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Resumo

O cancro de pulmé&o de ndo pequenas células (CPNPC) é o tipo mais comum de cancro do
pulmé&o, sendo responsavel pela maioria casos de cancro. Este encontra-se, geralmente, num
estadio avancado quando diagnosticado, diminuindo a taxa de sobrevida. A aplicacdo de
terapias dirigidas (como afitinib, crizotinib) depende da detecdo de alteracbes em genes
especificos (como EGFR e ALK), sendo estes considerados biomarcadores preditivos.
Atualmente, sdo utilizadas técnicas de PCR e/ou sequenciacdo de Sanger para determinar
alteracdes moleculares em bidpsias tumorais (que normalmente estdo fixadas em formalina e
embebidas em parafina — FFPE). Porém, as limita¢es na dificuldade de obtencdo de amostra
com qualidade tém levado & necessidade de encontrar alternativas viaveis para determinar a
evolucdo da doenca ou até a detetar precocemente. Uma alternativa viavel séo as biopsias
liquidas, consideradas um método confiavel e minimamente invasivo para a detecdo de
mutacdes genéticas especificas.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um teste simples, certificado e com maior
sensibilidade analitica para a detecdo de mutacdes associadas a diferentes respostas terapéuticas
em bidpsias liquidas de doentes com CPNPC. Para tal, foi necessario: definir o método de
acondicionamento e extracdo de cfDNA e desenhar e otimizar ensaios para detecdo de mutacoes
no gene EGFR.

Relativamente ao acondicionamento e extracdo de cfDNA a partir de bidpsias liquidas, o
uso de esferas magnéticas para extracdo de cfDNA (especificamente o kit GenElute UltraMag
Cell-DNA) e os tubos para colheita Cell-Free DNA Collection Tube (CE-1VD) (Roche)
mostraram ser adequados e eficientes para obtencdo de cfDNA ate 6 dias ap6s a de colheita de
sangue.

Para o desenho dos ensaios de diagndstico foi feito um estudo das mutacgdes do gene EGFR
relacionadas com resposta terapéutica e os “primers” foram desenhados de forma a englobarem
todas as alteracOes relevantes. Apds otimizacdo do multiplex PCR foi possivel amplificar os
exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR a partir de amostras de cfDNA e sequenciar por NGS. Este
método mostrou-se eficiente para a detecdo de mutacdes no gene EGFR, tendo sido detetada
uma delecéo especifica no exdo 19 —p.E746_A750delELREA.

Desenvolvemos também ensaios de HRM (“High Resolution Melting Temperature™) como
uma alternativa de dete¢do mais rapida e sensivel. Os resultados foram promissores, uma vez

que conseguimos uma sensibilidade de 0.25% (fracdo de alelo mutante) para detetar alteragoes
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no exdo 19 e foi possivel também identificar a mutacao previamente analisada por NGS (Exéo
19- p.E746_A750delELREA) na mesma amostra de cfDNA.

O desenho dos ensaios para detecdo de alteracdes no gene ALK encontra-se em
desenvolvimento, tendo sido feita a andlise “in silico” das muta¢des/fusdes no gene ALK
relacionadas com diferentes respostas terapéuticas e o desenho dos “primers” para detecdo das
mutacdes em amostras de cfDNA de doentes com CPNPC.

Com este trabalho verificamos o potencial que a utilizacao das biopsias liquidas tem como
uma alternativa valida e confidvel para a detecdo de mutacdes no EGFR. Esta abordagem
permitira o seguimento (ndo invasivo) dos doentes com CPNPC durante a terapia,
representando uma grande vantagem, pois frequentemente adquirem mutacdes especificas que

provocam resisténcia aos tratamentos.

Palavras-Chave: Cancro de pulméo de ndo pequenas células (CPNPC); cfDNA; EGFR;
NGS; HRM.
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Abstract

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common type of lung cancer. This is
usually in an advanced stage when diagnosed, decreasing the survival rate. The application of
targeted therapies (such as afitinib, crizotinib) depends on the detection of alterations in specific
genes (such as EGFR and ALK), which are considered predictive biomarkers. Currently, PCR
and / or Sanger sequencing techniques are used to determine molecular changes in tumor
biopsies (which are normally formalin fixed and paraffin embedded - FFPE). However, the
limitations in obtaining a quality sample have led to the need to find viable alternatives to
determine the evolution of the disease or even to its earlier detection. A viable alternative are
liquid biopsies, considered a reliable and minimally invasive method for detecting specific
genetic mutations.

This work aims to develop a simple, certified test with greater analytical sensitivity for
detecting mutations associated with different therapeutic responses in liquid biopsies of patients
with NSCLC. For that, it was necessary to: define the method of conditioning and extraction of
cfDNA and design and optimize assays for detecting mutations in the EGFR gene.

Regarding the conditioning and extraction of cfDNA from liquid biopsies, the use of
magnetic spheres for extraction of cfDNA (specifically the GenElute UltraMag Cell-DNA kit)
and the Cell-Free DNA Collection Tube (CE-1VD) collection tubes (Roche) showed to be
adequate and efficient to obtain cfDNA up to 6 days after blood collection.

For the design of the diagnostic tests, a study of the EGFR gene mutations related to the
therapeutic response was made and the primers were designed to encompass all relevant
changes. After optimizing the multiplex PCR, it was possible to amplify exons 18, 19, 20 and
21 of the EGFR gene from cfDNA samples and sequence by NGS. This method proved to be
efficient for detecting mutations in the EGFR gene, with a specific deletion being detected in
exon 19 —p.E746_A750delELREA.

We also developed HRM (High Resolution Melting) tests as a faster and more sensitive
detection alternative. The results were promising, since we achieved a sensitivity of 0.25%
(fraction of mutant allele) to detect changes in exon 19 and it was also possible to identify the
mutation previously analyzed by NGS (Exon 19, p.E746_A750delELREA) in the same sample
of cfDNA .

The design of assays for detecting alterations in the ALK gene is under development, with

an in silico analysis of mutations / fusions in the ALK gene related to different therapeutic
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responses, and the design of primers to detect mutations in samples of cfDNA of patients with
NSCLC.

With this work we verify the potential that the use of liquid biopsies has as a valid and
reliable alternative for the detection of mutations in EGFR. This approach will allow (non-
invasive) follow-up of patients with NSCLC during therapy, representing a great advantage, as

they often acquire specific mutations that cause resistance to treatments.

Keywords: Non-small cell lung cancer (NSCLC); cfDNA; EGFR; NGS; HRM.
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Capitulo I- Introducao






I.1- Cancro do pulméo

O cancro do pulmé&o é a principal causa de morte por doenga oncologica mundialmente,
registando cerca de 2 milhdes de novos casos e aproximadamente 1.7 milhdes de mortes em
2018 (19% dos casos de cancro) (Bray et al. 2018). Em geral, o cancro do pulmdo causa mais
mortes que 0s cancros de mama, prostata, colorretal em conjunto (Siegel et al. 2020).

Embora a principal causa de cancro do pulméo seja o tabagismo, outros fatores internos e
externos também podem estar associados ao risco de cancro do pulmdo, nomeadamente
radiacdo, poluicdo atmosférica e predisposicdo genética (Barta et al. 2019). A incidéncia do
cancro do pulméo tém vindo a diminuir ao longo dos anos devido, em parte, a alteracdo dos
habitos de tabagismo (Siegel et al. 2020).

O cancro do pulméo é dividido em dois grandes grupos citolégicos, tendo como base a
classificacdo histolégica: Cancro do Pulméo de Pequenas Células (CPPC) e Cancro do Pulméo
N&o-Pequenas Células (CPNPC) (Travis 2004, Sher et al. 2008), representando este ultimo
cerca de 85% dos casos (Herbst et al. 2018). Esta classificacdo € importante para a escolha do
tratamento, uma vez que CPNPC possui uma vasta gama de alternativas terapéuticas
comparativamente ao CPPC, e para definir o prognéstico, tendo o CPPC um progndstico mais
reservado. O CPNPC pode ainda ser classificado em trés tipos: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas e carcinoma de células grandes, com percentagens de incidéncia de 40%, 25-
30% e 10-15%, respetivamente (Zappa e Mousa 2016).

Devido a auséncia de sintomas clinicos nas fases iniciais da doenca e a falta de eficacia
programas de rastreamento, o cancro do pulmdo € comumente diagnosticado em estadios
avangados, o que contribui para as baixas taxas de sobrevivéncia (Schmidt-Hansen et al. 2017).
Quando os pacientes apresentam doenca avancada inoperavel, a quimioterapia e/ou radioterapia
sdo as opcOes de tratamento mais comuns (Hofman et al. 2016). A escolha da terapia tem por
base a caracterizacdo fenotipica e molecular de uma Unica bidpsia tumoral, o que pode
subestimar a heterogeneidade do tumor e menosprezar a evolucao do tumor que podera levar a
resisténcia a terapia (de Bruin et al. 2014). Para a maioria dos pacientes que apresentam CPNPC
em estadio inicial, a cirurgia com intencdo curativa é a opcdo terapéutica mais comum, no
entanto, a recidiva do tumor ocorre em aproximadamente 20-40% dos casos e para pacientes

com tumores metastizados a taxa de sobrevida é de 1% (Lee et al. 2013, Schuchert et al. 2019).



I.2- Biomarcadores em Cancro do Pulm&o N&o-Pequenas Células —
EGFR e ALK

Os biomarcadores utilizados para prever a eficacia da terapia direcionada no CPNPC séo
alteracGes somaticas do genoma conhecidas como "driver mutations”. Essas muta¢des ocorrem
em células cancerosas em genes que codificam proteinas criticas para o crescimento e a
sobrevivéncia celular. Muitas outras alteragdes moleculares foram identificadas no CPNPC que
s80 menos essenciais para manter o fenotipo oncogénico e sdo frequentemente chamadas de
"passenger mutations". As mutacOes “driver” geralmente ndao séo encontradas no genoma da
linha germinativa (sem cancro) do hospedeiro e geralmente s&o mutuamente exclusivas (ou
seja, € improvavel que um cancro tenha mais de uma mutacdo de “driver” (Sequist et al. 2016).
Relativamente ao CPNPC, os biomarcadores atualmente mais utilizados s@o as alteracdes nos
genes EGFR (“epidermal growth factor recetor”), ALK (“Anaplastic Lymphoma Kinase), ROS
(“ROS Proto-Oncogene 1, Recetor Tyrosine Kinase”), PD-L1 (“protein dead ligand 1), K-RAS
(“Kirsten Rat Sarcoma”), PI3K (“phosphatidylinositol 3-kinase”), mTOR (“mechanistic Target
Of Rapamycin”), ERBB2 (“epidermal growth factor recetor 2”), VEGFR (“vascular epidermal
growth factor recetor”), c-MET (“mesenchymal-epithelial transition factor or hepatocyte
growth factor recetor”), v-RAF (“murine sarcoma viral”) e BRFA (“oncogene homolog B”)
(Alamgeer et al. 2013, Garon et al. 2015). Estes biomarcadores estédo envolvidos em vias de
proliferacdo celular, que frequentemente estdo alteradas nas células tumorais. Desta forma, a
identificacdo destas carateristicas no genoma tumoral determinam resultados mais favoraveis
se forem utilizados tratamentos direcionados (Rosell et al. 2012). Assim, a descoberta e
identificagcdo de mutagdes “driver” nos CPNPC, séo utilizadas com sucesso para direcionar

terapias (Alamgeer et al. 2013).

1.2.1. EGFR como biomarcador em Cancro do Pulméo N&o-Pequenas Células

A influéncia do gene EGFR (recetor do fator de crescimento epidérmico) na patogénese de
varios tipos de cancro tem sido alvo de varios estudos, sendo usado com biomarcador na
caraterizacdo de diferentes tipos de tumores (Leal et al. 2019). No que diz respeito ao CPNPC,
0 EGFR é sobrexpresso em 50%-60% dos tumores, estando esta caracteristica correlacionada
com um mau prognostico. Este gene € um biomarcador preditivo de resposta ao tratamento,
sendo alvo de diferentes inibidores da tirosina cinase (TKIs) (Sharma et al. 2007, Mok et al.
2015).



1.2.1.1 EGFR - Funcéo e Estrutura

O gene EGFR localiza-se no braco curto do cromossoma 7 e é constituido por 28 exdes.
Este codifica uma glicoproteina de 170 kDa transmembranar do tipo | (Martin et al. 2006) e
desempenha uma func¢do fundamental na transducéo do sinal celular (Bethune et al. 2010). Esta
proteina compreende trés dominios: um dominio extracelular (exdes 1 a 16), um dominio
intracelular (exfes 18 a 28), e a regido transmembranar (exdo 17). O dominio extracelular
possui quatro subdominios (I-1V) e o dominio intracelular possui o dominio tirosina cinase
(exdes 18-24), como representado na Figura I.1A (Martin et al. 2006). O dominio cinase do
EGFR compreende dois I6bulos: um l6bulo C-terminal (“C-lobe ) e um l6bulo N-terminal (“N-
lobe™). O sitio catalitico esta localizado entre esses dois “lobes” como representado na Figura
I.1B. O local catalitico contém a alca de ativacdo (“A-loop”) (contida no “C-lobe ), a C-hélice

reguladora e a “binding loop” de fosfato do nucleotideo (“P-loop ) (Eck e Yun 2010).
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Figura I. 1- Estrutura do gene e da proteina EGFR. A- Localizagdo cromossémica e organizacdo do gene
EGFR e os correspondentes dominios da proteina que codifica. Adaptado de (Martin et al. 2006). B- Representacédo
da estrutura cristalina do dominio da cinase do EGFR, destacando os “lobe ” terminal N- e C, bem como o P-loop
de coordenacéo de fosfato (azul) e 0 “loop” de ativacdo (A-loop). O sitio ativo encontra-se loop A (vermelha) e 0
I6bulo C. A C-hélice de regulagdo encontra-se a verde. Adaptado de (Eck e Yun 2010).

- Dominio
regulatério

O EGFR ¢ ativado através da ligacdo de um ligando como EGF (fator de crescimento
epidérmico) ou TGF-a (fator de crescimento transformador alfa). Quando ativado, o EGFR
liga-se a outro EGFR ou a outro membro do fator de crescimento da familia de recetores HER
que formam um homodimero ou heterodimero, respetivamente. A formacao do dimero ativa o
dominio tirosina cinase intracelular (TK) e isso desencadeia autofosforilacdo de varios residuos
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de tirosina no dominio C-terminal catalitico da TK, como representado na figura 1.2 (Choi et
al. 2013).

I\\ 3 \
Dominio ,_‘ )
transmembranar ;

EGF I./ 3 Regiéo

transmembranar
ATP

Dominio tirosina
cinase

/

Local de ligagdo do ATP
no dominio cinase

Figura I. 2- Representacdo esquematica da proteina EGFR com os dominios intracelular, transmembranar,
extracelular e dominio cinase. Adaptado de (Imai e Takaoka 2006).

Estes ligam o recetor para varias vias de sinalizacdo a jusante como a via
RAS/RAF/MAPK, que esta relacionada com a proliferacdo celular, a via PI3K/AKT associada
a regulacdo do ciclo celular ou a via JAK/STAT que estd envolvida no crescimento e
diferenciacédo celular (Martin et al. 2006).

As mutacOes nos exdes do gene EGFR que codificam o TK séo geralmente referidas como
ativadoras, pois parecem resultar numa atividade cinase aumentada do recetor (Sharma et al.
2006, Huang e Fu 2015). As mais recorrentes ocorrem nos exdes 18 a 21 que sdo agrupados a
volta do “binding pocket” da adenosina 5 'trifosfato (ATP) do EGFR. O local ativo de ligagéo
ao ATP encontra-se na fenda entre os I6bulos N-terminal e C-terminal, dentro de seu dominio
de cinase (Sharma et al. 2007). Essas mutacdes ativam preferencialmente as vias sinalizadoras
PISBK/AKT e JAK/STAT nas células tumorais, que levam & proliferagdo celular, ao
desenvolvimento da capacidade de invasdo e metastizacdo, além do estimulo a
neovascularizacdo e a uma diminuigdo da apoptose (Mosesson e Yarden 2004). Estas vias de
sinalizacdo intracelulares sdo cruciais no normal crescimento e desenvolvimento celulares
(Huang e Fu 2015).



1.2.2.1 MutagGes no gene EGFR como biomarcadores preditivos

As mutacdes mais importantes do gene EGFR estdo localizadas espacialmente no local de
ligacdo de ATP da cinase. A maioria das mutacdes detetaveis no gene EGFR compreendem
delecgdes “in-frame” no exdes 19, substituicdes no exdo 21, substituicdes no exdo 18, inser¢oes
e/ou substituices no exao 20 (Sharma et al. 2007).

De acordo com as alteragfes nucleotidicas, as mutacdes podem ser classificadas em trés
classes: classe I, que incluem dele¢Oes curtas nas estruturas que resultam na perda de quatro a
seis aminoacidos codificados pelo exdo 19; classe Il, que consistem em substituicGes de um
Unico nucledtido que podem ocorrer nos exdes de 18 a 21; classe 11, que sdo duplicagdes e/ou
insercdes “in-frame” que ocorrem principalmente no exdo 20 (Gazdar 2009) .

As mutacdes mais frequentes do EGFR sdo denominadas como mutacdes ativadoras
classicas ou de sensibilidade aos inibidores da tirosina cinase (TKIs) como gefitinib e erlotinib
(Paez et al. 2004, Shigematsu et al. 2005). A maioria das muta¢des designadas classicas sdo
delecdes no exd@o 19 e substituicdes no exdo 21 representam em conjunto 85% de todas as
mutacdes no EGFR e sdo mutag6es que conferem sensibilidade aos TKIs. Outras mutac¢des do
EGFR sdo denominadas mutagdes ndo-comuns, que correspondem a 15%, como as inser¢oes
ou duplicacdes no exdo 20 e mutagcdes pontuais no exdo 18, cuja maioria das mutagdes estdo
relacionadas com a resisténcia a terapia com TKIs de primeira e segunda geracdo (Figura 1.3)
(Russo et al. 2017, Harrison et al. 2019).

Exdo 21
45%

Exdo 20
4%

Exdo 19
46%

Figura I. 3- Frequéncia das mutages no EGFR no CPNPC. Adaptado de (Haghgoo et al. 2015).



Exéo 18

As mutacgdes pontuais no exao18 sédo relativamente pouco frequentes, representando apenas
5% das mutacdes do EGFR em CPNPC, sendo as mais comuns a E709X e G719X (Haghgoo
et al. 2015, Harrison et al. 2019). A principal mutacéo descrita no exdo 18 é a mutagdo pontual
G719X (onde X indica a possibilidade de substitui¢do por A, S, C e D), ou seja, nesta mutagéo,
o residuo de glicina na posicao 719 pode ser substituido pelo residuo de alanina (G719A), serina
(G719S), cisteina (G719C) ou &cido aspartico (G719D) representado na figura 1.4 (Chiu et al.
2015). A G719 esta localizada no “P-loop” de ligagdo ao fosfato dentro do “N-lobe” que
participa da coordenacdo do ATP arqueando a porcdo trifosfato. O “P-loop” também contribui
para um conjunto de interagdes hidrofobicas que mantém a hélice a-C na conformacéo inativa.
Nesta conformacdo, uma glicina na posicdo 719 é favorecida. A substituicdo da glicina por
serina no 719 reduz a flexibilidade do “P-loop” e enfraquece as interagdes hidrofobicas que
mantém a hélice a-C na conformacéo inativa, levando a um aumento de 10 vezes na atividade
de cinase em comparagdo com 0 EFGR “wild-type”. Assim, as alteragdes estruturais induzidas
pela mutacdo G719S aumentam a propensao a dimerizacdo e subsequente ativacdo do EGFR
de maneira semelhante a mutacédo cléssica L858R (exdo 21) (Harrison et al. 2019).

Esta mutacdo também pode estar presente em combinacdo com mutacdes pontuais
adicionais, como S768I (exdo 20) ou L819Q (exdo 21). Estas mutacBes conferem maior
sensibilidade aos TKIs de segunda geracéo, especialmente afatinib e neratinib, do que aos TKIs

de primeira e terceira geracdo (Kobayashi et al. 2015).

® p.G719A
p.G7195

W p.G719C

B p.G719R

mp.G719V

W p.E709H+GT19C
p.Del E709_T710ins D

Exdo 21

Figura I. 4- Frequéncia das mutagdes do exdo 18 do EGFR no CPNPC Adaptado de (Haghgoo et al. 2015,
Kobayashi et al. 2015).



Exéo 19

Cerca de 46% das mutacbes no EGFR consistem em delecdes “in-frame” (Del 19),
dividindo-se em diferentes subtipos (Su et al. 2017), e em algumas inser¢des que compreendem
apenas 1% de todas as mutac¢des do exdo 19 (Harrison et al. 2019). A maioria das mutacoes
abrange os aminoacidos dos coddes L747 e E749 (designado fragmento LRE) mas podem
ocorrer em todos 0s aminoacidos do exdo 19 de E746 a D761. Esta cadeia envolve um total de
16 aminoacidos e 39 subtipos de delegdes. As mutagdes mais frequentes sdo: delE746-A750
seguidas por delL747-P753insS, delL747-T751 e a delL747-A750insP representado na figura
1.5 (Su et al. 2017).

m p.delE746_A750del
® p.dell747_P7535>S
M p.dell747_T751del

Exdo 21 ' 1 "‘36" 19 = m p.dell747_A750>P
46% : .

Ex&o0 18

m p.dell747_S752>V
W dell747_S752del

Exdo 26

W outras

Figura I. 5- Frequéncia das mutacdes do exdo 19 do EGFR, adaptado de (Haghgoo et al. 2015, Su et al.
2017).

Os diferentes tipos de mutagdes do exdo 19 estdo associados a diferentes respostas
terapéuticas aos TKI de primeira linha, onde se verifica uma maior eficacia para delLE746 que
para delL747, o que indica que os locais de delecdo podem afetar a eficacia dos TKI (Su et al.
2017).As delecOes do exao 19 “pull” e restringem a rotacédo da hélice C, impedindo-o de adotar
a conformacédo externa inativa e favorecendo a conformagéo interna ativa, promovendo a
ativagéo constitutiva do recetor (Yasuda et al. 2013). Essa mudanca permite a dimerizacao e
ativacdo do recetor, independente do ligante, resultando na ativacdo constitutiva das vias de

sinalizacdo a jusante (Landau e Ben-Tal 2008).

Exéo 20
As insercdes no exdo 20 (Ins20) ou a mutacdo T790M representam 4% das mutacGes do
EGFR e estdo associadas a resisténcia aos TKIs e ao mau prognostico em pacientes com

CPNPC (Vyse e Huang 2019) . As mutacdes do exdo 20 do EGFR podem ser caracterizadas
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como inser¢des ou duplicacdes entre 3 e 21 pb (correspondentes a 1 a 7 aminoacidos) entre as
posicdes de aminoacidos 762 e 774 da proteina EGFR (Yasuda et al. 2013). As muta¢6es mais
comuns do exdo 20 no CPNPC do EGFR estdo demonstradas na figura 1.6 (Vyse e Huang 2019).

0,9% N®

B p.V774-C775 insX
p.H773-V774 ins X
mp P772-H773 ins X

Bp.N771-P772ins X

W p.D770-N771ins X

mp.V769-D770 ins X
p.5768-V769 insX
p.A767-5768 insX

B p.V765-M766 insX
W p.Y764-V765 insX
Hp.A763.Y764 insX
B D761-E762 insX

Exdo 21

Figura I. 6- Frequéncia das mutacdes do exdo 20 do EGFR em pacientes com CPNPC. Adaptado de
(Haghgoo et al. 2015, Vyse e Huang 2019).

O mecanismo de ativacdo do EGFR induzido pelas inser¢des do exdo 20 esta subjacente a
resisténcia relativa dessas mutacdes aos inibidores do EGFR clinicamente aprovados. As
insercOes do exao 20 sdo posicionadas em direcdo a extremidade C-terminal de um componente
estrutural especifico do EGFR, a hélice C (Harrison et al. 2019). Este é um elemento regulador
chave que determina o “status” de ativacdo do EGFR girando de uma posigéo externa para uma
interna, permitindo interagdes especificas com o local ativo que estabiliza 0 EGFR competente
para a dimerizacdo (Eck e Yun 2010, Yasuda et al. 2013).

Frequentemente ocorre um segundo evento mutacional no exdo 20 do EGFR, a mutacdo
T790M (substituicdo do aminoacido metionina por treonina na posi¢ado 790), que é responsavel
por mais de 50-70% de todos os casos de resisténcia adquirida aos inibidores de EGFR de
primeira e segunda geracdo no CPNPC (Kosaka et al. 2006, Li et al. 2018). Inicialmente
pensava-se que a mutacdo secundaria do T790M causasse alteracbes estruturais que
dificultavam estereotipicamente a ligagdo dos TKIs, mas estudos posteriores demonstraram que
a mutacdo T790M afeta a afinidade do recetor EGFR. Esta mutacdo gera uma cadeia lateral
mais robusta que reduz a ligacao do gefitinib/erlotinib e aumenta a afinidade “binding pocket”
datirosina cinase ao ATP (Yun et al. 2008, Kobayashi et al. 2015). Com o aumento da afinidade

com ATP, a mutagdo T790M diminui a eficacia dos inibidores reversiveis competitivos do
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ATP, gefitinib e erlotinib, e remove a seletividade desses farmacos (Yun et al. 2008). Em 20-
40% dos casos ha o desenvolvimento de uma mutacao terciaria, a C797S (mudanca da cisteina
nucleofilica para a serina na posicao 797), que é responsavel pela resisténcia aos inibidores de
EGFR direcionados a T790M e o principal mecanismo de resisténcia a toda a geracao de TKIs
de terceira geracdo (Kohsaka et al. 2019).Essa mutacao impede a formagéo de ligagcdo covalente
entre os inibidores e o residuo de cisteina na posicao 797 no “binding pocket” do ATP (Ayati
et al. 2020).

Exéo 21

A mutacdo pontual no exdo 21 L858R (substituicdo de uma leucina por uma arginina no
codédo 858) corresponde a 45% das mutagdes (do exdo 21), sendo a segunda mais comum do
EFGR (figura 1.7) (Dogan et al. 2012). A segunda mutagdo mais frequente no exdo 21 é a
L861Q (substituicdo de uma leucina na posicao 861 por uma glutamina) esté localizada dentro
do “loop” de ativacdo (A-loop) do EGFR e representa cerca de 3% das mutaces do EGFR no
CPNPC. Essas mutagOes provocam alteragdes estruturais no sitio de ligacdo a ATP do dominio
intracelular do EGFR.

Exdo 20

Hp.L858R (c.2573T>G)
Exdo 21 mp.L861Q (c.2582T>A)

Exdo 19 i 45%

Hp.L861R (c.2582T>G)

W Outras

Exdo 18

Figura 1. 7- Frequéncia das muta¢des do exdo 21 do EGFR. Adaptado de (Haghgoo et al. 2015, Kobayashi
e Mitsudomi 2016).

Estas mutacGes no EGFR sdo muito importantes uma vez que conferem sensibilidade ou
resisténcia ao tratamento com inibidores da tirosina cinase (TKIs) especificos para esta proteina
(Figura 1.8). Entre todas as mutagfes no EGFR, existem 3 tipos que estdo fortemente
correlacionados com a sensibilidade aos TKI. Essas sdo mutacdes pontuais nos exdes 18
(G719S, G719A, G719C, S720F) e 21 (L858R e L861Q) e as dele¢des “in-frame” no exdo 19
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(Chou et al. 2005, da Cunha Santos et al. 2011). No que diz respeito a resisténcia aos TKIs, a
exposicdo prolongada a esses agentes resulta na aquisicdo da mutacdo T790M (em cerca de
50% dos pacientes) (Akula et al. 2018), sendo este um fator determinante para o insucesso da
terapia. Além disso, outras mutac@es associadas a resisténcia podem surgir com o uso de novos

medicamentos (Yasuda et al. 2013).

G719S (c.2155G>A)
18 G719C (c.2155G>T)

G719A (c.2156G>C)
ST20F (c.2159C>T)

(728)
‘_4 (729)
= Delecées do exio 19
— 19
p— (761)

7p11.2

(762)

V765A (¢.2294T>C)
20| T1783A (c.2347A>G)
$7681 (c.2303G>T)

(823

(824)

L361Q (c.2582T>A)
(875)] L361R (c.2582T>G)

I

L858R (c.25737>G)

Figura 1. 8- MutacGes mais comuns do dominio de cinase do EGFR e a sua influéncia na resposta aos
inibidores de EGFR das mutacdes. A verde estdo representadas mutacdes que conferem sensibilidade aos TKIls e
a amarelo as que estdo associadas a resisténcia. Adaptado de (Cheng et al. 2012).

1.2.2 ALK como biomarcador em Cancro do Pulméao N&o-Pequenas Células

1.2.2.1 ALK - Funcéo e estrutura

O gene Linfoma Cinase Anaplasico (ALK) é constituido por 29 exdes que se localizam no
braco curto do cromossoma 2 (2p23) e codifica uma proteina tirosina cinase transmembranar,
também conhecida como recetor de tirosina cinase ALK ou CD246 (“cluster of differentiation
246”). A proteina ALK é composta por 1620 aminoacidos com um peso molecular de 220 kDa
(Hallberg e Palmer, 2013).

O recetor tirosina cinase ALK pertence a superfamilia dos recetores de insulina, sendo
normalmente expresso apenas no sistema nervoso central e também em tecido pulmonar

tumoral. Esta proteina compreende um dominio extracelular, multiplas regides de proteina-
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tirosina fosfatase de recetor (MAM) e um dominio de recetor de lipoproteina de baixa densidade
de classe A (LDLa), um intervalo hidrofébico correspondente a uma regido transmembranar
(TM) de passagem Unica e um dominio tirosina cinase (TKD) intracelular (Figura 1.9) (Wu et
al., 2017).
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Figura I. 9- Localizacdo gendmica e expressdo do ALK. Adaptado de (Wu et al. 2017).

A sinalizacdo do ALK nas células cancerosas ocorre através de trés mecanismos principais:
fusdo de genes (sendo a principal com o gene EML4), amplificacdo do gene do ALK e ativagédo
de mutacdes pontuais (Bayliss et al. 2016).

A fusdo EML4-ALK foi a primeira fusdo oncogénica a ser detetada no cancro do pulméo.
Soda et al. (2007) identificaram uma pequena inversao no brago curto do cromossoma 2, que
promove a fuséo da por¢do N-terminal da EML4 com o ALK onde se encontram ambos 0s genes
em dire¢des opostas, e que ficardo fundidos apos ocorrer a inversdo que envolve os dois loci -
inv(2)(p21p23) (Figura 1.10) (Soda et al. 2007).

CIl [T >C >
N,

Figura I. 10- Formacédo do gene de fusdo EML4-ALK que ocorre por uma inversao paracéntrica no brago
curto do cromossoma 2. Adaptado de (Bayliss et al. 2016).

O gene EMLA4 (“echinoderm microtubule-associated protein-like 4°) é codificador de uma

proteina estabilizadora de microtibulos. Esta proteina interage funcionalmente com os
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microtubulos e a tubulina soltvel, sendo essencial na formagédo e manutencdo dos microtibulos
(Bayliss et al. 2016).

Apesar dos rearranjos do gene ALK representarem apenas cerca de 3-7% de casos em
CPNPC, este gene é provavelmente, em termos de rearranjos cromossémicos, 0 mais
importante subconjunto de alteracfes genéticas que conduzem a oncogénese nesta doenca (Wu
et al. 2017) . Os rearranjos cromossomicos sao as alteracBes mais comuns neste gene, tendo ja
sido descritos mais de 30 parceiros de fusdo do ALK (como o EML4) (Childress et al. 2018).

1.2.2.2 Fusbes e mutagdes no gene ALK como biomarcadores preditivos

O “breakpoint” do gene ALK ocorre no exdo 20, enquanto o do EMLA4 difere no ex@o onde
surge (2, 6,13, 14, 15, 18 e 20) originando assim, variantes da proteina de fusdo. Estdo descritas
mais de 15 variantes de fusdo EML4-ALK, sendo as mais comuns a Variante 1 (33%), Variante
2 (10%) e Variante 3a/b (29%) (Soda et al. 2007, Lin et al. 2018) (Figura 1.11).

m Variante 1
® Variante 2

M Variante 3a/b
2%

3%

W Variante 4

W Variante 5

W Outras

Figura I. 11- Frequéncia das variantes ALK. Adaptado de (Sabir et al. 2017).

Assim, mais detalhadamente (Figura 1.12):
— avariante 1 (E13; A20) contém os exdes de 1 a 13 de EML4 juntos ao exdo 20 do
ALK;
— aVvariante 2 (E20; A20) contém os exdes de 1 a 20 de EML4 juntos ao exdo 20 do
ALK;
— asvariantes 3a/b (E6a/ b; A20) abrangem os exdes 1 a 6 de EML4, com o exdo 6b

sendo 188pb a jusante do exdo 6a, juntos com o exdo 20 do ALK;
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— avariante 4 (E14; E20) contém os ex0es 1 a 14 de EML4, com a inser¢do de quatro
aminoacidos de origem desconhecida e fusdo com o exao 20 de ALK;

— avariante 5 (E2a / b; A20) apresentam uma fusdo do ex@o 2 de EML4 com o0 exao
20 do ALK (E2a; A20) ou 117bp a montante do exao 20 do ALK (E2b; A20);

— avariante 6 (E13b; A20) contém os exdes 1 a 13 de EML4 fundidos ao exao 20 de
ALK com uma insercdo de 19 aminoécidos;

— avariante 7 (E14; A20) representa uma fusdo genética de EML4 no exdo 14 com
ALK no exdo 20 (Wu et al. 2017).

CcC HELP WD Kinase
vi:E13;a20 [[| [ [ ] |
v2:E20;A20 [[] [ [ ] l
V3a: E6a;A20 | | [ ]

V3b: E6b;A20 [[] 1]

X | V4:E14,A20 I | 1]

g Vs E2a;A20 [ [ ]

2| vsE20;A20 ([ [ ]
ve:E130,A20 ([ [ | | ]
V7:E14,A20 [| | | ] ]

Figura I. 12- Representacdo esquematica da composicao estrutural das proteinas de fusdo EML4-ALK. Os
dominios da proteina estéo indicados por cores e incluem: bobina em espiral —CC- (laranja claro), HELP (laranja
escuro), WD — repetigdes- (verde escuro), dominio da cinase ALK (azul) que é conservado em todas as diferentes
variantes de proteinas de fusdo. Adaptado de (Wu et al. 2017).

Os rearranjos que envolvem o EML4-ALK tém um claro potencial oncogénico e sua
atividade andmala da tirosina cinase promove a dimerizacao/oligomerizacao das proteinas que
se originam e conduz a uma ativacdo constitutiva do dominio cinase do ALK conduzindo a
proliferacéo celular e sobrevida, além de alteracdes no rearranjo do citoesqueleto e estrutura da
célula. A transformacdo oncogenica do ALK € mediada por interagdo com moléculas
“downstream” que desencadeiam cascatas de sinalizacdo intracelular (Tuononen et al. 2013).
A expresséo das diferentes variantes EML4-ALK podem influenciar a resposta aos inibidores
de ALK afetando assim, a propenséo para o desenvolvimento de mutac¢des secundarias no ALK
especificas de resisténcia ao tratamento (Yoshida et al. 2016).

As mutacOes pontuais correspondem a quase um ter¢co dos mecanismos de resisténcia, e

incluem a mutacdo L1196M, que é a mutacdo andloga a T790M do EGFR, sendo a que mais
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comumente identificada. Outras mutacdes identificadas incluem: 1151Tins, L1152R, C1156Y,
111717, F1174L, V1180L, G1202R, D1203N, S1206Y e G1269A (Figura 1.13) (Cameron e
Solomon 2015). Estas mutacGes aumentam a afinidade do recetor de tirosina cinase para o ATP,
diminuindo, portanto, a afinidade da ligagdo dos TKI’s (Sullivan e Planchard 2016).

Mutacdes como a 1151Tins e G1202R conferem resisténcia a todos os TKIs de segunda
geracdo (Bayliss et al. 2016); L1196M, L1152R conferem resisténcia ao lorlatinib, e
sensibilidade ao crizotinib; F1174L, G1269A, 11171T/N/S estdo relacionadas com resisténcia
ao ceritinib; G1202R confere resisténcia ao crizotinib, alectinib e ceritinib (Bayliss et al. 2016).

wooms  1151Ins L1152
L1196

G1123
G1202
G1269
S1206

Figura I. 13- Mutag@es do dominio cinase do ALK. Adaptado de (Hallberg e Palmer 2016).

1.2.3 Inibidores de Tirosina Cinase

O tratamento de pacientes com cancro de pulméo depende do tipo de classificagcdo
hitoldgica, estadio do tumor, caracteristicas moleculares e avaliacdo da condi¢do médica geral
do paciente. Atualmente, as linhas de tratamento do cancro do pulmao incluem quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. O tratamento de primeira linha é a cirurgia, no entanto, este processo so
é adequado na fase inicial da doenca. O tratamento do CPNPC para estadios | e Il devem ser
indicados para cirurgia que pode ser complementada com quimioterapia adjuvante (é limitado
a quimioterapia a base de cisplatina em ajuste completamente ressecado pacientes em estadio
I1 — 111) ou neoadjuvante (quimioterapia pré-operatdria, representando uma melhoria absoluta
de sobrevivéncia de 5% em 5 anos). Em estadios 111, o tratamento depende da classificagdo do
tumor, sendo normalmente administrados 4 ciclos de quimioterapia adjuvante a base de platina
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(pacientes com CPNPC ressecavel ou parcialmente ressecavel) e quimio e radioterapia
concomitante com combinacdes baseadas em cisplatina (pacientes com CPNPC irressecavel)
(Majem et al. 2019). A quimioterapia é sempre parte integral do tratamento em tumores no
estadio 1, independentemente de terem sido submetidos a cirurgia e/ou radioterapia prévias
(Vansteenkiste et al. 2013). No estadio 1V, o tratamento esta diretamente dependente do
paciente ter ou ndo mutacGes “driver”. Se 0 paciente ndo apresentar mutacdes “driver”, a
quimioterapia deve ser considerada optando pela combinacéo de farmacos com menor perfil de
efeitos adversos, mas que inclui normalmente compostos derivados da platina em combinagao
com outro agente. Caso 0 paciente apresente mutacdes “driver”, este é conduzido para

tratamentos direcionados com TKIs (Majem et al. 2019).

1.2.3.1 Inibidores Tirosina Cinase do EGFR

Com o avanco das técnicas de diagndstico molecular, foi possivel desenvolver terapias-
alvo (TKIs) mais efetivas e menos tdxicas do que a quimioterapia para pacientes com mutacdes
ativadoras do EGFR (Gridelli et al. 2014).

As duas principais classes de inibidores dos TKIs do EGFR sdo moléculas pequenas e
anticorpos monoclonais. Os anticorpos monoclonais atuam como competidores, sdo capazes de
inibir a atividade do EGFR, bloqueando competitivamente a ligagdo do ATP ao local catalitico
no dominio de tirosina cinase do EGFR, inibindo subsequentemente a sua autofosforilacdo. As
moléculas pequenas funcionam competindo reversivelmente com ATP pela ligagdo ao dominio
intracelular da tirosina-cinase do EGFR e, assim, inibe a autofosforilacdo do EGFR e a
sinalizac&o a jusante (Sharma et al. 2007, Boolell et al. 2015).

Até 0 momento, existem pequenos inibidores de 1% geragdo, 22 geracdo, 3% geracdo e 42
geracdo do EGFR que séo utilizados no tratamento do CPNPC (Tabela 1.1) (Ayati et al. 2020).

Tabela I. 1- Descricdo dos inibidores de TKIs de 12 a 4 geracéo, adaptado de (Ayati et al. 2020).

TKI 12 geracdo TKI 22 geragéo TKI 32geragédo TKI 42 geragdo

* Gefitinib « Afatinib « Osimertinib *EAIO01*
«Erlotinib « Dacomitinib e Olmutinib* *EAI045*
« Neratinib* *Rociletinib*
« Canertinib* »Naquotinib*
«Pelitinib* * Avitinib*

» Nazartinib*

* TKIs ndo aprovados pela FDA (“Food and Drug Administration ”).
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Os TKIs de 12 geracao disponiveis sdo o gefitinib e erlotinib. Por este mecanismo, reduzem
a autofosforilacdo e a ativacdo do recetor levando a regressao tumoral através da inducédo da
apoptose, da inibicdo da proliferacdo celular e da angiogénese, inibindo assim sua atividade
(Sharma et al. 2007).

As resisténcias adquiridas apds o tratamento com os inibidores de 12 geracao levaram ao
desenvolvimento de inibidores de 22 geracdo. Os TKIs de segunda geracdo sdo: afatinib,
dacomitinib, anertinib, pelitinib e neratinib, que s&o inibidores irreversiveis da familia das
tirosinas cinases HER (HER 2 e HER 4), que inibe seletivamente o0 EGFR assim como 0s
recetores de EGFR portadores da mutacdo T790M (Aran e Omerovic 2019).

Os TKIs de terceira geracdo inibem irreversivelmente o EGFR mutado, com particular
especificidade para a mutacdo T790M (figura 1.14). Os dois compostos mais estudados séo o
Rociletinib (CO-1686; Clovis Oncology) e o Osimertinib (AZD9291, mereletinib,
AstraZeneca) (Boolell et al. 2015). A Rociletinib é uma pequena molécula, disponivel por via
oral, inibidora das formas mutadas mais comuns do EGFR, incluindo as delec¢des do exédo 19,
L858R e T790M mas, ndo as insercdes do exdo 20 (Sequist et al. 2015). O Osimertinib é um
potente inibidor irreversivel das mutacdes do EGFR, incluindo a mutacdo T790M. Dados pré-
clinicos sugerem que o Osimertinib é 200 vezes mais eficaz contra as mutacGes L858R e
T790M do que contra 0 EGFR “wild-type” (Tan et al. 2015).

32 Geracaode TKI's
EGF - Ligacdo covalente irreversivel ao EGFR

- Especifico para a mutagdo T790M

Desenvolvimento de

Pressdo de selegdo de

resisténcia I
_— .

mutantes T790M

)
@5) @'SkA &p@nsom @'*A é"m

1° Geracio de TKI's 22 Geracao de TKI's

- Ligagdo reversivel ao EGFR - Ligagdo covalente irreversivel ao EGFR

- Inibe a ligagio do ATP - Altera a afinidade do ATP com 0 EGFR
- Supera a resisténcia acionada pelo
T790M

Figura I. 14- Mecanismo de acdo de diferentes geracdes de inibidores de tirosina cinase do EGFR e
resisténcia aos TKIs conduzida pela mutacdo T790M. Adaptado de (Chen 2012).
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Apesar da alta eficacia dos TKIs do EGFR de terceira geracdo, a progressao das mutacdes
epigenéticas e resisténcias que adquirem, restringem o uso desses inibidores. A mutagédo
terciaria C797S representa a principal mutacdo que compromete a eficacia dos TKIs de 3?2
geracdo. Por esse motivo, uma 42 geracdo de inibidores tirosina cinase de EGFR foram
introduzidos na avaliacdo clinica para combater a mutacgdo terciaria do EGFR (C797S) (Song
et al. 2016, Ayati et al. 2020).

EAIO001 é um novo inibidor alostérico da atividade do EGFR derivado de “Thiazole amide”,
que se liga ao local de ligacdo do ATP, tornando a hélice C numa conformacdo inativa. O
EAI045 é combinado com cetuximab, um anticorpo monoclonal que bloqueia a dimerizacdo
EGFR. Esta terapia de combinacdo provocou respostas anti-proliferativos em estudos “in vitro”
e “in vivo”. O EAI045 é o primeiro inibidor descrito como eficiente no tratamento de CPNPC
com as mutagdes T790M e C797S (Wang et al. 2017, Ayati et al. 2020).

Existem outros TKIs de quarta geracdo em desenvolvimento, capazes de inibir
irreversivelmente as mutacdes TM790M e C797S. As estruturas destes TKIs sdo inspiradas na
estrutura do EAIO045 e podem ser derivados a base: “Quinazoline-4-one”, “Aryl-4-
aminoquinazoline”, “Tri-substituted imidazole”, “Amino pyrazolopyrimidine”, “Pyrimido-

pyrimidinone”, “Pyrido[3,4-d]pyrimidine” (Ayati et al. 2020).

1.2.3.2 Inibidores Tirosina Cinase do ALK

Os TKIs do ALK apresentam respostas excelentes em termos de remisséo da doenca no
inicio do tratamento, mas a resisténcia acaba por ocorrer num periodo que varia entre os 7-11
meses, de forma semelhante ao que ocorre com 0s TKIs do EGFR (Sullivan e Planchard 2016).
Além do problema associado as resisténcias do TKIs, o desenvolvimento de metastases durante
o0 tratamento que surgem em 20-30% dos doentes ALK positivos (Cameron e Solomon 2015).
Esta situacdo pode advir de uma falha na producdo do medicamento, promovendo a fraca
penetracdo do crizotinib no sistema nervoso central (SNC). De forma a ultrapassar este
problema, tem sido desenvolvidos TKIs de segunda geragéo (ceritinib, alectinib, brigatinib) e
de terceira geracao (lorlatinib) para pacientes com CPNPC ALK-positivo com maior poténcia e
maior penetracdo no SNC do que o crizotinib (Lin et al. 2018).

O crizotinib € um TKIs de primeira geracao e antagoniza a atividade da tirosina cinase do
ALK competindo com ATP. Foi o primeiro inibidor de ALK a ser aprovado pelo FDA para o
tratamento de pacientes com CPNPC com ALK positivo em estado avancado. Embora o

crizotinib tenha um distinto efeito terapéutico inicial, a resisténcia adquirida a esse
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medicamento sistematicamente desenvolve-se no primeiro ano de tratamento (Zou et al. 2007,
Malik et al. 2014, EI-Osta e Shackelford 2015).

O ceritinib e alectinib sdo dois TKIs de segunda geracao com perfis de seguranca aceitaveis
que provaram serem eficazes contra muitas das principais formas de CPNPC ALK-positivo
resistente ao crizotinib, incluindo tumores que abrigam a mutacgéo “gatekeeper” - L1196M. O
ceritinib atua competindo com o ATP, sendo vinte vezes mais potente que o crizotinib
(Friboulet et al. 2014, Golding et al. 2018). O ceritinib demonstrou inibir eficazmente algumas
das mutagdes adquiridas, especialmente a L1196M, G1269A, 11171T e S1206Y mas ndo
demonstrou efeito em pacientes com as muta¢ées G1202R e F1174C (Sullivan e Planchard
2016).

O alectinib possui vantagens quando comparado com o crizotinib e o ceritinib, em parte
devido ao fato de conseguir ultrapassar e atravessar a barreira hematoencefélica. Esta vantagem
torna-se importante pelo facto da capacidade de metastizacao cerebral ser elevada (Gadgeel et
al. 2014) .

O brigatinib foi desenvolvido para ser um inibidor potente e seletivo do ALK, capaz de
ultrapassar os mecanismos de resisténcia associados ao crizotinib, demonstrando ter uma maior
inibicdo e uma melhor seletividade “in vitro” para quase todas as variantes de ALK (Cameron
e Solomon 2015).

Lorlatinib € um TKIs macrociclico de ALK e ROS1 de terceira geracéo, oral, reversivel,
competitivo com ATP (Johnson et al. 2014). Comparado com os inibidores de segunda geragéo,
o lorlatinib foi projetado especificamente para penetrar no SNC e ultrapassar mutacdes de
resisténcia secundaria conhecidas no dominio ALK da tirosina cinase (Shaw et al. 2019).

Tem vindo a ser utilizados para tratamento de pacientes com CPNPC com fusdo do ALK
inibidores da HSP90 (“‘Heat Shock Protein 90”). Esta proteina € um “chaperone” que confere
estabilidade as proteinas que resultam da fusdo com o ALK. Como acontece com alguns dos
TKIls do ALK, nem todos os pacientes respondem positivamente aos inibidores de HSP90, sendo
importante identificar o subconjunto de pacientes EML4-ALK que pode se beneficiar desta
terapia (Tabela 1.2). Existem variantes que conferem maior sensibilidade do que outras, como
a variante 1. Por outro lado, as variantes mais estaveis como a 3a / b, que ndo possuem o
dominio TAPE conferem resisténcia (Sequist et al. 2010, Sabir et al. 2017).
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Tabela I. 2- TKIs do ALK. Adaptado (Golding et al. 2018).

TKIs de 12 geragdo TKIs de 22 geragdo TKIs de 32 geragdo Inibidores Hsp90

«Crizotinib «Ceritinib * Lorlatinib*  Ganetespib*
* Alectinib
*Brigatinib

*N&o aprovados pela FDA.

1.2.4 Métodos de detecdo de alteracdes em genes preditivos de terapia - EGFR

e ALK

Diferentes métodos podem ser usados para detetar alteracfes em genes como 0 EGFR e 0
ALK que permitem a triagem de pacientes com CPNPC para terapia direcionada com TKIs,
apresentando cada um deles vantagens e desvantagens. O método de imunohistoquimica (IHC)
é uma ferramenta potencialmente (til, tanto para detecdo de alteracbes no gene EGFR como
ALK, para guiar os médicos no tratamento personalizado de pacientes com CPNPC. No entanto,
sO pode ser realizado em sec¢des de tecido fixadas em formalina e embebidas em parafina
(FFPE) (Gaur et al. 2018), sendo utilizados anticorpos especificos para a mutacées no EGFR
ou fusdes do ALK, o que torna esta técnica altamente sensivel e especifica (Gaur et al. 2018,
Lin et al. 2019). A tecnica de hibridacdo “in situ” fluorescente (FISH) é o frequentemente
utilizado para a detecao de fusdes no gene ALK em CPNPC. No entanto, esta técnica também
sO pode ser usada em amostras de tecido FFPE. Especificamente no caso de fusdes do ALK,
esta técnica torna-se Util pela utilizagdo de sondas do gene EML4 e ALK de cores diferentes,
que guando sobrepostas originam uma outra cor, indicando a presenca de uma fuséo (Lin et al.
2019). Diferentes técnicas baseadas em PCR (“Polimerase Chain Reaction”) sdo muito
utilizadas tanto para detecdo de muta¢des no EGFR como fusdes ou mutagdes do ALK. Estas
apresentam a vantagem da sua sensibilidade e versatilidade em diferentes aspetos, sendo um
deles a amostra de origem. A amplificacdo por PCR seguida pela sequenciacdo de ultima
geracdo (NGS) permite sequenciar milhGes de pequenos fragmentos de DNA em paralelo,
permitindo a dete¢do de uma pequena fragdo de uma sequéncia mutada (Ohira et al. 2016). O
RT-qPCR (PCR quantitativo em tempo real) tem sido uma estratégia de triagem comumente
usada para detetar rearranjos de genes ALK em doentes com CPNPC. Varios ensaios multiplex
foram desenvolvidos para identificar simultaneamente todas as fusdes possiveis dentro do

quadro entre EML4 e ALK, nas quais o dominio cinase de ALK seria preservado (Wu et al. 2013,
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Lin et al. 2019), sendo recomendada como teste de diagndstico para o tratamento com
inibidores da ALK (Wu et al. 2013).

Desta forma, tem vindo a ser desenvolvidos diferentes ensaios (alguns vendidos
comercialmente e aprovados para uso clinico) para a detecdo de alteracfes nos genes EGFR
(Tabela 1.3) e ALK em CPNPC. Esses testes podem ser de “screening” ou especificos de alelos,
permitindo alguns deles a identificacdo de mutacGes presentes ndo s6 em tecido tumoral, mas
também em DNA tumoral circulante (presente em biopsias liquidas). Aqui destacam-se as
técnicas: multiplex PCR seguida de NGS e HRM (“High Resolution Melting”). O HRM é um
processo de amplificagdo em tempo real, onde ha uma exposicdo a aumento de temperatura
gradual apos a amplificacdo dos fragmentos, sendo possivel detetar a presenca de mutacoes
pela diferenca de temperatura na qual a cadeia dupla de DNA se separa. A analise por HRM é
uma técnica barata e relativamente rapida para triagem de mutacGes nos exdes 18 a 21 do EGFR
com uma sensibilidade de aproximadamente 10% (Kim et al. 2018).

Tabela I. 3- Exemplos tecnologias efetuadas para a detecdo de mutaces no EGFR (Kim et al. 2018).

Ensaio Amostra tumor cfDNA

Sequenciacdo por Sanger;
Anélise por HRM;
Pirosequenciacao;

Analise por HRM;
NGS;

13 H 29
SefEEll Teste cobas de mutacdo EGFR, v2;

NGS. Kit Therascreen EGFR RGQ PCR.
=  Teste cobas de mutagcdo EGFR, = dHPLC;
V2; = Genotipagem por espectrometria de massa;
Alelo- =  Kit Therascreen EGFR RGQ = BEAMIing;
especifico PCR; = PNA-PCR;
=  MassARRAY (MS) com painel » ddPCR;
LungCarta SNaShot. = EFIRM.

BEAMuIing beads, emultion, amplification and magnetic; ddPCR digital droplet polymerase chain reaction; dHPLC
denaturing high-performance liquid chromatography; EFIRM electric fielde-induced release and measurement;
PNA-PCR peptide nucleic acidepolymerase chain reaction.

1.3 Biopsias Liquidas

As biopsias liquidas baseiam-se na utilizacdo de fluidos corporais (sangue, urina, saliva)
do paciente para andlise de alteracGes especificas de um tumor (Mattox et al. 2019). Nestas
amostras € possivel proceder a extracao e ao estudo de anomalias no DNA circulante (cfDNA),
RNA circulante (cfRNA), nas células tumorais circulantes (CTCs), em miRNAs circulantes e
vesiculas extracelulares (VESs) (figura 1.15) (Santarpia et al. 2018).(Alix-Panabieres e Pantel

2016). As biopsias liquidas tém como premissas o facto da maioria das células exportarem o
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seu DNA para a corrente sanguinea e da libertacdo do contetdo das células tumorais a medida
que morrem, sendo parte de seu DNA encaminhado para o fluxo sanguineo. A analise de
cfDNA permite a detecdo de mutagdes como mutacdes pontuais, pequenas insercoes e delecdes,
alteracbes no numero de copias, translocacdes e alteracdes epigenéticas frequentemente
detetadas em cancro (Mattox et al. 2019).

Do ponto de vista bioldgico, o cfDNA é considerado um DNA fragmentado de cerca de
170bp —200bp (Alcaide et al. 2020) , podendo ter origem em células tumorais primarias lisadas,
apoptdticas ou necroticas, celulas metastaticas, células estromais normais e células sanguineas
nucleadas (Jahr et al. 2001).

A quantidade absoluta de cfDNA no plasma varia muito entre os pacientes - 0,01% e 90%
(Grunt et al. 2017). Isto pode dever-se a varios fatores como o peso corporal (em particular
obesidade), pratica de exercicio fisico, que é conhecido por resultar em niveis mais elevados de
cfDNA, o estado de desenvolvimento/volume do tumor, a utilizacdo de tratamentos como a
quimioterapia (0s compostos citotoxicos que eliminam preferencialmente células tumorais
levam a apoptose) (Vora et al. 2012, Nishimoto et al. 2016). Essas variacdes sdo ainda mais
acentuadas entre pacientes com cancro, alguns dos quais sdo conhecidos por exibir aumentos
de 20 vezes na quantidade de cfDNA (presumivelmente devido a grande quantidade de cfDNA

de origem tumoral) (Kustanovich et al. 2019).
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Figura I. 15- Componentes derivados dos tumores que podem ser utilizados através das bidpsias liquidas
para testes genéticos. Adaptado de (Santarpia et al. 2018, Banini e Sanyal 2019).

A analise destes componentes é muito promissora para pacientes com cancro em estadios

iniciais e avancados. Até ao momento, existem 4 aplicacdes clinicas para as quais as biopsias
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liquidas estdo a ser avaliadas: 1) Diagnostico inicial- a analise de alguns dos biomarcadores em
biopsias liquidas permite identificar as diferentes mutacdes que existem num momento inicial
e a identificacdo dessas mutagdes primarias permite a indicacdo de terapias adjuvantes como
quimioterapia ou radioterapia, para impedir a recorréncia do cancro; 2) Monitorizagdo da
resposta do doente a terapéutica médica e/ou cirlrgica- a analise de biomarcadores preditivo de
resposta terapéutica em biopsias liquidas permite a definicdo de grupos de suscetibilidade
terapéutica. Além disso, devido ao curto tempo médio de vida do cfDNA espera-se que um ou
dois dias apds a cirurgia, todos os tracos de mutacGes desaparecam do cfDNA. A sua presenca
é indicativa de uma resseccao cirdrgica incompleta ou a presenca de metastases ndo detetadas,
permitindo desta forma monitorizar o sucesso da terapia/cirurgia; 3) Monotorizacdo das terapias
adicionais- a utilizacdo das biopsias liquidas permite a detecdo precoce de recidivas (antes de
se tornarem radiograficamente ou clinicamente visiveis), permitindo a alteracdo antecipada dos
regimes de tratamento. Se houver uma recidiva do paciente, as biopsias liquidas podem ainda
revelar novas mutacdes (ndo presentes no tumor primario) que podem orientar as escolhas para
a terapia de segunda linha; 4) Rastreio para o cancro: o uso das bidpsias liquidas antes que o
tumor seja clinicamente detetado é de extrema importancia, pois tem potencial para reduzir a
morbidade e mortalidade por cancro. No entanto, existem varios problemas associados a
utilizacdo das biopsias liquidas para uma dete¢do muito precoce do cancro: os testes de triagem
atuais sdo baseados num valor preditivo positivo relativamente baixo (alta taxa de falsos
positivos para verdadeiros positivos); e o sobrediagnéstico, permitindo a dete¢do de cancros
indolentes e que nunca causariam mortalidade (Tie et al. 2016, Mattox et al. 2019).

Posto isto, a realizacdo de rastreio, diagnostico e monitorizacdo com recurso a biopsias
liquidas revela-se indubitavelmente vantajosa na pratica futura da oncologia. Existem varias
vantagens postuladas das bidpsias liquidas em comparacdo as biopsias tradicionais que
indicam, que podera constituir uma alternativa as biopsias tradicionais (tabela 1.4) (Malapelle
et al. 2016).
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Tabela 1. 4- Resumo das caracteristicas/vantagens das biopsias liquidas em comparacdo com as
caracteristicas das biopsias solidas (tumores embebidos em parafina e fixados em formalina- FFPE). Adaptado de
(Malapelle et al. 2016, Mamdani et al. 2017).

Biopsias Liquidas Biopsias Solidas

Processo invasivo;

Processo ndo invasivo; ) ) ) o
A colheita do material tecidular pode ser inviavel,

Baixo custo; . ) .
inapropriada ou dificil de obter;

Permite a avaliacéo da biologia do tumor em - ) 3
Dificuldade de seguir a evolucao do tumor;

diferentes momentos no decorrer do tratamento; o . . .
.. _ Limitado o acesso a heterogeneidade tumoral intra e
Util para prever progndstico; ;
5 . 3 o intertumoral;
E capaz de examinar a evolucdo longitudinal do y ) ) L
A preservacéo do material colhido (fixagdo com

tumor e refletem melhor a heterogeneidade )
formalina) pode formar artefactos e levar a falsos

tumoral; .
L . _ positivos;
Monitorizacéo da resposta a terapéutica; . ) L
As bidpsias seriadas, quando necesséarias, s80 pouco

Elevada especificidade;
toleradas pelos doentes;

As biopsias liquidas tém um elevado potencial para alterar a estratégia terapéutica,
identificando biomarcadores preditivos e fornecendo uma ferramenta clinica ndo invasiva e
fiavel para tracar o perfil molecular dos pacientes em tempo real permitindo, assim, aplicar
terapias personalizadas e direcionadas para cada paciente (Alix-Panabiéres e Pantel 2016,
Lianidou e Hoon 2017).
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Capitulo I1- Objetivos
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Il Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo analisar biomarcadores preditivos (mutagdes no
EGFR e ALK) em biopsias liquidas para futura aplicacdo em pacientes com carcinoma do
pulméo de nao pequenas células.

Para atingir este objetivo, diferentes abordagens serdo implementadas, especificamente:

o Definir o melhor método de extracdo de cfDNA e de conservacdo do mesmo;

o Analisar as mutacdes no gene EGFR relacionadas com diferentes respostas
terapéuticas e desenhar os “primers” para detecdo das mutagdes em amostras de
cfDNA de doentes com CPNPC, procedendo ao seu teste e anélise dos resultados
de sequenciacdo Sanger e NGS;

o Validacdo do método em bidpsias liquidas de dadores saudaveis;

o Desenvolvimento do método HRM para analise de mutacdes no gene EGFR em
amostras cfDNA;

o Analise das mutacGes/fusdes do gene ALK relacionadas com diferentes respostas
terapéuticas e desenhar os “primers” para detecdo das mutacdes em amostras de
cfDNA de doentes com CPNPC.
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Capitulo I1I- Material e Métodos
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I11.1 Material bioldgico

Para a realizacao deste trabalho foram utilizadas duas linhas celulares humanas: GM12878
(B-Linfocitos B, Coriell Institute) como linha celular controlo normal e a PC-9 (formalmente
conhecida como PC-14, adenocarcinoma Pulmédo, ECACC, Merck) que possui a mutacao no
exdo 19 EGFR p.E746_A750del. Ambas as linhas foram cultivadas em meio RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de FBS (soro bovino fetal), 1% L-
Glutamina e 1% Penincilina/Estreptomicina (sendo todos os reagentes da Gibco™, Invitrogen),
a temperatura de 37°C e na presenca de 5% de CO.. Estas linhas celulares foram utilizadas para
extracdo de DNA gendmico.

Foi feita a colheita de sangue de 17dadores saudaveis em diferentes tubos cfDNA (Cell-
Free DNA Collection Tube (CE-IVD) — Roche and Blood STASIS 21-ccfDNA — MAGBIO)
para extracdo de cfDNA, seguindo os requisitos éticos aprovados pela comissao ética da

Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.

111.2 Extracdo de DNA Genomico a partir de células em cultura

O DNA gendmico (DNAg) foi extraido recorrendo ao kit “Genomic DNA Isolation from
Human Cultured Cell Lines” (Quickgene DNA Tissue Kit S, Fujifilm Life Science), conforme
as recomendacdes do fabricante. A concentracdo e pureza do DNA foi analisada pelo

espetrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

I11.3 Preparacao das amostras e extra¢ao de cfDNA

O sangue periférico foi colhido em diferentes tubos (cFDNA Cell-Free DNA Collection
Tube (CE-1VD) — Roche and Blood STASIS 21-ccfDNA — MAGBIO), para a avaliagdo do
método de colheita, tendo sido também testado o tempo de preservacdo do cfDNA desses
mesmos tubos.

Para a extracdo de cfDNA, foi necessario separar o plasma dos restantes constituintes das
amostras de sangue periférico. Para isso, 0s tubos com as amostras foram centrifugados a 2000
xg durante 10 minutos. Posteriormente, foi retirado o plasma (sobrenadante- parte superior
amarelada) e foi realizada uma nova centrifugacdo a 13000 xg durante 10 minutos.

Foram testados 3 kits diferentes, baseados em purificacdo com esferas magnéticas, para a
extracdo de cfDNA: GenElute™ UltraMag Cell-Free DNA Kit (Millipore), cfKapture™ Kit
(MAGBIO) e MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation Kit (Applied Biosystems).
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Todos os kits foram usados segundo as recomendacOes dos fabricantes. Apesar de serem

compostos por diferentes reagentes, estes kits seguem 0s mesmos passos gerais para a extracao
de cfDNA (descritos na tabela 111.1).

Tabela I11. 1- Descricéo das diferentes etapas dos kit GenElute™ UltraMag Cell-Free DNA, cfKapture™ e
MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation.

Separacdo do plasma
da amostra de sangue
periférico

Tratamento com
proteinase K

Lise e ligacdo as
esferas magnéticas

Primeira lavagem

Segunda lavagem

Eluicdo

Concentragéo e
lavagem do cfDNA
(repeticao do
protocolo)

MagMAX GenElute

v'2000 Xg, 10 min.
v'13000 X, 10 min.

. v i
v proteinase k proteinase k

v'SDS 20%
v'tampao de lise/ligagdo v'tampao de lise/ligacdo
v'esferas magnéticas v'esferas magnéticas

. v .
v tampdo de lavagem 2 'angflfg:lgggn tampao
v duas lavagens com etanol 80%

v tampdo de eluicdo

v’segunda adicéo de
tampao de lise/ligacéo
v'adicionar esferas
magnéticas

v'Repeticao das lavagens
com tampéo de lavagem e

com etanol 80%
v" tampao de eluicédo

111.4 Quantificagdo do cfDNA

Apls a extracdo, todas as amostras de cfDNA, estas foram quantificadas no Qubit 4

cfKapture

v'proteinase k
v'SE buffer

v tampéo de lise/ligacéo
v'esferas magnéticas
100% etanol
Solucéo DF

v tampao de lavagem 1

v" tampao de lavagem 2

Fluorometer com o kit de quantificacdo dsSDNA HS (“High Sensitivity”) Assay Kit (Invitrogen).

Foram utilizados 2 pL de cfDNA para a quantificagdo (em ng/mL), que foi realizada de acordo

com as instrucgdes do fabricante.
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111.5 Anélise “in silico” de mutacg6es no gene EGFR e ALK e mapeamento

fusdes EML4-ALK
A analise das mutacGes do gene EGFR e ALK e das fusfes EML4-ALK foi feita com base

nas anotacgdes (localizacdo no cromossoma e nome das mutacdes) para CPNPC presentes na
base de dados COSMIC (Cancer Browser, GRCh38, COSMIC v92). O mapeamento das
mutagdes nos cromossomas 2 e 7 (GRCh38.p13) para 0 ALK e EGFR, respetivamente, foi feito
tendo em conta a localizacdo dos intrbes e exdes dos genes nos cromossomas (EGFR-201e
ALK-201, Ensembl) e utilizando o programa Geneious (R9 version 9.1.2, Biomatters). No que
diz respeito as fusdes EML4-ALK, as sequéncias presentes na base de dados Nucleotide do
NCBI foram importadas para o Geneious e foi feito 0 mapeamento dos exdes do ALK e EML4

nas diferentes variantes.

111.6 Desenho de “primers” para multiplex PCR para amplificacdo do
gene EGFR

Para o desenho de “primers” para amplificacdo dos exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR
foi utilizada a ferramenta de desenho de “primers” do Geneious. Estes foram desenhados tendo
em conta: que incluem todas as mutacdes de interesse em CPNPC (descritas no COSMIC), néo
resultarem num fragmento maior do que 170 pb, terem amplicdes de tamanho semelhante,
quantidade GC%, temperatura de “melting” (Tm), tamanho dos “primers” e ndo formarem
dimeros quando usados em multiplex PCR. Os “primers” foram testados quanto a sua qualidade
e formacédo de dimeros pelo programa “Multiple Primer Analyzer (Thermo Scientific)”. Cada
"primer” foi também produzido com adaptadores para “Next Generation Sequencing” (NGS).

111.7 Amplificacdo dos exdes do gene EGFR em amostras de cfDNA pela

técnica “Multiplex Polymerase Chain Reaction”

111.7.1 Otimizacdo do PCR para amplificacédo dos exdes 18, 19, 20 e 21 do gene

EGFR

Antes de proceder a técnica de multiplex PCR (“Polymerase Chain Reaction”), foi
necessario otimizar a amplificacdo de cada exdo separadamente com 0s respetivos “primers”
(tanto os “primers” normais como os com adaptadores para NGS) em amostras de DNA
gendmico e de cfDNA, uma vez que este Ultimo é mais dificil de amplificar devido a sua baixa
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concentracdo, mas € a amostra em foco neste trabalho. Foram testadas: concentracdo de
“primers”, temperatura de “melting”, enzimas Tag polimerase e concentracdo de cfDNA.
Verificamos que a melhor combinagéo é: “primers” a 20 uM, Tm 61°C, MyTaq Mix (Bioline)
e 2ng de cfDNA (minimo). O programa PCR consistiu numa desnaturacdo inicial de 1 minuto
a 95°C, 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos, 15 segundos a 61°C
(“annealing”), e extensdo a 72°C durante 10 minutos. A analise dos produtos de PCR obtidos

foi efetuada por eletroforese em gel de agarose (descrito em 111.7.3).

111.7.2 Otimizacdo do multiplex PCR para amplificacdo dos exdes 18, 19, 20 e

21 do gene EGFR em amostras de cfDNA

A técnica de multiplex PCR foi otimizada para a amplificacdo dos exdes 18 a 21 do gene
EGFR em simultaneo com o objetivo de conseguir numa s6 amostra obter milhares de cdpias
destes exdes para a sua posterior analise por NGS. Apos otimizacdo da técnica, verificou-se ser
necessaria a realizacdo de um multiplex PCR com 0s “primers” normais (sem adaptadores para
NGS) e a posterior reamplificacdo do produto deste multiplex PCR com “primers” especificos
para NGS (com adaptadores, aqui designados de ILU) para obtencdo de um produto PCR com
milhares de cdpias dos exbes em estudo com uma regido adaptada para a sua sequenciacéo por
NGS. Na tabela I11.2 estdo representadas as misturas de reagdo. O programa de multiplex PCR
(tanto na amplificacdo como na reamplificacao) foi igual ao da amplificacdo do cfDNA pelo
PCR convencional. Os produtos PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(descrito em 111.7.3) e o produto final do multiplex PCR foi purificado (descrito em 111.7.3) e
analisado por NGS.
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Tabela I11. 2- Quantidades e concentragdes dos reagentes de PCR utilizados para o Multiplex PCR e para a
reamplificagdo com “primers” com adaptadores.

ifi AN- H 13 3 b
Multiplex PCR convencional Reamplificacdo- Multiplex PCR com “primers” com
adaptadores

Reagentes Volume pL Reagentes Volume pL
MyTaq Mix (Bioline) 25uL 25uL
cfDNA 2ng Produto do multiplex PCR normal 10pL
“primers” 20uM: “primers” lllumina 20uM:

EGFR_ex18 FW 1puL EGFR_ex18 FW_ILU 1pL
EGFR_ex18 RV 1L EGFR_ex18 RV_ILU 1L
EGFR_ex19 FW lpuL EGFR_ex19 FW_ILU 1pL
EGFR_ex19 RV 1L EGFR_ex19 RV_ILU 1uL
EGFR_ex20 FW 1puL EGFR_ex20 FW_ILU 1pL
EGFR_ex20 RV 1L EGFR_ex20 RV_ILU 1L
EGFR_ex21 FW lpuL EGFR_ex21 FW_ILU 1pL
EGFR_ex21 RV 1L EGFR_ex21 RV_ILU 1uL
H.0 Até 50 pL 7 UL

111.7.3 Eletroforese em gel de agarose

Os resultados das reacdes de PCR foram avaliados quanto a sua intensidade e tamanho em
gel de agarose a 1,2% (massa/volume) em SGTB 1x (Grisp), com brometo de etidio (0,6
pg/mL) incorporado para visualizacdo das bandas no gel. O marcador padrdo de DNA
GeneRulerTM DNA Ladder Mix foi utilizado como referéncia para o tamanho dos fragmentos
obtidos. A separacdo das bandas em gel de agarose foi realizada durante 30 minutos com uma

poténcia 100V e visualizados com um transiluminador de luz UV.

111.7.4 Purificacdo do produto PCR Multiplex Illumina e quantificagdo dos

produtos PCR purificados

A purificacdo do produto de reamplificagdo do PCR Multiplex foi realizada usando dois
kits diferentes para avaliar o melhor método: kit “Ready to Surf PCR Kits- Magnetic
NanoBeads” for PCR (STAB VIDA), baseado em esferas magnéticas e kit ExXoSAP GO (Grisp)
baseado na utilizacdo de enzimas. Ambos os kits foram usados segundo as recomendag0es do
fabricante. A quantificagdo dos produtos de PCR purificados foi realizada no Qubit 4
Fluorometer com Qubit- dsDNA BR (Broad Range) Assay Kit (Invitrogen). Foram utilizados
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2 UL de DNA para a quantificacdo (em ng/uL), que foi realizada de acordo com as instrucoes

do fabricante.

111.7.5 Sequenciacdo pelo método de NGS das amostras amplificadas por PCR

multiplex

Depois de purificadas as amostras foram enviadas para a STABVIDA para serem
sequenciadas por NGS, sendo tratadas bioinformaticamente e emitido um relatério de analise.
Para a construcdo da biblioteca de amplicdes foi utilizado a Nextera, utilizando a plataforma de
sequenciagdo Illumina MiSeq, com um limite de detecdo de 1%. Os dados gendmicos sdo
processados com Trim Galore! (Versdo 0.4.3.1) e PRINSEQ (Versdo 0.20.4), alinhados a
referéncia com BWA-MEM (versdo 0.7.17.1) e as variantes sdo detetadas com VarDict (versao
de 03.07.2018).

111.8 Clonagem dos exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR

De forma a verificar a especificidade dos “primers” desenhados e obter as sequéncias dos
exdes 18, 19, 20 e 21 sem alteragdes isoladas (linha celular GM12878), assim como sequéncias
com a mutagdo p.E746_AT750delELREA (linha celular PC9 e amostra de cfDNA sequenciada
por NGS), isolaram-se estas sequéncias por clonagem. As bandas de interesse (resultantes da
reacao PCR descrita em I11.7.2) foram coradas do gel de agarose e purificadas com Cut & Spin
(Grisp) e com o kit de purificagdo QIAquick PCR (Qiagen), seguindo as instru¢des do
fabricante. Confirmou-se a purificacdo pela migragéo do produto em gel de agarose (1,2%).

Para aumentar a eficiéncia da clonagem, procedeu-se a fosforilacdo dos produtos PCR com
o kit “Fast and Repair” (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendacdes
do fabricante. De seguida, estes fragmentos foram inseridos no vetor Puc19/Smal (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific) por uma reacdo de ligacdo com o kit T4 DNA ligase (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific) sequindo as instru¢des do fabricante. A transformagdo foi feita em
bactérias ultracompetentes DH5a (Invitrogen) por choque térmico. O método de selecdo
utilizado foi 0 meio LB (meio Luria Broth) agar contendo ampicilina (50 ug/mL), IPTG (0,5
mM) e X-GAL (80 ug/mL em DMSO (dimetilsulfoxido). Ap6s a incubacdo “overnight” a 37
°C, os clones positivos (colonias brancas) foram selecionados e procedeu-se a confirmacao por
PCR com “primers” M13 (STAB VIDA), sendo o resultado analisado por eletroforese em gel

de agarose a 1,2%. Apds a confirmacdo dos clones positivos, 0 DNA plasmidico foi extraido
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com o Kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), de acordo com as instrugdes do
fabricante e enviado para sequenciacao Sanger.
O alinhamento multiplo para analise das sequéncias dos varios clones foi obtido através do

CLUSTALW no Geneious R9 (versdo 9.1.2, Biomatters) com os parametros do programa.

111.9 HRM como forma de detecdo de variantes

A técnica HRM (“High Resolution Melting”) foi otimizada neste trabalho de forma a
permitir a detecdo de mutacdes no exdo 19 do gene EGFR, uma vez que possuimos uma
mutacdo neste exdo (p.E746_A750delELREA) isolada em clones, e amostras que possuem a
mesma (DNA genoémico de uma linha celular e uma amostra de cfDNA). Assim, estas amostras,
assim como outras amostras de cfDNA forma analisadas por ensaios de “High Resolution Melt”
(HRM) com MeltDoctor HRM Master Mix que usa fluorocromo SYTO9 (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Cientifico), e com “primers” especificos para o exdo 19 do gene EGFR, de
acordo com as recomendac0es do fabricante. Estas experiéncias foram realizadas no sistema de
PCR em tempo real StepOne (Applied Biosystems, Thermo Fisher Cientifico) com o programa
PCR: desnaturacdo inicial em 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s, seguido por 61 °C
por 1 min. Posteriormente, foi feita uma curva de “melt” com um passo de desnaturacdo a 95
°C durante 10 min, 40 ciclos de 95 °C 15 seg, 61 °C 1 min seguindo-se 95 °C 15 seg, e fazendo
uma uma rampa de aumento de temperatura de 0.3% desde 61 °C 1 min, até aos 95 °C 15 seg.
Todas as reagdes foram realizadas em triplicado, e controlos negativos. O software StepOne
(versdo2.2.2, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) foi usado para criar a curva de
melting e o software “High Resolution Melt” (version 3.0.1, Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific) para andlise de dados (os parametros utilizados foram os standards do

software).

111.10 Anélise Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. A significancia estatistica foi
determinada usando o teste t de Student para a comparacao entre duas amostras independentes
e a analise de variancia (ANOVA) quando mais de dois grupos estavam sob analise. ns (ndo
significativo) para p > 0,05, * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.
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Capitulo I'V- Resultados
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IVV.1 Otimizacao da extracdo de cfDNA a partir de amostras de sangue

Numa primeira abordagem para a anélise de mutaces de EGFR no cfDNA (DNA livre
circulante) de pacientes com CPNPC, iniciaram-se experiéncias de otimizagéo de sistemas de
acondicionamento (colheita de sangue) e manuseamento (extracdo de cfDNA) de amostras de
acidos nucleicos. Foram testados trés Kits diferentes de extracdo de cfDNA baseados na
utilizacdo de esferas magnéticas (GenElute UltraMag Cell-Free DNA — Millipore, cfKapture —
MAGBIO and MagMAX Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation — Applied Biosystems) (Figura
IV.1a). Todos os Kits testados tém por base uma fase inicial de digestdo com proteinase K e
isolamento do cfDNA em esferas magnéticas, com subsequentes lavagens, sendo por Gltimo
eluido o cfDNA. O kit GenElute UltraMag Cell-Free DNA mostrou ser mais eficiente
comparado com os outros dois Kits testados, sendo possivel obter uma concentracdo de 451
ng/mL (£ 150,4). O menos eficiente foi o kit MagMAX Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation
— Applied Biosystems com uma concentracdo de 152,5 ng/mL (+ 73,0) de cfDNA. De seguida
procedeu-se a avaliagdo dos tubos para a colheita e armazenamento do sangue, tendo sido
testados dois tubos comerciais diferentes, especificos para preservacdo de cfDNA — cfDNA
Cell-Free DNA Collection Tube (CE-IVD) (Roche) e Blood STASIS 21- cfDNA (MAGBIO)
(Figura 1V.1b). Embora tenha sido observado um alto desvio padrédo, consequéncia da varia¢do
da concentracdo de cfDNA entre os diferentes kits e dadores testados, os tubos de colheita de
sangue cfDNA cfDNA Cell-Free DNA Collection Tube (Roche) revelaram uma concentragéo
mais alta de cfDNA (315,0 ng/mL + 218,8) em compara¢do aos tubos da Blood STASIS 21-
cfDNA Collection Tubes (MAGBIO) (180,6 ng/mL £ 112,9). Por esse motivo, os tubos da
cfDNA Cell-Free DNA Collection Tube (Roche) foram os escolhidos para as colheitas das
amostras, sendo estes tubos adequados para utilizacdo em diagndstico. No entanto, foi
necessario avaliar a sua capacidade para preservacdo do cfDNA, realizando a extracao as Oh, 3
dias e 6 dias apds a colheita de sangue com os kits GenElute UltraMag Cell-DNA e MagMAX
Total Total Free Cellule Isolation Acid (Figura 1V.1c). Desta forma, foi possivel verificar que
estes tubos apresentaram elevada capacidade de preservacdo do cfDNA pelo menos até 6 dias
e, mais uma vez, o kit GenElute UltraMag Cell-Free DNA foi 0 que apresentou os melhores

resultados.
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Figura IV. 1- Otimizagdo da extracdo de cfDNA e da colheita de sangue para aplicacdo em pacientes com
CPNPC. (a) Quantificacdo de cfDNA extraido com trés kits diferentes de extracdo de cFDNA baseados em esferas
magnéticas. * p <0,05, ** p <0,01 conforme determinado pela One Way ANOVA. (b) Quantificacdo do cfDNA
extraido do sangue coletado com dois tipos de tubos comerciais diferentes especificos para a preservagdo do
cfDNA. ns - ndo é significativo, conforme determinado pelo teste t de Student. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrdo de trés ou mais experiéncias independentes. (c) Quantificacdo do cfDNA extraido com dois
kits diferentes baseados em esferas magnéticas apds diferentes tempos entre a colheita de sangue e a extracéo de
cfDNA.

V.2 Analise das mutacbes do EGFR preditivas de resposta terapéutica

Para desenvolver um teste que permita fazer a detecdo de mutacdes no gene EGFR
preditivas de resposta terapéutica em doentes com CPNPC foi necessaria proceder a analise “in
silico” das mutagdes somaticas nos exdes 18, 19, 20 e 21 do EGFR com relevancia clinica, ou
seja, mutacdes preditivas de resposta ao tratamento em CPNPC.

Numa primeira abordagem, procedeu-se a analise de dados das mutacGes no EGFR em
outras bases de dados como o The cBioPortal for Cancer Genomics para determinar a
frequéncia das mutacdes no EGFR. Os dados apresentados nesta base de dados resultam do
estudo combinado de 6122 amostras, de 5718 pacientes em 17 estudos sobre 0 EGFR. Assim,

foi possivel verificar que a grande maioria das mutacdes detetadas no EGFR estdo presentes no
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dominio tirosina cinase, sendo a que tem maior frequéncia a L858R, seguindo-se a mutagédo
p.E746_AT750del e T750M (Figura 1V.2).
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Figura IV. 2- Distribuicdo da frequéncia das mutacfes do EGFR ao longo da proteina. Na proteina esta
descriminado a verde a localizagdo do Recetor L domain, a vermelho “Furin-like cysteine rich region”, a azul
“Growth factor recetor domain IV e amarelo Dominio Tirosina Cinase. Verde- MutagGes missense; Preto-
MutacBes truncadas (“Nonsense”, “Nonstop”,”Frameshift deletion”, “Frameshift insertion”,” splice site”);
Vermelho- Delegdes e inserc¢des “Inframe”.

A andlise das muta¢cdes no EFGR englobou também a pesquisa na base de dados COSMIC
cancer database, onde estdo descritas 12154 mutagdes relativas a CPNCP, juntamente com
pesquisa bibliografica. Foi, portanto, necessario fazer uma triagem das mesmas. Apenas as
mutacdes no gene EGFR localizadas nos exdes que codificam o dominio tirosina cinase desta
proteina (18, 19, 20 e 21) e que possuiam indicacao relativamente a sua implicacdo na resposta
terapéutica (em artigos ou bases de dados) foram consideradas (Tabela IV.1).
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cancer database.

Exao

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

19

19

19

AA Mutacéo

p.K708M

(Substitution - Missense,
position 708, K—=M)

p.E709K (Substitution -
Missense, position 709, E—K)

p.E709H (Substitution-
Missense, position 709, E->H)

p.E709_T710delinsD (Deletion -
In frame)

p.F712S (Substitution -
Missense, position 712, F—S)

p.L718* (Substitution -
Nonsense)

p.-G719C (Substitution -
Missense, position 719, G—C)

p.G719C (Substitution -
Missense, position 719, G—C)

p.G719S (Substitution -
Missense, position 719, G—S)

p-G719A (Substitution -
Missense, position 719, G—=A)

p.VV742A (Substitution -
Missense, position 742, V—A)
p.1740_K745dup (Insertion - In
frame)
p.E746_AT750delELREA
(Deletion - In frame)
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CDS mutagéo

€.2123A>T (Substitution,
position 2123, A—T)

€.2125G>A (Substitution,
position 2125, G—A)

€.2125 2127delinsCAT
(Complex- compound
substitution)

€.2127_2129del
(Deletion)

€.2135T>C (Substitution,
position 2135, T—C)

€.2152_2153delinsTA
(Complex - compound
substitution)

€.2154 2155delinsTT
(Complex - compound
substitution)

€.2155G>T (Substitution,
position 2155, G—=T)

€.2155G>A (Substitution,
position 2155, G—A)

€.2156G>C (Substitution,
position 2156, G—C)

€.2225T>C (Substitution,
position 2225, T—C)
€.2217_2234dup
(Insertion)
€.2235_2249del15
(Deletion)

COSM28509

COSM12988

COSM12428

COSM51525

COSM28601

COSM417021
8

COSM18441

COSM6253

COSM6252

COSM6239

COSM13183

COSM26443

COSM6223

Resisténcia

Gefitinib
Erlotinib

Erlotinib
Gefitinib
Afatinib
Osimertinib
Erlotinib
Gefitinib

Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib

Gefitinib
Erlotinib

Tabela IV. 1 - Andlise das mutagdes preditivas do EGFR em pacientes com CPNPC descritas no COSMIC

Sensibilidade

Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib

Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Dacomitinib
afatinib
Vandetinib

Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib

Gefitinib
Erlotinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib
Osimertinib



19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

p.E746_T751>IP (Complex -
deletion inframe)

p.K745_E746insVPVAIK
(Insertion - In frame)
p.E746_AT750delELREA
(Deletion - In frame)

p.E746_T751delELREAT
(Deletion - In frame)

p.E746_A750del (Complex -
deletion inframe)

p.E746_T751>A (Complex -
deletion inframe)

p.E746_S752>V (Complex -
deletion inframe)

p.L747_A750>P (Complex -
deletion inframe)

p.L747_E749delLRE (Deletion -
In frame)

p.L747_T751delLREAT
(Deletion - In frame)

p.L747_T751delLREAT
(Deletion - In frame)

p.L747P (Substitution -
Missense, position 747, L—P)

€.2235_2251>AATTC

€.2219 2236dup
(Insertion)
€.2236_2250del15
(Deletion)

€.2236_2253del18
(Deletion)

€.2232_2249delinsAAA
(Complex)

€.2237_2251del15
(Deletion)

€.2237_2255>T
(Complex)

€.2238_2248>GC
(Complex)

€.2239 2247delTTAAGA
GAA (Deletion)

€.2238_2252del15
(Deletion)

€.2240_2254del15
(Deletion)

€.2239_2240delinsCC
(Complex - compound
substitution)

COSM13552

COSM26444

COSM6225

COSM12728

COSM373466

8

COSM12678

COSM12384

COSM12422

COSM6218

COSM23571

COSM12369

COSM24267

Gefitinib,
Erlotinib,
Lapatinib,
Dacomitinib,
Afatinib

Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib
Osimertinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib
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19

19

19

19

19

19

19

19

19

20

20

20

20

20

20

20

20

p.L747_E749delLRE (Deletion -
In frame)

p.L747_AT750>P (Complex -
deletion inframe)

p.L747_T751>P (Complex -
deletion inframe)

p.L747_P753>Q (Complex -
deletion inframe)

p.L747* (Insertion - Frameshift)

p.L747_T751>S (Complex -
deletion inframe)

p.L747_P753>S (Complex -
deletion inframe)

p-P753S (Substitution -
Missense, position 753, P—S)
p.D761Y (Substitution —
Missense, position 761, D>Y)

p.A763_Y764insFQEA
(Insertion - In frame)

p-M766T (Substitution -
Missense, position 766, M—T)
p.D770_N771insSVD (Insertion
- In frame)

p.S768I (Substitution -
Missense, position 768, S—1)

p-V769M (Substitution -
Missense, position 769, V—M)
p.VV769_D770insASV (Insertion
- In frame)

p.D770delinsGY

p.A767_\V769dup (Insertion - In
frame)
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€.2239_2247delTTAAGA
GAA (Deletion)

€.2239_2248TTAAGAG
AAG>C (Complex)

€.2239_2251>C
(Complex)

€.2239 2258>CA
(Complex)

€.2240delinsAAGAGAA
GCAAC (Complex)

€.2240_2251del12
(Deletion)

€.2240_2257del18
(Deletion)

€.2257C>T (Substitution,
position 2257, C—T)
€.2281G>T (Substitution,
position 2281, G—T)

€.2284-5 2290dup
(Insertion)

€.2297T>C (Substitution,
position 2297, T—C)
€.2300_2301insCAGCGT
GGA (Insertion)

€.2303G>T (Substitution,
position 2303, G—T)

€.2305G>A (Substitution,
position 2305, G—A)
€.2307_2308insGCCAGC
GTG (Insertion)

€.2308_2309insGTT
(Insertion)
€.2300_2308dup
(Insertion)

COSM6218

COSM12382

COSM12383

COSM12387

COSM741053
7

COSM6210

COSM12370

COSM6268

COSM21984

COSM26720

COSM28943

COSM372843
3

COSM6241

COSM13425

COSM12376

COSM12427

COSM12376

Erlotinib,
Afatinib,
Osimertinib,
Gefitinib

Gefitinib
Erlotinib
Erlotinib,
Afatinib,
Gefitinib,
Gefitinib

Erlotinib,
Afatinib,
Gefitinib,

Erlotinib

Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib,
Osimertinib

Erlotinib,
Afatinib,
Osimertinib,
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib,
Afatinib,
Osimertinib,
Gefitinib
Afatinib,
Osimertinib

Erlotinib,
Afatinib,
Osimertinib,

Osimertinib

Erlotinib,
Afatinib,
Osimertinib
Afatinib,
Osimertinib

Osimertinib

Dacomitinib



20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

p.D770_N771insSVD (Insertion
- In frame)

p.D770_N771insG (Insertion -
In frame)

p-N771>TH (Complex -
insertion inframe)

p.V774_C775insHV (Insertion -
In frame)

p.H773Y (Substitution -
Missense, position 773, H=Y)

p.H773_V774insPH (Insertion -
In frame)

p.H773_V774insH (Insertion -
In frame)

p.H773_V774insNPH

p.V774M (Substitution -
Missense, position 774, V—M)
p.V774_C775insPR (Insertion -
In frame)

p-H773_V774dup (Insertion - In
frame

p-R776H (Substitution -
Missense, position 776, R—H)

p.G779S (Substitution -
Missense, position 779, G—S)

p.S784F (Substitution -
Missense, position 784, S—F)
p.-T790M (Substitution -
Missense, position 790, T—M)

p.L792F (Substitution -
Missense, position 792, L—F)
p.L792H (Substitution -
Missense, position 792, L—H)

€.2300_2301insCAGCGT
GGA (Insertion)

€.2310 2311insGGC
(Insertion)

€.2311_2312insCAC
(Insertion)

€.2316_2317insCACGTG
(Insertion)

€.2317C>T (Substitution,
position 2317, C—T)

€.2318 2319insCCCCCA
(Insertion)

€.2319_2320insCAC
(Insertion)

€.2319_2320insAACCCC
CAC (Insertion)

€.2320G>A (Substitution,
position 2320, G—A)
€.2322_2323insCCACGT
(Insertion)

€.2316_2321dup
(Insertion)

€.2327G>A (Substitution,
position 2327, G—A)

€.2335G>A (Substitution,
position 2335, G—A)

€.2351C>T (Substitution,
position 2351, C—T)
€.2369C>T (Substitution,
position 2369, C—T)

€.2374C>T (Substitution,
position 2374, C—T)
€.2375T>A (Substitution,
position 2375, T—A)

COSM372843
3

COSM13004

COSM22946

COSM133201

COSM460160
0

COSM22947

COSM12377

COSM12381

COSM13006

COSM417022
3

COSM18432

COSM22940

COSM25016

COSM13189

COSM6240

COSM649393
3

COSM649393
4

Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Dacomitinib
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Afatinib,
Erlotinib,
Gefitinib,
Erlotinib
Afatinib
Gefitinib

Erlotinib
Afatinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Gefitinib
Erlotinib
Gefitinib
Afatinib
Erlotinib
Gefitinib
Dacomitinib
Osimertinib

Erlotinib

Erlotinib
Afatinib
Gefitinib
Afatinib
Osimertinib

Osimertinib

Osimertinib

Afatinib
Osimertinib
Erlotinib
Gefitinib
Osimertinib

Osimertinib

Osimertinib

Afatinib
Osimertinib

Erlotinib
Gefitinib
Dacomitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib

Osimertinib

Dacomitinib
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20

20

21

21

21

21

21

21

terapia em pacientes com CPNCP descritas na base de dados COSMIC, procedeu-se ao
mapeamento das mesmas nos exdes do gene EGFR utilizando o programa Geneious (Figura
IV.3). Esta analise “in silico” (bases de dados e mapeamento das mutac6es) foi fundamental
para: o desenho dos “primers” (descrito no capitulo material e métodos) de forma a ser possivel
detetar (por multiplex PCR e HRM) as mutacBes descritas até ao momento com o sendo
preditivas de resposta terapéutica e analisar os resultados de NGS de forma a poder relacionar
as mutacdes detetadas com a sua influéncia no tratamento. As mutacdes no gene EGFR

preditivas estdo localizadas no dominio tirosina cinase (exfes 18, 19, 20 e 21) e sédo

p.G796S (Substitution -
Missense, position 796, G—S)

p.C797Y (Substitution -
Missense, position 797, C—Y)
p.-K846R (Substitution -
Missense, position 846, K—R)

p.P848L (Substitution -
Missense, position 848, P—L)

p.V851I (Substitution -
Missense, position 851, V—1)
p.T854A (Substitution -
Missense, position 854, T—A)
p.L858R (Substitution -
Missense, position 858, L—R)

p.L861Q (Substitution.
Missense, position 861 L = Q)

€.2386G>A (Substitution,
position 2386, G—A)

€.2390G>A (Substitution,
position 2390, G—A)
€.2537A>G (Substitution,
position 2537, A—G)

€.2543C>T (Substitution,
position 2543, C—T)

€.2551G>A (Substitution,
position 2551, G—A)
€.2560A>G (Substitution,
position 2560, A—G)
€.2573T>G (Substitution,
position 2573, T—=G)

€.2582T>A (Substitution,
position 2582, T>A)

COSM20891

COSM53104

COSM13431

COSM22943

COsSM12727

COSM28537

COSM6224

COSM6213

maioritariamente delecdes, insercdes ou mutagdes pontuais.
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Erlotinib
Afatinib

Osimertinib

Erlotinib
Gefitinib
Gefitinib
Erlotinib

Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Afatinib
Osimertinib

Osimertinib

Erlotinib
Afatinib
Osimertinib
Gefitinib
Afatinib
Osimertinib

Apdbs a analise das mutacdes no gene EGFR relacionadas a resisténcia/sensibilidade a



Exdo 18

Exdo 19

Exdo 20

Exdo 21
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AC ( TCCTTCTCT CTCT CATA ACTC ATCCCACAA ACAAACT AAAATTCCC CCCTATCA ACCAATTAAG AGAACCAACA TCTCCCAAAG CCAACAAGCA AATCCTCCAT A TC C T C
2 | nton18-19 9 Intron 19-202
pP7535-§ p.D761Y-f

BL747 A750>P

746_A750delELREA

pH773.V774dup
pV769.D770nsASY _pDTIO.NT71insG pH773 V774insPH
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pST! 5eo7odr pv-eu v
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p.D770_N 7! évo pVT774 CT73insHY pd 73,774
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Figura IV. 3- Mapeamento das mutacdes do gene EGFR descritas como preditivas em pacientes com

CPNCP. Os “primers” foram desenhados para cada exdo com os amplicdes contendo as mutacdes descritas.

IVV.3 Desenvolvimento do método para analise de mutacdes no EGFR em
cfDNA- Multiplex PCR e NGS

De forma a testar a eficiéncia dos “primers” na amplificacdo dos exdes 18, 19, 20, 21 do

gene EGFR procedeu-se a otimizacdo da rea¢do de amplificacdo por PCR inicialmente usando
como “template” DNA gendémico (Figura 1V.4a) e de seguida cfDNA (Figura 1V.4b). Além de
serem testadas diferentes Tm (temperatura de “melting”), testaram-se diferentes enzimas Taq
polimerase, concentracdo de “primers”, numero de ciclos e quantidades de DNA. Foi também
necessaria a otimizagéo da amplificagdo com os “primers” com adaptadores para NGS em DNA
gendmico (Figura IV.4c) e em cfDNA (Figura 1V.4d). O resultado das reacdes de PCR
demonstra a amplificacdo especifica e eficiente dos exfes 18-21 do EGFR, que possuem 0s
tamanhos esperados quando observados em gel de agarose. Além disso, foi possivel verificar
que com baixas quantidades de cfDNA (2 ng) foi possivel obter amplificacdo do produto de
interesse. Os produtos desta amplificagdo com o “template” de DNA gendémico (de uma linha
celular de referéncia GM12878) foram clonados e sequenciados, tendo sido provada a

especificidade dos “primers” (Figura IV.5).
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De seguida passou-se a otimizacdo da reacdo de multiplex PCR, que ira permitir num
mesmo tubo e numa Unica reacdo, amplificar os 4 exfes de interesse do gene EGFR,
acrescentando-lhes o adaptador necessario para a sua sequenciacao por NGS. Essa reacao foi
otimizada para o seu uso com cfDNA. Verificou-se que a simples amplificagdo com “primers”
com adaptadores ndo é a melhor opcdo, sendo necessaria uma primeira amplificagdo com
“primers” normais e uma reamplificacdo com os “primers” com adaptadores para NGS (Figura
IV.4.e).

DNA gendmico cfDNA
a M Ex18 Ex19 Ex20 ex21 b M Ex18 Ex19 Ex20 Ex21
R
©
£
o
t —
Q
£ 200bp
£ 100bp

c M Ex18 Ex19 Ex20 Ex21 Ex19 Ex20 Ex21

300 bp
200 bp

Primers com adaptadores NGS

€ M  Multiplex PCR

200 bp

Figura IV. 4- Otimizacdo da reagdo de PCR. Géis de agarose com o resultado da amplificacdo por PCR dos
exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR em DNA gendmico (a, ¢) e cfDNA (b, d) com 0s “primers” sem (a, b) e com
adaptadores para NGS (c, d) e com o resultado do multiplex PCR (e).
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Conarius VAGETETETTGAG GATETT GARG CAAATT GAATTCARAAR GATEAAAGT GETG G GETEE G GTGE GITEGGEAEG G GTATAAG G FAAG GTEEETG GEACAGGEE
e o e e =
1. egi18 VAGCTCTCTTGAGGATETT GAAG G AAACT GAATTEAAAAAGATEAAA CT GET GG GETEE G GTCEGTTCCCEATS T GTATAAS GTAAGGTECETGGEATAGGEL
—
————
e e -
emas =

2. >PLMO0243003+GM _18_cl2_RV+M13 RV . 6—6Gll—al_liamclG-GGG—GGIGIG-GG-GGIG—-GG_GG—GG—GG-
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Exdo 21
|

2. >PLMO0243055+GM12878_21_clonedsM...
3. >PLM00243053+GM12878_21_clone3+M... A
4 >PLMO02430154GM_21_cl2_RV4M13 RV ...

>PLMO02430120GM_21 _cl1_AWeMITFW .. B

Figura IV. 5- Alinhamento dos clones isolados por PCR dos exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR.

Antes de proceder a sequenciacdo dos produtos do multiplex PCR por NGS, estes foram
purificados com dois métodos diferentes — ExoSAP GO™ (Grisp) e Ready to Surf PCR Kits-
“Magnetic NanoBeads ” for PCR (STABvida (Stab Vida). O kit NanoBeads tem por base 0 uso
de esferas magnéticas as quais o DNA amplificado se liga, permitindo assim isola-lo e purifica-
lo. O EXoSAP GO utiliza enzimas para limpar o produto amplificado por PCR, hidrolisando o
excesso de “primers” e nucleétidos numa Unica etapa. Verificou-se que este Gltimo método de
purificacdo apresenta maior rendimento uma vez que ha menos perda de quantidade de DNA
apos o procedimento (Figura IV.6).

Relativamente aos dados de NGS (dados apresentados na Tabela 1V.2), verificou-se que
todos os exdes de EGFR amplificados por multiplex PCR foram identificados por sequenciacao.
Além disso, em cada um dos exdes foram mapeados um maior nimero de reads na amostra
purificada com as “Magnetic beads” do que com o0 ExoSAP-GO, demonstrando que apesar de
haver mais perda de quantidade, o produto da purificagdo tem maior qualidade.



Também foi detetada uma delecdo especifica no exdo 19 do gene EGFR -
p.E746_A750delELREA com uma frequéncia de cerca de 50%, indicando estar em
heterozigotia. Além disso, este resultado demonstra o valor deste método na identificacdo de

mutacdes no EGFR em amostras de cfDNA em pacientes com CPNPC.

Teste Purificagdo PCR

110+
100+
90
80
704
60+
50
40
304
20
104

0 T T T
antes purificagdo Beads ExoSAP

ng/ulL

Reamp

Figura 1V. 6- Quantificacdo dos produtos do multiplex PCR purificados com os métodos ExoSAP GO™
(Grisp) e Ready to Surf PCR Kits- Magnetic NanoBeads for PCR (STABvida (Stab Vida).

Tabela V. 2- Resultados de “Next Generation Sequencing ” — NGS- do produto de Multiplex PCR de cfDNA
com “primers” EGFR.

Magnetic

ExoSAP-
NanoBeads- Produto
Resultados NGS Produto Multiolex
Multiplex PCR P
. purificado
purificado
Genes/Exdes identificados Ndmero de “reads” mapeados
Exdo 18 176949 88435
Exéo 19 359973 149789
EGFR
Exéo 20 314996 135298
Exéo 21 249299 101267
Mutacdes detetadas no EGFR  Tipo Terapia Frequéncia
Exéio 19 Sensibilidade:
Delecédo Geftinib, Erlotinib, 55,9 64,41

p.E746_AT750delELREA Afatinib

De seguida procedeu-se ao isolamento, clonagem e sequenciacdo pelo método Sanger do
exdo 19 do gene EGFR (amplificado por PCR) desta amostra de cfDNA assim como de DNA
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gendmico de uma linha celular que esta descrita como tendo a mesma mutacao (PC9), de forma
a comprovar o resultado de NGS e a isolar esta mutacdo num DNA plasmideo. Quando
alinhados os resultados da sequenciacdo com o produto PCR esperado através da ferramenta
CLUSTAL W do software Geneious, verifica-se a presenca da mutacao referida anteriormente
nos clones da amostra da linha celular PC9 e num dos clones da amostra de cfDNA (MUT),

sendo o outro clone normal (Figura IV.7), comprovando o resultado de NGS.

19 » 3: P 5 &
Consensus IAGAAGGTGAGAAAGTTARAATTEEEGTEGETATEA - - - - -~ - - - -~ - -~ mmamcmmcmmcucmcmemmemGGGGmTGGme n

FUD 1, Produto_PCR_ex19 IBGAAGGTGAGARAGTITAARATTEEGGIEGETATEAR G/ AT T AACAGAAGC ARCATETEEGANAGED AGAAGGAAATEETEG?
pJ — - RO 19 —

Intron 19-20 >
P2 EGFR gene ¥

EV 2, >PLM00243037+MUT_EGFR19_clone 6 M13R 1258
M13| 'l
e 150

V3, >PLM00243045+PC9_19_clone3+
L 4.>PLM00243047+PC9_19 ¢ | 4 M13R
5, >PLM00243049+PC9_19 147
RE”6 >PLM00243035+MUT | EGFR19 | S M13R e 1315
FWD 7, >PLM00243032+MUT_EGFR19_clone1+M13Forwart d 1343

Figura 1V. 7- Alinhamento dos clones isolados por PCR do exdo 19 do gene EGFR em cfDNA contendo a
mutacéo p.E746_A750delELREA e DNA gendmico da PC9.

V.4 Desenvolvimento do método para analise de mutaces no EGFR em
cfDNA- HRM

A utilizagéo de ensaios de HRM tendo vista um método alternativo ao NGS na identificacéo
de mutacdes em cfDNA, apresenta a vantagem de detetar mudanc¢as minimas numa determinada
temperatura de fusdo de um amplicdo alvo devido a uma varia¢do na sequéncia em comparagao
com o “wild-type”, com elevada sensibilidade. Iniciamos a otimizagcdo do método pela anélise
do exdo 19 do gene EGFR, uma vez que ja possuimos uma mutacdo do exdo 19 isolada em
DNA plasmidico, DNA genomico da linha celular PC9 e uma amostra de cfDNA com a mesma
mutacdo, assim como DNA plasmidico deste exdo sem mutacdo e DNA gendmico da linha
celular de referéncia GM12878 (controlos). Numa primeira analise, procedemos a titulacdo do
DNA plasmidico do exdo 19 do gene EGFR da linha PC9 em DNA gendmico de uma linha
celular normal (iniciando em 50%, 25%, 10%, 5%. 2%, 1% 0,5% e 0,25%). Como se pode
observar na Figura IV.8 (e Figura Suplementar A1, em Anexo), foi possivel detetar 3 variantes
pela analise do HRM: a variante 1 que corresponde a linha GM12978 (normal), a variante 2
que é o DNA plasmidico com a mutacdo no exdo 19 da linha celular PC9 isolada (Pdel) e a
variante 3 que corresponde as diferentes titulacbes (GM12878g+Pdel), identificando este
conjunto como uma nova variante. Assim, a utilizacdo desta técnica permite detetar a presenca

de uma mutagdo com 0,25% de frequéncia de alelos mutantes.
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Figura IV. 8- Resultado do HRM demonstrando a detecdo da mutacao pela analise das variantes. Variante 1
que corresponde a linha GM12978 (normal), a variante 2 que é 0 DNA plasmidico com a mutacdo no exao 19 da
linha celular PC9 isolada (Pdel) e a variante 3 que corresponde as diferentes titulagdes (GM12878g+Pdel). A
variante 3 em ambos dos gréaficos (a e b) corresponde as diferentes percentagens de titulagbes de frequéncia dos
alelos mutantes (50%, 25%, 10%, 5%. 2%, 1% 0,5% e 0,25%).

Depois da otimizacdo do ensaio de HRM, realizamos um ensaio com cfDNA com a
mutacdo em causa de forma a verificar a sensibilidade do método na detecdo da mutacdo
identificada por NGS. Na experiéncia foi utilizado o cfDNA que possui a mutagdo
p.E746_A750delELREA (cfDNA_mut), a linha celular de referéncia do genoma humano
(GM12878g) e 0 DNA plasmidico do exdo 19 do gene EGFR da linha celular PC9 (Pdel). Foi
possivel confirmar gque através desta técnica conseguimos detetar a presenca da mutacdo que
foi anteriormente identificada por NGS assim como, a distingdo da GM12878g da Pdel por

variantes (Figura 1V.9).
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Figura 1IV. 9- Resultado do HRM demonstrando a detecdo da mutacdo p.E746_A750delELREA
(cfDNA_mut) e das diferentes variantes. Variante 1- GM12878; Variante 2- Pdel e Variante 3- cfDNA_mut. Os
gréaficos mostram trés perfis de fusdo diferentes correspondentes a amostras mutacionais a verde (Variante 3),
controlo positivo a azul (Variante 2) e controlo normal vermelho (Variante 2).

Com o resultado anterior, seguiu a necessidade de avaliar e validar a técnica com mais
amostras de cfDNA de diferentes dadores saudaveis. Assim, foi realizado outro ensaio de HRM
com os diferentes cfDNA, com a GM12878g, PC9g, Pdel, cfDNA_mut e 0 SERASEQ como

controlos do ensaio como demonstrado na figura 1VV.10 (e Figura Suplementar A2, em Anexo).
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Figura 1V. 10- Resultado do HRM demonstrando a presenca das diferencas entre os cfDNA e os controlos
pelas diferentes variantes.
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V.5 Anélise das alteracdes do ALK preditivas de resposta terapéutica

Como referido anteriormente, as alteracdes no gene ALK sdo consideradas também
biomarcadores preditivos de resposta terapéutica em doentes com CPNPC. Assim, apesar de
ocorrerem numa menor percentagem nestes pacientes quando comparadas com o gene EGFR,
iniciamos também a analise deste gene de forma a englobar a sua andlise nas bidpsias liquidas
de pacientes com CPNPC.

Para tal, procedeu-se a analise de dados das mutacdes no ALK em outras bases de dados
como o The cBioPortal for Cancer Genomics para determinar a frequéncia das mutacdes no
ALK. Os dados apresentados nesta base de dados resultam do estudo combinado de 6122
amostras, de 5718 pacientes em 17 estudos sobre o ALK. Assim, foi possivel verificar que a
grande maioria das mutacfes detetadas no ALK estdo presentes no dominio tirosina cinase,

sendo a que tem maior frequéncia a L1145M (Figura 1V.11).
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Figura 1V. 11- Distribuicdo da frequéncia das alteragdes do ALK ao longo da proteina. Na proteina est&
descriminado a localizacdo dos diferentes constituintes da proteina. A verde- “MAM domain”; vermelho —
“Glycine rich protein”; azul — “Protein tyrosine kinase”.Verde- Muta¢Ges missense; Preto- Mutacfes truncadas
(“Nonsense”, “Nonstop”, “Frameshift deletion”, “Frameshift insertion™).

Para desenvolver um teste que permita fazer a detecdo de mutagdes no gene ALK preditivas
de resposta terapéutica em doentes com CPNPC foi necessaria proceder a analise “in silico”

das mutagdes somaticas com relevancia clinica, ou seja, mutacdes preditivas de resposta ao
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tratamento em CPNPC. Esta analise englobou a pesquisa em bases de dados como a COSMIC
cancer database, onde estdo descritas 12154 mutagdes relativas a CPNCP, juntamente com
pesquisa bibliogréfica. Foi, portanto, necessario fazer uma triagem das mesmas. Apenas as
mutacdes no gene ALK localizadas ao longo da proteina e que possuiam indicacdo relativamente
a sua implicacdo na resposta terapéutica (em artigos ou bases de dados) foram consideradas
(Tabela I1V.3).

Tabela IV. 3- Andlise “in silico” das muta¢Ges do ALK em pacientes com CPNPC, descritas no COSMIC
cancer database.

AA Mutacéo CDS Mutagao Mutacéo ID Resisténcia Sensibilidade
Ceritinib

.G1269A (Substitution - €.3806G>C (Substitution, L ini
P2 (Sub 06GC ( COSV66557991  Crizotinip - counip
Missense, position 1269, G=A)  position 3806, G—C) Brigatinib

Lorlatinib

.L1152R (Substitution - €.3455T>G (Substitution, izotini .
P2 (Sub 155726 ( cosveesearar  CHZOMNID oo inib
Missense, position 1152, L=R)  position 3455, T—=G) Alectinib
p.C1156Y (Substitution - C.3467G>A (Substitution, Loiila »

. . .. COSV66562303  Crizotinib Alectinib
Missense, position 1156, C=Y)  position 3467, G—A) s

Ceritinib

p.M1166T (Substitution - €.3497T>C (Substitution, L

. . .. COSV66588108 - Loriatinib
Missense, position 1166, M—T)  position 3497, T—C)
p.11171S (Substitution - €.3512T>G (Substitution, .

. . o COSV66567934  Alectinib -
Missense, position 1171, 1—S) position 3512, T—=G)

J11171N (Substitution - €.3512T>A (Substitution, izotini .
Pl (Sibs TV cosveesse2a2  CMZOMNIDE o init
Missense, position 1171, 1—=N) position 3512, T—=A) Alectinib

Crizotinibe
p.L1196M (Substitution - €.3586C>A (Substitution, L. Ceritinib
COSM99137 Lorlatinib .
Missense, position 1196, L=M)  position 3586, C—=A) Alectinib
p.G1202R (Substitution - ¢.3604G>A (Substitution, UL "
. . .. COSV66555808  Alectinib Ceritinib
Missense, position 1202, G=R)  position 3604, G—A) .
Ceritinib
Alectinib

.R1231Q (Substitution - €.3692G>A (Substitution, itini
P-RI231Q (Sub 92G>A ( COSV66558755 - ceritinib
Missense, position 1231, R=Q)  position 3692, G—A) Brigatinib

Lorlatinib

Com a realizacdo da analise preliminar em bases de dados das alteracfes no gene ALK
relacionadas com resposta terapéutica em pacientes com CPNPC, foi possivel mapear
fisicamente as diferentes mutacGes nos diferentes exdes do gene ALK (Figura 1V.12). No
entanto, o que é mais frequentemente observado em CPNPC ¢é a fusdo do gene EML4 com o
gene ALK- por norma ocorre sempre no exdo 20- podendo a quebra do gene EML4 ocorrer em
diferentes exdes, sendo 0os mais importantes neste estudo o que se encontram no dominio

tirosina cinase (22, 23, 24 e 25). A fusdo EML4-ALK que apresenta mais mutacdes descritas €
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0 exdo 22, estas diferencas nas fusdes influenciam diretamente na resposta a terapia. De forma,

analisamos as sequéncias das diferentes variantes presentes na base de dados Nucleotide do

Genebank do NCBI e mapeamos nessas sequéncias 0s genes EML4 e ALK (Figura 1V.13)

através da ferramenta Blastn do Geneious de forma a podermos desenhar ensaios para detecdo

destas alteragcbes em cfDNA de pacientes com CPNPC, utilizando o gene ALK futuramente

como um biomarcador preditivo de resposta terapéutica.

Exdo24 Ex3023 Exdo22

Exdo 25

ChA A A cic 1c CTT TACCTGATUA TCAGOUCTTC CATGACGAAA TCCAGTTCHLT CCTGTTCACA CCACACTTCA GUCALCOTC CACACAA A AGGAGGA. GGAGGC AC
£ inuron22:23 0-p1117IN 0-pM1166T pC1156Y~§ pLI1S2R-§ Intron21:22€

pl11715-§

CTCA CTCACCOOCL GAGC CTCTCOUACG AACCACTTOA G0TCTCCCCC CLCCATCAGC TCCALCAGGA THAACK CAGLCATTUC. AGCCTCACCC CAATUCAGC: AACAATLTTC A ATTTGCTUCA CAGCACACA
£ lnwon2324 p.G1202R-§ pLI196M-{ . dntren22:23€
ACAGGA AGACCACAGT CACTTTCACT CACC A TOAA CCTCCAAA TACTGACAGC CACAGUCAAT GTCCCCAGCC ACGTGCAGAA GGTCCAGCAT GECCAGGOAG GAGLUCTOHC TC A GACAGAACCS GOCCACT GAC
Llowon2425 pRI231Q-§ — 0.4 A
SALLCCC A A CAGTCTTTA CTCACC A GA CIC CCATCCCLA ALTCTCCAAT C CCAC C CCA 3N - ACA T CAAGALLCA C CAL CAA C1C AACAAA AAAT GCA CCTAA
Slowon2826. p.G1269A-§ w0 24256

Figura IV. 12- Mapeamento das mutagdes do gene ALK, nos respetivos, descritas como preditivas em pacientes com

CPNCP com base em dados COSMIC. A amarelo esta representado os intrdes, a vermelho os exdes do gene ALK e a azul as
mutacoes.
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Variante 5a
E2;A20

Variante 5b
E2;ins117A20

Variante 7
E14;del12A20

Figura IV. 13- Mapeamento dos genes EML4 e ALK nas sequéncias das variantes das fusdes EML4-ALK
descritas com preditivas em pacientes com CPNCP com base em dados COSMIC.
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Capitulo V- Discussao
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V.1 Biopsias Liquidas- Otimizagdo de procedimentos de

acondicionamento e extracdo de cfDNA

A introducdo da medicina personalizada baseada na genémica conduziu a varios avangos
na caracterizacdo molecular de varios tipos de tumor, como o CPNPC. A utilizacdo de amostras
de tecido tumoral (que normalmente estdo fixadas em formalina e embebidas em parafina —
FFPE) para analise do perfil de mutacGes apresenta diversas desvantagens: impossibilidade da
obtencdo de bidpsias devido ao estado avancado da doenca, baixa qualidade/rendimento da
extracdo de DNA a partir de amostras FFPE e baixa sensibilidade analitica das técnicas
laboratoriais utilizadas. Neste sentido, a anélise de cfDNA derivado de amostras de bidpsia
liquida, em particular de plasma, representa uma alternativa estabelecida para analisar a
presenca de mutacdes no EGFR para determinar qual o tratamento a adotar (Malapelle et al.
2016).

A presenga de cfDNA de origem tumoral em pacientes com cancro demonstrou ser uma
potencial ferramenta para o diagnéstico e prognostico da doenca. Nesse sentido, é de extremo
interesse otimizar os procedimentos pré-analiticos e analiticos para maximizar o desempenho
das analises baseadas em cfDNA. Por esse motivo, e tendo em vista a producdo de um teste
simples, certificado e com maior sensibilidade para a detecdo de mutacOes associadas a
diferentes respostas terapéuticas em biopsias liquidas de doentes com CPNPC, foi necessario
otimizar/determinar diferentes fatores como: melhor método de extracdo de cfDNA,; condicGes
de armazenamento (tipo de tubos, tempo entre a colheita e extracdo).

No que se refere ao tipo de matriz utilizado para a extragdo de cfDNA, determinou-se 0 uso
de plasma em detrimento do soro, tendo por base estudos ja publicados, nos quais consideram
as amostras de plasma com menor variabilidade e menos propensas a sofrer contaminacéo
celular, em comparacdo com o soro (Trigg et al. 2018). Apesar das amostras de soro
apresentarem maior quantidade de cfDNA quando comparadas com o plasma, pensa-se que se
deve ao maior nivel de lise de leucécitos durante a coagulacdo do sangue apresentando assim,
maiores riscos de contaminacdo por DNAg (Bronkhorst et al. 2016). Assim, de forma geral, é
recomendado o uso de plasma como fonte de obtencdo cfDNA para todas as andlises, pois
contém quantidades mais elevadas de &cidos nucleicos derivados do tumor.

A capacidade de isolar o cfDNA do plasma € indubitavelmente a etapa mais importante de
todo o processo, uma vez que todas as analises posteriores dependem do seu sucesso. E,
portanto, necessario adotar a melhor técnica de processamento das amostras (dupla
centrifugacgéo, que nao altere o rendimento de obtencédo de cfDNA e por contrapartida melhore
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a qualidade do cfDNA) e a melhor técnica / kit de extracdo de cfDNA que pode fornecer a
méaxima quantidade cfDNA com elevada qualidade. Para determinar qual o melhor método de
extracdo de cfDNA, testamos 3 Kits diferentes, todos baseados no uso de esferas magnéticas
para a extragao/purificacao pois, a extracdo de cfDNA com esferas magnéticas origina maior
recuperacdo de cfDNA com melhor qualidade do que com um sistema de coluna de rotacéo de
membrana de silica (Nakashima et al. 2018). Assim, os kits testados foram os GenElute
UltraMag Cell-Free DNA — Millipore, cfKapture — MAGBIO e MagMAX Cell-Free Total
Nucleic Acid Isolation — Applied Biosystems. Apesar da semelhanca do método de extracdo
(duas centrifugacdes—> lise/ligacdo+esferas magnéticas—> lavagens—>elui¢do), o kit GenElute,
em comparacdo com 0s outros aqui apresentados, € o que se apresenta melhor rendimento de
extracdo, mais rapido e o mais facil de execucdo e assim, 0 menos suscetivel a erros de
manuseamento que podem resultar em perdas de cfDNA. No entanto, a utilizagao da Proteinase
K (que ndo ¢ fornecida com o Kit) que se apresenta como facultativa, mostra-se essencial (como
aconselhado pelo fabricante, 0 seu uso aumenta o rendimento em mais de 50%). Estas
caracteristicas anteriormente referidas (rapidez, facilidade de manuseamento, rendimento) sao
essenciais para 0 uso na pratica clinica. Além da diminui¢do da concentracdo de cfDNA nas
amostras extraidas com o kit cfKapture, este € mais moroso e com mais reagentes/passos no
processo de extracdo, o que implica ndo ser o ideal para o uso rotineiro em diagnostico. O kit
MAgMAX, em comparagdo com o0s outros dois kits, € o que apresenta menor rendimento de
extracdo de cfDNA e compreende uma segunda fase de extracdo/lavagens, o que pode
comprometer a eficacia do kit e provocar uma perda elevada de cfDNA.

Todos estes Kits apresentam a vantagem de se adaptarem conforme a quantidade de plasma
inicial disponivel. A quantidade de plasma esta diretamente relacionado com um maior
rendimento de extragdo, onde maiores volumes iniciais de plasma possibilitam uma maior
sensibilidade de detecdo da variante minoritaria (Devonshire et al. 2014) assim como, o volume
de eluicdo que varia com a quantidade inicial (exceto MagMax, em que 0 pequeno volume de
eluicdo € constante).

A extracdo de cfDNA a partir de plasma é um desafio porque as concentracdes de cfDNA
costumam ser baixas independentemente do metodo de extracdo. Em média, a concentragéo de
cfDNA em plasma de dadores saudaveis rondam 1,8 — 44 ng/mL (Fleischhacker e Schmidt
2007, Ammerlaan e Betsou 2019). Os nossos resultados da extracdo de cfDNA demonstraram
ser muito mais eficientes, com concentragdes mais de 10 vezes superiores em individuos

saudaveis (451 ng/mL + 150,4). Além da eficiéncia do método de extracdo, existem outros
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fatores biologicos que podem influenciar na concentracdo de cfDNA (peso, idade, realizagédo
exercicio fisico, doenca, gravidez).

Para o sucesso da utilizacdo de cfDNA como uma alternativa as bidpsias tradicionais, é
necessario conseguir obter amostras integras e livres de contaminacéo durante todo o processo.
Os tubos de colheita de sangue representam um ponto-chave no sucesso da extracdo do cfDNA.
Neste trabalho, comparamos a capacidade de dois tubos de colheita de sangue na estabilizacéo
de cfDNA em amostras de plasma: Cell-Free DNA Collection Tube (CE-1VD) (Roche) e Blood
STASIS 21- cfDNA (MAGBIO). Os tubos Cell-Free DNA Collection Tube (CE-1VD) (Roche)
contém uma solucdo que evita a lise celular para permitir maior detecdo de cfDNA e KsDTA
que impede a coagulacao do sangue. Os tubos da Blood STASIS 21- ccfDNA (MAGBIO) tém
a capacidade de estabilizar o cfDNA por até 21 dias a temperatura ambiente, segundo o
fabricante, e previnem a apoptose de células do sangue e fragmentacdo do DNA gendmico.
Quando comparadas as concentragdes de cfDNA obtidas com os dois tubos de colheita
verificamos que os Cell-Free DNA Collection Tube (CE-IVD) (Roche) sdo eficientes na
preservacdo de cfDNA, tendo sido obtidas concentragcdes mais altas (315,0 ng/mL + 218,8). Por
outro lado, os tubos Blood STASIS 21- ccfDNA (MAGBIO) apresentarem menores niveis de
concentracdo de cfDNA, apesar desta diferenca nao ser estatisticamente significativa devido ao
elevado desvio padrdo que apresentam, consequéncia da variacdo da concentracdo de cfDNA
entre os diferentes kits e dadores testados. No entanto, estes ultimos tubos ndo estdo aprovados
para uso clinico, o que motivou a nossa escolha pelos primeiros tubos em detrimento destes.

Como o processamento imediato do sangue nem sempre € possivel em ambiente clinico,
torna-se essencial determinar o periodo de tempo entre a colheita de sangue e a extracdo de
cfDNA, de forma a manter a integridade e pureza (livre de contaminagdo com DNA gendmico)
das amostras de cfDNA. Devidos aos resultados obtidos, os tubos da cfDNA (Cell-Free DNA
Collection Tube (CE-1VD) (Roche) foram os escolhidos para testar a capacidade para preservar
o cfDNA, realizando a extracdo do cfDNA as Oh, 3 dias e 6 dias ap6s a colheita de sangue com
os kits GenElute UltraMag Cell-DNA e MagMAX Total Total Free Cellule Isolation Acid.
Conseguimos determinar que estes tubos apresentam uma elevada capacidade de preservar o
cfDNA durante 6 dias, sendo este resultado consistente com as recomendacdes do seu fabricante
e com estudos anteriores (Nikolaev et al. 2018, Parackal et al. 2019). Nikolaev e colegas (2018),
os quais referem que ndo é recomendavel ultrapassar os 6 dias entre a colheita e 0
manuseamento das amostras, pois aumenta a probabilidade de lise glébulos brancos

aumentando, assim, a concentragdo de DNAg. Os resultados obtidos confirmam que ndo ha
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presenca de DNAg nas amostras durante os primeiros 7 dias a temperatura ambiente, havendo
um aumento significativo na proporcao de 305/41 pb (usado para medir os amplicdes de DNAQ)
a partir de uma semana da colheita.

Com os nossos resultados demonstramos que os tubos Cell-Free DNA Collection Tubes®
(Roche) sdo adequados para a colheita de bidpsias liquidas (amostras de sangue) para estudos
clinicos de cfDNA, podendo aguardar a amostra até por 6 dias até ao seu processamento e a
extracdo do cfDNA, que devera ocorrer com o kit baseado na utilizacdo de esferas magnéticas
GenElute UltraMag Cell-DNA. No entanto, é indispensavel que a colheita, armazenamento,
envio e processamento das amostras ocorra dentro desse periodo de tempo para limitar falsos

negativos e positivos devido aos elevados niveis de DNAg que possam surgir.

V.2 Desenvolvimento do método para analise de mutacdes no EGFR em
cfDNA- NGS e HRM

Para o desenho dos ensaios para anélise de alteraces nos genes EGFR e ALK em amostras
de bidpsias liquidas de pacientes com CPNPC foi necessario realizar um estudo “in silico” para
que as regides analisadas incluissem todas as mutacdes do EGFR e as mutacGes e fusbes do
ALK com valor preditivo de resposta ao tratamento com TKIs em CPNPC (descritas na base de
dados COSMIC). A escolha dos genes EGFR e ALK para o desenvolvimento deste trabalho
teve por base dois fatores: serem 0s genes que se apresentam alterados com maior frequéncia
em pacientes CPNPC e estarem 0s dois envolvidos diretamente na resposta terapéutica aos
TKIs. Neste trabalho, apesar do gene ALK ter sido analisado s6 em termos de mutacdes e fusGes
e desenho de “primers” para a sua analise em cfDNA/cfRNA, o trabalho aqui desenvolvido
para 0 EGFR sera futuramente realizado para o ALK. Neste sentido, o desenvolvimento de
métodos (multiplex PCR seguido de NGS e HRM) para a detecdo de alteracdes no gene EGFR
em cfDNA de pacientes de CPNPC foi o foco desta dissertacao.

Como jé referido anteriormente, ap6s analise da localizagdo de mutagcdes no gene EGFR
descritas em CPNPC com implicacGes terapéuticas (Exdes 18, 19, 20 e 21), foi necessario o
desenho de um conjunto de “primers” que englobem caracteristicas que os tornem ideais para
a sua utilizacdo com os seguintes critérios: tamanho do amplicdo ser semelhante entre os 4
exdes (cerca de 160 pb); ndo formarem dimeros entre eles; incluir todas as mutacGes de
interesse no EGFR descritas em CPNPC. Além dos critérios especificos para o desenho dos

“primers” para 0 nosso trabalho, existem outros que de uma forma geral sdo necessarios para
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realizacdo do PCR convencional/Multiplex de sucesso como: 1) tamanho dos “primers”; 2)
tamanho do produto; 3) temperatura de fusdo (Tm) dos “primers Foward” e “Reverse” ser
semelhante, com diferencas de temperatura inferior a 3 °C; 4) Contetdo de GC dos “primers”:
40-60% (Shen et al. 2010). Estes mostraram ser eficientes para amplificacdo dos exdes 18, 19,
20 e 21 do EGFR por PCR tanto a partir de amostras de DNA genémico como de cfDNA,
resultando num produto de 160 pb que foi posteriormente sequenciado (sequenciacdo Sanger).

Para a utilizacdo da técnica de NGS para sequenciar os exdes de interesse do gene EGFR a
partir de amostras de cfDNA, foi necessario otimizar protocolos de PCR e de Multiplex PCR
onde foi possivel obter amplificagcdo do produto de interesse com baixas quantidades de cfDNA
(2ng). A quantidade de cfDNA necessaria para amplificacdo do gene de interesse é igual em
comparacdo com o kit aprovado pela FDA- The cobas® EGFR Mutation Test v.2.

No que se refere aos resultados de NGS das amostras de cfDNA amplificadas com
“primers” para 0s exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR por multiplex PCR e purificadas com
diferentes métodos, todos os exdes de interesse foram mapeados e as amostras que tinham um
maior nimero de “reads” foram a purificadas com as “Magnetic beads” o que indica uma maior
qualidade (apesar de haver maior perda de material durante a purificagdo). O nimero de “reads”
para 0 exdo 19 do EGFR foi de 359973 o que demonstra que a utilizacdo de cfDNA é viavel
para a detecdo de mutacbes somaticas, uma vez gque esse nimero deve exceder 300000 (Ohira
et al. 2016).

Com a utilizacdo do NGS foi possivel detetar uma delecdo especifica no exdo 19 do gene
EGFR — p.E746_A750delELREA, com uma frequéncia de 55,6%, demonstrando o valor deste
método na identificacdo de mutacGes de EGFR usando cfDNA de pacientes com CPNPC.
Existem estudos que referem que hd mutacfes que sdo detetadas apenas no plasma, como
mutacdo de resisténcia EGFR T790M e ndo pela anélise de tecido por NGS. Nestes casos, as
biopsias liquidas demonstram ser ainda mais importantes, uma vez que esta mutacao (T790M)
provavelmente ndo ¢ detetada na bidpsia de tecido inicial porque frequentemente surge durante
a terapia como um mecanismo de resisténcia contra o tratamento com inibidor da tirosina cinase
do EGFR (Alborelli et al. 2019). Estes dados confirmam a eficacia de nossa estratégia de teste
e destacam o valor clinico do uso da bidpsia liquida — cfDNA- como uma ferramenta alternativa
a biopsia de tecido para monitorizar a evolugdo do tumor durante o tratamento.

O desenvolvimento de ensaios de HRM utilizando o cfDNA representa um método
alternativo ao NGS na identificacdo de mutacGes. Esta técnica apresenta uma sensibilidade de

100% e uma especificidade de 67% em pacientes com CPNPC (Joy et al. 2020). Assim, para

69



desenvolver o HRM como um método alternativo ao NGS na detecdo de mutaces no gene
EGFR. Esta analise focou-se no exdo 19 do gene EGFR visto que possuiamos a mutacéo
p.E746_A750delELREA isolada em DNA plasmidico. Para testar a sensibilidade do ensaio,
procedemos a titulacdo desta mutacdo em DNA gendémico de uma linha celular normal e
verificamos que através desta técnica conseguimos detetar a presenca da mutacdo em
percentagens relativamente baixas, ou seja, com uma frequéncia alélica de 0,25%. Este valor
foi a fracdo de alelo mutante mais baixo identificado que pode ser detetado num ensaio de
HRM, independente do tipo de mutacdo somatica no EGFR (Joy et al. 2020). Além disso, este
ensaio também se mostrou eficiente na dete¢do da mesma mutacéo (p.E746_A750delELREA)
presente em cfDNA. Esta mutacdo foi anteriormente detetada nesta amostra por NGS e
encontra-se em heterozigotia, 0 que esta de acordo com os dados de HRM que mostram esta
amostra como tendo uma terceira variante, ou seja, uma mistura entre a Variante 1 (DNA ndo
mutado) com a Variante 2 (DNA plasmidico com a mutacdo isolada). Estes dados validam o
ensaio de HRM na detecdo de mutaces somaticas em cfDNA, sendo necessaria uma analise
de um maior nimero de mutacGes. Apesar de terem sido analisadas mais amostras de cfDNA
de diferentes dadores saudaveis por HRM, tendo sido observada a presenca de diferentes
variantes, a validacdo destes resultados e a sua analise mais pormenorizada aguarda a
sequenciacdo por NGS. No entanto, 0 HRM tem vindo a ser apontada como uma alternativa
para a anélise de mutacdes no gene EGFR em amostras de soro, havendo uma concordancia
dos resultados com os do tecido de 91,67% (Hu et al. 2012). Esta técnica tem como principais
vantagens o baixo custo, alto rendimento, sensibilidade e especificidade. Os nossos resultados
assim como de outros estudos apresentam a técnica de HRM como uma alternativa potencial e
valiosa para andlise de rotina de mutacdes no gene EGFR a partir de amostras de plasma de

pacientes com CPNPC.
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Capitulo VI- Conclusao e Perspetivas
Futuras
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V1- Conclusdes Gerais e Perspetivas Futuras

Com o objetivo de encontrar uma alternativa viavel as biopsias sélidas, as bidpsias liquidas
constituem uma grande vantagem para a utilizagdo corrente na pratica clinica, podendo a sua
analise determinar com precisdo a progressao do tumor e o progndstico e identificar com mais
eficdcia as terapias direcionadas apropriadas. A dificuldade de preservar a integridade do
cfDNA ao longo de todo o processo desde a colheita até ao seu processamento/extracao
requereu a necessidade de otimizar todos procedimentos pré-analiticos e analiticos para
maximizar o desempenho das analises baseadas em cfDNA. Para usar a analise do cfDNA com
confianca, a otimizagédo e padroniza¢do do processo Sdo cruciais assim, assumirmos com 0s
nossos resultados a melhor metodologia para promover as melhores praticas no processamento
e analise do cfDNA. Assim, verificamos que os melhores tubos de conservacdo do cfDNA sdo
os tubos cfDNA Cell-Free DNA Collection Tube (Roche) que mantém a integridade do cfDNA
por 6 dias e livre de contaminacdo de DNAg (quando este tempo ndo é ultrapassado) e
determinamos o melhor kit de extracdo como o GenElute UltraMag Cell-DNA, sendo este 0
que apresentava o melhor rendimento entre os 3 Kits testados.

Estabelecido o procedimento para o acondicionamento e extracdo de cfDNA de bidpsias
liquidas, passamos ao desenho dos ensaios experimentais para amplificacdo e detecdo de
regides do gene EGFR frequentemente alteradas em CPNPC. A combinagdo de multiplex PCR
com “primers” especificos para os exdes 18, 19, 20 e 21 do gene EGFR em amostras de cfDNA
combinada com a técnica de NGS, mostrou-se eficiente na detecdo dos diferentes exdes, tendo
sido reportada a presenca de uma delecdo no exd 19 do gene EGFR
(p.E746_AT750delELREA), numa frequéncia de 55,6% e com um total de reads de 359973, o
gue demonstra que a utilizacdo de cfDNA é viavel para a detecdo de mutacGes somaticas por
NGS. Como uma alternativa ao NGS, desenvolvemos ensaios de HRM especificamente para o
exdo 19 do gene EGFR. Este método mostrou-se eficiente na detecdo da presenga da mutacao
p.E746_A750delELREA em percentagens relativamente baixas, conseguindo assim determinar
a sensibilidade em 0,25% de fracdo de alelo mutante. Com o HRM também conseguimos
identificar a mesma mutacdo em cfDNA previamente reportada nos resultados de NGS,
validando a utilizagdo destes ensaios para a dete¢do de mutacGes somaticas utilizando o cfDNA.
Sera necessario no futuro, ampliar o nimero de amostras analisadas por NGS e HRM e dar
continuidade a otimizacdo dos ensaios de HRM para os outros exdes de EGFR. Além disso,
esta analise devera incluir outros genes que estdo envolvidos na resisténcia os TKIs, como o

ALK, de forma a ser criado um painel mais abrangente para aplicacéo na pratica clinica.
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Com os resultados obtidos € possivel concluir, que a utilizagao das bidpsias liquidas podera
constituir uma alternativa valida e confiavel para a detecdo de mutagdes no EGFR utilizando o
cfDNA como uma forma de detetar biomarcadores preditivos de resposta a terapia, colmatando
falhas atuais das bidpsias sdlidas. No entanto, para validar o uso de bidpsias liquidas em
detrimento das solidas, os resultados da analise de ambas em pacientes com CPNPC deverao

ser confrontados de forma a confirmar a sua preciséo e sensibilidade.
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Figura A. 1- Resultado do HRM demonstrando a presen¢a da mutacdo (Pdel) nas diferentes
percentagens.
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Figura A. 2 - Resultado do HRM demonstrando a presenca das diferencas entre os cfDNA e o0s
controlos.
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