2017), raramente observadas no
sequenciamento.

Os ensaios realizados para deteccao de variantes em KRAS, de fato,
demandaram uma validagao mais trabalhosa, dado que as variantes analisadas sao
proximas (algumas inclusive no mesmo nucleotideo), o que facilitaria ligacdes
inespecificas das sondas. Inclusive, detec¢cdo de duas ou mais mutagdes somaticas
no gene KRAS em uma mesma amostra foi mais comum utilizando-se a dPCR, do
que a castPCR, o que poderia confirmar uma detecgédo equivocada das variantes de
KRAS pela técnica de PCR digital. O teste de acreditagao internacional do Colégio de
Patologia Americana (CAP) apresentou 85,7% de acuracia para KRAS, valor inferior
ao estabelecido para deteccdo de mutagdes somaticas em EGFR. Embora nao

tenham sido detectadas mutagdes em nenhumas das biopsias de cdélon livres de
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neoplasia, evidenciando a especificidade da técnica de PCR digital na deteccao de
variantes no gene KRAS (uma vez que a castPCR é capaz de amplificar o alvo de
interesse somado a inibicdo de outro alelo), os dados levam-nos a sugerir maior
confiabilidade nos resultados de castPCR, para essa situacao especifica. Uma opcgao
mais viavel para os ensaios de detecgdao de mutagdes somaticas no exon 2 do gene
KRAS por dPCR poderia ser uma mistura de reacao, unindo todas as variantes. Dessa
forma, a deteccdo de mutacdes somaticas nao permitiria discriminacao alélica entre
as variantes raras, no entanto, permitiria diferenciagdo entre alelo selvagem e alelo
mutante. Esta € uma alternativa econdmica e suficiente para o manejo terapéutico dos
pacientes, visto que seriam realizadas apenas duas reagdes por amostra.

A fim de avaliar se as técnicas de PCR digital, PCR competitiva em tempo real
e Sequenciamento de Sanger apresentavam resultados concordantes na detecc¢ao de
mutacdes, foi realizado o teste de correlagdo entre as técnicas. Avaliamos cada
amostra individualmente, tanto para presenca ou auséncia de mutagcbes somaticas
nos genes EGFR e KRAS, quanto para numero de mutagdes detectadas em uma
mesma amostra. Foi observada uma correlagao fraca entre as técnicas, visto que a
PCR digital detectou um maior numero de amostras portadoras de mutacdes
somaticas. Ao observarmos apenas as amostras com mutagao somatica detectavel,
nao foi observada diferenga entre a porcentagem de mutagéo nos genes EGFR e
KRAS das amostras detectadas por PCR digital ou PCR competitiva em tempo real.
No entanto, notamos que mais de 70% dos casos nao concordantes, ou seja, das
amostras que s&o consideradas selvagens pelas técnicas de sequenciamento e
castPCR e que apresentaram mutag¢des pela PCR digital, apresentaram porcentagem
de mutacao por dPCR, inferior a 20%. Um contexto plausivel, visto que a maioria das
amostras com mutagao detectavel possui alta frequéncia de mutagao, o que permite
a equivaléncia entre as técnicas. No entanto, a correlacao é fraca, dado que a técnica
de PCR digital promete ser mais sensivel que as outras técnicas na deteccdo de
pequenas quantidades de moléculas mutadas (SHO et al., 2017; ZHU et al., 2017).
Foram observadas apenas trés amostras discordantes com mais de 30% de mutagéo,
que podem ser falsos positivos detectados por dPCR.

Foram detectadas variantes raras com baixa frequéncia nas amostras
avaliadas para EGFR e KRAS, sendo que a partir da frequéncia de 1% de mutacéo,
tanto para EGFR quanto para KRAS, houve diferenga significativa com relagado ao

controle negativo (frequéncias inferiores a 1% nao diferem do mesmo). Esses dados
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reforcam nossos resultados anteriores de limite de quantificacdo da técnica de PCR
digital. Novamente, a baixa qualidade de DNA oriundo de amostras FFPE
frequentemente é responsavel pela amplificacdo de apenas 200 moléculas de DNA,
aumentando consideravelmente o LoQ (MASAGO et al. 2018). Comparagdes entre
quantificacbes obtidas de material experimental ou fresco, vs. obtido de FFPE,
exemplificam este problema. Em um trabalho anterior de Milbury et al. (2014), foi
possivel detectar uma molécula de DNA portando a variante rara em 180.000
moléculas sem a mutacdo, em 3,3 ug de DNA de amostras experimentais, utilizando-
se ensaios com oligonucleotideos comercialmente disponiveis para EGFR p.T790M e
p.L858R (MILBURY et al. 2014). Em outro trabalho com DNA obtido de 25 amostras
FFPE, identificou-se até 5% de mutacido p.T790M para EGFR, usando kit comercial
(MASAGO et al. 2018).

Com a validagao da técnica de PCR para a pesquisa de variantes raras, foi
possivel a implementacao dessa nova ferramenta clinica no Laboratério Genoprimer,
através da elaboracao de um procedimento operacional padréao (apéndice 1). A figura
20 representa o fluxo de trabalho a ser realizado na ocasido do recebimento das
amostras de cancer de pulméo ou cancer colorretal em FFPE. Dessa forma, pretende-
se auxiliar no diagndéstico e tomada de deciséo terapéutica para o tratamento dos
pacientes, além de possibilitar a validacao futura de testes para deteccdo de mutacoes

comumente associadas a outros tipos de cancer, em tecido parafinado.
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Figura 20. Fluxograma do fluxo de trabalho na ocasido do recebimento de amostras de cancer de
pulmao ou cancer colorretal em FFPE.

Legenda: as amostras sao recebidas em material parafinado e passam pelo procedimento de extragao
de DNA anteriormente ao protocolo de PCR digital. A primeira etapa de testes é realizada buscando a
identificacao de mutagdes somaticas de maior frequéncia ou de resisténcia ao tratamento, como é o
caso de p.T790M no gene EGFR. Caso estas nao sejam identificadas, prossegue-se para a busca de

variantes raras.

Ainda que as técnicas baseadas em amplificacdo de DNA por PCR limitem-se
a um painel de variantes genéticas pré-estabelecidas, o conhecimento acerca dos
marcadores oncogenéticos vem proporcionando avango na abordagem terapéutica
oncologica, que progressivamente deixa de ser baseada na localizagado anatémica do
tumor, para ser fundamentada nas caracteristicas genéticas das subpopulagdes
tumorais. Isso permite que a terapia seja altamente personalizada e tenha as maiores
chances possiveis de sucesso, acarretando para o paciente menor morbimortalidade
e maior tempo de vida livre, sem progressao. E diante disso, a proposta do diagndstico
por PCR digital como um teste gendmico padrao para busca de muta¢des somaticas

em neoplasias nao se limita apenas ao uso de amostras em bloco parafinados.
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Embora o uso da biopsia tecidual configure o atual padrdo para a pesquisa
molecular em cancer (DONALDSON e PARK, 2018), uma das principais limitagdes na
rotina diagnostica se da em casos nos quais € necessario a re-biépsia (MASAGO et
al., 2018). Além disso, amostras teciduais sdo suficientes para um numero limitado de
testes moleculares (DONALDSON e PARK, 2018), e nem todos os pacientes podem
ser submetidos a tal procedimento. Ainda que o tecido adequado possa ser obtido de
aproximadamente 67% dos pacientes, eventos adversos como pneumotérax e
hemorragia intrapulmonar ja foram reportados em pacientes submetidos a uma
segunda biépsia (MASAGO et al., 2018). Nesse cenario, a bidpsia liquida € uma
ferramenta valiosa no manejo de tumores de dificil acesso, sendo este um
procedimento pouco invasivo. Por essa abordagem, € possivel pesquisar células
tumorais e DNA livre circulante do tumor e, consequentemente, detectar mutagoes,
metastases e resisténcia ao tratamento, utilizando sangue periférico do paciente.
Desde 2016, o uso da bidpsia liquida é aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) para identificagcdo de mutagbes em EGFR em pacientes com cancer
de pulmao de células ndo pequenas, em situagdes nas quais a biopsia tecidual ndo &
possivel de ser realizada (DONALDSON e PARK, 2018). O monitoramento seriado do
perfil genético dos pacientes através da coleta de sangue periférico e com a utilizagéo
de uma técnica sensivel como a PCR digital, poderia permitir um melhor
gerenciamento do tratamento destes individuos, aumentando o tempo de sobrevida.
Para tanto, espera-se que o presente projeto permita embasar estudos futuros com

bidpsias liquidas e detec¢cao de mutagdes em DNA circulante.
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ANEXOS

ANEXO 1. OLIGONUCLEOTIDEOS SINTETICOS UTILIZADOS COMO
CONTROLES POSITIVOS
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ANEXO 4. MUTACOES SOMATICAS DETECTADAS NO GENE EGFR NAS
AMOSTRAS DE CANCER DE PULMAO ANALISADAS POR PCR DIGITAL,
CASTPCR E SEQUENCIAMENTO.

PCR digital castPCR Sanger
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Legenda: As amostras estao dispostas na primeira coluna de 1 a 57, e cada coluna corresponde a
uma das mutacoes testadas pelas diferentes técnicas. Em rosa, as mutacdes detectadas nas amostras
por PCR digital. Em azul, as mutacdes detectadas por castPCR. Em laranja, as mutagdes detectadas
por sequenciamento de Sanger.

Nota: os éxons 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR foram sequenciados, mas apenas delecdes do éxon 19
foram identificadas por sequenciamento. A correlagao entre a deteccdo de mutagao pelas diferentes

técnicas foi fraca, visto que a PCR digital detectou mais amostras mutadas.



O©oO~NOOOPA~WN =

98

ANEXO 5. PRESENGA DE MUTAGAO NO GENE KRAS NAS AMOSTRAS DE
CANCER COLORRETAL ANALISADAS POR PCR DIGITAL, CASTPCR E
SEQUENCIAMENTO DE SANGER.

PCR digital castPCR Sanger
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Legenda: As amostras estéo dispostas na primeira coluna de 1 a 41, e cada linha corresponde a uma
das mutagbes testadas pelas diferentes técnicas. Em rosa, as mutagdes detectadas nas amostras por
PCR digital. Em azul, as mutagbes detectadas por castPCR. Em laranja, as mutacdes detectadas por
sequenciamento.

Nota: A correlagéo entre a detecgao de mutagao pelas diferentes técnicas foi fraca, visto que a PCR

digital detectou mais amostras mutadas.
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APENDICES

APENDICE 1. LAUDO REPRESENTATIVO DE PACIENTE COM AUSENCIA DE
MUTACAO NO GENE KRAS.
Paciente: ABCDE

Numero de requisicao: 12345 Data da coleta: 19/03/2018
Dr.(a) XXXXXXXX Data da liberagao: 23/03/2018
Data de Nascimento: 00/00/0000 Convénio: Particular

Responsavel Técnico: XXXXXXX
ANALISE DE MUTACOES SOMATICAS NO GENE KRAS

Material: tecido tumoral
Método: PCR digital
Regido alvo: exon 2 do gene KRAS

RESULTADO: MUTACAO NAO DETECTADA
GENOTIPO: SELVAGEM
Interpretagéo: a literatura corrente sugere que a eficacia das terapias com alvo em
EGFR em pacientes com cancer colorretal restringe-se a pacientes em cujos tumores
nao possuem mutacdes no gene KRAS. Portanto, atentando-se ao limite de detecgao
da técnica, a ndo deteccdo de mutacdo em KRAS nesse espécime de tumor sugere
gue esse paciente possa responder a tais terapias.

Limite de deteccédo da técnica: 1 molécula de DNA mutante em 100 moléculas de DNA

selvagem.

O teste foi baseado em PCR digital através da amplificagédo de um painel
com 7 mutagdes dentro dos coédons 12 e 13 do gene KRAS: Glicina12Serina;
Glicina12Cisteina; Glicina12Arginina; Glicina12Aspartato; Glicina12Valina;
Glicina12Alanina; Glicina13Aspartato. Os resultados do teste devem ser interpretados
no contexto clinico, junto a amostragens tumorais e outros dados laboratoriais
pertinentes. Caso os resultados obtidos ndo correspondam a outros achados
laboratoriais ou clinicos, por gentileza, contate o laboratério para possivel
interpretacdo. Erros na intepretacdo dos resultados podem ocorrer se a informacao

provida é incorreta ou incompleta.

Esse método foi desenvolvido e validado pela equipe do Laboratério Genoprimer.
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APENDICE 2. LAUDO REPRESENTATIVO DE PACIENTE COM AUSENCIA DE
MUTACAO NO GENE EGFR.

Paciente: ABCDE

Numero de requisicao: 12345 Data da coleta: 19/03/2018
Dr.(a) XXXXXXXX Data da liberagéo: 23/03/2018
Data de Nascimento: 00/00/0000 Convénio: Particular

Responsavel Técnico: XXXXXXX
ANALISE DE MUTACOES SOMATICAS NO GENE EFGR

Material: tecido tumoral
Método: PCR digital
Regido alvo: exons 18-21 do gene EGFR

RESULTADO: MUTACAO NAO DETECTADA
GENOTIPO: SELVAGEM
Interpretacdo: a literatura corrente sugere que a eficacia das terapias com alvo em
EGFR em pacientes com cancer de pulmé&o de células ndo pequenas possui melhor
resposta na presenca de mutagdes ativadoras (DEL19 e p.L858R). No entanto, a
presenca da mutacado p.T790M esta associada a resisténcia ao tratamento. Portanto,
atentando-se ao limite de detecc¢ao da técnica, a ndo deteccéo de mutagcdes em EGFR
nesse especime de tumor sugere que esse paciente ndo possui resisténcia a tais
terapias, e seu prognostico ndo é determinado pela presenga de mutagdes ativadoras.

Limite de deteccdo da técnica: 1 molécula de DNA mutante em 100 moléculas de DNA

selvagem.

O teste foi baseado em PCR digital através da amplificacdo de um painel
com 7 mutacgdes dentro dos exons 18 a 21 do gene EGFR: Glicina719X; possiveis
delecdes no exon 19; Treonina790Metionina; Serina768Isoleucina;
Leucina858Arginina; Leucina861Glutamina. Os resultados do teste devem ser
interpretados no contexto clinico, junto a amostragens tumorais e outros dados
laboratoriais pertinentes. Caso os resultados obtidos ndo correspondam a outros
achados laboratoriais ou clinicos, por gentileza, contate o laboratério para possivel
interpretacéo. Erros na intepretacdo dos resultados podem ocorrer se a informagao

provida é incorreta ou incompleta.

Esse método foi desenvolvido e validado pela equipe do Laboratério Genoprimer.
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APENDICE 3. ARTIGO EM DESENVOLVIMENTO.

dPCR detection of EGFR somatic mutations in non-small-cell lung cancer FFPE

samples.
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Abstract

Screening of endothelial growth factor receptor (EGFR) mutations is mandatory in non-
small-cell lung cancer (NSCLC). Digital PCR (dPCR) is proposed to replace Sanger
sequencing or real-time PCR for detection and quantification of rare mutations. In order
to validate dPCR to detect EGFR somatic mutations in NSCLC, we extracted DNA
from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples of 57 NSCLC and 10 free-
cancer Brazilian patients, collected between 2003 and 2007, screening the EGFR
mutations in exons 18-21 using dPCR, Sanger Sequencing and Competitive Allele-
Specific PCR (castPCR), and determining dPCR sensitivity, limits of detection (LOD)
and quantification (LOQ). We found 27 samples with EGFR mutations by dPCR, versus
11 by castPCR (p=0.014) and 4 by Sanger Sequencing (p=0.0002). LOD was 100
molecules of DNA/uL and LOQ, 1%. Most of the samples (86.96%) identified by
castPCR as wild-type and by dPCR as mutated, presented less than 10% mutated
DNA molecules (mean 4.57%). We found no mutations in free-cancer samples.
Accuracy was 94.44%, as measured with the assay recommended by the College of

American Pathologist. These results indicated higher sensibility and specificity of
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dPCR for screening EGFR mutations in NSCLC biopsies, compared with Sanger
Sequencing and castPCR.

Introduction

Lung carcinoma is the most common diagnosed cancer, worldwide. It is also the
leading global cause of cancer-related mortality, due to smoking and tobacco
consumption (TORRE et al., 2016). The disease involves the accumulation of
mutations, which provide advantages to the cell for survival and/or proliferation (DENIS
et al., 2017). Among these mutations, those in the epidermal growth factor receptor
gene (EGFR) may cause chemo-resistance and lead to therapy failure. Guidelines of
the College of American Pathologists, the International Association for the Study of
Lung Cancer and the Association for Molecular Pathology, thus recommend to initially
screen EGFR mutations, in order to select the best therapeutic strategy (LINDEMAN
et al., 2013). Testing for EGFR should be even prioritized over other molecular markers
in non-small-cell lung cancer (NSCLC) (LINDEMAN et al., 2013).

EGFR mutations are commonly detected by Sanger sequencing, real-time quantitative
polymerase chain reaction (QPCR), and single-base extension genotyping (SBE), each
with different advantages (LINDEMAN et al., 2013). Sanger sequencing of PCR-
amplified EGFR fragments may detect every kind of mutation, including
insertions/deletions (indels) (VAN KRIEKEN et al., 2016). Nevertheless, detection is
expensive and limited by a minimum of 10 - 25% of cells carrying the mutation
(CAROTENUTO et al.,, 2010; PANDEY et al., 2016). In contrast, gPCR relies on
previous knowledge of the mutations, in order to design mutation-specific hydrolysis
probes that will allow relative yet more sensitive quantification of mutated fragments,
compared with a non-mutated generic sequence (BUSTIN; HUGGETT, 2017; TOL et
al., 2010).

Digital PCR (dPCR) was conceptually idealized in the nineties (SYKES et al., 1992).
It is designed to occur in droplets (ddPCR) or wells (chip-based). The term “digital”
means that each partition should ideally have only one of two values: 0 (no target) or
1 (amplification and consequent detection of a fluorescent signal, corresponding to
either mutant or wild-type sequence) (DENIS et al., 2017; VOGELSTEIN; KINZLER,
1999). It allows nanofluidic multiple real-time PCR amplifications of the same kind to
occur simultaneously, each on a single DNA molecule and completely isolated from

each other. Mutation detection is given by fluorescent hydrolysis probes, probing in
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identical compartments the fragments that result from each amplification round of an
original single DNA template. Thus, dPCR may be less susceptible to inhibitors
(HUGGETT et al., 2013).

The strategy of limiting DNA dilution allows random distribution of templates into
individual dPCR partitions and eliminates the need for external calibrators and
standard curves, necessary in classical gPCR, to quantify the absolute and relative
copy number of target DNA (BHAT et al, 2009; BHAT et al, 2010). Instead, for a given
proportion of positive dPCR partitions, it is possible to estimate the amount of mutated
DNA molecules through Poisson statistics (MAJUMDAR et al., 2017; SYKES et al.,
1992). Random distribution of the templates in identical compartments also allows fair
detection of even a single mutated DNA molecule in a given amount of genomic DNA.
In other words, dPCR seems perfectly suited for the assessment of low-abundance
mutations, since it allows both absolute quantification of tiny amounts of mutated DNA
molecules and accurate determination of the mutant to wild-type DNA ratio of a given
sample (DENIS et al., 2017).

Although dPCR has been validated to screen p.T790M in formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) (MASAGO et al., 2018) and liquid biopsies (THRESS et al., 2015),
its performance for the detection of other mutations, especially in FFPE samples, has
not been characterized. Precise identification of these mutations is highly relevant for
epidemiological retrospective studies. In order to fill in this gap, we designed the
probes, validated and analyzed the performance of dPCR test to detect EGFR somatic

mutations in samples of NSCLC Brazilian patients.

Methods

The study was approved by the Ethics Commission of Research of the “Liga
Paranaense de Combate ao Céancer do Hospital Erasto Gaertner”, protocol
885.643/2014.

Samples

FFPE tumor samples from fifty-seven patients with pulmonary adenocarcinoma,
collected between 2003 and 2007, were retrospectively included in this study. All
patients were from Hospital Nossa Senhora das Gracas and Hospital Erasto Gaertner.
We also included ten free-cancer FFPE samples as negative controls. DNA was
extracted with QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, DE), and diluted to 1ng\uL.



105

Analytical and Clinical Validation

We used three methods to detect EGFR mutations: dPCR, Sanger Sequencing and
castPCR. Synthetic DNA (Integrated DNA Technologies) carrying the EGFR mutations
and with wild-type DNA sequences were used to determine the sensitivity and limit of
detection (LoD) of dPCR assays. We produced DNA mixtures with different fractional
concentration of mutant DNA (50%, 10%, 5% and 1%) in a range of wild-type DNA
sequences (also synthetic) to determine limit of quantification (LOQ) of p.T790M and
p.L861Q dPCR assays. Accuracy of dPCR assays was measured by a test developed
by the College of American Pathologists (CAP) laboratory accreditation program.
dPCR

dPCR primers and hydrolysis probes designed for detecting assay EGFR mutations
are listed in Table 1. One probe was specific for the wild-type allele, and the other one,
for the mutated variant (or for the most common variant in the case of multiple alleles).
We performed the reactions on a QuantStudio™ 3D Digital PCR System, using dPCR
reagents from Thermo Fisher Scientific (USA). The final 15 pL of PCR reaction mixture
was made up in the following way: 1X QuantStudio™ 3D Digital PCR Master Mix,
900nM of each primer and 200nM of each probe, 3 ng of diluted DNA and ultrapure
water, and then loaded into the QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip, which has 20000
mini-chambers. To perform the PCR using the ProFlex™ PCR System, thermal cycling
profile was 10 minutes of incubation at 96°C, followed by 39 cycles of 60°C for 2
minutes, 98°C for 30 seconds, 60°C for 2 minutes, and then 4°C hold. We used the
QuantStudio™ 3D Digital PCR instrument to read the chip and the QuantStudio 3D
Analysis Suite Software for subsequent analysis.

Sanger sequencing

Analysis of EGFR mutations in tumor tissues by sequencing was done by PCR
amplification of tumor DNA using primers specific for the exons 18, 19, 20 and 21 of
the EGFR gene (Table 1). PCR products were purified and sequenced using the
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) and
analyzed by Mutation Surveyor (StataSofts).

castPCR

Competitive allele-specific TagMan® PCR (castPCR) EGFR mutation assay was
performed following the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA). This method is based on allelic-specific primers for the mutant variant,

in addition to a minor groove binding (MGB) blocker for the most common allele, on
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the same PCR reaction. In addition, for mutation detection assays, a gene reference
was added to confirm the specificity of the amplification.

Statistical analysis

To evaluate the efficiency of the elaborated detection systems we used a linear
regression test with the Ct values obtained by the linearity experiment. Descriptive
statistics and correlation between the results obtained with the different methods were

calculated with GraphPad Prism v.5.01.

Results and Discussion (not finished)

LoD was 100 molecules of DNA/mL, and LoQ was 1% of mutant DNA in a range of
wild-type DNA. Mutant DNA concentrations higher than 1% were found with
homogeneous and efficiency distribution (r> = 0.9906) (Figure 2).

Among the three methods used to detect EGFR mutations in the FFPE samples, we
found a higher number of EGFR gene mutations by dPCR, compared with castPCR or
Sanger Sequencing (Tables 2 and 3 and Figure 3), suggesting that dPCR was more
effective in detecting rare mutations present among the predominantly wild-type
sequences. We also found a trend for higher dPCR-detection, compared to castPCR
and Sanger Sequencing for EGFR p.L858R (p=0.09) (Table 3). As expected, we found
no mutations in free-cancer samples, proving the dPCR specificity.

We observed relatively weak, yet highly significant correlations for presence/absence
of mutations detected with dPCR and with castPCR (p<0.0001, r?>=0.53), as well as
with dPCR and with Sanger Sequencing (p=0.019, r?=0.30). This reflects the higher
specificity of dPCR, compared to the other two methods. There was no difference
between the number of DNA molecules carrying EGFR mutations/sample detected by
either dPCR and castPCR (p=0.1297).

After restricting the analysis to samples judged as wild-type by castPCR, but with
detectable mutations by dPCR, we found that most of these samples (86.96%)
presented a mutation frequency lower than 10% (mean 4.16 + 6,03) (Figure 4). This
data leads us to suggest that dPCR presents advantages over castPCR to detect
samples with a lower range of mutated DNA. Accuracy was 94.44%, as measured with
the assay recommended by the College of American Pathologist (CAP). This result
was expected, since compared with gPCR, dPCR is indeed more effective for detecting
rare mutations (Huggett & Whale, 2013).
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CONCLUSION
Regarding detection of EGFR gene mutations in FFPE samples of NSCLC Brazilian
patients, our results lead us to recommend dPCR for its superior sensitivity and

specificity than other methods, as Sanger Sequencing and castPCR.

Abbreviations

NSCLC: non-small-cell lung cancer; EGFR: epidermal growth factor receptor; FFPE:
formalin-fixed and paraffin-embedded; dPCR: Digital PCR; castPCR: Competitive
Allele-Specific TagMan® PCR; LoD: limit of detection; LoQ: limit of quantification.
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Table 1. Primers and probes using sequences for the 3D digital PCR assays.

MUT dbSNP Primer\probe

SEQUENCE

Primer forward

Primer reverse

DEL19 rs121913424 Reference probe
Mutation probe
Primer forward
Primer reverse

p.L858R  rs121434568 Wild-type probe

Mutation probe
Primer forward
Primer reverse
p.T790M rs121434569 Wild-type probe
Mutation probe
Primer forward
Primer reverse
Wild-type probe
Mutation probe p.G719A
Mutation probe p.G719S

p.G719X  rs28929495 Mutation probe p.G719C

Primer forward

Primer reverse
p.S768l  rs121913465 Wild-type probe
Mutation probe
Primer forward
Primer reverse

Wild-type probe

p.L861Q rs121913444 Mutation probe

5 GGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAG &

5" CTGAGGTTCAGAGCCATGG 3'

5'VIC GCCAACAAGGAAATCCTCGATGTGAG MGB-NFQ 3'

5FAM CAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCG MGB-NFQ 3

5' CTGGCAGCCAGGAACGTACTG 3'
5' GTCGGCTGACCTAAAGCCACC 3'

5FAM AGATTTTGGGCTGGCCAAACTGC MGB-NFQ 3’

5 VIC GATTTTGGGCGGGCCAAACTG MGB-NFQ 3’
5TCTGCCTCACCTCCACCG3’
5" GGAGGCAGCCGAAGGGS'

5 FAM CAGCTCATCACGCAGCTCATG MGB-NFQ 3’

5 VIC CAGCTCATCATGCAGCTCATG MGB-NFQ 3’
5 TGGAGAAGCTCCCAACCAAGCY

5 GCCTGTGCCAGGGACC3'

5 FAM AGTGCTGGGCTCCGGTG MGB-NFQ 3

5 VIC AGTGCTGGCCTCCGGTG MGB-NFQ 3’

5 FAM CAAAGTGCTGAGCTCCGGTGC MGB-NFQ 3’

5'VIC CAAAGTGCTGIGCTCCGGTGC MGB-NFQ 3’

5’ACCATGCGAAGCCACACTGAZ
5TGGAGGTGAGGCAGATGCC3’

5FAM GTGATGGCCAGCGTGGACAAC MGB-NFQ 3’

5 VIC GTGATGGCCATCGTGGACAAC MGB-NFQ 3’
5’GCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGG’
5'CCTCCTTCTGCATGGTATTCTTTCTCTTCC3'
5'FAM TGGCCAAACTGCTGGGTGC MGB-NFQ 3'

5’ VIC TGGCCAAACAGCTGGGTGC MGB-NFQ &

In bold and underlined: variant nucleotides
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Figure 1. Detection of EGFR exon 19 deletion.

Legend: (A) detection of a no-mutated sample. The wild-type specific probe annealed the EGFR exon
19 where deletion most frequently occurs. The other probe annealed a nearby region where
mutation/deletion; (B) when the region was deleted, the wild-type specific probe would not be able to
anneal to the template, giving no fluorescence signal. The other probe annealed a nearby region where
mutation/deletion and acted as a reference signal to the presence of a DNA molecule regardless of the
mutational status of the molecule.

Table 2. Cases of lung cancer samples carrying EGFR gene mutations, detected by dPCR, castPCR or
Sanger Sequencing.

Only 1 Complex p
All mutation Mutations value*
dPCR 24 18 6 -
castPCR 11 8 3 0,014
Sanger 4 4 0 0,00002

Legend: the values are absolute numbers of samples that showed some EGFR mutation. (*) the
statistical value was measured compared to dPCR.
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Table 3. EGFR gene mutations detected on lung cancer samples by dPCR, castPCR or Sanger

Sequencing.

Mutation dPCR
All Simple Complex
DEL19 10 6 3
p.L858R 8 6 2
p.L861Q 1 0 1
p.G719X 4 0 4
p.T790M 8 6 2
p.S768l 1 0 1

Total 32

Legend: ns = no statistical significance.

castPCR Sanger

All Simple Complex P value All  Simple Complex P value

4 2 2 004 4 4 0 0.04

2 2 0 0,09 0 0 0 0.04

0 0 0 ns 0 0 0 ns

2 0 2 ns 0 0 0 0.04

5 3 2 ns 0 0 0 0.002

1 1 0 ns 0 0 0 ns
14 4

Figure 2. Limit of quantification (LoQ) of Digital PCR assay.
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Legend: Linear regression to determine limit of quantification (LoQ) of p.T790M and p.L861Q dPCR
assays. On X axys, DNA mixtures with different fractional concentration of mutant DNA in a range of
wild-type DNA sequences On Y axis, DNA concentration that was found using dPCR technique.
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Figure 3. Cases of lung cancer samples with EGFR mutations, detected by dPCR, castPCR or Sanger
sequencing.

Sanger Sequencing *
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Legend: (**) dPCR was capable to detect a higher number of mutated cases compared to castPCR
(p=0.014), and also to (*) Sanger sequencing (p=0.00002).

Figure 4. Frequency of dPCR-detected EGFR mutations in lung cancer samples.
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Legend: On Y axis, DNA concentration that was found using dPCR technique. Each point reflect one
measured sample.



