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RESUMO

O cancro pancredtico destaca-se como 0 cancro com a menor taxa de sobrevivéncia na Europa,
sendo que o adenocarcinoma ductal pancreético (PDAC) constitui 95% dos casos. O prognostico de
PDAC depende fortemente de plano de rastreio pois os sintomas sdo negligencidveis nos estadios ini-
ciais da doenga, o que leva a que aquando do diagnostico 80% dos tumores sejam localmente avancados
ou metastaticos. A recorréncia do cancro em 80% dos doentes ap0s ressecgao cirdrgica contribui igual-
mente para a reduzida taxa de sobrevivéncia.

Para melhorar o progndstico do PDAC é fundamental identificar biomarcadores para diagnostico
e monitorizacdo da doenga, concomitantemente ao desenvolvimento de metodologias para a sua carac-
terizacdo. A utilizagdo de bidpsias liquidas, particularmente a analise de DNA tumoral circulante
(ctDNA), destaca-se como uma abordagem pouco invasiva de analise de biomarcadores libertados pela
massa tumoral e suas metéstases. De referir que mutac6es no gene KRAS séo detetadas em mais de 90%
dos doentes, tornando-se num potencial biomarcador de PDAC. A analise mutacional de KRAS em
amostras de tecido tumoral e ctDNA demonstrou potencial no &mbito do diagnostico diferencial de
PDAC, permitindo a identificacdo de doentes com maior risco de recorréncia.

Neste projeto, foi desenvolvida e otimizada uma metodologia de Amplification Refractory Mu-
tation System (ARMS) acoplada a High Resolution Melting Analysis (HRMA) para detecdo das duas
mutacGes de KRAS mais frequentes em PDAC. ApGs otimizacdo em material gendmico controlo, a
estratégia foi validada com amostras tumorais e de plasma de doentes com PDAC, e os resultados com-
parados aos obtidos por Sequenciacdo de Sanger (SS), 0 método de referéncia para analise mutacional.

A estratégia ARMS/HRMA desenvolvida destaca-se por menor tempo de resposta comparativa-
mente a SS, tendo revelado sensibilidade e especificidade para a detecdo de ambas as mutacbes em
amostras tumorais. A detecdo de mutacdes em ctDNA extraido de plasma ndo demonstrou a mesma

sensibilidade.

Palavas chave: PDAC; KRAS; bidpsia liquida; ctDNA; ARMS; HRMA
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ABSTRACT

Pancreatic cancer stands out as the cancer with the lowest survival rate in Europe, with pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC) accounting for 95% of cases. The absence of screening tests and symp-
toms in the initial stages of the disease means that at the time of diagnosis of PDAC 80% of tumors are
locally advanced or metastatic, which contributes to the reduced survival rate. Furthermore, the survival
rate is also impacted by the recurrence of cancer, which occurs in 80% of patients after resection surgery
with curative intent.

The identification of biomarkers and development of new methodologies for their analysis is
essential to change the prognosis associated with PDAC. In this context, liquid biopsies, particularly
the analysis of circulating tumor DNA (ctDNA), are emerging as an interesting tool in the diagnosis
and monitoring of PDAC. Mutations in KRAS are detected in more than 90% of patients, so KRAS
stands out as a potential biomarker of PDAC. Mutational analysis of KRAS in tumor tissue and ctDNA
samples may contribute to improve the diagnosis of PDAC and support the identification of patients at
higher risk of recurrence.

In this project, an Amplification Refractory Mutation System (ARMS) methodology coupled
with High Resolution Melting Analysis (HRMA) was developed for detection of the two most prevalent
KRAS mutations in PDAC. After reaction optimization with cell lines, the methodology was validated
using tumor and plasma samples from patients with PDAC, and the results compared to those obtained
by Sanger Sequencing (SS), the gold-standard method for mutational analysis.

The developed ARMS/HRMA, which stands out for its reduced response time compared to SS,
demonstrated sensitivity and specificity for the detection of both mutations in tumor samples, however,

the same was not verified regarding its detection in ctDNA extracted from plasma.

Keywords: PDAC; KRAS; liquid biopsy; ctDNA; ARMS; HRMA
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1.
INTRODUCAO

O cancro, considerado a doenca do século XXI, representa a segunda principal causa de morte

em todo o mundo, sendo por isso um dos maiores desafios da ciéncia e medicina moderna 1.

1.1. Cancro do Pancreas, um “assassino silencioso”

Na determinacéo das principais causas de morte por cancro no mundo, o cancro pancreatico des-
taca-se como o cancro com a menor taxa de sobrevivéncia na Europa, o que reflete 0 mau e preocupante
prognostico associado a esta neoplasia 2.

Cerca de 95% dos casos diagnosticados sdo do tipo adenocarcinoma ductal pancreético (PDAC-
do inglés pancreatic ductal adenocarcinoma), um tipo de tumor exécrino com origem nas células duc-
tais que revestem os ductos pancreaticos responsaveis pela libertagcdo dos sucos digestivos no duodeno
4, Apesar de se poderem formar em qualquer regido, cerca de 60% a 70% dos tumores pancreaticos sdo
localizados na cabeca do pancreas “.

Quando diagnosticado numa fase precoce, a taxa de sobrevivéncia ao fim de 5 anos associada ao
PDAC é de 20%, valor que decresce para 3% quando detetado num estadio avancado apds metastizacdo
®. A importancia do diagnostico precoce é refletida na diferenca das taxas de sobrevivéncia, contudo,
este apresenta desafios devido a auséncia de sintomas nos estadios iniciais da doenca, ou a presenca de
sintomas vagos e explicados por multiplas patologias, como nauseas e enjoos, dor abdominal e na coluna
dorsal, alteracdes nos habitos intestinais e ictericia 3*.

Na maioria dos casos a doenca progride na fase assintomatica, levando a que aquando do diag-
nostico 80% dos tumores se encontrem localmente avangados ou metastaticos, o que se traduz na des-

cri¢do do cancro pancreatico como um “assassino silencioso” 3.

1.1.1. A identificacdo de biomarcadores como um dos principais desafios no diagnostico e
monitorizacdo do PDAC

A medicina de precisdo ocupa cada vez mais uma posi¢do de destaque no que diz respeito ao
tratamento oncolégico por permitir personalizar os tratamentos e assim aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia. A sua aplicacdo tem por base as caracteristicas genéticas de cada doente e visa a selecdo
de tratamentos dirigidos a alteragdes moleculares determinantes para o desenvolvimento de cancro. Tal
como salientado pelo diretor do servi¢o de Oncologia Médica do Centro Hospitalar Lisboa Norte, para

que esta abordagem terapéutica venha a substituir os tratamentos convencionais, como a quimioterapia,



no tratamento do cancro, é fundamental identificar essas alteracdes moleculares (biomarcadores), bem

como abordagens para inibir a sua atividade ’.

A comparacdo da percentagem de casos diagnosticados tardiamente e da taxa de sobrevivéncia
do PDAC salienta de forma impactante a importancia da existéncia de um plano de rastreio oncol6gico
eficaz. Deste modo, tal como destacado pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN), a iden-
tificacdo de biomarcadores para diagnostico precoce do PDAC representa uma necessidade fulcral para

a alteracédo do progndstico associado a esta neoplasia 8.

Em adicdo a implementacdo de testes para rastreio e diagnostico precoce, outro dos grandes de-
safios no contexto do PDAC diz respeito a monitorizacdo da doenca, visto que a recorréncia do cancro
apos ressecgao cirdrgica ocorre em cerca de 80% dos doentes com PDAC aparentemente localizado, o
que se reflete na reduzida taxa de sobrevivéncia ao fim de 5 anos mesmo nos doentes diagnosticados
precocemente ©. Assim, em adicdo a identificacdo de biomarcadores para diagnéstico, é de extrema
importancia identificar biomarcadores de prognostico que permitam aos clinicos prever a progressao da
doenca e a recorréncia, e deste modo contribuiam para o avango da medicina de precisdo aplicada ao

cancro pancreatico.

1.2. O gene KRAS como potencial biomarcador do PDAC

O gene Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue (KRAS), localizado na regido cromosso-
mica 12p12.1, codifica para uma pequena GTPase com 21,6 kDa, denominada KRAS °.

A proteina KRAS encontra-se ciclicamente num estado ativo, quando ligada a trifosfato de gua-
nosina (GTP - do inglés guanosine triphosphate), e inativo quando associada a difosfato de guanosina
(GDP - do inglés guanosine diphosphate), funcionando assim como um interruptor molecular cuja ati-
vacgdo é responsavel pela transdugdo de sinais extracelulares em sinais intracelulares que ativam dife-
rentes vias de sinalizagdo %1, A transicdo entre o estado ativo e inativo de KRAS é catalisada por fatores
de troca de guanina (GEFs - do inglés guanine nucleotide exchange factor), como a son of sevenless
(SOS), e proteinas ativadoras da atividade GTPasica (GAPs - do inglés GTPase-activating protein). As
GEFs promovem a troca de GDP por GTP e consequentemente as alteracdes conformacionais que re-
sultam na ativacdo de KRAS, enquanto as GAPs estimulam a atividade hidrolitica de GTP intrinseca de
KRAS, levando a sua inativagdo 11213,

A ativacdo extracelular de recetores celulares, como o recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR - do inglés epidermal growth factor receptor), pela ligagéo de ligandos, resulta na sua autofos-
forilacdo e dimerizagdo, e no consequente recrutamento de proteinas adaptadoras. Estas, como a growth
factor receptor-bound protein 2 (GRB2), associam-se as GEFs que posteriormente estimulam a troca
de GDP por GTP, levando a formagéo rapida e transitéria de KRAS-GTP (Figura 1.1) 01112,

A alteracdo conformacional associada a ativacdo de KRAS possibilita a sua interagdo com mais

de oitenta proteinas efetoras, iniciando assim a ativacdo de diversas vias de sinalizagdo intracelular,

2



como a Via das proteinas quinases ativadas por mitogénios (MAPK - do inglés mitogen-activated protein
kinase) e a via da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K - do inglés phosphoinositide 3-kinase), envolvidas
na regulacdo de processos celulares como a proliferagédo, apoptose e angiogénese, bem como na regula-
c¢do de alteracBes ao nivel do citoesqueleto que interferem na adesdo e migracdo celular. Finalizada a
resposta ao estimulo, ocorre a hidrolise de GTP a GDP pela atividade hidrolitica intrinseca de KRAS,
estimulada pela interacdo com GAPs (Figura 1.1) 101412,

Mutac6es missense no gene KRAS alteram o equilibrio homeostatico entre o estado ativo e inativo
de KRAS, levam a sua estabilizacdo no estado ativo (KRAS-GTP). Estas muta¢gdes comprometem a
hidrdlise de GTP, ndo s6 pela diminuicéo da atividade hidrolitica intrinseca de KRAS, mas também pela
reducdo da sua interacdo com GAPs. Deste modo, as mutages resultam na ativacdo constitutiva de
KRAS, persistentemente ligada a GTP, com consequente ativacdo desregulada (independente de esti-
mulos externos) das vias de sinalizagdo a jusante da proteina que promovem os processos celulares que
determinam o desenvolvimento de cancro (Figura 1.1) 012,

As mutacOes descritas sdo consideradas o maior evento molecular no cancro pancreético, uma
vez que o gene KRAS representa o gene mais frequentemente mutado em PDAC, encontrando-se mutado
em mais de 90% dos doentes ®. De acordo com a literatura, cerca de 98% das mutacOes pontuais em
KRAS sdo detetadas nos coddes 12, 13 ou 61 do gene, sendo as mutagdes no primeiro ou segundo nu-
cledtido do codédo 12 (ex&o 2) as mais comuns em PDAC por refletirem até 95% das mutagdes detetadas
910 Estas mutac@es resultam na alteracdo do aminoécido glicina, codificado pelo coddo GGT, por um
acido aspartico (GGT>GAT, G12D), uma valina (GGT>GTT, G12V) ou uma arginina (GGT>CGT,

G12R), em 44%, 33% e 15% dos casos, respetivamente °,
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Figura 1.1. Representac¢do simplificada da via de sinalizagdo da proteina KRAS. A ativacdo de
recetores pela ligacéo de ligandos, como fatores de crescimento, citocinas e hormonas, resulta no recruta-
mento de proteinas adaptadoras, como a growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2). Estas interagem
com GEFs, como a son of sevenless (SOS), e, quando a proteina KRAS se encontra associada a membrana
plasmatica, estimulam a conversdo de GDP a GTP, levando a ativacéo de varias vias de sinalizagdo, como a
via das proteinas quinases ativadas por mitogénios (MAPK) e a via da fosfatidilinositol 3-cinase (P13K). As
vias de sinalizacdo a jusante de KRAS estdo envolvidas na regulacéo de diversos processos celulares como
a proliferacdo, apoptose e angiogénese, bem como na regulacdo do citoesqueleto. A resposta ao estimulo
extracelular é finalizada pela hidrélise de GTP a GDP pela atividade hidrolitica intrinseca de KRAS, acele-
rada pela interagdo com GAPs. Mutagfes em KRAS comprometem a transicdo de KRAS-GTP (estado ativo)
para KRAS-GDP (estado inativo) através da diminuicdo da atividade hidrolitica intrinseca da proteina e da
reducdo da sua interacdo com GAPSs, levando a ativacdo constitutiva de KRAS. Deste modo, as vias de sina-
lizagdo a jusante sdo constitutivamente ativadas, o que determina o desenvolvimento de cancro %1112, Criada
com BioRender.com.

AKT: protein kinase B; ERK: Extracellular signal-regulated kinase; MEKK: Mitogen-activated protein ki-
nase kinase; mTOR: Mechanistic target of rapamycin; RAF: Rapidly accelerated fibrossarcoma.

1.2.1. KRAS como potencial biomarcador para o diagnéstico do PDAC

O diagndstico do cancro pancreatico tem por base a realizacdo de exames complementares de
diagndstico como a tomografia computadorizada (CT - do inglés computed tomography), a ressonancia
magnética (MRI - do inglés magnetic resonance imaging) e a ecoendoscopia (EUS - do inglés endos-
copic ultrasound), que, por possibilitar a realizagdo de uma bidpsia aspirativa por agulha fina (FNA -
do inglés fine needle aspiration), € um exame de extrema importancia tendo em conta a necessidade da
realizacdo de uma bidpsia para a obtengdo de um diagnostico definitivo. Deste modo, a ecoendoscopia

com puncdo aspirativa por agulha fina (EUS-FNA - do inglés endoscopic ultrasound-guided fine-needle



aspiration) é atualmente considerado um exame extremamente Gtil no contexto do diagnostico e estadi-
amento de PDAC 1014,

A sensibilidade da EUS-FNA varia entre 65% e 95%, e depende ndo s6 da experiéncia do opera-
dor, mas também da presenca de regides necroticas e ricas em estroma na massa tumoral, que resultam
na reducdo da sensibilidade do exame. Outro dos aspetos a considerar diz respeito a percentagem de
falsos negativos obtidos por EUS-FNA, entre 30% a 50%, assim como a obtencdo de resultados incon-
clusivos em até 20% dos casos 10158,

As limitagOes descritas, em particular a obtengéo de resultados inconclusivos e resultados nega-
tivos em casos em que a apresentacdo clinica é indicativa de cancro pancreatico, constituem um pro-
blema por culminarem no atraso do diagndstico 1*%°. Nesse sentido, é clara a necessidade da implemen-
tacdo de uma metodologia que permita dar resposta aos problemas apresentados, contribuindo assim
para reduzir o atraso no diagndstico e, consequentemente, para a melhoria do prognéstico.

Considerando os estudos presentes na literatura, a detecdo de mutagdes em KRAS em amostras
recolhidas através de EUS-FNA é possivel e potencia a distingdo entre lesdes solidas pancreaticas be-
nignas e malignas, que se encontram usualmente associadas a presenca de KRAS wild-type (wt) e a
detecdo de mutagBes no gene, respetivamente 11819 Neste sentido, a detecdo de mutagdes em KRAS é
indicativa de PDAC, especialmente quando associada a apresentacéo clinica, e, pelo contrario, amostras
com KRAS wt sdo usualmente indicativas de doenga benigna, como pancreatite cronica e pancreatite
autoimune 1020,

De acordo com uma meta-analise de Fuccio et al. 8, a andlise por citopatologia de amostras re-
colhidas através de EUS-FNA apresenta uma sensibilidade de 80,6% para o diagndstico diferencial de
PDAC, valor que aumenta para 88,7% quando combinada com a analise mutacional de KRAS. Adicio-
nalmente, o estudo concluiu que a analise mutacional de KRAS em amostras inconclusivas por citopa-
tologia resulta na reducdo da taxa de falsos negativos em 55,6%. Resultados concordantes foram obtidos
por Bournet et al. ° que reportou um aumento de 18% e 15% na sensibilidade e valor preditivo negativo,
respetivamente, da citopatologia em combinacéo com a analise mutacional de KRAS, comparativamente
a andlise por citopatologia isoladamente. Deste modo, a detecdo de uma mutacdo em KRAS em amostras
inconclusivas por citopatologia em combinacdo com apresentacao clinica e radioldgica de PDAC, po-
dera evitar a repeticdo da EUS-FNA, recomendada pela European Society of Gastro intestinal Endos-
copy (ESGE) nestes casos, permitindo antecipar a confirmacéo do diagnostico e, caso aplicavel, a rea-
lizacdo de resseccéo cirlrgica 182022,

Considerando os varios estudos que, com recurso a diferentes técnicas analisaram o potencial da
analise mutacional de KRAS no diagnéstico diferencial de PDAC, é possivel concluir que, apesar de o
diagndstico molecular ndo substituir a citopatologia, a sua realizacao resulta no aumento da sensibili-
dade no diagnéstico de PDAC comparativamente a analise por citopatologia isoladamente 201820, Assim,

do ponto de vista clinico, a reducdo da taxa de falsos negativos e da necessidade de repeti¢cdo da EUS-



FNA contribui para evitar atrasos na tomada de decisGes terapéuticas e reduzir a perda de ressecabili-

dade cirurgica do tumor devido a progressdo da doenca °.

1.2.2. O potencial da anélise mutacional de KRAS em ctDNA no PDAC

Atualmente na prética clinica os testes moleculares para anélise de biomarcadores tumorais séo
maioritariamente realizados com recurso a amostras de tecido tumoral recolhidas durante uma cirurgia
ou bidpsia 1°. Ambos os procedimentos sdo invasivos e estdo naturalmente associados a riscos, pelo que
a sua implementacdo num plano de rastreio e detec@o precoce de cancro, bem como de monitorizacdo
da doenca, ndo é viavel .

Neste ambito, devido a sua natureza pouco invasiva as biopsias liquidas estdo atualmente a des-
pertar cada vez mais interesse no ambito do diagnéstico do cancro, mas também na monitorizacao da
sua evolucdo ao longo do tratamento e na detecdo de doenca residual minima (MRD - do inglés minimal
residual disease) ap0ds resseccao cirdrgica. As bidpsias liquidas tém por base a analise de biomarcadores
em amostras bioldgicas de tecidos ndo solidos obtidas maioritariamente de sangue, preferencialmente

plasma, mas também de outros fluidos biolégicos como urina e saliva .

A existéncia de DNA circulante livre de células (cfDNA - do inglés circulating cell-free DNA)
foi primeiramente descrita em 1948 por Mandel e Métais 2> no sangue de individuos saudaveis, tendo
sido posteriormente concluido que doentes com cancro apresentam niveis aumentados de cfDNA 23, O
cfDNA é libertado pelas células tumorais através de apoptose, necrose ou secrecao ativa, e contém mu-
tacGes especificas das células neoplésicas, sendo por isso denominado DNA tumoral circulante (ctDNA

- do inglés circulating tumour DNA) (Figura 1.2) 82425,

Através da analise do ctDNA as bidpsias liquidas permitem obter mais informacao sobre a hete-
rogeneidade do tumor relativamente a uma bidpsia de tecido tumoral, uma vez que permitem analisar

os biomarcadores libertados por toda a massa tumoral primaria e suas metastases ™.
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Figura 1.2. Componentes das biopsias liquidas para a dete¢cdo de biomarcadores de cancro
em ctDNA. O ctDNA é libertado pelas células tumorais através de apoptose, necrose ou secrecéo ativa para
a corrente sanguinea, de onde pode ser filtrado para a saliva e urina. Tendo em conta a ampla utilizacdo das
anélises de sangue na pratica clinica e a simplicidade da sua colheita, a analise de ctDNA presente no sangue,
particularmente no plasma, representa uma das abordagens mais estudadas e com maior potencial no contexto
da analise de biomarcadores através de biopsias liquidas para diagndstico e monitorizacdo do cancro S,
Adaptada de “Tumor Microenvironment”, por BioRender.com (2021). Disponivel em https://app.bioren-
der.com/biorender-templates.

ctDNA: DNA tumoral circulante; CTC: Célula tumoral circulante.

1.2.2.1. KRAS como biomarcador para rastreio e diagnostico precoce de PDAC

Adicionalmente & auséncia de sintomas nos estadios iniciais da doenca que levem os doentes a
procurar apoio médico, outro dos fatores que contribui para o diagnéstico tardio de PDAC diz respeito

a auséncia de testes de rastreio eficazes.

Atualmente o melhor biomarcador para a detecéo e monitorizacdo do PDAC é o antigénio carbo-
hidrato 19-9 (CA 19-9). Porém, este apenas apresenta elevada sensibilidade (79% - 81%) e especifici-
dade (82% - 90%) num estadio avancado da doenca, geralmente quando os doentes ja exibem sintomas,
ndo tendo deste modo potencial para ser utilizado como biomarcador para rastreio e detecdo precoce
desta neoplasia 1%, Qutra das limitagdes associadas a implementacéo do CA 19-9 como biomarcador
universal no contexto do PDAC diz respeito aos resultados falsos negativos em doentes que, por apre-
sentarem fenétipo Lewis negativo, observado em 5% a 10% da populacdo, ndo sintetizam o antigénio
CA 19-9 %, Deste modo, é urgente a necessidade da identificacdo de alteragdes moleculares que possi-
bilitem a detecdo precoce do PDAC e cuja analise possa ser incorporada num plano de rastreio oncolé-

gico.



Para além da sua aplicacdo no diagndéstico de PDAC juntamente com a analise por citopatologia,
a analise mutacional de KRAS podera apresentar potencial no &mbito do diagndstico precoce do cancro
pancreatico, contribuindo assim para a melhoria do progndstico a ele associado.

Mutacdes em KRAS sdo um dos primeiros eventos genéticos associados a carcinogénese pancrea-
tica, tal como evidenciado pela sua detecdo em lesGes pré-neoplasicas e precursoras comuns, tais como
neoplasias intraepiteliais pancreéaticas (PanIN — do inglés pancreatic intraepithelial neoplasia). Consi-
dera-se que, em geral, ap6s a aquisicdo da primeira mutacdo oncogénica em KRAS decorre um periodo
de dez a quinze anos até ao desenvolvimento de metastases, associadas a doenca incuravel, o que cons-
titui uma janela de oportunidade para a detecdo precoce de PDAC %2728, Deste modo, a detecdo e andlise
de lesBes pré-neoplésicas e precursoras no pancreas podera potenciar o diagnoéstico de PDAC num es-
tadio inicial da doenga.

As técnicas de imagiologia disponiveis e atualmente utilizadas no diagnéstico de PDAC, como a
MRI e CT, apresentam limitagdes por ndo permitirem detetar PanINs, apenas detetaveis através de pro-
cedimentos invasivos como a EUS 2%, Por outro lado, considerando que mutagdes no gene KRAS ocor-
rem cedo no desenvolvimento de PDAC, sendo detetadas em PanIN, a incorporacdo do estudo de KRAS
em ctDNA através de bidpsia liquida podera ser vantajosa no rastreio desta neoplasia %27,

De acordo com a literatura, a presenca de mutagdes em KRAS em ctDNA é detetada em 30% a
68% dos doentes nos estadios iniciais de PDAC (tumor ressecavel), valor que aumenta para 70% a 80%
em doentes com PDAC localmente avancado ou metastatico 2. Assim, apesar da elevada sensibilidade
de algumas das técnicas atualmente disponiveis, € clara a dificuldade da analise mutacional de KRAS
em ctDNA nos estadios iniciais da doenca. Esta dificuldade dever resultar da reduzida concentragdo
de ctDNA em circulagéo, o que reflete o tamanho da massa tumoral e a auséncia de metastases. Em
adicdo, a sensibilidade e especificidade da analise mutacional de KRAS em ctDNA varia consoante a

técnica de detecdo utilizada 1.

Apesar da informacdo presente na literatura indicar limitacfes na analise de KRAS em ctDNA
para rastreio de PDAC, a analise do gene em conjunto com outros biomarcadores podera ser promissora
neste contexto. Um estudo realizado em 2017 com amostras de doentes com PDAC ressecavel revelou
o0 potencial da combinacdo da detecdo de mutagdes em KRAS em ctDNA com a analise de quatro bio-
marcadores proteicos como metodologia de rastreio e detecdo precoce de PDAC 3. Neste estudo, a
detecdo de mutacdes em KRAS isoladamente permitiu identificar 30% dos doentes, valor que aumentou
para 64% quando em conjugacdo com a anélise do antigenio carcinoembrionério (CEA), CA19.9, fator

de crescimento de hepatécitos e osteopontina, tendo resultado numa especificidade de 99,5%.

Apesar dos avangos nas técnicas de diagnéstico molecular e na investigacdo em torno da analise
de biomarcadores em ctDNA, em particular a analise de KRAS no contexto de PDAC, a quantidade de
ctDNA presente nos fluidos biolégicos nos estadios iniciais da doenca permanece um desafio a imple-

mentacgdo das bidpsias liquidas na pratica clinica no &mbito da detecdo precoce de PDAC.



1.2.2.2. KRAS como biomarcador de prognostico e preditivo de recorréncia no PDAC

Atualmente a ressecc¢do cirdrgica do tumor é a Unica opc¢do de tratamento curativa para PDAC,
no entanto, apenas cerca de 15% a 20% dos doentes sdo elegiveis para cirurgia, uma vez que a maioria
apresenta PDAC localmente avancado ou metastatico aquando do diagnéstico 4. Contudo, a recorréncia
do cancro permanece um dos grandes desafios no tratamento do PDAC, sendo detetadas metéstases ao
fim de 5 anos em 80% doentes com PDAC localizado mesmo apo6s cirurgia de ressec¢do com margens

de resseccdo negativas 2,

Apos o procedimento cirdrgico, os doentes sdo monitorizados através de exames de imagiologia,
nomeadamente CT, e através do biomarcador CA 19-9.5%, Tal como na detecdo de lesdes pré-neopla-
sicas, esta € uma abordagem com precisdo modesta para a dete¢do de recorréncias, sendo, de acordo
com alguns estudos, superada pela analise de ctDNA que aparenta possibilitar a detecdo de metastases

radiograficamente ocultas 356,

No ambito da medicina de precisdo em PDAC é de extrema importancia que os clinicos possuam
a maior quantidade de informacdo possivel no momento do diagnostico de forma a identificarem os
doentes com maior risco de recorréncia, que beneficiaram de uma estratégia de monitorizacdo mais

apertada, e a definirem a estratégia terapéutica mais adequada a cada caso.

A detecdo de mutagdes em KRAS em ctDNA anteriormente a ressec¢do cirdrgica encontra-se
associada a reducédo do tempo médio de sobrevivéncia livre de recorréncia (RFS - do inglés relapse-free
survival) e da sobrevivéncia global (OS - do inglés overall survival) 63237, Neste sentido, a analise mu-
tacional de KRAS em ctDNA podera permitir identificar doentes com PDAC que beneficiariam de in-

tensificacdo do tratamento antes e apds o procedimento cirtrgico 3,

Um estudo de Lee et al. * reportou a detecdo de mutacdes em KRAS em ctDNA extraido de
plasma em 62% dos doentes com PDAC ressecavel anteriormente a cirurgia para ressecgdo tumoral. Em
adicdo, o grupo observou que a recorréncia do cancro ocorreu em 83% dos doentes, o que indica o
potencial da analise mutacional de KRAS em ctDNA como biomarcador preditivo de recorréncia no
contexto pré-cirargico. Nesse sentido, alguns estudos sugerem que os doentes com PDAC ressecavel
para os quais é detetado ctDNA anteriormente a resseccao cirdrgica constituem um grupo de risco que

podera beneficiar de tratamento neoadjuvante 5%,

Neste ambito, um estudo de Groot et al. * revelou a presenca de mutacdes em KRAS em ctDNA em
21% dos doentes que realizaram quimioterapia neoadjuvante em compara¢ao com 69% na auséncia de
tratamento. De referir que todos os doentes submetidos a quimioterapia neoadjuvante, mas cuja detecdo
de ctDNA permaneceu, reincidiram apds a cirurgia. De acordo com Yamaguchi et al. *°, doentes com
PDAC ressecavel/ressecavel borderline para os quais sdo detetadas mutacGes em KRAS em ctDNA an-

teriormente a ressecc¢do cirurgica, apresentam uma OS superior quando submetidos a quimioterapia ad-



juvante. Deste modo, a detecdo de ctDNA no contexto pré-cirdrgico podera igualmente indicar a neces-
sidade de tratamento adjuvante com o intuito de melhorar a sobrevivéncia e, por outro lado, a ndo dete-

céo podera poupar os doentes a um regime de quimioterapia mais agressivo .

O ctDNA apresenta um tempo de semi-vida curto, pelo que a sua dete¢do ap6s resseccao cirdrgica
é indicativa da presenca de células tumorais, o que se reflete num risco elevado de recorréncia . De
acordo com a literatura, a detecdo de mutagbes em KRAS em ctDNA ap0s cirurgia apresenta uma sen-
sibilidade e especificidade de cerca de 90% como biomarcador preditivo de recorréncia, antecipando a

sua detecdo por exames de imagiologia -,

Assim, a analise mutacional de KRAS em ctDNA permite aos clinicos prever a recorréncia do
cancro e auxiliar na selecdo da abordagem terapéutica mais adequada a cada doente, nomeadamente
indicando a necessidade de tratamento neoadjuvante ou adjuvante nos casos em que ctDNA for detetado

no contexto pré- ou pos-cirurgico.

S&o varias as evidéncias que apontam para a relevancia da analise mutacional de KRAS no diag-
nostico de PDAC, bem como para o potencial do gene como biomarcador de progndstico e preditivo de
recorréncia. Contudo, apesar das inumeras potencialidades das biopsias liquidas para analise de ctDNA,
a sua aplicacdo na prética clinica ainda apresenta limitagOes, particularmente devido a reduzida concen-
tracdo de ctDNA presente em amostras bioldgicas. Deste modo, para que esta abordagem pouco invasiva
seja mais amplamente incorporada na monitorizacdo do PDAC, e especialmente na sua dete¢do em po-
pulacdes assintomaticas, € necessario que se facam avancos no desenvolvimento de técnicas com ele-

vada sensibilidade e especificidade para a detecdo de ctDNA 1,

1.3. Anélise mutacional de KRAS

Para além da identificacéo de alterac6es moleculares preponderantes no desenvolvimento de can-
cro, é igualmente essencial desenvolver testes de diagnostico que permitam detetar essas alteracbes na
pratica clinica. Para tal, varios aspetos devem ser tidos em conta na selecéo da técnica de detecdo de
muta¢Bes mais adequada, nomeadamente a sensibilidade, especificidade e limite de dete¢do da mesma,
bem como a dificuldade de execucéo, tempo de resposta e custos associados “°.

Atualmente existem varias técnicas que possibilitam a detecdo de mutacfes no gene KRAS em
amostras bioldgicas, sendo que a grande maioria se baseia na adaptacdo da Polymerase Chain Reaction
(PCR), discutida seguidamente, ou na sua aplicagdo como passo inicial para amplificacio da regido do
gene em estudo (maioritariamente o segundo exao).

A informacdo presente na Tabela 1.1 sumariza as principais caracteristicas das técnicas Amplifi-
cation Refractory Mutation System (ARMS), High-Resolution Melting Analysis (HRMA) e Sequencia-

c¢do de Sanger (SS), que serdo discutidas seguidamente por ordem decrescente do limite de detecéo.
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Tabela 1.1. Tabela resumo das vantagens e desvantagens das técnicas Amplification Refractory
Mutation System (ARMS), High-Resolution Melting Analysis (HRMA) e Sequenciagéo de Sanger (SS)
para analise mutacional de KRAS.

Técnicade Limite de

x Vantagens Desvantagens Referéncias
testagem detecdo
ARMS ~1% Maior sensibilidade; Apos varios ciclos da reagdo 9, 51,53
Elevada especificidade. podera ocorrer amplificacdo a

partir de primers mismatched.
Geralmente s6 deteta uma mu-
tacdo especifica por reacéo
HRMA 3-10%  Vantajosa para screening N&ao permite genotipagem das 9, 40, 51, 55

em larga escala; amostras;
Dificuldade técnica redu- Especificidade reduzida;
zida. Necessario confirmar os resul-
tados positivos.
SS 15-20% Analisa toda a sequéncia Menor sensibilidade; 9, 40, 51, 59
amplificada. Sensibilidade limitada em

amostras com < 30% de célu-
las neoplésicas;

Maior tempo de execucdo;
Maior dificuldade técnica.

ARMS: Amplification Refractory Mutation System; HRMA: High-Resolution Melting Analysis; SS: Sequen-
ciacdo de Sanger.

PCR em Tempo Real

A PCR consiste numa técnica de amplificacdo exponencial de acidos nucleicos que permite obter
milhdes de copias de uma molécula de DNA através da realizacéo de ciclos de temperatura %X, As dife-
rentes temperaturas utilizadas em cada ciclo possibilitam a desnaturacdo das moléculas de DNA (Figura
1.3A), o annealing dos primers complementares a regido a amplificar (Figura 1.3B) e, por Gltimo, a
extensdo do produto da reagdo pela DNA polimerase (Figura 1.3C).

Tradicionalmente a andlise dos produtos obtidos nas reacdes de PCR requeria a realizagdo de uma
eletroforese em gel de agarose, necessidade que foi ultrapassada pela introducéo da tecnologia do PCR
em Tempo Real. O PCR em Tempo Real permite monitorizar as reagdes de PCR através da medicéo de
fluorescéncia, uma vez que 0 aumento desta ao longo da reagdo € proporcional a quantidade de produto
formado (Figura 1.3D) “2.

Atualmente existem varias tecnologias que possibilitam a detecdo de fluorescéncia. A mais sim-
ples e econdmica diz respeito a moléculas cuja ligagdo a DNA em cadeia dupla (dSDNA, do inglés
double-stranded DNA) resulta no aumento da fluorescéncia por elas emitida, doravante designadas co-
rantes fluorescentes de ligacdo a dsDNA. Estes, apesar de facilmente adicionados a qualquer PCR, nédo

permitem diferenciar produtos especificos de inespecificos formados durante a reagdo 2. Por outro
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lado, existem tecnologias com elevada especificidade que se baseiam na utilizacéo de sondas de oligo-
nucledtidos marcadas com fluorescéncia cuja detecdo depende da sua hidrélise, como as sondas Ta-
gman, ou da sua hibridizacdo com um produto de PCR especifico, como os molecular beacon 424445,

O PCR em Tempo Real, por permitir monitorizar as rea¢fes de PCR, veio revolucionar o diag-
nostico molecular, onde é amplamente aplicado em conjugacao com outras técnicas por eliminar a ne-
cessidade da realizacdo de um passo de analise adicional, reduzindo assim o tempo de obtencédo de

resultados (Figura 1.3) #2.

) Desnaturagio B) Annealing dos primers
dsDNA (95°C) (60°C)
DNA alv:
ave / e SIHIH.IIIHI[IH.\I\H\\
- 5 et LUl
> 1 TT ITT r . T Primer reverse
 [ETTTETIEN — . @% —- -
(‘ Primer Forward 4
3 [LIIIIIIIIIHIIII]H
D) C) Extensdo (72°C)
I)!\w\l‘[-\‘.mvqu_r (6
;E Amplificagdo " @
§ -+ b i
] -
2 5 —
Sem amplificagio 3 [ }: ] LLLLLLLLLLL
Cicl .
e 0 Sinal de

fluorescéncia

Figura 1.3. Representacdo esquematica de uma reacdo de PCR em Tempo Real com recurso
a corantes fluorescentes de ligacdo a dsDNA. O PCR consiste na amplificagdo exponencial de acidos
nucleicos a partir de um DNA alvo através da realizacdo de ciclos de temperatura que possibilitam (A) a
desnaturacdo das moléculas de DNA, (B) o annealing dos primers complementares a regido a amplificar e
(C) a extensdo do produto da reagdo pela DNA polimerase. O PCR em Tempo Real permite monitorizar as
reacOes de PCR ao longo do curso da reagdo através da medigdo da fluorescéncia emitida (D). Uma das
tecnologias utilizadas no PCR em Tempo Real diz respeito a utilizacdo de corantes fluorescentes de ligagdo
ao dsDNA. Ao longo da reagdo, em amostras contendo a sequéncia a amplificar, o corante ird associar-se as
novas cadeias de dsDNA a ser sintetizadas (C) resultando no aumento da intensidade da fluorescéncia pro-
porcionalmente a quantidade de produto de PCR formado “**>*, Adaptada de “Fluorescent Dye-Based
Tempo Real PCR”, por BioRender.com (2021). Disponivel em https://app.biorender.com/biorender-templa-
tes.

dsDNA: DNA em cadeia dupla.

Amplification Refractory Mutation System (ARMS)

A combinacdo do PCR tradicional com outras técnicas moleculares, como a SS, possibilita a ge-
notipagem de amostras biolégicas e consequentemente o diagnéstico de doencas genéticas “°.
De modo a tornar este processo mais simples e rapido, Newton et al.*® adaptaram o PCR de modo a que

este, jJuntamente com a andlise dos produtos de amplificacéo por eletroforese em gel de agarose, permi-
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tisse identificar alteracdes em apenas um nucledtido de DNA sem a necessidade de sequenciar os pro-
dutos obtidos. A técnica descrita, denominada ARMS, permite ndo s6 genotipar determinado locus, mas
também caracterizar os individuos em heterozigéticos e homozigoticos para qualquer um dos alelos em
estudo (wt ou mutado) “°.

O ARMS tem por base o desenvolvimento de condi¢des de PCR que nao resultem em amplifica-

¢do quando na presenca de um primer contendo um mismatch na regido 3". Em oposicéo ao PCR tradi-
cional em que sdo utilizados dois primers na reacéo, a detecdo de mutacdes pontuais por ARMS baseia-
se na utilizacdo de trés primers, dois deles diferindo no nucleétido 3" e sendo por isso alelo-especificos
(Figura 1.4A). O nucle6tido 3" de um dos primers é complementar a sequéncia wt do gene em estudo,
enquanto o outro é complementar a sequéncia que apresenta a mutacéo pontual em analise .
Contudo, em inimeros casos a presenca de apenas um mismatch na regido 3" ndo permite diferenciar
amostras wt de amostras mutadas por resultar em amplificagdo em ambas. Uma das abordagens adotadas
nestas situacdes passa pela insercdo de um mismatch adicional na regido 3" dos primers de modo a
aumentar a especificidade das reacGes e permitir a genotipagem das amostras “6.

A técnica ARMS requere a realizacdo de duas reacdes de PCR independentes, nas quais sao uti-

lizados dois conjuntos de primers diferentes: um primer comum, complementar tanto a sequéncia wt
como mutada, e um primer especifico para um dos alelos (wt ou mutado). A realizacdo das reacdes
descritas em condi¢des de PCR previamente otimizadas resulta em amplificacdo apenas nas reagdes em
gue o primer ndo comum nao apresenta um mismatch com o DNA alvo no ultimo nucleétido da regido
37, ou seja, quando este é complementar a sequéncia da amostra em estudo #4647,
Finalizadas as reacdes os produtos séo analisados por eletroforese em gel de agarose “. Em amostras de
individuos heterozig6ticos ocorre amplificagdo em ambas as reagfes, sendo por isso observadas duas
bandas no gel de agarose (Figura 1.4B.3). Por outro lado, em amostras de individuos wt ou homozig6-
ticos para a mutagdo em andlise apenas ira ocorrer amplificacdo numa das reagdes, sendo por isso ob-
servada uma Unica banda no gel (Figura 1.4B.1 e 1.4B.2).

A realizacdo de ambas as reacOes é apenas essencial quando no diagnostico de determinada pato-
logia a presenca de um ou dois alelos mutados em determinado locus apresenta relevancia na sua carac-
terizacdo clinica. Todavia, para o rastreio da presenca de determinada mutacdo apenas a reagdo com o
primer complementar a sequéncia mutada é necessaria *’.

Com a evolucdo tecnoldgica as reagcdes de ARMS passaram a ser realizadas em Tempo Real,
deixando de ser necessario realizar uma eletroforese para analise dos produtos de amplificacdo. Deste
modo, todo o processo é realizado num sistema fechado, 0 que ndo s6 é mais conveniente e rapido, mas
também, por ndo ser necessario manipular os produtos de amplificacdo, reduz o risco de ocorréncia de
erros e contaminacéo .

Atualmente encontra-se disponivel um kit comercial, Therascreen KRAS Mutation Detection kit *° (DxS
Ltd, Manchester, United Kingdom), baseado na técnica de ARMS em Tempo Real com primers Scor-

pion °°, que possibilita a detecdo das sete mutacdes mais prevalentes nos coddes 12 e 13 do exdo 2 de

13



KRAS (G12A, G12D, G12R, G12C, G12S, G12V, G13D). Esta técnica apresenta elevado potencial para
diagnostico, uma vez que se destaca pela sua elevada especificidade e sensibilidade, apresentado um
limite de detecdo de cerca de 1% 5. Desta forma, é claro o potencial da técnica de ARMS no contexto
clinico para detecdo e identificacdo de mutagGes em KRAS, o que € comprovado pelo uso do kit descrito
em ensaios clinicos de fase 111 no ambito do cancro colorretal °2,

Apesar de 0 ARMS ser extremamente vantajoso comparativamente a outras técnicas quando se
consideram os parametros especificidade, sensibilidade e tempo de obten¢do do resultado, é importante
ter em conta que, apesar de ocorrer em menor extensdo, a DNA Polimerase pode iniciar a amplificacdo
a partir de primers contendo mismatches, resultando em resultados falsos positivos °. Em adicéo, a ndo
ser que seja desenvolvida numa abordagem multiplex (varios primers alelo-especificos), cada reacéo de
ARMS apenas permite detetar a presenca de uma mutacdo. Esta limitacdo obriga a realizagdo de multi-
plas reagdes em casos em que mais do que uma mutacao se encontra associada a uma patologia, como

é o0 caso das mutacdes em KRAS no contexto de PDAC %3,
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A)

KRAS wt KRAS mutado
LC . Te¢
Primer s T CAGCGT... 5 4+ “CAGCGT.. 5°
Forwardwf | 5° .. TTGCTTAACGTCGCA... 3|5 .. TTGCTTAGCGTCGCA ... 3°
Primer Cc LCo .
Fomer, —3% € CAGCGT.. 5° € C CAGCGT.. 5
mutado |5 ... TTGCTTAACGTCGCA... 3° |5+ TTGCTTAGCGTCGCA.. 3
B)
Primer Primer Primer  Primer Primer  Primer
wt mutado wit mutado wi mutado

B.1 B.2

Figura 1.4. Principio da técnica Amplification Refractory Mutation System (ARMS). (A) A de-
tecdo de mutagdes pontuais por ARMS baseia-se na utilizagdo de trés primers, dois deles diferindo apenas
no nucledtido 3" (alelo-especificos). O nucledtido 3" do primer wt é complementar a sequéncia wt do gene
em estudo, enquanto o primer mutado é complementar a sequéncia que apresenta a mutacao pontual em
andlise. A introducdo de um mismatch adicional na regido 3" dos primers alelo-especificos permite aumentar
a especificidade das reac6es. Num ARMS tradicional sdo realizadas duas reacGes de PCR nas quais s&o
utilizados dois conjuntos de primers diferentes: um primer comum e um primer especifico para um dos alelos
(wt ou mutado), que determina a ocorréncia ou ndo de amplificacdo. (B) Os produtos das reacGes sdo anali-
sados por eletroforese em gel de agarose. Nas amostras de individuos homozigéticos wt (B.1) ou homozig6-
ticos para a mutacdo em estudo (B.2) s se observa uma banda no gel correspondente a reagdo com o primer
wt e mutado, respetivamente. Em amostras de individuos heterozigéticos sdo observadas duas bandas no gel,
uma vez que ocorre amplificagdo em ambas as reagdes (B.3) “¢47.

wt: wild-type.

High-Resolution Melting Analysis (HRMA)

Tal como anteriormente referido, uma das abordagens para detecdo de fluorescéncia em reacoes
de PCR em Tempo Real diz respeito a utilizagdo de corantes fluorescentes de ligacdo a dsDNA. Estes,

por intercalarem com qualquer produto de cadeia dupla, resultam tanto na detecdo de produtos especi-
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ficos como inespecificos, nomeadamente dimeros de primers %2, Desta forma, caso a rea¢do néo apre-
sente elevada especificidade ndo é possivel assegurar que o aumento de fluorescéncia resulte da forma-
¢do do produto pretendido, o que se traduz na necessidade da execucao de técnicas adicionais para va-
lidacéo dos resultados 42,

Com base nesta limitacao surge a HRMA que possibilita a distin¢ao dos produtos de amplificacdo

através da andlise das suas curvas de desnaturacdo, que refletem o seu tamanho e sequéncia >*. Esta
técnica tem por base a desnaturacéo seguida de renaturacao rapida dos produtos de PCR na presenca de
corantes fluorescentes de ligacdo a dsDNA, e posterior desnaturacdo dos mesmos pelo aumento gradual
de temperatura (Figura 1.5A) °%. Durante a rapida renaturacéo das cadeias de DNA sdo formados dois
tipos de heteroduplexes e dois tipos de homoduplexes nas amostras heterozigoticas, e homoduplexes
nas amostras de individuos homoziggticas para cada um dos alelos (Figura 1.5B). A desnaturagao final
dos duplexes traduz-se na diminuicao da fluorescéncia, que ocorre mais rapidamente em amostras hete-
rozigoticas, uma vez que, devido a presenca de mismatches nos duplexes, apresentam uma temperatura
de desnaturagdo mais baixa (Figura 1.5C). Do mesmo modo, a analise do perfil de desnaturacdo de
amostras homozigéticas para diferentes alelos devera permitir a sua diferenciacao devido a diferencas
na temperatura de desnaturacdo dos produtos correspondentes °.
Deste modo, a amplificacdo por PCR em Tempo Real de uma regido de um gene contendo mutacdes
pontuais, como 0 exdo 2 de KRAS, na presenca de um corante fluorescente de ligagcdo a dsDNA, e a
posterior anélise do produto obtido por HRMA, possibilita a identificacdo de amostras contendo muta-
¢Oes clinicamente relevantes em determinado locus.

A HRMA é uma técnica que se destaca nos parametros tempo de resposta, custo, bem como difi-

culdade técnica, 0 que potencia a sua aplicacdo em clinica. Esta apresenta, de acordo com a literatura,
um limite de detecéo entre 3% e 10% para detegdo de mutagdes no exdo 2 de KRAS, inferior ao ARMS
mas superior a SS “%°1%, Contudo, a HRMA apenas permite realizar screening de mutacdes, visto que
a analise do perfil de desnaturacdo permite diferenciar amostras mutadas e wt, mas ndo nomear a muta-
¢do detetada (genotipar). Assim, as amostras caracterizadas como mutadas por HRMA requerem uma
analise complementar com recurso a outra técnica para identificacdo da mutacdo e confirmacéo do re-
sultado 40,
A importancia da confirmacédo dos resultados positivos (amostras mutadas) obtidos por HRMA ¢é fun-
damentada nos problemas de especificidade atribuidos a técnica, tal como demonstrado pela taxa de
falsos positivos superior a 20% reportada por Franklin et al.>!. Esta limitagdo é explicada pela possibi-
lidade de qualquer mutacdo na regido analisada, mesmo sem relevancia clinica, poder resultar num perfil
de desnaturacdo distinto do wt, dando origem a resultados equivocos.

Considerando todos os aspetos associados 8 HRMA, esta destaca-se pelo seu potencial para high
throughput screening de mutac@es, no entanto, quando o objetivo é diagnosticar uma patologia, nome-
adamente PDAC, a necessidade da realizacdo de outra técnica, usualmente SS, para confirmacdo do
resultado e genotipagem das amostras mutadas acresce ao custo e tempo de resposta *5L,
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Figura 1.5. Principio da técnica High-Resolution Melting Analysis (HRMA\). (A) Uma regido de
um gene contendo uma mutagdo pontual associada ao desenvolvimento de cancro é amplificada por PCR em
Tempo Real na presenca de um corante fluorescente de ligacdo a dsDNA. Os produtos de PCR sofrem des-
naturacao seguida de renaturacédo rapida e nova desnaturacéo pelo aumento gradual de temperatura. (B) Du-
rante a rapida renaturacao sao formados dois tipos de heteroduplexes e dois tipos de homoduplexes nas amos-
tras heterozigéticas wt/mut, e homoduplexes nas amostras homozigéticas wt/wt. (C) A HRMA permite obter
o perfil de desnaturagdo de cada amostra. A desnaturacdo final dos duplexes resulta na diminuicao da fluo-
rescéncia, que, devido a presenca de mismatches nos duplexes, ocorre mais rapidamente em amostras hete-
rozigoticas - temperatura de desnaturagdo mais baixa ®%. Criada com BioRender.com.

wt: Alelo wild-type; mut: Alelo mutado.

Sequenciacdo de Sanger (SS) - gold standard

A SS consiste na sintese de DNA complementar pela DNA polimerase na presenca de didesoxir-
ribonucledtidos trifosfatados (ddNTPs, do inglés dideoxynucleotides triphosphates), andlogos dos de-
soxirribonucleotidos trifosfatados (dNTPs, do inglés deoxyribonucleotide triphosphates) que, por ndo
apresentarem um grupo hidroxilo (OH) na posi¢do 3" que permita a formagdo de uma ligagdo fosfodié-
ster com o0 dNTP seguinte, resultam na terminacéo da sintese de DNA. Deste modo, através da incorpo-
racao aleatdria de ddNTPs durante a extensdo pela DNA polimerase sdo obtidos maltiplos fragmentos
de DNA de tamanhos dispares com diferentes ddNTPs terminais (Figura 1.6) :57%,

Tradicionalmente a SS quereria a realizagéo de quatro reagfes em paralelo contendo um dos qua-
tro ddNTPs, e a analise manual dos fragmentos de DNA obtidos por eletroforese em gel de poliacrila-

mida (PAGE, do inglés polyacrylamide gel electrophoresis) de acordo com o seu padrdo de migracéo
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no gel %8, Posteriormente foram feitas alteracGes a técnica que simplificaram a sua execugao por per-
mitirem que esta seja realizada numa Unica reac¢do contendo simultaneamente os quatro ddNTPs mar-
cados com diferentes fluordforos.

A SS automatizada baseia-se na separacao por eletroforese capilar dos fragmentos de DNA marcados
com diferentes ddNTPs e na sua andlise através de um sistema de detecdo. Este, através da excitacdo do
fluor6foro dos ddNTP de cada fragmento por um laser, e consequente emisséo de fluorescéncia de qua-
tro cores diferentes (correspondentes a cada ddNTP), permite a determinagéo da sequéncia de DNA em
estudo pela analise do cromatograma obtido (Figura 1.6) °.

Quando se pretende realizar a genotipagem de uma amostra a SS é sem divida uma das técnicas

disponiveis mais relevantes, uma vez que, apos a realizagcdo de um PCR para amplificacdo da regido a
genotipar, permite analisar toda a sequéncia e assim detetar a presenga de multiplas muta¢Ges pontuais,
mas também pequenas insercdes e delecdes *“°, Deste modo, amplificando a regido do exdo 2 de KRAS,
que contem os coddes maioritariamente mutados em PDAC (codBes 12 e 13), é possivel identificar a
presenca de multiplas mutacdes nesta regido simultaneamente.
Contudo, apesar de ser um dos métodos mais amplamente utilizados para detecdo de mutacdes, esta
apresenta um limite de detecdo modesto de 15% a 20% e consideravelmente inferior a outras técnicas
atualmente disponiveis “*51, Os resultados presentes na literatura sugerem que a SS podera gerar resul-
tados falsos negativos quando utilizada para a analise mutacional de KRAS em amostras de tecido con-
tendo menos do que 30% de células tumorais %, Nesse sentido, de acordo com dois estudos que ava-
liaram a robustez da SS na dete¢do de mutagdes em KRAS em cancro colorretal, a utilizacdo do ARMS
TheraScreen kit referido anteriormente aumentou a taxa de amostras mutadas em 12% >° e 17% %! com-
parativamente a SS.

Desta forma, a informagao presente na literatura evidencia a sensibilidade limitada da SS na ana-
lise de mutagdes em KRAS em amostras com pouca quantidade de células neoplésicas e referentes a
tumores nos estadios iniciais, 0 que limita o seu potencial no contexto do diagnostico precoce de PDAC.
Ainda assim, a SS é por muitos considerada a técnica gold standard para detecdo de mutacdes, sendo
amplamente utilizada como referéncia para confirmacdo dos resultados obtidos por outras técnicas,

como é 0 caso da HRMA 25,
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Figura 1.6. Representa¢do esquematica da técnica Sequenciacdo de Sanger. A SS é uma técnica
amplamente utilizada com o intuito de determinar a sequéncia de regides de DNA especificas previamente
amplificadas por PCR. Para tal, é realizada uma reacdo de amplificacdo de DNA contento todos os reagentes
de um PCR (dNTPs, primer forward e primer reverse, DNA polimerase) e 0o DNA molde, bem como ddNTPs
marcados com diferentes fluoréforos. Durante a extensdo das novas cadeias de DNA pela DNA polimerase,
a incorporacdo de um ddNTP em substituicdo a um dNTP resulta na terminagdo da sintese devido a auséncia
de um grupo OH na regido 3". No final sdo obtidos multiplos fragmentos de DNA de tamanhos dispares com
diferentes ddNTPs terminais, que sao analisados por eletroforese capilar. Através da excitagdo do fluoréforo
de cada fragmento por um laser e consequente emissao de fluorescéncia de quatro cores diferentes (corres-
pondentes a cada ddNTP) é obtido um cromatograma que permite determinar a sequéncia de DNA em estudo
956,57 Adaptada de “Sanger Sequencing”, por BioRender.com (2021). Disponivel em https://app.bioren-
der.com/biorender-templates.

1.4. Contexto e Obijetivo da Tese

O PDAC representa atualmente a quarta principal causa de morte por cancro no mundo, e a taxa

de mortalidade a ele associada ndo tem revelado uma tendéncia decrescente ao longo dos anos. Na rea-

lidade, é estimado que na auséncia de avancos significativos na gestdo desta neoplasia, esta se torne a

segunda principal causa de morte por cancro na Europa até 2030 %L,

Para melhorar o prognoéstico do PDAC é fundamental identificar biomarcadores para diagndstico

e monitorizagdo da doenca, concomitantemente ao desenvolvimento de metodologias para a sua carac-

terizacdo. Ao analisar a informacdo presente na literatura o gene KRAS destaca-se como um potencial
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biomarcador de PDAC, tanto ao nivel do diagnéstico precoce, como na antecipacdo de recorréncia e
monitorizacdo da progressao da doenca.

Deste modo, este projeto teve como principal objetivo o desenvolvimento de uma nova metodo-
logia para detecdo das duas mutacGes mais prevalentes, G12D e G12V, no gene KRAS em PDAC em
amostras de tumores primarios e plasmas. Nesse sentido, foi desenvolvida uma estratégia de amplifica-
c¢do alelo-especifica (ARMS) acoplada a HRMA, designada ARMS/HRMA.

Para tal, o trabalho desenvolvido foi dividido nas seguintes etapas:

« Selegdo de um primer KRAS G12V-especifico;
» Otimizagdo de uma reacdo de ARMS em Tempo Real para detecdo da mutagdo KRAS
G12V com recurso a material genémico controlo;
» Selec¢do da técnica HRMA como metodologia de analise dos produtos formados na reagdo
de ARMS de modo a aumentar a especificidade da reacdo: Estratégia ARMS/HRMA,;
» Validagdo da estratégia ARMS/HRMA para detecdo da mutagdo KRAS G12V com re-
curso a amostras tumorais e de plasma de doentes com PDAC;
» Extracdo de DNA de amostras tumorais e de plasma;
« Amplificacdo do exédo 2 de KRAS;
« Sequenciagdo do exdo 2 de KRAS;
« Analise da sequéncia do coddo 12 de KRAS.
» Selegdo de um primer KRAS G12D-especifico;
» Validagdo da estratégia ARMS/HRMA para dete¢do da mutagdo KRAS G12D com re-

curso a amostras tumorais e de plasma de doentes com PDAC.
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2.
MATERIAIS E METODOS

Materiais

Acido acético (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Chem Lab nv, Zedelgem, Bélgica);

Agarose (NzyTech, Lisboa, Portugal);

Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA);

dNTPs NZYMix (NzyTech, Lisboa, Portugal);

EvaGreen Dye 20x (Biotium, Fremont, California, EUA);

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, Califérnia, EUA);

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA);
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Basileia, Suica);

Isopropanol (Chem Lab nv, Zedelgem, Bélgica);

NZY M-MuLV First-Strand cDNA Synthesis Kit (NzyTech, Lisboa, Portugal);

NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x) (NzyTech, Lisboa, Portugal);

NZYTaqg Il 2x Green Master Mix (NzyTech, Lisboa, Portugal);

NZYTaq Il DNA polymerase, respectivo buffer 10x e solugdo de MgCl, 50 mM (NzyTech,
Lisboa, Portugal);

Tris Base (Fisher BioReagents, Pittsburgh, Pennsylvania, EUA).

Equipamentos

Balanga Digital;

Bloco de Aquecimento (Amadora, Portugal);

Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Hilden, Alemanha);

Cuba de Eletroforese (Bio-Rad, Hercules, California, EUA);

GelDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA);

Microcentrifuga Mini Star (Amadora, Portugal);

NanoDrop (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA);

PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad, Hercules, California, EUA);

Speed Vac Concentratror (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).
Termociclador DNA Engine® (Bio-Rad, Hercules, California, EUA);
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Materiais Biol6gicos

No trabalho desenvolvido foi utilizado DNA genémico (gDNA) cedido pela Doutora Marilia
Cravo e Doutora Béarbara Mourdo do Hospital Beatriz Angelo de trés linhagens celulares, duas delas
com diferentes muta¢@es no coddo 12 de KRAS, e uma wt para 0 mesmo coddo. As suas caracteristicas

encontram-se descritas abaixo e na Tabela 2.1 %2,

« Linhagem celular SW480 (ATCC® CCL-228™) correspondente a células imortalizadas do c6-
lon de um doente do sexo masculino de 50 anos com adenocarcinoma colorretal;

« Linhagem celular SW48 (ATCC® CCL-231™) correspondente a células imortalizadas do cdlon
de um doente do sexo feminino de 82 anos com adenocarcinoma colorretal;

« Linhagem celular LS174T (ATCC® CL-188™) correspondente a células imortalizadas do célon

de um doente do sexo feminino de 58 anos com adenocarcinoma colorretal.

Em adigdo, foram utilizadas amostras clinicas de plasma (38 amostras) e tumores primarios (48
amostras) de doentes com PDAC cedidas pela Doutora Marilia Cravo e Doutora Barbara Mourdo do

Hospital Beatriz Angelo com o consentimento informado e autorizagéo ética dos doentes.

Tabela 2.1. Caracterizagdo das linhagens celulares SW48, SW480 e LS174T quanto a presenca de
mutacdes em KRAS.

Linhagem Mutacdo KRAS
SW48 wit Homozigética
SW480 Gi2v Homozigotica
LS174T G12D Heterozigotica

2.1. Extracdo de DNA de amostras tumorais e de plasma de doentes com PDAC 2

A extracdo de DNA das amostras tumorais e de plasma foi realizada com recurso ao High Pure
PCR Template Preparation Kit de acordo com os protocolos descritos seguidamente para o isolamento
de acidos nucleicos a partir de tecido e sangue de mamiferos, respetivamente.
Isolamento de &cidos nucleicos a partir de amostras tumorais:

Adicionar 25 mg - 50 mg de tecido, 200 pL de Tissue Lysis Buffer e 40 pL de Proteinase K a um

tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, doravante designado eppendorf, misturar imediatamente e incubar

2 Procedimento realizado em colaboracdo com a estudante de doutoramento Ana Beatriz Oliveira do laboratdrio
de Nanomedicina, DCV, FCT-NOVA.
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a 55 °C durante 1 hora ou até que os tecidos estejam completamente digeridos. Adicionar 200 uL de
Binding Buffer, misturar imediatamente e incubar a 70 °C durante 10 minutos.
Isolamento de acidos nucleicos a partir de amostras de plasma:

Adicionar 200 pL de plasma, 200 L de Binding Buffer e 40 L de Proteinase K a um eppendorf,
misturar imediatamente e incubar a 70 °C durante 10 minutos.

Os passos descritos seguidamente sdo comuns a ambos 0s isolamentos.

Adicionar 100 pL de isopropanol e misturar. Neste passo remover particulas insolUveis de tecido
com recurso a uma ponta de pipeta descartavel (amostras tumorais). Ap6s a montagem do tubo High
Pure Filter num tubo coletor, pipetar a amostra no reservatério do tubo High Pure Filter e centrifugar
a 8000 xg durante 1 minuto. Apds centrifugacdo, descartar e substituir o tubo coletor, adicionar 500 pL
de Inhibitor Removal Buffer ao reservatorio do tubo, centrifugar a 8000 xg durante 1 minuto e descartar
o sobrenadante. Adicionar 500 pL de Wash Buffer ao reservatorio do tubo, centrifugar a 8000 xg durante
1 minuto e descartar o sobrenadante. Apds repeticdo do procedimento anterior, centrifugar a montagem
por 10 segundos na velocidade méxima e descartar o tubo coletor.

Por altimo, para eluicdo do DNA, inserir o tubo High Pure Filter num novo eppendorf estéril, adicionar
50 pL para amostras de tecido e 30 pL para amostras de plasma de Elution Buffer pré-aquecido a 70 °C
ao reservatorio do tubo e centrifugar a 8000 xg durante 1 minuto.

A concentracdo do DNA extraido das amostras tumorais e plasmas foi determinada com recurso
ao NanoDrop.

2.2. Amplificacé@o do exdo 2 de KRAS das amostras tumorais e de plasma para posterior iden-
tificacdo de mutagdes por Sequenciacéo de Sanger 2

Com o intuito de analisar a presencga de mutagdes no coddo 12 de KRAS nas amostras tumorais e
de plasma de doentes com PDAC foi realizada uma reagédo de PCR para amplificacdo do exdo 2 do gene.

Os primers utilizados na reaco, cujas sequéncias se encontram na Tabela 2.2, foram previamente
selecionados pela estudante de doutoramento Ana Beatriz Oliveira do laboratério de Nanomedicina,
DCV, FCT-NOVA.

As condigBes de preparacdo das reagdes encontram-se descritas na Tabela 2.3, tendo sido reali-
zadas num volume final de 20 pL. As reacdes foram realizadas a partir de 50 ng de DNA extraido das
amostras tumorais e de 5 ng a 119 ng de DNA no caso das amostras de plasma, de acordo com a quan-
tidade de DNA extraido para cada amostra (2 uL do DNA extraido para 20 uL de mistura de reacéo).
As reacOes foram realizadas no Termociclador DNA Engine® segundo o programa de reacdo descrito
na Tabela 2.4.

Para as amostras de plasma foram realizadas quatros reagdes de amplificagcdo independentes para cada
amostra, que foram posteriormente concentradas com recurso ao Speed Vac Concentratror, e ressuspen-
didas em 15 pL de agua de PCR.
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Tabela 2.2. Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo do exdo 2 de KRAS.

Primer Forward 5 GGTGGAGTATTTGATAGTGTA 3’
Primer Reverse 5 TGGACCCTGACATACTCCCAAG 3’
Tamanho do amplicdo | 402 pb

Tabela 2.3. Componentes da mistura de reacdo de PCR para amplificacdo do exéo 2 de KRAS.

Concentracao Final

Agua PCR -
Buffer (10x) 1x
MgCl; (50 mM) 2mM
dNTP Mix (10 mM) 0,8 mM
Primer Forward (10 pM) 0,12 pM
Primer Reverse (10 uM) 0,12 uM
NZYTaq I(Islal/\:ﬁ\_;ollmerase 0,15 U/l

Tabela 2.4. Programa da reacdo de PCR para amplificacdo do exd@o 2 de KRAS.

Desnaturacéo Inicial 95°C 5 min 1 ciclo
Desnaturacédo 95°C 30s
Annealing dos primers 61 °C */53 °0C ** 30s 30 ciclos
Extensdo 72°C 20s

* Amostras tumorais; ** Amostras de plasma.

2.3. Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos das reacdes de PCR para amplificagdo do exdo 2 de KRAS foram analisados com
recurso a Eletroforese em Gel de Agarose. Para tal, foram preparados géis de agarose 1% em Tris-
acetato- EDTA (TAE) 1x (40 mM Tris, 20 mM &cido acético e 1 mM EDTA) para visualizagao por Gel
Red. A eletroforese foi realizada a 90V durante 1 hora, e o resultado observado no GelDoc™ EZ Imager.
Foi utilizado como marcador molecular o GeneRuler 100 bp DNA Ladder.

O mesmo procedimento foi seguido para anélise dos produtos das reagdes de ARMS, tendo para

tal sido preparados géis de agarose 1,5% em TAE 1x. A eletroforese foi realizada a 90V durante 1 hora

e 30 minutos.
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2.4. Identificacdo de mutacBes no codao 12 (exdo 2) de KRAS por Sequenciacdo de Sanger

Os produtos da amplificagdo do exdo 2 de KRAS das amostras tumorais e de plasma (seccdo 2.2)
foram sequenciados na STABVIDA (Setubal, Portugal) e os cromatogramas analisados para dete¢éo de
mutacdes no coddo 12 do gene KRAS.

2.5. ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12V

Com o intuito de detetar a mutagdo KRAS G12V em amostras tumorais e de plasma foi otimizada
uma reacdo de ARMS.

Os primers utilizados na reag&o, cujas sequéncias se encontram na Tabela 2.5, foram previamente
selecionados pelo investigador P6s-Doc Bruno Veigas e pela estudante de doutoramento Ana Beatriz
Oliveira do laboratério de Nanomedicina, DCV, FCT-NOVA.

Por se tratar de uma reacdo de amplificacdo alelo-especifica o nucledtido na posi¢éo 3" (nucleo-
tido 20) do primer forward é complementar apenas ao alelo G12V de KRAS (Tabela 2.5). Em adicéo,
de modo a aumentar a eficiéncia da diferenciacdo entre amostras com e sem a mutagdo G12V, o primer
apresenta um nucleétido degenerado na posi¢do anterior (nucledtido 19). Por outro lado, o primer re-
verse nao apresenta degeneracao e nao é alelo-especifico.

Como ponto de partida foram testadas as condi¢fes de reacdo descritas nas Tabelas 2.6 e 2.7,
correspondentes aos componentes e ao programa da reagdo iniciais, respetivamente. As reacfes foram
realizadas no termociclador DNA Engine®, e foram preparadas num volume final de 10 uL, com re-
curso a 40 ng de gDNA das linhagens SW480 e SW48, homozig6ticas G12V e wt, respetivamente.

Seguidamente, a partir das condicdes inicias descritas, foi realizado um processo de otimizacao
da reagdo no sentido de aumentar a eficiéncia de amplificacdo na linhagem SW480, favorecida pelo
primer forward, relativamente a linhagem SW48. O processo de otimizacdo teve como base a modifi-
cacdo das condigdes do programa de reacdo, tendo sido também testado o efeito da adicdo de DMSO a
mistura de reacéo.

Para cada um dos parametros otimizados foram testados diferentes valores de modo a estabelecer as
condi¢des mais favoraveis para a diferenciagdo entre a linhagem wt/wt e G12V/G12V, bem como mi-
nimizar a formacdo de dimeros de primers. As vérias condi¢des testadas encontram-se sumarizadas na
Tabela 2.8, tendo cada uma sido analisada com base na observacdo dos produtos de amplificacdo por

eletroforese em gel de agarose (secgéo 2.3).
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Apds o processo de otimizacdo descrito, as condi¢des selecionadas para a reacdo de ARMS (con-
di¢do 10, Tabela 2.8) foram as descritas nas Tabelas 2.6 e 2.7, correspondentes aos componentes e ao

programa otimizados, respetivamente.

Tabela 2.5. Sequéncia dos primers utilizados na reacdo de ARMS para detecdo das mutacfes KRAS
G12V e KRAS G12D.

Primer Forward G12V | 5 CTTGTGGTAGTTGGAGCTIT 3
Primer Forward G12D | 5" CTTGTGGTAGTTGGAGCTTA 3

Primer Reverse 5 CTCTATTGTTGGATCATATTCG 3
Tamanho do amplicédo | 96 pb

N: Nucle6tido degenerado; N: Nucleottico alelo-especifico.

Tabela 2.6. Componentes da mistura da reagdo de ARMS: Condic¢0es iniciais e otimizadas.

Concentracao Final

Condicoes Condicoes
iniciais otimizadas
Agua PCR - -
DMSO (15%) - 2%
Buffer (10x) 1x 1x
MgCl, (50 mM) 2 mM 2 mM
dNTP Mix (10 mM) 0,4 mM 0,4 mM
Primer Forward (10 uM) 0,3 uM 0,3 uM
Primer Reverse (10 uM) 0,3 UM 0,3 uM
NZYTaq Il Polimerase (5 U/uL) 0,5 U/uL 0,5 U/uL

Tabela 2.7. Programa da reagdo de ARMS: Condigdes iniciais e otimizadas.

Cl CcO Cl CO Cl CO
Desnaturacdo Inicial 95°C 95°C 5 min 5 min 1 ciclo ci<1:lo
Desnaturacéo 95°C 95°C 30s 30s 10
Annealing 53°C 52°C * 45s 155 30 ciclos ciclos
Extensdo 72°C 72°C 30s 10s
Desnaturacéo - 95°C - 30s
A 20 *x
Annealing - 60°C - 45 - .
N ciclos
Extensdo - 72°C - 10s
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Tabela 2.8. Otimizacdo da reacdo de ARMS para detecdo da mutagdo KRAS G12V.

Condicéo 12 Tempode Ciclos 22 Tempode Ciclos Tempo DMSO
Ta annealing Ta annealing de
extensdo
(72°C)

1 53°C 45s 30 - - - 30s -

2 53°C 453 30 - - - 30s 2%
3 55°C 45s 30 - - - 30s 2%
4 55°C 45s 10 63°C 45s 20 30s 2%
5 55°C 15s 10 63°C 45s 20 30s 2%
6 55°C 45s 10 63°C 15s 20 30s 2%
7 55°C 15s 10 63°C 45s 20 10s 2%
8 55°C 15s 10 60°C 45s 20 10s 2%
9 57°C 15s 10 63°C 45s 20 10s 2%
10 52°C 15s 10 60°C 45s 20 10s 2%
11 57°C 15s 10 60°C 45s 20 10s 2%

Ta: Temperatura de annealing.

2.6. ARMS em Tempo Real para dete¢do da mutacdo KRAS G12V

Com o intuito de prever o resultado da realizacdo da reacdo de ARMS em Tempo Real na presenca
de um corante fluorescente de ligacdo a dsDNA: EvaGreen Dye 20x e NZYTaq Il 2x Green Master Mix,

foram testadas as condi¢des descritas na Tabela 2.9.

As misturas de reagdo foram preparadas num volume final de 10 pL com cerca de 40 ng de gDNA
das linhagens SW480 e SW48. As reacOes foram realizadas no termociclador DNA Engine® segundo

0 programa previamente otimizado (Tabela 2.7) e analisadas por eletroforese em gel de agarose (secgdo

2.3).

De acordo com os resultados obtidos foi selecionada a condicéo 2 (Tabela 2.9), utilizada posteri-

ormente para a preparacgdo de todas reacGes de ARMS para detecdo das mutagdes KRAS G12V e KRAS

G12D.

27



Tabela 2.9. Condicdes testadas para a realizagdo da reacdo de ARMS em Tempo Real: componentes
da mistura da reagéo.

Concentracéo Final

Condicéo 1 Condigéo 2
Agua PCR - -
DMSO (15%) 2% 2%
Buffer (10x) 1x -
MgCl2 (50 mM) 2mM -
dNTP Mix (10 mM) 0,4 mM -
Primer Forward (10 uM) 0,3 uM 0,3 uM
Primer Reverse (10 pM) 0,3 uM 0,3 uM
NZYTaq Il Polimerase (5 U/uL) 0,5 U/uL -
EvaGreen 20x 1x -
NZYTaq Il 2x Green Master Mix (2x) - 1x

2.7. ARMS/HRMA para dete¢édo da mutagdo KRAS G12V em amostras tumorais de doentes
com PDAC

As reacOes de ARMS foram acopladas a HRMA, tendo para tal sido adicionado ao programa da
reacdo um passo de desnaturacéo de 45 °C a 95 °C, a 0,2 °C/s. As condi¢des de preparacdo das reacoes
encontram-se descritas na Tabela 2.9- condicdo 2, e estas foram realizadas no Corbett Rotor-Gene 6000
segundo o programa descrito na Tabela 2.7. As misturas de reacdo foram preparadas num volume final
de 10 pL contendo cerca de 4 ng de gDNA das linhagens SW480 e SW48, controlos da reacdo, bem
como das amostras tumorais a analisar.

Apos a realizacdo das reacbes de ARMS/HRMA estas foram analisadas com recurso ao Rotor-
Gene 6000 Series Software 1.7 (Qiagen, Hilden, Alemanha) para obtencdo dos valores de fluorescéncia
em funcao da temperatura (HRMA), assim como os valores da derivada negativa da fluorescéncia (F)
em relacdo a temperatura (T) (-dF/dT) em funcdo da temperatura para cada amostra- curva de desnatu-
racdao. Adicionalmente, de forma a acentuar as diferencas entre gen6tipos, foi subtraida a curva de des-
naturagdo da linhagem wt/wt SW48, definida como referéncia, as curvas de desnaturagdo das restantes
amostras, sendo assim obtidas as curvas de diferenca. Esta analise foi realizada com recurso ao programa
Microsoft Excel.

O mesmo procedimento foi repetido num total de quarenta e cinco amostras tumorais de doentes
com PDAC previamente analisadas por SS (secgéo 2.4), tendo sido utilizadas em todas as reacgdes as
linhagens SW480 e SW48 como controlo mutado e wt, respetivamente, sendo a segunda selecionada

como referéncia para a obtencdo das curvas de diferenca.
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2.8. ARMS/HRMA para detecdo da mutacdo KRAS G12V em amostras de plasma de doen-
tes com PDAC

Para a detecdo da mutacdo KRAS G12V em amostras de plasmas previamente caracterizadas por
SS foi seguido 0 mesmo procedimento descrito anteriormente para anélise das amostras tumorais (sec-
cdo 2.7).
As reacOes foram realizadas com 4 ng de DNA de dezasseis amostras de plasma previamente caracteri-
zadas por SS quanto a presenca de mutacgdes no codao 12 de KRAS. Em todas as reagdes foram utilizados
como controlos as linhagens celulares SW480 e SW48, sendo a segunda selecionada como referéncia

para a obtenc&o das curvas de diferenga.

2.9. ARMS/HRMA para detecdo da mutagdo KRAS G12D em amostras tumorais de doentes
com PDAC

No seguimento do desenvolvimento de uma reacdo de ARMS/HRMA para a detecdo da mutagéo
KRAS G12D, o processo foi repetido para a mutacdo KRAS G12D, uma vez que é a mutagdo mais co-
mum em PDAC.

Para tal, foi selecionado um primer forward G12D-especifico que difere do primer utilizado para
a mutacdo G12V apenas no ultimo nucledtido na posicéo 3°, que € alelo especifico, e cuja sequéncia se
encontra na Tabela 2.5. A reagdo de ARMS/HRMA foi inicialmente realizada nas condicGes otimizadas
para a mutacdo G12V (Tabela 2.7 e 2.9- condigdo 2), com recurso a 4 ng de gDNA da linhagem celular
SW48, bem como de seis amostras tumorais previamente caracterizadas por SS quanto a presenga de
mutacdes no coddo 12 de KRAS.

Apos a realizacdo das reagcdes de ARMS/HRMA, estas foram analisadas com recurso ao Rotor-
Gene 6000 Series Software 1.7 para obtengdo dos valores de fluorescéncia em funcdo da temperatura
(HRMA), assim como os valores da derivada negativa da fluorescéncia (F) em relacdo a temperatura
(T) (-dF/dT) em funcdo da temperatura para cada amostra- curva de desnaturagdo. De forma a acentuar
as diferencas entre genétipos, foi subtraida a curva de desnaturacéo da linhagem wt/wt SW48, definida
como referéncia, as curvas de desnaturacdo das restantes amostras, sendo assim obtidas as curvas de
diferenca.

Adicionalmente, as reacGes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose (sec¢éo 2.3),
tendo esta revelado a formacao de produtos inespecificos, pelo que a primeira temperatura de annealing
foi aumentada de 52°C para 54°C (Tabela 2.7). Considerando o resultado obtido, foi analisada a com-
plementaridade dos primers utilizados na reacdo com o genoma humano com recurso a ferramenta Pri-

mer-BLAST (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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O mesmo procedimento foi repetido num total de quarenta e quatro amostras tumorais de doentes
com PDAC previamente caracterizadas por SS (seccdo 2.4), tendo sido utilizadas as linhagens LS174T
e SW48 como controlo mutado e wt, respetivamente, sendo a segunda selecionada como referéncia para

a obtencéo das curvas de diferenca.

2.10. ARMS/HRMA para detecdo da mutacdo KRAS G12D em amostras de plasma de do-
entes com PDAC

Para a detecdo da mutacdo KRAS G12D em amostras de plasmas previamente caracterizadas por
SS foi seguido 0 mesmo procedimento descrito anteriormente para a analise das amostras tumorais (sec-
cao 2.9).
As reacgdes foram realizadas com 4 ng de DNA de dezasseis amostras de plasma previamente analisadas
por SS quanto & presenca de muta¢es no coddo 12 de KRAS. Em todas as reagdes foram utilizados
como controlos as linhagens celulares LS174T e SW48, sendo a segunda selecionada como referéncia

para a obtenc&o das curvas de diferenga.
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3.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de uma nova metodologia para o diagndstico
e monitorizacdo do PDAC. As principais etapas realizadas encontram-se esquematizadas na Figura 3.1
e 0s resultados obtidos serdo apresentados e discutidos ao longo desta secgéo.

Mutacdes missense no gene KRAS séo detetadas em mais de 90% dos doentes, tornando-se num

potencial biomarcador de PDAC. As muta¢des KRAS G12D e KRAS G12V dizem respeito as mutacdes
mais frequentemente detetadas nesta neoplasia, sendo detetadas em 44% e 33% dos doentes, respetiva-
mente 0.
Para melhorar o progndstico do PDAC € necessario identificar biomarcadores para diagnéstico e moni-
torizacdo da doenca, concomitantemente ao desenvolvimento de metodologias para a sua detegdo. Nesse
sentido, o trabalho desenvolvido teve como objetivo o desenvolvimento de uma nova metodologia para
a detecdo das mutacGes KRAS G12D e KRAS G12V.

Tendo em conta que as mutacdes descritas sdo mutacfes missense, caracterizadas pela alteracéo
de um Gnico nucledtido no codao 12 (exdo 2) de KRAS, optou-se foi realizar a sua dete¢cdo com recurso
a uma amplificacdo alelo-especifica (ARMS) em Tempo Real. O ARMS foi a técnica selecionada uma
vez que, tal como apresentado na seccdo 1.3, possibilita a detecdo de mutacdes pontuais pela utilizacao
de primers alelo-especificos que resultam na amplificacdo seletiva do alelo que se pretende detetar. No
ARMS convencional, os produtos da reacéo séo analisados por eletroforese, contudo, de modo a elimi-
nar a necessidade da realizacdo de um método de analise adicional, optou-se por realizar o ARMS em
Tempo Real. Esta decisdo é justificada pela importancia do tempo de resposta na préatica clinica, em
particular no ambito da confirmagéo do diagnostico do PDAC, que impacta o inicio do tratamento, e
consequentemente o progndstico.

Primeiramente foi otimizada uma reagcdo de ARMS G12V-especifica com recurso a linhagens
celulares, no sentido de aumentar a eficiéncia de amplificagdo da linhagem G12V/G12V, favorecida
pelo primer forward G12V-especifico selecionado, relativamente & linhagem wt/wt. Para aumentar a
especificidade da metodologia desenvolvida, optou-se por associar 0 ARMS a técnica de HRMA e ca-
racterizar as amostras com base na analise do perfil de desnaturacdo dos produtos formados na reacdo
(ARMS/HRMA).

A estratégia de ARMS/HRMA foi validada com recurso a amostras tumorais e de plasma de
doentes com PDAC. Considera-se que, em geral, a SS é a técnica de referéncia para analise mutacional,
pelo que se procedeu a amplificacdo e sequenciacdo do exdo 2 de KRAS das amostras para detecdo de

muta¢6es no coddo 12 do gene. Os resultados obtidos foram comparados aos de ARMS/HRMA.
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Por altimo, as amostras foram analisadas para detecdo da mutacdo KRAS G12D de acordo com o

protocolo de ARMS/HRMA previamente otimizado e com recurso a um novo primer forward G12D-

especifico.
Amostras doentes com PDAC Selecédo primer G12V-
especifico
Amostras Tumorais (T) Amostras de plasma (P) o
Otimizacdo ARMS em Tempo
Real com linhagens celulares
para detecdo da mutagdo KRAS
Gl2v
Extracdo de DNA
ARMS/HRMA para detecédo
da mutacdo KRAS G12V
Quantificacdo do DNA
Amplificagdo exdo 2 de Detecdo da mutacdo KRAS Selecédo primer G12D-
KRAS Gl2v especifico
Sequenciagdo exdo 2de  Detecdo da mutacdo KRAS ARMS/HRMA para detecdo
KRAS G12D da mutacdo KRAS G12D

Analise do coddo 12
(GGT) de KRAS

Figura 3.1. Esquema sumario do projeto desenvolvido.

3.1. Quantificacdo e analise do DNA extraido de amostras tumorais e de plasma de doentes
com PDAC

Neste projeto foram utilizadas amostras de quarenta e oito doentes com PDAC, tendo sido extra-
ido DNA de quarenta e oito amostras de tecido tumoral primério e trinta e oito amostras de plasma. A
concentracdo de DNA extraido foi obtida com recurso ao NanoDrop e, tal como expectével, foi superior
guando obtida de amostras tumorais comparativamente a amostras de plasma, tendo resultado numa
concentragcdo meédia de 162 ng/uL (entre 5,1 ng/uL e 912,0 ng/uL) e 20,5 ng/uL (entre 2,5 ng/uL e 59,4
ng/uL) para amostras tumorais e de plasma, respetivamente. A quantidade média de DNA extraido,
calculada através da multiplicacdo da concentracdo de DNA pelo volume de eluicdo utilizado na extra-
¢do (tumores: 50 pL; plasma: 30 pL) foi de 8,1 g (entre 0,3 pg e 45,6 ug) e 0,6 pg (entre 0,08 uge 1,8
1g) de DNA para amostras tumorais e de plasma, respetivamente.

A Figura 3.2 diz respeito aos espetros de absorvancia de DNA extraido de uma amostra tumoral

(T) (Figura 3.2A) e de plasma (P) (Figura 3.2B), bem como as respetivas concentragdes e razbes entre
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as absorvancias 260/280 (Abs 260/280) e 260/230 (Abs 260/230) (Figura 3.2C). As duas amostras sele-

cionadas representam resultados ilustrativos tipicos para a maioria das amostras. A concentracdo do
DNA extraido das restantes amostras encontra-se sumarizada na Tabela 6.1 (Apéndice).
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Concentracéo (ng/puL) 273,5 51
Abs 260/280 1,86 1,70
Abs 260/230 2,23 0,66

Figura 3.2. Quantificacdo e anélise do DNA extraido de uma amostra tumoral e de plasma.
Espectro de absorvancia de uma amostra tumoral (A) e de plasma (B); Espetro obtido por espectrofotometria,

entre os comprimentos de onda 220 nm e 350 nm. (C) Concentracéo e razdes Abs 260/280 e Abs 260/230 de
ambas as amostras.

T: Amostra Tumoral; P: Amostra de plasma.

3.1.1. Amostras de DNA extraidas de tecido tumoral

Na analise do espetro de absorvancia referente & amostra de DNA extraida de tecido tumoral
(Figura 3.2.A) é nitidamente observada uma elevada absorvancia a 260 nm, que evidencia a presenca
de acidos nucleicos na amostra. Relativamente ao grau de pureza do DNA extraido, na generalidade
amostras de DNA s&o consideradas puras quando a razdo Abs 260/280 é aproximadamente 1,8 e, por
outro lado, a razéo Abs 260/230 se encontra entre 2,0 e 2,2. Tal como no exemplo selecionado, de um
modo geral 0s espectros e as razdes de absorvancia ndo revelam a presenca de uma quantidade signifi-
cativa de contaminantes na amostra, nomeadamente proteicos, que possam interferir com os procedi-

mentos seguintes.

A grande variagdo associada a quantidade de DNA extraido das amostras tumorais é explicada

pela diferenca na quantidade de amostra de tecido tumoral disponivel para extracéo.
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Deste modo, o procedimento utilizado com recurso a um kit de extragdo revelou ser adequado
para extracdo de DNA a partir de amostras tumorais, 0 que é vantajoso por permitir que esta seja reali-

zada de forma rapida e padronizada, fatores importantes para aplica¢do na prética clinica.

3.1.2. Amostras de DNA extraidas de plasma

O aparente sucesso do procedimento na extragdo de DNA a partir de tecido tumoral contrasta com
0 observado para as amostras de DNA extraido de plasma. O espetro de absorvancia referente a essas
amostras (Figura 3.2B) em muito difere do expectével e tipicamente observado aquando da analise de
uma amostra de DNA, particularmente pela auséncia de um claro pico de absorvancia a 260 nm, cuja
auséncia é concordante com a reduzida concentracdo de DNA na amostra e com as razdes de absorvancia
(Figura 3.2C).

3.2. Amplificacéo e sequenciagdo do exdo 2 de KRAS de amostras tumorais e de plasma para
detecdo de mutagdes no coddo 12 do gene

Com o objetivo de caracterizar as amostras tumorais e de plasma dos doentes quanto a presenca
de mutacgdes no coddo 12 de KRAS, procedeu-se a amplificacdo do exdo 2 do gene e a analise dos pro-
dutos obtidos por eletroforese em gel de agarose. Apds confirmacdo do sucesso da amplificacdo, os
produtos da reacdo foram sequenciados, e 0s cromatogramas analisados para dete¢do de mutacdes no
codéo 12 de KRAS.

Apesar de este procedimento ter sido realizado para todas as amostras tumorais, nesta sec¢ao sera
apresentada apenas a analise referente a trés amostras (Figura 3.3; linhas 4, 5 e 6). Para cada uma das
amostras analisadas é observada uma banda de cerca de 400 pb, compativel com a amplificacdo do
produto de 402 pb, de elevada intensidade, o que indica que se obteve quantidade de produto suficiente
para sequenciag¢do. Apds verificacdo do sucesso da reacéo, os produtos de amplificacdo foram sequen-
ciados, tendo sido obtidos dois cromatogramas para cada uma das amostras referentes a utilizagdo do
primer forward e reverse, respetivamente.

As restantes amostras tumorais foram analisadas de igual forma, tendo sido obtido 0 mesmo resultado
para todas. Tornar-se-ia exaustivo apresentar os géis de agarose referentes a analise de todas as amostras,
pelo que optei por omitir esses resultados.

A andlise da sequéncia do coddo 12 (GGT) de KRAS foi realizada com recurso aos cromatogramas
obtidos, e os gendtipos das amostras foram determinados através da analise dos picos de fluorescéncia
observados na posi¢do correspondente ao primeiro e segundo nucleétido do coddo. A Figura 3.4 diz
respeito a analise de quatro amostras tumorais, amostras 46T, 18T, 7T e 20T, que representam resultados
ilustrativos tipicos dos genotipos wt/wt (Figura 3.4A), wt/G12V (Figura 3.4B), wt/G12D (Figura 3.4C)
e Wt/G12R (Figura 3.4D), respetivamente.
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A amostra 46T (Figura 3.4A) apresenta apenas um pico em todas as posi¢des do codao (alelo wt, GGT),
ja as amostras 18T (Figura 3.4B) e 7T (Figura 3.4C) apresenta dois picos na posic¢ao correspondente ao
segundo nucle6tido do coddo, um pico referente ao nucleétido guanina (alelo wt, GGT) e outro a timina
(alelo G12V, GTT) ou adenina (alelo G12D, GAT), respetivamente. Por outro lado, a amostra 20T (Fi-
gura 3.4D) apresenta dois picos na posi¢do correspondente ao primeiro nucleétido do coddo, um pico
referente ao nucleétido guanina (alelo wt) e outro a citosina (alelo G12R, CGT).

As restantes amostras tumorais foram analisadas de igual forma, mas tornar-se-ia exaustivo descrever

todos os pormenores para cada uma, pelo que optei por incluir uma tabela resumo: Tabela 3.1.

1 2 3 4 5 6 7

-

Figura 3.3. Eletroforese em gel de agarose para analise da amplificacdo do ex@o 2 de KRAS.
Gel 1% em TAE 1x com visualizagdo com Gel Red; Marcador Molecular Gene Ruler 100 bp DNA Ladder;
90V, 1h. 1- Marcador Molecular, 2- Controlo Negativo, 3- Controlo positivo (linhagem SW48), 4- Amostra
Tumoral 58T, 5- Amostra Tumoral 59T, 6- Amostra Tumoral 65T, 7 — Marcador Molecular.
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18T
A)

B)

wt/G12V: GGT>GTT

C)

D)

wt/G12R: GGT>CGT

Figura 3.4. Andlise da sequéncia do coddo 12 de KRAS obtida por Sequenciacio de Sanger.

Cromatogramas referentes as amostras tumorais 46T (A), 18T (B), 7T (C) e 20T (D) e identificacdo dos
respetivos genotipos.

Tabela 3.1. Tabela resumo dos resultados da sequenciagdo do coddo 12 de KRAS das amostras tumo-
rais.

Codéo 12 de KRAS Amostras Tumorais (T)

wt/wt 3T, 9T, 11T, 21T, 36T, 39T, 46T, 47T, 66T, 69T, 74T, 75T, 79T, 81T,
89T
wt/G12V 4T, 6T, 10T, 12T, 16T, 18T, 35T, 78T, 83T, 84T, 98T
wt/G12D 1T, 7T, 8T, 13T, 17T,23T, 30T, 31T, 37T, 38T, 48T, 58T, 59T, 88T, 93T,
100T
wt/G12R ST, 20T, 28T, 73T
wt/G12C 65T, 90T

A andlise apresentada foi realizada para todas as amostras tumorais, tendo sido bem-sucedida,
contudo, a metodologia utilizada néo revelou ser adequada para a caracterizacdo das amostras de DNA
extraidas de plasma.

Ao contrario do observado para as amostras tumorais, ap6s a realizacdo das reacdes de amplifi-
cacdo das amostras de plasma e analise do produto obtido por eletroforese, ndo foi possivel observar a

banda de 402 pb, ou, por outro lado, foi observada uma banda muito subtil que reflete uma quantidade
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de produto limitada e insuficiente para sequenciacao. Por esta razdo, optou-se por realizar quatros rea-
¢Bes de amplificacdo independentes para cada amostra, juntar e concentrar, e ressuspender o pellet ob-
tido no volume minimo requerido para sequenciacdo. Posteriormente, as amostras foram novamente
analisadas por eletroforese.

Ainda assim, para algumas das amostras analisadas ndo foi possivel observar a banda pretendida, o que
inviabilizou a sequenciacdo do exdo 2 de KRAS e consequentemente a detecdo de mutacdes no coddo
12 do gene (Amostras NA, Tabela 3.2). As restantes amostras, para as quais foi possivel observar a
banda de 402 pb, ainda que muito sumida no gel, foram enviadas para sequenciacdo. Novamente, e ao
contrario do que ocorreu aquando da andlise das amostras tumorais, ndo foi possivel sequenciar todas
as amostras (Amostras NS, Tabela 3.2).

A andlise dos cromatogramas referentes a sequenciagdo das amostras de plasma foi realizada de
acordo com o procedimento descrito acima para as amostras tumorais, tendo sido detetada a mutagéo
KRAS G12V na amostra 16P, em concordancia com a respetiva amostra tumoral wt/G12V (16T, Tabela
3.1). As restantes amostras de plasma foram caracterizadas como wt/wt, independentemente de perten-
cerem a doentes com amostras tumorais mutadas (Amostras wt/wt, Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Tabela resumo dos resultados da sequenciacdo do coddo 12 de KRAS das amostras de

plasma.
Codéo 12 de KRAS Amostras de plasma (P)
wt/wt 1P, 4P, 6P, 7P,11P, 13P, 17P, 23P, 28P, 34P, 39P, 40P, 43P, 47P, 48P,
59P, 65P, 66P, 69P, 74P, 81P, 83P, 84P, 93P
wt/G12V 16P
NA 58P, 73P
NS 21P, 25P, 46P, 75P, 78P, 79P, 88P, 89P, 90P, 98P, 100P

NA: Néo foi possivel amplificar o ex&o 2 de KRAS; NS: Néo foi possivel sequenciar o exdo 2 de KRAS.

3.3. Reacdo de ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12V

3.3.1. Analise do primer G12V-especifico utilizado na reacdo de ARMS para detecdo da mu-
tacdo KRAS G12V

Considera-se que, em geral, a extensdo de uma nova cadeia de DNA ocorre com menor eficiéncia
para duplexes mismatch primer-DNA, o que, de acordo com Huang et al. ®® resulta da reduzida eficiéncia
de extensdo da Taq Polimerase na presenca de um mismatch na regido 3" do duplex. Esta propriedade

da enzima, associada a auséncia de atividade de exonuclease 3° - 57, é a base do funcionamento do
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ARMS. Deste modo, no desenvolvimento deste método € essencial que o nucle6tido 3° de um dos pri-
mers da reacdo seja alelo-especifico e consequentemente, aquando da hibridacdo com os restantes alelos
do gene em estudo, seja formado um mismatch que afete a processividade da enzima.

Tendo em conta que se pretende identificar amostras que apresentam a mutacdo KRAS G12V,
caracterizada pela transversdo G>T (GGT>GTT) no coddo 12 de KRAS, o nucle6tido 3" do primer
forward G12V-especifico tem obrigatoriamente de ser uma timina. Consequentemente, a hibridacéo do
primer em amostras sem a mutacdo KRAS G12V ir4 resultar num mismatch na regido 3" do duplex
(Tabela 3.3) e na reducéo da eficiéncia de amplificacéo.

Em adigéo, com o intuito de aumentar a especificidade da reacéo, o primer forward apresenta um
mismatch adicional no penultimo nucle6tido, mismatch T(primer):C(DNA) em relacdo ao alelo wt, o
que se traduz numa extensdo 10 a 10° vezes menos eficiente comparativamente a extensdo do empa-
relhamento entre bases complementares G:C %2, Este mismatch, considerado um mismatch forte e favo-
ravel para aplicacdo em reacdes de ARMS, ira ser formado ndo sé pela hibridagdo do primer aum DNA
wt, mas também ao alelo G12D, passando ambos a apresentar dois mismatches com a regido 3" do
primer (Tabela 3.3). A hibridagdo do primer com o alelo G12R, associado a 15% das mutagdes em
KRAS em PDAC *, resulta no mismatch T:G (Tabela 3.3) que, apesar de resultar numa eficiéncia de
extensdo 5 a 100 vezes inferior a0 mismatch T:C descrito acima, se traduz numa extenso 10 a 10*
vezes menos eficiente do que G:C %. Por outro lado, a hibridacéo do primer selecionado com o alelo

KRAS G12C resulta num Gnico mismatch com o nucleétido 3" G12V-especifico.

Tabela 3.3. Hibridacdo do primer G12V-especifico com diferentes alelos de KRAS.

Primer G12V-especifico

5'CTTGTGGTAGTTGGAGCTTH 3
K’éAgTWt fTIL TIT PO R n T @
(GGT) 3 -GAACACCATCAACCTCGACCS®

5 CTTGTGGTAGTTGGAGCTIR3
KRAS G12V ITT IIT ITITTIITIT II I 1
(GGT>GTT) 3 GAACACCATCAACCTCGACAS’

KRASGI2D 5 CTTGTGGTAGTTGGAGCTIL 3’
[ITIIL ITITTIIIT ITII
(GGT>GAT) 3° GAACACCATCAACCTCGACT 5°

KRASGI2R ° T GIEQTaPTToP4F TR
(GGT>CGT) 3" GAACACCATCAACCTCGAGCS"

KRASGI2C 5° CTTGTGGTAGTTGGAGCTTIR 3
GCT>TGT [ITIII IIITIIITI I 11T
( ) 3 GAACACCATCAACCTCGAACS"®

T: Nucledtido degenerado; T: Nucledtico G12V-especifico.
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3.3.2. Condicdes do ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12V

Tendo em conta que as duas mutagdes mais comuns em KRAS no contexto de PDAC sé&o as mu-
tacOes missense KRAS G12D e G12V, selecionou-se a amplificacéo alelo-especifica, ARMS, como me-
todologia de detecdo, e procedeu-se a otimizagao da reacao para detecdo do alelo G12V.

Ainda que o objetivo final seja a aplicacdo do método em contexto clinico, o processo de otimi-
zacdo foi realizado com recurso as linhagens celulares SW48 e SW480, homozigéticas wt e G12V,
respetivamente. Esta opcéo € justificada pela facilidade de acesso a linhagens celulares comparativa-
mente a amostras bioldgicas, que se encontram disponiveis em quantidades limitadas, especialmente no
que diz respeito a amostras de tecido tumoral cuja obtencéo depende de procedimentos invasivos como
bidpsias.

A reagdo de ARMS foi realizada com recurso a um primer forward G12V-especifico, descrito na
seccdo anterior, que favorece a ocorréncia de amplificagdo em amostras contendo a mutacdo KRAS
G12V comparativamente aos restantes alelos do gene. Deste modo, foi realizado um processo de otimi-
zagdo no sentido de aumentar a eficiéncia de amplificagdo da linhagem SW480 (G12V/G12V) relativa-
mente a linhagem SW48 (wt/wt). Durante todo o processo de otimizagdo, sumarizado na Figura 3.5, a

andlise de cada condigdo testada foi realizada por eletroforese em gel de agarose.
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Condig¢bes ARMS Figura Gel

Condicao Inicial (Tabelas 2.6 e 2.7)
Annealing 53 °C, 45 s, 30 ciclos 3.6
Extensdo 72°C, 30 s

Adicio DMSO (2%) 3.6

Aumento Ta de 53 °C para 55 °C 3.7

Realizacdo de dois ciclos de temperatura
Annealing 55 °C, 45 s, 20 ciclos 3.8
Annealing 63 °C, 45 s, 10 ciclos

Reducéo do Tempo de Annealing
Annealing 55°C, 45 s
Annealing 63 °C, 15 s

3.9
E
Annealing 55°C, 15 s
Annealing 63 °C, 45 s
Reduc¢do do Tempo de Extensdo 310

Extensdo 72 °C, 10 s

Combinagdes de temperaturas de annealing
Annealing 55 °C/ 60 °C
Annealing 57 °C/63 °C 3.11
Annealing 52 °C/60 °C
Annealing 57 °C/60 °C

Figura 3.5. Esquematizacao do processo de otimizagdo da reacdo de ARMS para detecdo da
mutacido KRAS G12V. As condigBes selecionadas encontram-se destacadas a verde.

Considerando as temperaturas de desnaturacéo de 48,6 °C e 52,6 °C do primer forward e reverse,
respetivamente, a primeira temperatura de annealing testada foi de 53 °C. Regra geral, a temperatura de
annealing selecionada tende a ser inferior a temperatura de desnaturacdo dos primers da reacdo, con-
tudo, tendo em conta a importancia da especificidade aquando do desenvolvimento de um ARMS, op-
tou-se por testar uma temperatura mais elevada. O restante programa de reac¢éo, bem como a composicéo
da mistura da mesma, segue as condi¢Ges padrdo usualmente associadas a uma reagdo de PCR, descritas
na sec¢ao 2.5.

A Figura 3.6 diz respeito a imagem do gel de agarose referente a analise dos produtos da reagéo.
A andlise do gel evidencia a presenca de uma banda de cerca de 100 pb para ambas as linhagens (linha

2 e 3), compativel com a formacéo do produto de KRAS de 96 pb. Ainda que a intensidade das bandas

40



seja reveladora de uma amplificacdo mais eficiente, com formacao de mais produto na linhagem SW480,
é necessario maximizar a diferenca entre as duas através da reducdo da amplificacdo na linhagem SW48.
Em adicéo, é evidente a formacdo de um produto consideravelmente abaixo da banda do marcador cor-
respondente a 100 pb, que, pelo seu tamanho, devera corresponder a dimeros de primers.
Considerando o resultado obtido, e com vista a minimizar a formacdo das estruturas secundarias asso-
ciadas aos primers, foi adicionado 2% de DMSO a mistura de reacdo (Figura 3.6, linhas 6 e 7). Ainda
que ndo tenha resultado num efeito téo significativo quanto o esperado, optou-se por continuar a adici-
onar DMSO a mistura de reacao.

Figura 3.6. Eletroforese em gel de agarose para analise do ARMS G12V-especifico: Condicao
Temperatura de annealing 53 °C e Condic¢do 2% DMSO. Gel 1,5% em TAE 1x com visualizagdo
com Gel Red; Marcador Molecular Gene Ruler 100 bp DNA Ladder; 90 V, 1h30 (Nota: De modo a facilitar
a leitura esta informagdo sera omitida nas legendas seguintes.

1- Controlo Negativo, 2- SW480, 3- SW48, 4- Marcador Molecular, 5- Controlo Negativo com 2% DMSO,
6- SW480 com 2% DMSO, 7- SW48 com 2% DMSO, 8- Marcador Molecular.

Posteriormente, e de modo a ndo s6 aumentar a discriminagdo entre os dois gendtipos, mas tam-
bém eliminar a formacéo das estruturas secundarias, procedeu-se ao aumento da temperatura de annea-
ling em 2 °C, de 53 °C para 55 °C (Figura 3.7). Ainda assim, foram igualmente observadas para ambas
as linhagens (linha 3 e 4) as bandas correspondentes & formacao dos dimeros de primers anteriormente
detetados. Em adicdo, 0 aumento da temperatura de annealing ndo aparenta ter reduzido significativa-
mente a amplificagdo na linhagem SW48 (linha 4).

Desta forma, com o intuito de maximizar a diferenca de amplificacdo entre as linhagens, foi tes-
tada a realizacdo da reacdo em duas fases caracterizadas por duas temperaturas de annealing diferentes.
Tendo em conta que a presenga de um mismatch na regido 3" afeta a processividade da enzima Taq

Polimerase, e que, por norma, esta tende a iniciar a extensdo a partir mismatches apenas apds varios
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ciclos de amplificacdo, os 30 ciclos de amplificacdo realizados foram divididos em 10 ciclos com tem-
peratura de annealing 55 °C e 20 com uma temperatura mais elevada, 63 °C, de modo a aumentar a
especificidade e dificultar a amplificacdo na auséncia do alelo G12V.

Contrariamente ao expectavel pela selecdo de uma temperatura de annealing 8 °C acima, esta condi¢éo
resultou na formacdo de varios produtos inespecificos de elevado peso molecular (Figura 3.8, linhas 3

e 4), e consequentemente na reducao da eficiéncia de amplificacdo do produto de KRAS de 96 pb.

1 2 3 4 5 0 9 5
§ 3
— —
p—— —
. — . —— 100 pb 1100 pb

Figura 3.7. Eletroforese em gel de agarose  Figura 3.8. Eletroforese em gel de agarose

para andlise do ARMS G12V-especifico: Con-  para anélise do ARMS G12V-especifico:

dicdo temperatura de annealing 55 °C. 1- Mar-  Condi¢cdo temperatura de annealing

cador Molecular, 2- Controlo Negativo, 3- SW480, 4- 550C/63°C. 1- Marcador Molecular, 2- Controlo

SW48, 5- Marcador Molecular. Negativo, 3- SW480, 4-SW48, 5- Marcador Mo-
lecular.

De modo a melhorar este resultado e favorecer a amplificacdo do produto de KRAS pretendido, poderiam
ser testadas trés novas condi¢Ges para aumentar a especificidade da reacdo: 1) aumentar a temperatura
de annealing, 2) reduzir o tempo de annealing, ou 3) reduzir o tempo de extensdo. Considerando a
temperatura de desnaturacdo dos primers e o facto da estratégia de otimizagdo seguida até ao momento
ter sido baseada no aumento da temperatura de annealing, esta hipotese ndo foi considerada. Por outro
lado, tanto a reducdo do tempo de annealing, como do tempo de extensdo, seriam opcdes viaveis, pelo
gue se testou primeiramente a primeira opc¢ao, uma vez que a reducdo do tempo de annealing minimiza
a possibilidade da ocorréncia de hibridagcdo em locais inespecificos no DNA.

O tempo de annealing anteriormente selecionado para ambas as temperaturas de annealing, 55
°C e 63 °C, foi de 45 segundos, pelo que se testou a sua reducdo para 15 segundos para cada uma das

temperaturas individualmente. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.9.
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Na condicéo referente a redugdo do tempo de annealing a 63 °C (linhas 6 e 7) ndo sdo observadas bandas
a cerca de 100 pb para nenhumas das linhagens analisadas, 0 que permite concluir que 15 segundos é
insuficiente para que ocorra annealing dos primers a esta temperatura. Este resultado devera ser expli-
cado pela elevada temperatura selecionada comparativamente a temperatura de desnaturagdo dos pri-
mers, 0 que por si s6, dificulta a sua hibridacéo.

Contrariamente, na condicao referente a reducdo do tempo de annealing a 55 °C para 15 segundos €
visualizada uma banda a cerca de 100 pb para ambas as linhagens (linha 3 e 4). No entanto, a banda
referente a linhagem SW480 apresenta muito baixa intensidade apesar de serem igualmente visualizadas
as bandas referentes a formacéao dos produtos inespecificos, o que revela que esta condicdo ndo favorece
a formacéo do produto de KRAS pretendido. Ainda assim, prosseguiu-se com a condi¢éo anterior, e foi
avaliado o efeito da reducdo do tempo de extensdo a 72 °C de 30 segundos para 10 segundos em ambas
as fases de amplificacdo. Tendo em conta que o produto da reacdo é de 96 pb e que a taxa de extensao
da Taq Polimerase € de cerca de 1 min/ 1 kb, o tempo testado devera ser suficiente para amplificar o
produto de KRAS e dificultar a formacdo dos produtos mais longos.

Ainda que esta condi¢do tenha contribuido para reduzir substancialmente a amplificagdo dos pro-
dutos inespecificos, ainda observados na linhagem SW48 (Figura 3.10, linha 4), a banda de 96 pb da
linhagem SW480 (Figura 3.10, linha 3) apresenta uma intensidade muito reduzida. Em adic&o, a obser-
vacgdo das bandas referentes a formacao de dimeros de primers permanece, 0 que parece indicar que a

sua formacao ¢ favorecida independentemente da condicéo testada.
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Figura 3.9. Eletroforese em gel de agarose Figura 3.10. Eletroforese em gel de aga-
para analise do ARMS G12V-especifico: rose para analise do ARMS G12V-especi-
Condicéo reducdo do tempo de annealing. 1- fico: Condicéo reducdo do tempo de exten-
Marcador Molecular, 2- Controlo Negativo 15 s 55 s80. 1- Marcador Molecular, 2- Controlo Nega-
°C, 3- SW480 155 55 °C, 4-SW48 15 5 55 °C, 5- Con- tivo, 3- SW480, 4-SW48, 5- Marcador Molecular-
trolo Negativo 15 s 63 °C, 6- SW480 15 s 63 °C, 7-

SW48 15 s 63 °C, 8- Marcador Molecular.
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A estratégia seguinte teve como objetivo aumentar a eficiéncia de amplificacdo do produto de
KRAS, tendo para tal sido mantidos os 10 segundos de extenséo e testadas diferentes combinagdes de
temperaturas de annealing (Figura 3.11): 1) 55 °C/ 60 °C (linhas 6 e 7) °C, 2) 57 °C/63 °C (linhas 9 e
10), 3) 52 °C/60 °C (linhas 12 e 13) e 4) 57 °C/60 °C (linhas 15 e 16).

Para todas as condigdes é observada a banda de cerca de 100 pb para ambas as linhagens, contudo, as
bandas referentes a condicdo 57 °C/63 °C (linhas 9 e 10) apresentam, tal como na condigdo inicial 55
°C/63 °C (linhas 3 e 4), baixa intensidade independentemente do genétipo da linhagem, o que reflete
uma amplificagdo pouco eficiente. Este resultado era expectavel considerando que a condigdo combina
as duas temperaturas de annealing mais elevadas.

Por outro lado, apesar de a condigdo 57 °C/60 °C (linhas 15 e 16) resultar em bandas mais intensas, ou
seja, na formacdo de maior quantidade de produto, ndo permite diferenciar os dois gen6tipos em analise,
ndo sendo por isso compativel com o objetivo do ARMS a ser desenvolvido.

Na analise do gel, a intensidade da banda referente a linhagem SW480 da condicdo 52 °C/60 °C (linhas
12) sobressai comparativamente as restantes e a banda da linhagem SW48 correspondente (linha 13).
Por esta raz&o, uma vez que a condigdo 52 °C/60 °C revelou ser a que mais favorece a amplifica¢do do
produto de KRAS em ambas as linhagens, mas particularmente na SW480 que apresenta a mutacéo
KRAS G12V a ser detetada, esta foi a condicéo selecionada. Todavia, esta ndo permitiu eliminar a ocor-

réncia de amplificacdo na linhagem SW48, nem a formacao de dimeros de primers.

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 3.11. Eletroforese em gel de agarose para analise do ARMS G12V-especifico: Condi-
céo diferentes temperaturas de annealing. 1- Marcador Molecular, 2- Controlo Negativo 55 °C/63 °C,
3- SW480 55 °C/63 °C, 4-SW48 55 °C/63 °C, 5- Controlo Negativo 55 °C/60 °C, 6- SW480 55 °C/60 °C, 7-
SW48 55 °C/60 °C, 8- Controlo Negativo 57 °C/63 °C, 9- SW480 57 °C/63 °C, 10-SW48 57 °C/63 °C, 11-
Controlo Negativo 52 °C/60 °C, 12- SW480 52 °C/60 °C, 13-SW48 52 °C/60 °C, 14- Controlo Negativo 57
°C/60 °C, 15- SW480 57 °C/60 °C, 16-SW48 57 °C/60 °C, 17- Marcador Molecular.
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3.3.3. Condigdes da reacdo de ARMS em Tempo Real

Durante todo o processo de otimizagdo a anélise de cada condicdo testada foi realizada com base

na visualizagédo dos produtos de amplificacéo por eletroforese em gel de agarose, uma vez que permite
de forma mais inequivoca confirmar que o produto da reacéo é o pretendido, bem como avaliar a pre-
senca de produtos inespecificos e estruturas secundarias associadas aos primers. Contudo, o0 objetivo
deste projeto é desenvolver um método que permita uma analise rapida do resultado, razéo pela qual se
pretende que o ARMS seja realizado em Tempo Real e, deste modo, o resultado seja obtido no final da
reacdo sem a necessidade de realizar um método de andlise adicional.
No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma condicdo que permitisse eliminar a ocorréncia de amplifi-
cacdo na linhagem wt/wt SW48, nem a formacéao de dimeros de primers. Esta observacao aparenta in-
viabilizar que, aquando da realizacdo do ARMS em Tempo Real, a identificacdo dos genoétipos seja
realizada através da analise dos valores de Ct obtidos para cada amostra. Ainda assim, com o intuito de
prever o resultado da realizagdo do ARMS em Tempo Real por meio de dete¢do néo especifica, foram
testadas duas condicdes: a adi¢cdo de EvaGreen a mistura de reagdo e a utilizacdo da NZYTaq Il 2x
Green Master Mix da NzyTech, doravante designada Green Master Mix.

Analisando os resultados referentes a adi¢cdo de EvaGreen (Figura 3.12, linha 5 e 6) é possivel

concluir que, ainda que a sua adi¢do a mistura de reagdo minimize a formagdo de dimeros de primers,
esta reduz a diferenca de amplificacdo entre as linhagens. Por outro lado, a utilizagdo da Green Master
Mix (linha 8 e 9) aparenta favorecer a formagdo de dimeros de primers, mas maximiza a diferenca de
amplificacdo entre as linhagens.
Tendo em conta os resultados descritos, nenhuma das condi¢Bes permitiu simultaneamente reduzir a
formacdo de dimeros de primers e diferenciar eficientemente as duas linhagens. Assim, a partir deste
resultado, seria possivel optar por prosseguir com a utilizacdo de EvaGreen e otimizar a diferenca de
amplificacdo entre a linhagem wt/wt e G12V/G12V, ou utilizar a Green Master Mix e otimizar a reagdo
de modo a minimizar a formagao de dimeros de primers.

Considerando que se pretende desenvolver um método que possibilite a detecdo da mutacdo KRAS
G12V em amostras clinicas de doentes com PDAC, é essencial que a reacdo de amplificacdo seja alelo-
especifica, pelo que se optou por prosseguir com a utilizagdo da Green Master Mix. Outros dos aspetos
a considerar na utilizacdo de uma Master Mix diz respeito & redugdo do nimero de reagentes utilizados
na mistura de reacdo, e consequentemente a reducao dos passos de pipetagem necessarios para a prepa-
racdo da mesma. Desta forma, o tempo de trabalho laboratorial é reduzido, bem como a probabilidade
da ocorréncia de erros no procedimento.

A formacéo de dimeros de primers no ARMS apresenta uma grande limitagdo para a sua realiza-
cao em Tempo Real, uma vez que, devido a utilizacdo de um método de detecdo ndo especifico, estes

deverdo resultar na aquisi¢do de fluorescéncia, dificultando a caracterizagdo das amostras pela analise
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da fluorescéncia ao longo da amplificacdo (valores de Ct). Desta forma, e tal como referido anterior-
mente, seria necessario otimizar a reacdo de modo a minimizar a formacéo dos dimeros observados.
Porém, o processo de otimizacdo anterior teve como um dos objetivos principiais eliminar a formacao
dos dimeros de primers, ndo tendo, no entanto, sido encontrada uma condicdo que possibilitasse a sua
eliminagdo. Outros dos aspetos a considerar diz respeito a especificidade do ARMS desenvolvido, uma
vez que, em todas as condigdes testadas, ocorreu amplificagdo na linhagem wt/wt SW48, apesar da

utilizagdo de um primer duplamente degenerado.

W

Figura 3.12. Eletroforese em gel de agarose para analise do efeito da adicdo de EvaGreen e
NZYTaq Il 2x Green Master Mix a mistura de reacdo de ARMS. 1- Controlo Negativo, 2- SW480,
3- SW48, 4- Controlo Negativo EvaGreen, 5- SW480 EvaGreen, 6- SW48 EvaGreen, 7- Controlo Negativo
NZYTaq Il 2x Green Master Mix, 8- SW480 NZYTaq Il 2x Green Master Mix, 9- SW48 NZYTaqg Il 2x
Green Master Mix, 10- Marcador Molecular.

100 pb

3.3.4. ARMS/HRMA para dete¢do da mutagdo KRAS G12V em amostras tumorais de do-
entes com PDAC

Apesar de as reaces de ARMS serem desenvolvidas com o intuito de serem alelo-especificas e
resultarem em amplificagdo apenas na presenca do alelo para o qual foram desenvolvidas, a DNA poli-
merase, ainda que com menor eficiéncia, consegue amplificar a partir de mismatches. Em concordancia,
e tal como demonstrado anteriormente, a reacdo de ARMS otimizada ndo € inteiramente especifica para
o0 alelo G12V, tendo sempre havido alguma amplificacdo na linhagem wt/wt.

A ocorréncia de amplificagdo em amostras sem a mutacdo KRAS G12V ira resultar num mismatch com
o nucledtido 3" G12V-especifico do primer forward. Deste modo, é expectavel que a andlise do perfil

de desnaturagdo permita diferenciar amostras contendo a mutacdo KRAS G12V das restantes.

46



Adicionalmente, a analise do perfil de desnaturacdo devera permitir diferenciar entre a formacao

do produto de KRAS pretendido e os dimeros de primers formados na reacao, que, por apresentarem um
tamanho inferior, sdo desnaturados a temperaturas mais baixas.
Assim, por permitir aumentar o grau de confianca nos resultados obtidos, a realizacdo de HRMA apa-
renta ser vantajosa neste contexto. A aplicacdo de HRMA é exequivel neste caso pela utilizacdo de um
sistema de detecdo ndo especifico que, com o aumento de temperatura, se ira dissociar do produto de
ARMS (dsDNA) ao longo da sua desnaturagéo, resultando na diminuic&o da fluorescéncia, e na conse-
guente obtencdo do perfil de desnaturacdo da amostra.

Pelas razdes apresentadas, e no sentido de desenvolver uma metodologia com maior especifici-
dade para a detecdo da mutacdo em estudo, e assim minimizar os resultados falsos positivos, optou-se
por acoplar o ARMS & técnica de HRMA, e caracterizar as amostras em G12V positivas e G12V nega-
tivas em funcdo do respetivo perfil de desnaturacgéo.

As reagdes de ARMS/HRMA foram realizadas e analisadas de acordo com o descrito na secgéo
2.7, tendo sido obtida para cada amostra a derivada negativa da fluorescéncia (F) em relacéo a tempe-
ratura (T) (-dF/dT) em funcdo da temperatura, doravante designada curva de desnaturacg&o.
Inicialmente foram analisadas seis amostras, duas das quais as linhagens SW48 (wt/wt) e SW480
(G12VI/G12V). Tendo em conta que 0 método desenvolvido visa identificar amostras contendo a muta-
cdo G12V no contexto clinico, foram igualmente analisadas quatro amostras tumorais de doentes com
PDAC. As amostras tumorais, tal como todas as utilizadas neste projeto, haviam sido previamente se-
quenciadas para dete¢do de mutagfes no coddo 12 de KRAS, tendo sido selecionadas duas amostras
wt/G12V (12T e 18T), uma amostra wt/wt (46T) e uma amostra wt/G12D (13T).

A andlise das curvas de desnaturacdo das seis amostras (Figura 3.13A) revelou a existéncia de um

pico de desnaturacgdo entre os 79 °C e 80,5 °C, o que demonstra a ocorréncia de amplificagdo em todas
as amostras. Contudo, os picos de desnaturacéo apresentam varia¢fes no sinal de fluorescéncia (altura
do pico), o que aparenta refletir a eficiéncia de amplificacdo e consequentemente a presenga ou auséncia
do alelo KRAS G12V nas amostras.
Focando a analise nas linhagens SW480 e SW48, a altura dos picos é claramente discernivel, sendo o
pico mais alto correspondente a linhagem G12V/G12V, para a qual o ARMS foi otimizado. Os resulta-
dos obtidos para as amostras tumorais sdo concordantes, uma vez que a altura (fluorescéncia) dos picos
de desnaturacdo das amostras wt/G12V 12T e 18T é superior comparativamente as amostras wt/G12D
13T e wt/wt 46T, nas quais a mutacdo KRAS G12V néo foi detetada por SS.

Apesar de promissor por demonstrar uma clara diferenciagéo entre os resultados obtidos para as
amostras KRAS G12V e as restantes, o padrdo observado nao € suficiente para definir um protocolo de
andlise. Os resultados descritos revelam que, comparando as curvas de desnaturagdo de todas as amos-
tras, a altura do pico de desnaturacéo varia em detrimento da presenga do alelo G12V na amostra, sendo

mais elevado nas amostras nas quais este se encontra presente. Contudo, aquando da anélise de amostras
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clinicas de gendtipo desconhecido, o que se considera um pico de desnaturacdo elevado, indicativo da
presenca do alelo G12V na amostra, e um pico com baixo sinal de fluorescéncia indicativo de amplifi-
cacdo a partir de um mismatch na regido 3"? Neste sentido, € fundamental estabelecer um critério para
a identificacdo de amostras wt/G12V e G12V/G12V, sendo para tal necessario definir uma curva de
desnaturacdo de referéncia a qual serd comparada a curva de deshaturacdo das amostras que se pretende
caracterizar.

Analisando novamente as curvas de desnaturacao obtidas, é visivel que os picos de desnaturacéo
referentes as amostras 13T e 46T, nas quais a mutacdo KRAS G12V ndo foi detetada por SS, séo inferi-
ores ao da linhagem SW48, e, por outro lado, os picos das amostras wt/G12V 12T e 18T sdo superiores
(Figura 3.13A). Assim, definindo a linhagem SW48 como referéncia, e consequentemente 0 seu pico de
desnaturacdo como threshold, aparenta ser possivel diferenciar amostras contendo o alelo G12V das
restantes.

Com o intuito de acentuar esta diferenca e mais facilmente diferenciar as curvas de desnaturacdo dos
diferentes gendtipos, foi subtraida a curva de desnaturagdo da linhagem SW48, definida como referén-
cia, as curvas de desnaturagao das restantes amostras, sendo assim obtidas as curvas de diferenca (Figura
3.13B). Esta abordagem divide de forma inequivoca as amostras analisadas em dois grupos: G12V po-
sitivas, que continuam a apresentar um pico de desnaturagdo com sinal de fluorescéncia positivo, e
G12V negativas, que apresentam uma curva de desnaturacdo abaixo da linha de referéncia.

Desta forma, através da aplicagéo desta metodologia de anélise, as amostras 12T e 18T sdo inequivoca-
mente caracterizadas como G12V positivas, enquanto nas amostras 13T e 46T este alelo ndo é detetado.

Os resultados descritos sdo concordantes com os previamente obtidos por sequenciagdo do exdo
2 de KRAS, e, apesar do nimero limitado de amostras analisadas, aparentam revelar a sensibilidade e
especificidade do ARMS/HRMA para a dete¢do da mutacdo KRAS G12V.
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A) Curva de Desnaturagao
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B) Curva de Diferenca

G12V Positivas

Diferenca Fluorescéncia

-0.5

G12V Negativas

Temperatura (°C)

—SW480 —SW48 12T 13T — 18T —406T

Pico de Gendtipo

Amostra Desnaturacéo SS
SW480 (G12V/G12V) 80°C -
SW48 (wt/wt) 80,2 °C -
12T 79,8°C wt/G12V
13T 80,5°C wt/G12D
I 18T 80°C WHG12V
46T 80,5°C wit/wt

Figura 3.13. HRMA dos resultados de ARMS para dete¢do da mutagdo KRAS G12V nas li-
nhagens SW480, SW48 e nas amostras tumorais 12T, 13T, 18T e 46T de doentes com PDAC.
Curvas de desnaturacdo (A) e Curvas de diferenca (B), e respetivos picos de desnaturacao e gendétipos deter-
minados por Sequenciacdo de Sanger (SS).

Posteriormente, com o intuito de avaliar a robustez do método, foram analisadas cinco amostras

tumorais adicionais, bem como as amostras 13T, 18T e 46T previamente testadas. Tal como na reacdo

49



de ARMS/HRMA realizada anteriormente, as linhagens SW48 e SW480 foram utilizadas como controlo
wt/referéncia e controlo G12V, respetivamente. Apds a realizacdo do ARMS/HRMA foram obtidas as
curvas de diferenca de todas as amostras (Figura 3.14).

Atentando na curva de diferenca dos controlos G12V SW480 e 18T é evidente a existéncia de um
pico de desnaturacdo entre os 79 °C e 80,5 °C (79,2 °C e 79,3 °C, respetivamente) que corresponde a
detecdo do alelo G12V e as caracteriza como G12V positiva. Por outro lado, os picos de desnaturacédo
correspondentes as amostras tumorais controlo G12V negativas 13T e 46T encontram-se abaixo da linha
de referéncia, o que demonstra que o alelo G12V ndo foi detetado nas amostras. Assim, os resultados
obtidos para os controlos da reacdo sao os expectaveis, pelo que permitem validar os resultados relativos
as novas amostras tumorais que se pretende analisar.

Adicionalmente, também as amostras 4T e 6T exibem um pico de desnaturacdo com sinal de
fluorescéncia positivo na mesma regido, pelo que, em concordancia com o gen6tipo determinado por
SS, e de acordo com o critério anteriormente definido, sdo G12V positivas. Em oposi¢do, as amostras
wt/wt 3T, wt/G12D 7T e wt/G12R 20T apresentam uma curva de deshaturacéo abaixo da linha de refe-
réncia, sendo por isso consideradas G12V negativas.

Um dos aspetos a salientar diz respeito ao resultado obtido para as amostras wt/G12D e wt/G12R,
que apresentam um perfil de desnaturagdo coincidente com o das amostras wt/wt e com o padréo de
amostras G12V negativas. Apesar de apresentarem igualmente dois mismatches com os Gltimos dois
nucleétidos do primer forward, um deles é alelo especifico (Tabela 3.1), 0 que se poderia refletir num
perfil de desnaturacéo diferenciador. Contudo, 0 método de ARMS/HRMA desenvolvido ndo aparenta
permitir diferenciar estes alelos entre si. Neste caso, esta observag¢do ndo constitui uma limitacdo, na
medida em que revela a especificidade do método para a dete¢do da mutacdo KRAS G12V e demonstra
que amostras clinicas contendo as mutagdes G12D e G12R nédo geram resultados equivocos que com-
prometam a aplicacdo do ARMS/HRMA. Este aspeto € de extrema importancia considerando que estas
representam as trés mutagdes mais comuns em PDAC, pelo que no desenvolvimento de métodos de
detecdo especificos para cada uma é fundamental que estas sejam facilmente diferenciadas.

Adicionalmente a especificidade do método demonstrada pela analise de amostras wt/wt,
wt/G12R e wt/G12D, é importante salientar a sua reprodutibilidade, evidenciada pela analise das linha-
gens SW48 e SW480, e das amostras tumorais 13T, 18T e 46T, para as quais foi obtido 0 mesmo resul-

tado nas duas reacdes de ARMS/HRMA apresentadas.
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] 18T 79,3°C wt/G12V
20T 80 °C Wt/G12R
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Figura 3.14. HRMA dos resultados de ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12V nas
amostras tumorais 3T, 4T, 6T, 7T, 13T, 18T, 20T e 46T de doentes com PDAC. Curvas de
desnaturacdo das amostras, gen6tipo determinado por Sequenciagdo de Sanger (SS), e respetivos picos de
desnaturacéo obtidos por HRMA.

A reacdo de ARMS/HRMA otimizada para detecdo da mutacdo KRAS G12V foi testada num total
de quarenta e cinco amostras tumorais de doentes com PDAC previamente caracterizadas por SS quanto
a presenca de mutacdes no coddo 12 de KRAS. Em todas as rea¢Ges foram utilizadas as linhagens SW480
e SW48 como controlos positivo e negativo, respetivamente, sendo a segunda selecionada como curva
de desnaturagdo de referéncia. Todas as amostras foram analisadas de igual forma, mas tornar-se-ia
exaustivo descrever todos 0s pormenores para cada uma, pelo que optei por incluir uma tabela resumo:
Tabela 3.4.

Das quarenta e cinco amostras analisadas, apenas a amostra 47T gerou um resultado ndo concor-

dante com o gendtipo wt/wt determinado por SS, uma vez que o resultado obtido por ARMS/HRMA a
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caracterizou como G12V positiva. Considera-se que, em geral, e tal como descrito na seccdo 1.3, as
técnicas de ARMS e de HRMA apresentam um limite de dete¢do superior a SS. Desta forma, é plausivel
gue o ARMS/HRMA desenvolvido resulte numa maior taxa de detecdo da mutacdo KRAS G12V, por
permitir a sua dete¢cdo em amostras nas quais a percentagem de DNA mutado se encontra abaixo do
limite de detecdo da SS. Contudo, tendo em conta que 0 ARMS/HRMA desenvolvido se trata de uma
nova metodologia testada num nimero limitado de amostras tumorais, ndo € possivel garantir que o
resultado obtido para a amostra 47T ndo se possa tratar de um falso positivo, ainda que 0 mesmo tenha
sido obtido em trés analises independentes.

52



Tabela 3.4. Tabela resumo dos resultados obtidos por ARMS/HRMA para detecéo da mutagdo KRAS
G12V e KRAS G12D em amostras tumorais.

ARMS/HRMA ARMS/HRMA

Amostra S5 KRASGI2D  KRAS G12V

1T wt/G12D ND G12D
3T wt/wt ND ND
4T wt/G12V G12v -
5T wt/G12R ND ND
6T wt/G12V G12v ND
7T wt/G12D ND G12D
8T wt/G12D ND G12D
9T wt/wt ND -
10T wt/G12V Gilz2v ND
11T wt/wt ND ND
12T wt/G12V G12v ND
13T wt/G12D ND G12D
17T wt/G12D ND G12D
18T wt/G12V Gilz2v ND
20T wt/G12R ND ND
21T wit/wt ND ND
23T wt/G12D ND G12D
28T wt/G12R ND ND
30T wt/G12D ND G12D
31T wt/G12D ND G12D
35T wt/G12V G12v ND
36T wt/wt ND ND
38T wt/G12D ND G12D
39T wt/wt ND ND
46T wt/wt ND ND
47T wt/wt G12v ND
48T wt/G12D - G12D
58T wt/G12D ND G12D
59T wt/G12D ND G12D
65T wt/G12C ND ND
66T wt/wt ND ND
69T wit/wt ND ND
73T wt/G12R ND ND
74T wt/wt ND G12D
75T wt/wt ND ND
78T wt/G12V Gilz2v ND
79T wt/wt ND ND
81T wt/wt ND ND
83T wt/G12V G12v ND
84T wt/G12V Gilz2v ND
88T wt/G12D ND G12D
89T wt/wt ND G12D
90T  wt/G12C ND G12D
93T wt/G12D ND G12D
98T wt/G12V G12v ND
100T  wt/G12D ND G12D

SS: Geno6tipo por Sequenciagdo de Sanger; ND: Alelo G12V/G12D nédo detetado; G12V/G12D: Amostra
G12V/G12D positiva; - Sem dados.
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3.3.4.1. Protocolo de anélise dos resultados de ARMS/HRMA para detecdo da mutacéo
KRAS G12V

Considerando a analise dos resultados de ARMS/HRMA descritos acima, e utilizando como re-
feréncia os resultados obtidos por SS, foi estabelecido um protocolo para a identificagdo de amostras
tumorais contento a mutacdo KRAS G12V, designadas G12V positivas, pela metodologia de
ARMS/HRMA desenvolvida:

* Realizacdo do ARMS/HRMA de acordo com o descrito na secgéo 2.7;
+ Obtencdo da curva de desnaturagdo de cada amostra: derivada negativa da fluorescéncia (F) em
relacdo a temperatura (T) (-dF/dT) em funcéo da temperatura;
+ Obtencdo da curva de diferenca de cada amostra: subtragéo da curva de desnaturagdo da linha-
gem SW48 (linhagem de referéncia) as curvas de desnaturacdo das restantes amostras;
« Validagédo da reacdo através da analise dos controlos selecionados (G12V positivos e G12V
negativos) e segundo os critérios definidos:
« Amostra G12V positiva: Apresentam um pico de desnaturacdo com sinal de fluores-
céncia positivo entre os 79 °C e 80,5 °C;
« Amostra G12V negativa: Ndo apresentam um pico de desnatura¢do com sinal de flu-
orescéncia positivo entre os 79 °C e 80,5 °C;
« Analise das curvas de diferenca das amostras tumorais em analise segundo os critérios definidos

acima.

3.3.5. ARMS/HRMA para dete¢do da mutacdo KRAS G12V em amostras de plasma de do-
entes com PDAC

Considerando o potencial das bidpsias liquidas no diagnostico, determinacdo do progndstico e
monitorizacdo do PDAC, foi avaliada a eficiéncia do ARMS/HRMA na anélise de ctDNA para detecdo
da mutacdo KRAS G12V.

Ao contrario das amostras tumorais, apenas foi possivel detetar uma mutacdo no coddo 12 de
KRAS numa das amostras de plasma sequenciadas, tendo esta sido a mutacdo KRAS G12V na amostra
16P. As restantes amostras de DNA extraido de plasma foram caracterizadas como KRAS wt/wt para o
codao 12 de KRAS (Tabela 3.2), independentemente de pertencerem a doentes com tumores para 0s
quais foram detetadas mutagdes por SS.

No que diz respeito a mutacdo KRAS G12V, as amostras tumorais correspondentes a quatros do-

entes: 4, 6, 10 e 16 foram analisadas por SS e caracterizadas em wt/G12V (Tabela 3.1). Posteriormente,
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as mesmas amostras foram consideradas G12V positivas por ARMS/HRMA (Tabela 3.4), com exce¢do
da 16T, cuja analise ndo foi realizada. No entanto, a mutacdo G12V apenas foi detetada por SS na
amostra de plasma do doente 16 (16P), tendo nas restantes sido detetado apenas o alelo wt.

Tendo em conta que o ctDNA libertado no sangue é proveniente de células tumorais, este devera
apresentar a mesma composicdo genética da massa tumoral que lhe deu origem, e suas metastases °.
Desta forma, € expectavel que amostras de plasma referentes a doentes para os quais foi detetada uma
mutacdo em KRAS nas amostras tumorais, contenham igualmente ctDNA mutado. Contudo, tendo em
conta a reduzida quantidade de ctDNA representado no cfDNA total, o limite de dete¢cdo modesto asso-
ciado a SS ndo a torna a técnica mais adequada no contexto das bidpsias liquidas “*%*. Assim, conside-
rando a maior sensibilidade associada ao ARMS em Tempo Real e HRMA, foi testada a eficiéncia da
estratégia ARMS/HRMA desenvolvida na detecdo da mutacdo KRAS G12V em DNA extraido de
plasma.

A reacdo de ARMS/HRMA foi realizada nas condicOes previamente otimizadas para a analise de

amostras tumorais, e com recurso a linhagem homozigotica wt SW48 (controlo G12V negativo) e ho-
mozigotica G12V SW480 (controlo G12V positivo), assim como as amostras tumorais 1T (wt/G12D) e
6T (wt/G12V) como controlos adicionais da reacdo. Foram selecionadas seis amostras de plasma, entre
as quais as amostras 4P, 6P, 10P e 16P anteriormente referidas, e, de modo a avaliar a especificidade do
método, as amostras 1P e 11P, de doentes com amostras tumorais wt/G12D e wt/wt, respetivamente,
por SS e ARMS/HRMA (Figura 3.15).
Apos a realizacdo do ARMS/HRMA foi seguida a mesma metodologia de anélise aplicada anterior-
mente as amostras tumorais, pelo que foram obtidas as curvas de diferenga de todas as amostras, repre-
sentadas graficamente na Figura 3.15, pela subtracdo da curva de desnaturacdo da linhagem SW48.
Seguindo o critério previamente definido, ao contrario de amostras G12V negativas, amostras G12V
positivas apresentam um pico de desnaturagdo com sinal de fluorescéncia positivo entre os 79 °C e 80,5
°C.
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Curva de Diferenca
0,5

0.4
03

02

Diferenca Fluorescéncia

Temperatura (°C)

—SW480 SW48 —I1T 6T—1P—4P 6P —10P 11P 16P

Pico de Genotipo Genotipo
Desnaturacdo Plasma SS Tumor SS

B sw4s0 (G12ViIG12V)  80,2°C - -

Amostra

SWA48 (wt/wt) 80 °C - -

1T 80,8 °C Wt/G12D

6T 80,2 °C wt/G12V

1P - wt/wt wt/G12D

4P - wt/wt wt/G12V

6P - wt/wt Wt/G12V
. 10P - wt/wt wt/G12V

11P - wt/wt wt/wt

16P 80,5 °C Wt/G12V wt/G12V

Figura 3.15. HRMA dos resultados de ARMS para detecdo da mutagdo KRAS G12V nas
amostras de plasma 1P, 4P, 6P, 10P, 11P e 16P de doentes com PDAC. Curvas de diferenga das
amostras e respetivos picos de desnaturagdo. Genotipo das amostras determinado por Sequenciagdo de San-
ger (SS), e, no caso das amostras de plasma, genotipo das amostras tumorais correspondentes.

Atentando nas curvas de diferenca da linhagem SW480 e da amostra tumoral 6T (wt/G12V) é
evidente a existéncia de um pico de desnaturagdo por volta dos 80 °C (80,2 °C) que corresponde a dete-
¢do do alelo G12V e as caracteriza como G12V positivas. Por outro lado, a amostra tumoral 1T
(wt/G12D), que ndo tem o alelo em anélise, apresenta uma curva de desnaturacdo abaixo da linha de
referéncia, sendo por isso considerada G12V negativa. Assim, os resultados obtidos para os quatros
controlos da reacdo sdo os expectéveis, pelo que permitem validar os restantes resultados relativos as
amostras de plasma.

Tendo em conta o genotipo determinado para as amostras tumorais correspondentes, seria expec-

tavel que o perfil de desnaturacdo das amostras de plasma 4P, 6P, 10P e 16P correspondesse ao das
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amostras SW480 e 6T, enquanto o perfil das amostras 1P e 11P correspondesse ao das amostras SW48
e 1T. Contudo, nem tudo foi verificado.

A analise das amostras 1P e 11P resultou numa curva de diferenca coincidente com a da amostra 1T
G12V negativa, caracterizada pela auséncia de um pico de desnaturacdo com sinal de fluorescéncia
positivo. Este resultado é concordante com o genotipo das respetivas amostras tumorais e com a analise
por SS (Tabela 3.5).

Relativamente as amostras 4P, 6P, 10P e 16P, e considerando o gen6tipo wt/G12V das amostras tumo-
rais correspondentes, a sua analise por ARMS/HRMA deveria resultar num perfil de desnaturagéo dife-
renciador que possibilitasse a sua identificacdo como G12V positivas. No entanto, apenas a curva de
diferenca referente a amostra 16P apresenta um pico de desnaturagdo no intervalo de temperatura espe-
rado (a 80,5 °C), concordante com a analise por SS, e com o observado para o controlo positivo SW480
e para a amostra tumoral 6T (Wt/G12V). Em oposicao, o perfil de desnaturacdo das amostras 4P, 6P e
10P ndo evidencia a existéncia do pico de desnaturacdo G12V-especifico, sendo coincidente com o da
linhagem SW48 e com as restantes amostras G12V negativas.

Assim, apesar de a mutagdo KRAS G12V ter sido detetada nas amostras tumorais 4T, 6T e 10T
tanto por SS, como por ARMS/HRMA, ndo o foi nas amostras de plasma 4P, 6P e 10P correspondentes,
por nenhum dos métodos (Tabela 3.5). Deste forma conclui-se que, apesar de os resultados obtidos
anteriormente demonstrarem a sensibilidade do ARMS/HRMA para a dete¢do da mutagdo KRAS G12V
em amostras tumorais, 0 mesmo nao é verificado para a analise de DNA extraido de plasma. Este resul-
tado é concordante com a dificuldade, nalguns casos impossibilidade, de amplificar e sequenciar o exdo
2 de KRAS (secgdo 3.2).

A reacdo de ARMS/HRMA otimizada para detecdo da mutacdo KRAS G12V foi testada num total
de dezasseis amostras de plasma de doentes com PDAC previamente caracterizadas por SS quanto a
presenca de mutagdes no coddo 12 de KRAS, e os resultados encontram-se sumarizados na Tabela 3.5.

O insucesso do ARMS/HRMA na andlise de DNA extraido de plasma podera ser explicado pela
guantidade de ctDNA mutado presente no plasma, bem como pela quantidade insuficiente de ctDNA
extraido das amostras.

A reduzida quantidade de ctDNA presente nos fluidos biol6gicas é uma das maiores limitacdes
na implementagdo da sua analise na prética clinica ®. De referir que a sua libertagdo reflete o volume
da massa tumoral e estadio da doenga ®%4. De acordo com um estudo realizado por Bettegowda et al. ®
que incluiu 640 doentes com diferentes tipos de cancro, a concentracdo média de ctDNA pode aumentar
em 100 vezes em doentes com cancro em estadio IV comparativamente ao estadio | da doenca.

Assim, tendo em conta que as amostras 4P, 6P e 10P correspondem a doentes com PDAC em estadio
IV, seria expectavel que a quantidade de ctDNA presente no sangue permitisse a dete¢cdo da mutacao
KRAS G12V detetada no tecido tumoral. Contudo, ainda que tal hipdtese seja verdadeira e a quantidade
de ctDNA na amostra ndo seja limitante, a frequéncia do alelo mutado ¢ afetada pela heterogeneidade

tumoral que, aliada ao cfDNA ndo-tumoral, pode resultar num background de cfDNA KRAS wt que
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impossibilite a detecdo do alelo mutado, por se encontrar abaixo do limite de detecdo do
ARMS/HRMA®,

A natureza altamente fragmentada do ctDNA constitui outros dos desafios para a sua detecdo. A
reducdo do nimero de moléculas de DNA intactas interfere ndo sé na detecdo de determinadas altera-
¢Bes genéticas, mas também na aplicacdo de determinadas metodologias de analise. Neste caso, a frag-
mentacdo das moléculas de ctDNA podera resultar na reducdo do nimero de moléculas de DNA con-
tento o coddo 12 de KRAS intacto, e explicar o insucesso do método na dete¢do da mutagcdo KRAS G12V
nas amostras de plasma analisadas. Por outro lado, tanto a SS como o ARMS/HRMA dependem do
annealing de primers a locais especificos do DNA, pelo que, mesmo que todas as moléculas de ctDNA
contendo o coddo 12 de KRAS se encontrassem intactas, a perda dos locais de annealing dos primers
inviabilizaria a sua analise.

Para além de todos os aspetos até agora discutidos, outros dos fatores com elevado impacto no
sucesso dos métodos de analise de ctDNA diz respeito a sua extracdo. Tal como amplamente referido,
a quantidade de ctDNA presente nos fluidos corporais é muito reduzida, pelo que os protocolos para a
sua extragdo devem ser o mais eficientes possiveis para minimizar perdas e garantir a obtencdo de
ctDNA suficiente para posterior anélise de alteragdes moleculares especificas de cancro.

Um dos aspetos a salientar tendo em conta o potencial impacto no insucesso do ARMS/HRMA
diz respeito & associagdo entre o método de extracdo utilizado e a perda de fragmentos de menores
dimensdes. Um dos métodos mais amplamente usados em investigacao para a extragdo de cfDNA tem
por base o uso dos QlAamp DNA Blood Kits da Qiagen, maioritariamente o0 QlAamp DNA Blood Mini
Kit (DBM kit), que, tal como o High Pure PCR Template Preparation Kit da Roche Diagnotics utilizado
neste projeto, se baseia na extragdo de acidos nucleicos com recurso a colunas com membranas de silica
na presenca de sais caotrépicos ®®¢”. Ambos os kits foram desenvolvidos com o intuito de extrair DNA
gendmico de elevado peso molecular, e ndo ctDNA, cujo tamanho se encontra maioritariamente entre
0s 130 pb e 170 pb €5,

Com o aumento do interesse nas potencialidades do cFDNA surgiram no mercado Kits especificos
para o seu isolamento. Um estudo comparativo de Devonshire et al.®® avaliou a eficiéncia de extragdo
de DNA entre gquatro desses Kits e 0 DBM kit com recurso a fragmentos de aproximadamente 100 pb,
500 pb e 1500 pb. O DBM Kkit resultou na maior percentagem de isolamento do maior fragmento (58%),
no entanto, este valor foi de apenas 38% e 21% para os fragmentos de 500 pb e 100 pb, respetivamente.
Por outro lado, o QlAamp circulating nucleic acid kit da mesma empresa, desenvolvido para a extracao
de cfDNA, isolou 83% do menor fragmento e 99% do fragmento de 500 pb.

Transpondo as conclusdes do estudo para este projeto, é possivel inferir que, ainda que o método de
extracdo utilizado seja adequado a extragdo de DNA a partir de amostras de tecido tumoral, 0 mesmo
ndo se deverd aplicar a extracdo de ctDNA de amostras de plasma. Considerando o elevado nivel de

fragmentacdo caracterizador do cfDNA de doentes oncoldgicos, a perda de fragmentos de menores di-
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mensdes durante a extracdo podera significar a perda de uma grande percentagem de fragmentos con-
tendo a mutacdo de KRAS em analise, e consequentemente, impossibilitar a correta caracterizacdo das
amostras em estudo.

Uma das estratégias adotadas na tentativa de obter amostras de DNA mais concentradas foi a
eluicdo com um volume reduzido de tampao de eluicdo (30 L), o que, de acordo com alguns estudos,
é insuficiente para saturar a membrana da coluna de extracdo, resultando no isolamento de menores
quantidades de DNA. De acordo com os resultados reportados por Huang et al. % aquando da utilizagdo
do High Pure PCR Template Preparation Kit, as concentracfes de DNA de amostras eluidas com 100
uL de tampéo de elui¢do foram na generalidade comparaveis ou superiores as eluidas com 50 pL.

Em adicdo ao método de extracdo utilizado, outro dos aspetos a salientar é o volume de plasma a
partir do qual foram realizadas as extracGes de DNA, uma vez que, apesar de as amostras apresentarem
um volume variavel, na sua maioria este ndo excedia os 500 pL. Contudo, usualmente a extracdo de
CtDNA é realizada a partir de pelo menos 1 mL de plasma, visto que, tal como expectavel, a quantidade
de DNA extraida aumenta com o aumento do volume de plasma, o que explica que os kits desenvolvidos
especificamente para essa aplicacdo suportem a utilizacdo de grandes volumes de plasma €.

Considerando os aspetos apresentados, a metodologia selecionada para a extracdo de DNA das
amostras de plasma ndo deverd ter sido a mais adequada, o que podera justificar a ndo detegdo da mu-

tacdo KRAS G12V por ARMS/HRMA em amostras de plasma de doentes com tumores mutados.

Tabela 3.5. Comparagdo entre os resultados obtidos por SS e ARMS/HRMA para a dete¢do da muta-
cdo KRAS G12V em amostras tumorais e amostras de plasma correspondentes.

ss ARMS/HRMA
KRAS G12V

Doente Tumor Plasma Tumor Plasma
1 wt/G12D  wt/wt ND ND

4 wt/G12V  wt/wt Glzv ND
6 wt/G12V  wit/wt Gilz2v ND

7 wt/G12D  wt/wt ND ND
10 wt/G12V  wit/wt ND ND
11 wt/wt wt/wt ND ND
13 wt/G12D  wt/wt G12D ND
16 wt/G12V wt/G12V - Gl2v

17 wt/G12D  wit/wt G12D ND
23 wt/G12D  wit/wt G12D ND

28 wt/G12R  wit/wt ND ND
39 wit/wt wit/wt ND ND
40 wit/wt wit/wt - ND
43 wit/wt wit/wt - ND
47 wt/wt wt/wt ND ND

48 wt/G12D  wt/wt G12D ND

SS: Gen6tipo por Sequenciacdo de Sanger; ND: Alelo G12V nédo detetado; G12V: Amostra G12V/G12D
positivas; - Sem dados.
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3.4. ARMS/HRMA para detecdo da mutacdo KRAS G12D

Ap0ds se ter verificado que a reacdo de ARMS/HRMA permite identificar amostras tumorais com
a mutacdo KRAS G12V, a segunda mutacdo pontual mais comum em doentes com PDAC, a etapa se-
guinte teve como objetivo desenvolver uma reacdo capaz de detetar a mutacdo mais comum: KRAS
G12D.

Para tal, tendo em conta que o método desenvolvido tem por base uma amplificacdo alelo-espe-
cifica, foi necessario selecionar um novo primer G12D-especifico que difere do primer G12V-especi-
fico apenas no ultimo nucledtido: adenina (G12D: GTT>GAT) em substituicdo da timina (G12V:
GGT>GTT). Os mismatches formados pelo annealing do primer a diferentes muta¢cdes no mesmo codéo
de KRAS encontram-se sumarizados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Hibridac&o do primer G12D-especifico com diferentes alelos de KRAS.

Primer G12D-especifico

S'CTTGTGGTAGTTGGAGCTTA 3~
KRAS wt ITT IIT ITIITITIIIIIIITII

(GGT) 3"GAACACCATCAACCTCGACC 5°

ITT IIT ITTITTIITITIIII
(GGT>GTT) |3 " GAACACCATCAACCTCGACA 5°

KRAS G12V S’ CTTGTGGTAGTTGGAGCTT 3

KRAS G12D S'"CTTGTGGTAGTTGGAGCTTIA 3~

[T IIT IIITTITIIT II IT1 I
(GGT>GAT) |3 - GAACACCATCAACCTCGACT 5°

5'CTTGTGGTAGTTGGAGCTTA 3°
KRAS GI2R ITT ITT ITTITTTIT 1111

(GGT>CGT) |3 " GAACACCATCAACCTCGAGC 5°

KRASG12C |5 CTTGTGGTAGTTGGAGCTIA 3’

ITT ITTI ITITIITIII ITIITITI
(GGT-TGT) 3'GAACACCATCAACCTCGAAC 57

T: Nucledtido degenerado; T: Nucledtico G12D-especifico.

3.4.1. ARMS/HRMA para dete¢do da mutacdo KRAS G12D em amostras tumorais de do-
entes com PDAC

A reacdo de ARMS/HRMA foi inicialmente realizada nas condigdes previamente otimizadas para
a mutagdo G12V e com recurso a linhagem homozigética wt SW48 e a seis amostras tumorais previa-
mente caracterizadas por SS quanto a presencga de muta¢fes no coddo 12 de KRAS: duas wt/wt (11T e
46T), uma wt/G12V (6T) e trés wt/G12D (7T, 8T e 23T).
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O ARMS/HRMA para a detecdo do alelo G12D foi, em conformidade com o realizado para a mutagéo
G12V, analisado com recurso ao perfil de desnaturacdo obtido para cada uma das amostras, e por ele-
troforese em gel de agarose com o intuito de avaliar a especificidade da amplificacdo, bem como detetar
a eventual formacéo de dimeros de primers e produtos inespecificos.

Na andlise das curvas de desnaturacao referentes as sete amostras testadas sdo claramente obser-
vados dois picos de desnaturacgdo distintos, o primeiro por volta dos 75,5 °C e o segundo cerca de 4 °C
acima, por volta dos 79 °C (Figura 3.16A). Contudo, estes ndo sdo observados nas curvas referentes a
todas as amostras, uma vez que, tal como observado na Figura 3.16A, existem apenas trés picos, corres-
pondentes a trés amostras analisadas (7T, 8T e 23T), por volta dos 79 °C, e seis (SW48, 6T, 7T, 8T, 11T
e 46T) por volta dos 75,5 °C.

Em concordancia com a metodologia de analise aplicada no ARMS/HRMA para detecdo da mu-
tacdo KRAS G12V, foi subtraida a curva de desnaturacdo da linhagem SW48, definida como referéncia,
as curvas de desnaturacdo das restantes amostras, sendo assim obtidas as curvas de diferenca que faci-
litam a diferenciacéo dos genétipos (Figura 3.16B). As curvas de diferenca referentes as amostras tu-
morais wt/G12D 7T e 8T, representativas de amostras tumorais G12D positivas, apresentam inequivo-
camente ambos os picos de desnaturacdo. Por outro lado, as curvas de desnaturagdo referentes as amos-
tras tumorais 6T, 11T e 46T, G12V negativas por SS, ndo apresentam o segundo pico de desnaturagdo
por volta dos 79 °C. Esta observagéo indica que este pico de desnaturagéo é exclusivo de amostras G12D
positivas, enquanto o primeiro pico por volta dos 75,5 °C aparenta ser independente do genétipo das
amostras analisadas.

Deste modo, 0o ARMS/HRMA aparenta permitir distinguir entre amostras com a mutacdo KRAS
G12D, que apresentam um pico de desnaturacdo por volta dos 79 °C, doravante designado Pico D, de
amostras sem a mutacao, que apresentam apenas um pico por volta dos 75,5 °C, doravante designado
Pico W.
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A) Curva de Desnaturagéo
Pico W
Pico D

70 72 74 76 78 80 82
Temperatura (°C)

—SW48 —o6T 7T 8T — 11T —23T —406T

B) Curva de Diferenga

Pico D

Diferenca Fluorescéncia
—

70 7 T4 76 80 8

Temperatura (°C)

—SW48 —6T 7T 8T — 11T —23T —46T

Amostra PicoW PicoD GenSoStlpo
l SW48 (wt/wt) 75,5 °C - wt/wt
6T 75,8 °C - wt/G12V
T 755°C 79,2°C wt/G12D
8T 75,3°C 79,2°C wt/G12D
11T 75,5°C - wt/wt
23T - 79,0°C  wt/G12D
46T 75,5°C - wt/wt

Figura 3.16. HRMA dos resultados de ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12D na li-
nhagem SW48 e nas amostras tumorais 6T, 7T, 8T, 11T, 23T e 46T de doentes com PDAC.
Curvas de desnaturacdo (A) e Curvas de diferenca (B), e respetivos picos de desnaturacao e genétipos deter-
minados por Sequenciacdo de Sanger (SS).

Seguidamente os produtos do ARMS/HRMA foram analisados por eletroforese em gel de aga-
rose, e o gel obtido encontra-se representado na Figura 3.17A.
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Tendo em conta que o produto de ARMS gue se pretende amplificar é de 96 pb, a banda corres-
pondente devera ser visualizada no gel ligeiramente abaixo da primeira banda do marcador molecular,
gue corresponde ao menor fragmento de 100 pb. Contudo, as bandas correspondentes as amostras SW48
(wt/wt), 6T (Wt/G12V), 11T (wt/wt) e 46T (wt/wt) (linhas 3, 4, 7 e 9, respetivamente), sdo visualizadas
ligeiramente acima da primeira banda do marcador, pelo que aparentam ter mais do que 100 pb. Por
outro lado, nas amostras wt/G12D 7T e 8T (linhas 5 e 6, respetivamente) sdo observadas duas bandas,
uma com mais de 100 pb, em linha com o observado para as amostras G12D negativas, e outra com
menos de 100 pb, concordante com o produto pretendido de 96 pb. Um resultado diferente foi obtido
para a amostra wt/G12D 23T (linha 8), em que apenas a banda abaixo dos 100 pb é claramente visuali-
zada.

Considerando o resultado obtido, e com o objetivo de esclarecer qual o produto inespecifico que
resulta na banda acima dos 100 pb, foi analisada a complementaridade dos primers com o genoma hu-
mano com recurso a ferramenta Primer-BLAST. Para além do resultado correspondente ao produto de
96 pb para o qual a reacdo de ARMS foi desenvolvida, foi também obtido um resultado correspondente
a um produto de 109 pb formado através da hibridacao de dois primers reverse na regido cromossémica
38.p13 referente ao gene que codifica a Glutamate-rich protein 1 (ERICHL), e que, tendo em conta o
tamanho do produto, podera corresponder a banda observada. Esta hip6tese ndo foi confirmada neste
projeto, no entanto, de modo a melhor caracterizar o método desenvolvido, seria relevante isolar e se-
guenciar o produto correspondente.

Considerando que a banda abaixo de 100 pb é exclusiva das amostras wt/G12D (linhas 5, 6 e 8)
e que o pico de desnaturagdo por volta dos 79 °C também o &, é possivel inferir que a observacao do
Pico D nas curvas de desnaturacdo dessas amostras reflete a formacéo do produto de KRAS de 96 pb e
a detecdo do alelo G12D do gene. Por outro lado, a observacao da banda inespecifica acima dos 100 pb
é observada em todas as amostras (exceto a 23T), pelo que devera corresponder ao Pico W, igualmente
observado nas curvas de desnaturagdo de todas as amostras, com excecdo da 23T.

Apesar de também ter sido caracterizada como wt/G12D por SS, a amostra 23T devera apresentar uma
percentagem de DNA mutado bastante superior as amostras 7T e 8T. Ao contrario das amostras 7T e
8T, cujo pico referente ao nucleétido adenina (alelo G12D) apresenta menor intensidade do que o refe-
rente a guanina (alelo wt), na amostra 23T é observado o inverso, o que releva a presenca de maior
quantidade do alelo G12D na amostra comparativamente ao alelo wt e as duas outras amostras (Figura
3.18).

Nas amostras G12D negativas SW48 (wt/wt), 6T (Wt/G12V), 11T (wt/wt) e 46T (wt/wt), a formacao do
produto inespecifico seréd favorecida pela auséncia do alelo G12D, sendo assim o Unico produto for-
mando. J& nas amostras wt/G12D devera ser formado néo sé o produto especifico de 96 pb favorecido
pela presenca do alelo G12D, como, dependendo da percentagem de DNA mutado na amostra, o ines-

pecifico (>100 pb) resultante do alelo wt.
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Adicionalmente, na analise do gel de agarose (Figura 3.17A), sdo observadas bandas referentes a
produtos de maior peso molecular, pelo que, com o objetivo de aumentar a especificidade da reacéo,
esta foi realizada com uma temperatura de annealing superior no primeiro ciclo de amplificacdo: 54°C
em vez dos 52°C previamente otimizados para a mutacdo G12V. Analisando o gel de agarose resultante
(Figura 3.17B) é possivel observar que o aumento da temperatura de annealing aparenta ter contribuido
para a remocdo dos produtos inespecificos de maior peso molecular, ainda que ndo tenha permitido
inibir completamente a sua formacdo. Contudo, esta observacdo ndo aparenta ser relevante neste caso,
uma vez que, tal como na reacdo anteriormente descrita, a analise dos perfis de desnaturagdo permitiu

novamente e muito claramente diferenciar as amostras quanto a presenca do alelo G12D.
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Figura 3.17. Eletroforese em Gel de Agarose para analise do ARMS G12D-especifico.
ARMS/HRMA com 52 °C (A) e 54 °C de temperatura de annealing na primeira fase de amplificacdo. 1-
Marcador Molecular, 2- Controlo Negativo, 3- SW48, 4- 6T, 5- 7T, 6- 8T, 7- 11T, 8- 23T, 9- 46T, 10-
Marcador Molecular.

T 8T 23T

Figura 3.18. Analise das sequéncias do codao 12 de KRAS das amostras 7T, 8T e 23T obtidas
por Sequenciagdo de Sanger.
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Posteriormente foram analisadas cinco amostras tumorais adicionais. Devido a necessidade da
incorporacdo de controlos em cada reacdo foi selecionada a linhagem heterozig6tica wt/G12D LS174T
como controlo G12D positivo e, em conformidade com o realizado até ao momento, a linhagem SW48
como controlo G12D negativo e referéncia para a obtencdo das curvas de diferenca. Adicionalmente
foram também selecionadas como controlo as amostras tumorais 8T (Wt/G12D) e 46T (wt/wt) previa-
mente testadas. As curvas de diferenca obtidas encontram-se representadas graficamente na Figura 3.19.

O controlo G12D positivo, linhagem LS174T, apresenta o Pico W (75,7 °C) e D (79,5 °C), 0 que
corresponde ao expectavel por ser wt/G12D, enquanto o controlo G12D negativo, linhagem SW48,
apresenta apenas o Pico W (75,5 °C) correspondente ao produto inespecifico favorecido aquando da
auséncia do alelo G12D na amostra. Analisando os controlos tumorais, as amostras 8T e 46T apresentam
um perfil de desnaturagdo concordante com o da linhagem LS174T e SW48, respetivamente. Deste
modo, os resultados obtidos para os controlos da reagdo sao 0s expectaveis, pelo que permitem validar
os resultados relativos as novas amostras tumorais que se pretende analisar.

Em concordancia com o obtido para a linhagem LS174T (controlo G12D), também as amostras
wt/G12D 13T e 30T apresentaram um perfil de desnaturacéo caracterizado pela presenca do Pico D,
identificativo de amostras G12D positivas. Em oposicéo, a auséncia do Pico D observada para a linha-
gem SW48 (controlo wt) é igualmente observada na amostra tumoral wt/wt 3T, bem como nas amostras
wt/G12V 18T e wt/G12R 20T.

Por altimo, e tal como anteriormente demonstrado no contexto da mutagdo KRAS G12V, o
ARMS/HRMA para detecdo da mutagdo KRAS G12D aparenta ser especifico para o alelo G12D para o
qual o primer forward foi desenhado. Adicionalmente, a reprodutibilidade do método é evidenciada pela
analise da linhagem SW48, bem como pelas amostras tumorais 8T e 46T, para as quais foi obtido o

mesmo resultado nas duas reacdes de ARMS/HRMA apresentadas.
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Diferenca Fluorescéncia

Curva de Diferenca
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Figura 3.19. HRMA dos resultados de ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12D na li-
nhagem LS174T e nas amostras tumorais 3T, 8T, 13T, 18T, 20T, 30T e 46T de doentes com
PDAC. Curvas de desnaturagdo das amostras, gendtipo determinado por Sequenciacdo de Sanger (SS), e
respetivos picos de desnaturacdo obtidos por HRMA.

A reacdo de ARMS/HRMA otimizada para detecdo da mutacdo KRAS G12D foi testada num total
de quarenta e quatro amostras tumorais de doentes com PDAC previamente caracterizadas por SS. Em
todas as reacOes foram utilizadas as linhagens LS174T e SW48 como controlos positivo e negativo,
respetivamente, sendo a segunda selecionada como curva de desnaturacdo de referéncia. Todas as amos-
tras foram analisadas de igual forma, e, a semelhanca do realizado para a mutacdo KRAS G12V, optei
por apresentar os resultados com recurso a uma tabela resumo: Tabela 3.4.

A semelhanca do que se verificou aquando da detecdo da mutagio KRAS G12V, o ARMS/HRMA
detetou a mutacdo KRAS G12D em todas as amostras na qual esta foi detetada por SS, demonstrando
assim a sua sensibilidade para a dete¢do da mutacdo em estudo. Das quarenta e quatro amostras anali-
sadas, trés geraram resultados ndo concordantes com o genétipo determinado por SS, tendo sido carac-

terizadas como G12D positivas.
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3.4.1.1. Protocolo de analise de ARMS/HRMA para detecdo da mutacdo KRAS G12D

Considerando a anélise dos resultados de ARMS/HRMA descritos acima, e utilizando como re-
feréncia os resultados obtidos por SS, foi estabelecido um protocolo para a identificagdo de amostras
tumorais contento a mutacdo KRAS G12D, designadas G12D positivas, pela metodologia de
ARMS/HRMA desenvolvida:

* Realizacdo do ARMS/HRMA de acordo com o descrito na secgéo 2.9;

+ Obtencéo da curva de desnaturagdo de cada amostra: derivada negativa da fluorescéncia (F) em
relacdo a temperatura (T) (-dF/dT) em funcdo da temperatura;

+ Obtencdo da curva de diferenca de cada amostra: subtragdo da curva de desnaturagdo da linha-
gem SW48 (linhagem de referéncia), as curvas de desnaturacéo das restantes amostras;

+ Validag&o da reacdo através da analise dos controlos selecionados (G12D positivos e G12D
negativos) e segundo os critérios definidos:

« Amostra G12D positiva: Apresentam um pico de desnaturacdo por volta dos 79 °C;

« Amostra G12V negativa: N&o apresentam um pico de desnaturagdo por volta dos 79

OC;
- Anédlise das curvas de diferenca das amostras tumorais em analise segundo os critérios definidos

acima.

3.4.2. ARMS/HRMA para detegdo da mutagcdo KRAS G12D em amostras de plasma de do-
entes com PDAC

Ainda que 0 ARMS/HRMA ndo tenha possibilitado a dete¢do da mutagcdo KRAS G12V em amos-
tras de ctDNA extraido de plasma, o método foi igualmente testado para a mutagdo G12D.

Em concordancia com o procedimento realizado para a mutacdo G12V, foram selecionadas qua-
tros amostras de plasma, 1P, 7P, 23P e 48P, cujas respetivas amostras tumorais foram caracterizadas
como wt/G12D por SS e G12D positivas por ARMS/HRMA. Em adigéo, foram igualmente analisadas
as amostras 6P, 11P e 28P, de doentes cujas amostras tumorais sdo wt/G12V, wt/wt e wt/G12R, respe-
tivamente, por SS. As linhagens SW48 e LS174T foram utilizadas como controlo wt/referéncia e con-
trolo mutado G12D, respetivamente, e as amostras tumorais 7T (wt/G12D) e 46T (wt/wt) foram anali-
sadas como controlos adicionais da reagéo.

A reacdo de ARMS/HRMA foi realizada nas condi¢des previamente otimizadas para a analise das amos-

tras tumorais G12D positivas, e os resultados analisados segundo a mesma metodologia.
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Apdbs a obtencdo das curvas de diferenca de todas as amostras, representadas graficamente na

Figura 3.20, e andlise dos picos de desnaturacdo correspondentes, € evidente a existéncia de dois picos
de desnaturacgdo distintos, correspondentes aos Picos D e W anteriormente descritos.
Tal como expectavel, a linhagem LS147T e a amostra tumoral 7T, ambas wt/G12D, apresentam um pico
de desnaturacdo correspondente ao Pico D, ao contrario da linhagem SW48 e da amostra tumoral 46T,
ambas wt/wt, o que esta de acordo com a anteriormente demonstrada exclusividade do Pico D nas curvas
de diferenca de amostras G12D positivas.

Seguindo o critério definido, as amostras 6P, 11P e 28P, ndo deveriam apresentar um pico de
desnaturacdo correspondente ao pico D, caracteristico de amostras com KRAS G12D, mas sim um pico
de desnaturacdo na regido dos +/- 75,5°C, referente ao anteriormente definido Pico W. Através da analise
das curvas de diferenca, bem como os valores de temperatura dos picos de desnaturacdo de cada uma
das trés amostras, € clara a observacdo de um pico de desnaturacdo correspondente ao Pico W, e a
auséncia do Pico D (Figura 3.20), o que permite concluir que nenhuma das amostras apresenta a mutacdo
em estudo, em concordancia com as respetivas amostras tumorais.

Por outro lado, por terem sido obtidas de doentes com tumores G12D positivos, é expectavel que as
amostras 1P, 7P, 23P e 48P apresentem ctDNA com KRAS G12D no plasma e, consequentemente, apre-
sentem um perfil de desnaturacdo caracterizado pela observacdo do Pico D nas curvas de diferenca
correspondentes. Contudo, em concordancia com o resultado da sequenciacdo, as amostras apresentam
um perfil de desnaturagdo coincidente com o do controlo wt (SW48), sendo apenas evidente a existéncia
de um pico de desnaturacéo correspondente ao Pico W (Figura 3.20).

Este resultado é particularmente inesperado para a amostra 23P, uma vez que, tal como discutido na
seccdo anterior, 0 cromatograma da amostra tumoral correspondente (23T) revela a presenca de uma
percentagem elevada de células tumorais com a mutagdo G12D, que se deveria refletir em maior quan-
tidade de ctDNA KRAS G12D em circulagdo, e deste modo possibilitar a sua dete¢do por
ARMS/HRMA.

A reacdo de ARMS/HRMA para dete¢do da mutagdo KRAS G12D foi testada num total de dezas-
seis amostras de plasma de doentes com PDAC previamente caracterizadas por SS quanto a presenca
de mutac6es no coddo 12 de KRAS, e os resultados obtidos encontram-se sumarizados na Tabela 3.7.

O insucesso do ARMS/HRMA na anélise de ctDNA extraido de plasma foi amplamente discutido

anteriormente na secgéo 3.3.5.
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Curva de Diferenca
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Figura 3.20. HRMA dos resultados de ARMS para detecdo da mutacdo KRAS G12D nas
amostras de plasma 1P, 6P, 7P, 11P, 23P, 28P e 48P de doentes com PDAC. Curvas de diferenca
das amostras e respetivos picos de desnaturagdo. Gendtipo das amostras determinado por Sequenciacdo de
Sanger, e, no caso das amostras de plasma, gendtipo das amostras tumorais correspondentes.
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Tabela 3.7. Comparacédo entre os resultados obtidos por SS e ARMS/HRMA para a detecdo da muta-
cdo KRAS G12D em amostras tumorais e amostras de plasma correspondentes.

SS ARMS/HRMA
KRAS G12D

Doente  Tumor Plasma Tumor Plasma
1 wt/G12D  wt/wt G12D ND

4 wt/G12V  wt/wt ND ND
6 wt/G12V  wt/wt ND ND
7 wt/G12D  wt/wt G12D ND
10 wt/G12V  wt/wt ND ND
11 wit/wt wit/wt ND ND
13 wt/G12D  wt/wt G12D ND
16 wt/G12V wt/G12V - ND

17 wt/G12D  wt/wt G12D ND
23 wt/G12D  wt/wt G12D ND

28 wt/G12R  wt/wt ND ND
39 wt/wt wt/wt ND ND
40 wt/wt wt/wt - ND
43 wt/wt wt/wt - ND
47 wt/wt wt/wt ND ND

48 wt/G12D  wt/wt G12D ND

SS: Gendtipo por Sequenciacéo de Sanger; ND: Alelo G12D ndo detetado; G12D: Amostra G12D positivas;
- Sem dados.
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4.
CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de uma nova metodologia para detecdo das
mutaces KRAS G12V e KRAS G12D em amostras biol6gicas de doentes com PDAC, particularmente
em amostras de plasma e de tecido tumoral recolhidas durante uma bidpsia ou procedimento cirdrgico.

No ambito da anélise de amostras tumorais, a metodologia de ARMS/HRMA desenvolvida per-
mitiu caracterizar todas as amostras wt/G12V e wt/G12D por SS como G12V e G12D positivas, respe-
tivamente, demonstrando assim a sua sensibilidade para a dete¢do de ambas as mutagdes em amostras
tumorais. Adicionalmente, os resultados obtidos sdo reveladores da reprodutibilidade do
ARMS/HRMA, tal como demonstrado pela obtencéo de perfis de desnaturagdo concordantes entre rea-
¢Oes para as linhagens celulares SW48, SW480 e LS174T. A reprodutibilidade da metodologia desen-
volvida é igualmente suportada pela repeticdo da analise de varias das amostras tumorais, que resultou
em resultados concordantes entre reagoes.

Das quarenta e seis amostras tumorais analisadas por ARMS/HRMA, quatro geraram resultados
distintos dos obtidos por sequenciagéo, tendo sido caracterizadas como G12D positivas (trés amostras)
e G12V positiva (uma amostra), apesar de nenhuns dos alelos ter sido detetado por sequenciacdo. A
andlise das amostras em causa foi realizada em trés reagdes de ARMS/HRMA independentes.

Ainda que o limite de detecdo de ambas as técnicas, ARMS e HRMA, seja usualmente superior ao da
SS, ndo é possivel confirmar que os resultados obtidos para as quatros amostras representem falsos
negativos por sequenciagdo e ndo falsos positivos por ARMS/HRMA.

Para além do desenvolvimento de uma metodologia para detecdo das duas mutacfes de KRAS

mais frequentemente detetadas em PDAC em amostras tumorais, outros dos objetivos do projeto desen-
volvido consistia na dete¢do de ambas as mutagdes em ctDNA extraido de plasma.
As amostras de plasma analisadas por SS e ARMS/HRMA resultaram em resultados concordantes para
ambas as metodologias. Na determinacdo da sequéncia do coddo 12 de KRAS das dezasseis amostras de
plasma analisadas por SS e ARMS/HRMA, quinze foram caracterizadas como wt/wt, independente-
mente de pertencerem a doentes com amostras tumorais wt/G12V ou wt/G12D, como € o caso de nove
das amostras analisadas. Apenas numa das amostras de plasma referentes a um doente com uma amostra
tumoral wt/G12V foi detetado a mutacdo KRAS G12V.

A estratégia de ARMS/HRMA desenvolvida baseia-se na realizagdo de um Unico procedimento
laboratorial, amplificagdo por ARMS seguida de um passo de desnaturagdo, realizado num sistema fe-
chado com recurso a um Udnico equipamento. O trabalho laboratorial associado a analise por
ARMS/HRMA consiste apenas na preparacéo de uma reagdo de ARMS com recurso a uma Master Mix,
0 que em muito difere dos varios procedimentos necessarios para analise por sequenciacao. A anélise
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dos resultados obtidos pode ser realizada imediatamente ap6s o fim da reacdo com recurso ao software
de analise do equipamento utilizado. Deste modo, a estratégia ARMS/HRMA desenvolvida destaca-se
pela simplicidade do procedimento laboratorial e da analise dos resultados, bem como pela reducéo do
tempo de resposta comparativamente a sequenciacdo, o método de referéncia para analise mutacional.

No ambito da analise de amostras tumorais, 0 ARMS/HRMA demonstrou sensibilidade e especi-
ficidade para detecdo das mutages KRAS G12V e KRAS G12D, ainda que quatro amostras tenham sido
caracterizadas como G12V ou G12D positivas sem confirmagdo por sequenciacdo. Considerando 0s
resultados obtidos, e a facilidade de execugéo do procedimento laboratorial, a estratégia ARMS/HRMA
desenvolvida apresenta potencial para aplicacdo em analise médium-throughput para dete¢éo das duas
muta¢Oes de KRAS mais frequentes em PDAC em amostras tumorais.

Contrariamente, a estratégia ARMS/HRMA ndo demonstrou a mesma sensibilidade para a analise
de ctDNA extraido de plasma, ndo tendo possibilitado a detecdo das mutagdes em analise mesmo em
amostras referentes a doentes com PDAC metastatico com tumores primarios mutados. Deste modo,
esta ndo demonstrou ser uma metodologia vantajosa para a analise mutacional de KRAS em ctDNA
extraido de plasma para monitoriza¢do do PDAC e identificacdo de doentes com maior risco de recor-
réncia.

No futuro, de modo a testar mais amplamente a reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade
do ARMS/HRMA para a detegdo das mutagcdes KRAS G12V e G12D em amostras tumorais, deveria ser
analisado um maior nimero de amostras obtidas de doentes com PDAC em diferentes estadios da do-
enca. Adicionalmente, por ser a terceira mutacdo mais comum em KRAS no PDAC, seria relevante
desenvolver uma nova reagdo para a dete¢cdo do alelo G12R através da selecdo de um novo primer
G12R-especifico e seguindo a mesma metodologia ja desenvolvida para os alelos G12V e G12D.

A percentagem de casos diagnosticados num estadio avangado é refletida na reduzida taxa de
sobrevivéncia associada ao PDAC, realidade agravada pelo atraso no diagnostico, e consequentemente
pelo atraso no inicio do tratamento, associado a resultados inconclusivos e resultados negativos por
citopatologia em doentes com apresentacdo clinica indicativa de cancro pancreatico. Considerando que
a detecdo de mutacdes em KRAS é reveladora de lesdes pancreaticas malignas, a rapida detecdo de mu-
tacBes no gene em amostras tumorais contribui para facilitar e acelerar o diagnéstico de PDAC.

Neste ambito, o tempo de resposta associado ao ARMS/HRMA para detecdo de mutacfes em KRAS em
amostras tumorais, bem como a sensibilidade demonstrada, podera ser uma mais-valia aquando do di-
agnostico diferencial de PDAC.

Em adicdo, a analise mutacional de KRAS podera vir a ser essencial para guiar os clinicos na
escolha da estratégia terapéutica mais adequada a cada doente. Tendo em conta o panorama devastador
associado ao cancro pancreético, muitos esforgos tém sido feitos no sentido de desenvolver opcoes te-
rapéuticas direcionadas para a proteina KRAS mutada, contudo, até ao momento, nenhum dos inibidores
analisados permitiu melhorar substancialmente o progndstico de PDAC, pelo que nédo sdo aplicados na

clinica 2, Ainda assim, muitos estudos continuam a ser realizados nesse sentido, pelo que no futuro a
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identificacdo de doentes com PDAC com mutag6es especificas em KRAS poderé vir a ser essencial para
a correta selecdo terapéutica. Do mesmo modo, a analise mutacional de KRAS podera vir a ser imple-
mentada pelo desenvolvimento de novas terapias que apresentem beneficios apenas em pacientes com
KRAS wt, como é o caso dos anticorpos monoclonais anti-EGFR no contexto do cancro colorretal me-
tastatico *2.

Para além do seu potencial no diagndstico e selecdo de terapias direcionadas aquando do seu
desenvolvimento e aplicagdo na pratica clinica, a detecdo de mutacdes em KRAS apresenta potencial
para monitorizacdo do PDAC, nomeadamente para antecipar a recorréncia da doenca, bem como iden-
tificar doentes que beneficiariam de intensificacdo do tratamento. Neste &mbito, tendo em conta a faci-
lidade da realizagdo de uma colheita de sangue, a analise mutacional de KRAS em ctDNA extraido de
plasma é extremamente vantajosa, uma vez que poderia ser realizada frequentemente para monitoriza-
¢do da progressdo da doenca e da resposta ao tratamento.

Neste sentido, um dos objetivos deste projeto consistia no desenvolvimento de uma metodologia que
permitisse a detecdo das duas mutagdes de KRAS mais comuns em PDAC através da analise de ctDNA
extraido de plasma. Contudo, apesar de 0o ARMS/HRMA desenvolvido se ter revelado bem-sucedido na
analise de amostras tumorais, 0 mesmo nao se verificou para as amostras de plasma.

O insucesso do ARMS/HRMA na anélise de ctDNA podera estar associado a utilizagdo de um método
de extracdo pouco eficiente na extracdo de DNA altamente fragmentado. Deste modo, e tendo em conta
a sensibilidade do ARMS/HRMA na analise de DNA extraido de amostras tumorais, seria interessante
testar novamente o método na analise de ctDNA extraido de plasma com recurso a um dos Kits de ex-
tracdo de cfDNA disponiveis no mercado, vantajosos por permitirem que a extragdo seja rapida e pa-
dronizada. Em adigdo, de forma a maximizar a quantidade de ctDNA presente na amostra, outros dos

aspetos a considerar num novo estudo seria a utilizacdo de maior volume de plasma para extracéo.
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6.
APENDICE

Tabela 6.1. Concentracdo do DNA extraido das amostras tumorais e de plasma.

Amostra  Concentragdo (ng/pL) Amostra Concentracao (ng/uL)
1T 77,1 1P 43,0
3T 59,0 4P 59,4
4T 12,4 6P 17,0
5T 48,2 7P 30,1
6T 16,0 11P 31,3
T 26,0 13P 30,4
8T 15,0 16P 25,0
9T 218,0 17P 32,2
10T 14,0 21P 20,3
11T 10,9 23P 25,6
12T 16,0 25P 40,2
13T 89,0 28P 24,7
16T 48,4 34P 16,3
17T 57,4 39P 33,7
18T 190,0 40P 27,3
20T 18,0 43P 21,8
21T 23,2 46P 26,4
23T 36,0 47P 28,3
28T 40,0 48P 54,6

30T 114,5 58P 2,50
31T 61,4 59P 7,50
35T 56,0 65P 13,7
36T 65,9 66P 7.8

37T 7,2 69P 15,1
38T 33,1 73P 4,7

39T 98,1 74P 11,7
46T 21,0 75P 9,9

47T 37,0 78P 12,1
48T 100,0 79P 12,6
58T 16,2 81P 6,2

59T 912,0 83P 4,0

65T 243,5 84P 7.3

66T 715,8 88P 8,2

69T 273,5 89P 7,2

73T 112,9 90P 19,3
74T 29,4 93P 15,1
75T 750,0 98P 13,0
78T 186,9 100P 12,0
79T 249,9

81T 225,9

83T 352,1

84T 577,3

88T 656,2

89T 58,4

90T 420,0

93T 369,6

98T 5,7

100T 51
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