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Resumo

A andlise do estado mutacional do gene KRAS constitui um importante fator no
encaminhamento terapéutico de pacientes com carcinoma coloretal metastatico (CCRm). As
mutacdes neste gene podem ser detetadas por varias metodologias, mas todas comportam
limitacdes que devem ser consideradas. Até a data, ndo existe uma metodologia standard para a
andlise molecular do KRAS. A sequenciacdo direta pelo método de Sanger é considerada o
método de referéncia para a analise de mutagdes somaticas em amostras processadas na rotina
anatomopatologica. Possui contudo, uma sensibilidade limitada perante uma baixa percentagem
de células tumorais. Existem varios sistemas comerciais que utilizam precisamente o argumento
da maior sensibilidade para se implantarem no mercado. Para além da questao da sensibilidade, e
dependendo do tecido em analise, a quantidade de &rea tumoral versus &rea ndo tumoral é
variavel e heterogénea. O patologista tem assim um papel crucial na sele¢do e avaliagdo do
material mais adequado para a analise molecular e em assegurar que essa propor¢éo de tumor
(percentagem de células tumorais) esteja de acordo com os critérios minimos da técnica
selecionada (limite de detecdo da metodologia). O presente trabalho pretende efetuar uma anélise
comparativa entre metodologias e avaliar a importancia da avaliacdo histopatolégica das amostras
para analise molecular na definicdo da sensibilidade e especificidade de diferentes técnicas
moleculares.

Um total de 111 amostras de CCRm foram caraterizadas molecularmente por
sequenciacao direta e 103 pelo Surveyor Scan kit. O limite de sensibilidade analitica determinado
para sequenciacao direta foi de 20% de células tumorais. O limite de sensibilidade analitica
utilizado para o Surveyor Scan kit foi o referido pelo fabricante (de 5% de células tumorais). Da
andlise molecular resultou numa concordancia entre as metodologias de 95,1% com 5 casos
discrepantes (4,9%). Para resolucdo dos casos ndo concordantes recorreu-se a sequenciacao
paralela massiva. A sequenciacdo direta demonstrou uma sensibilidade menor (89,66%) quando
comparada ao Surveyor Scan kit (94,55%).

Para verificar se a sensibilidade dos métodos é influenciada pela adequabilidade do
material utilizado foi feito um estudo de caracterizacdo morfolégica no material utilizado. Efetuando
uma reandlise dos resultados moleculares, tendo em conta a percentagem de células tumorais
(excluindo casos com valores abaixo do limite de detecdo para cada um dos métodos), a
sequenciacdo direta surge agora com uma sensibilidade superior (96,15%) e idéntica a do
Surveyor Scan kit (96,30%). Ambas as técnicas apresentaram uma especificidade de 100% antes
e apés controlo morfolégico.

Em conclusdo, os resultados da avaliacdo do estado mutacional do gene KRAS néo
devem estar dependentes apenas do método molecular, uma vez que todos eles podem fornecer
resultados validos. E evidente a real importancia em aliar ao método selecionado a avaliagéo
histopatolégica das amostras em andlise, devidamente selecionadas e avaliadas por um

patologista, para a realizagcdo de um diagnéstico preciso.




Abstract

The mutational status analysis of the KRAS gene is an important factor in the therapeutic
treatment of patients with metastatic colorectal carcinoma (mCRC). Mutations in this gene can be
detected by several methods but all have limitations which should be considered. Until now there is
no standard methodology for the molecular analysis of KRAS. The Sanger sequencing is
considered to be the reference method for analysis of somatic mutations in formalin-fixed and
paraffin-embedded clinical samples. It has, however, a limited sensitivity towards a lower level of
tumor cells. There are commercial kits using precisely the argument of greater sensitivity to
establish themselves in the market. Beyond the issue of sensitivity, and depending on the tissue for
analysis, the amount of tumor area versus non-tumor area is variable and heterogeneous. This way
pathologist have a crucial role in the selection and evaluation of the material most suitable for
molecular analysis and ensure that the tumor proportion (percentage of tumor cells) is consistent
with the minimum criteria of the selected technique (limit of detection of the method). The present
study was designed to perform a comparative analysis between methodologies and assess the
importance of histopathological evaluation of the samples for molecular analysis in the definition of
sensitivity and specificity for different molecular techniques.

A total of 111 samples of mMCRC were analyzed by direct sequencing and 103 samples by
Surveyor Scan kit. The detection limit for direct sequencing was 20% of tumor cells. The detection
limit for Surveyor Scan kit was the value determined by the manufacturer (5% of tumor cells).
Molecular analysis resulted in an agreement between the methodologies of 95,1% with five
discrepant cases (4,9%). For the resolution of non-concordant cases it was performed massive
parallel sequencing. Direct sequencing showed a lower sensitivity (89,66%) compared to Surveyor
Scan kit (94,55%).

To check if the sensitivity of the methods is influenced by the suitability of the material used
was made a morphological study on the samples used. Performing a reanalysis of the molecular
results, considering the percentage of tumor cells (excluding cases with values below the limit of
detection of the methodologies), direct sequencing appears now with a higher sensitivity (96,15%)
identical to Surveyor Scan kit (96,30%). Both methods showed a specificity of 100% before and
after morphological control.

In conclusion, the molecular analysis results of the mutational status of KRAS gene should
not only be dependent on the molecular method since all of them can provide valid results. It
became clear the real importance of combining the selected molecular method with the
histopathological evaluation of samples in analysis, properly selected and evaluated by a

pathologist, is crucial to perform an accurate diagnosis.




1. Introducao

1.1. Carcinoma Coloretal

O carcinoma coloretal (CCR) constitui uma das principais causas de morte por
cancro em paises desenvolvidos. Responsavel por cerca de 10% da incidéncia de todos
0S cancros, constitui uma das principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel
mundial. Em 2008, segundo a World Health Organization (WHO), estimaram-se, por ano,
1,2 milhdes de novos casos diagnosticados com CCR e 609 000 mortes pela doenga. No
sexo masculino, o CCR é a terceira doenca maligna mais comum a nivel mundial, ap6s o
carcinoma do pulméo e da préstata, constituindo a quarta causa de morte por cancro logo
apo6s o carcinoma do pulmao, figado e estbmago. No sexo feminino, o CCR é a segunda
doenca maligna mais frequente apos o cancro da mama e a terceira causa de morte mais

comum por cancro, logo apds, o carcinoma da mama e do pulméo (Figura 1) (1-4).

Male
Lung
Breast
Colorectum
Stomach
Prostate
Liver
Cervix uteri
QOesophagus
Bladder
Non-Hodgkin lyrmphoma
Letukaemia
Corpus uteri
Parcreas
Kidney
Lip, ord cavity
Brain, nervous system
Ovary

Thyroid  m Incidence

Melanoma of skin M Mortalty
Larynx
20000 1S000 10000 SO00 S000 10000 15000 20000

Figura 1 - Incidéncia e Mortalidade do cancro a nivel mundial por sexo no ano de 2008. Nimeros
estimados segundo a localizagdo do tumor. NUmeros em centenas; (adaptado de Karsa, L. et al. (2010) (4)).

A maior causa da mortalidade em pacientes com CCR sdo as metastases a
distancia. Aproximadamente 50% dos pacientes podera desenvolver doenca metastatica,

gue dependendo do estadio do tumor primario, ocorrem no figado (em 20% a 70% dos
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pacientes), e no pulméo (em 10% a 20% dos pacientes) (5). Os avancos ao nivel do
diagnédstico e tratamento tém vindo a aumentar o nimero de pacientes com cura da
doenca em fase precoce, através de cirurgia. Contrariamente, o prognostico para formas
avancadas da doenca é baixo, com tratamento paliativo para a maioria dos pacientes (6).

A elevada incidéncia deste cancro, em conjunto com a alta taxa de mortalidade,
se diagnosticado numa fase tardia da doenca, demonstra a necessidade de
desenvolvimento de novas formas de diagnostico, prognéstico e de predicdo mais
eficazes. O maior conhecimento ao nivel molecular permitiram conhecer algumas das
causas para a iniciacdo e progressao deste tipo de tumores, revelando também, a
complexidade e heterogeneidade desta doenca (7).

1.1.1. Carcinogénese do CCR

O CCR constitui uma doencga cuja progressdo neoplasica esta associada com a
acumulacdo de alteragbes, desde, anomalias cromossomicas, modificagfes epigenéticas
e mutacbes genéticas, que envolvem genes que regulam por exemplo a proliferacéo,
diferenciacdo, apoptose e angiogénese. A carcinogénese coloretal resulta da ativagéo de
vias neoplasicas distintas e independentes, com caracteristicas moleculares especificas,
nomeadamente, as que conduzem a instabilidade cromossémica (CIN), instabilidade de
microssatélites (MSI) ou a metilagcdo aberrante de promotores de genes (especificamente
das ilhas CpG?), designados como fenétipos de ilhas CpG metiladas (CIMP) (8, 9).

Vogelstein and Fearon, no ano de 1990, propuseram o modelo da carcinogénese
coloretal que correlaciona eventos genéticos especificos com a evolucdo patoldgica da
morfologia do tecido. Em termos histolégicos, ao nivel das células epiteliais do intestino,
as alteracdes genéticas conduzem, primeiramente, a uma hiperplasia da mucosa que
acaba por progredir para adenoma, inicialmente, com baixo grau de displasia. A partir
destes adenomas de menores dimensdes, uma propor¢cdo pode avancar para adenomas
com displasia de alto grau, a partir do qual um clone maligno é capaz de evoluir e iniciar a
invasdo da parede do intestino, como carcinoma (sequéncia adenoma-carcinoma) (8, 10-
12). Estas alteracdes genéticas, necessarias para a iniciagdo e progressao do tumor no
CCR, envolvem inUmeros genes, incluindo a inativacdo de genes supressores tumorais,
como o gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) e TP53 (Tumor Protein p53), e a
ativacdo de oncogenes como o KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homologue)
(8,9, 12, 13).

! Regides ricas em dinucleétidos de Guanina-Citosina;




Mutacdes no gene APC sdo um evento precoce da tumorigénese coloretal e séo
observadas em cerca de 60 a 80% dos adenomas e carcinomas, em 0posi¢do ao gene
TP53, mutado em aproximadamente 40 a 60% dos tumores, e que aparenta surgir numa
fase mais tardia, aquando da transicdo para carcinoma. As mutacdes no gene KRAS séo
observadas em 40 a 50% dos adenomas e carcinomas, ocorrendo maioritariamente,
durante os estadios iniciais de crescimento e progressdo dos adenomas. Muitas outras
alteracbes genéticas e epigenéticas podem ocorrer durante esta sequéncia,
nomeadamente, ao nivel dos genes de reparagcdo do ADN, especificamente nos
mismatch repair (MMR) genes, como a aquisicdo de hipermetilacdo do promotor do gene
MLH1 em 15% dos casos de CCR esporadico, e mutacdes hereditarias em 2 a 4% nos
genes MLH1 e MSH2 no Sindrome de Lynch. A perda cromossomica (18q) contendo os
genes SMAD2 e SMAD4, € observada em cerca de 60% dos CCRs (Figura 2) (8).

APC KRAS MLH1 /MSH2 ~15% 53

5 p
60-80% 40-50% SMAD loss~60% 40-60%
Normal Micro- Low Grade High Grade
epithelium adenoma _ dysplasia dysplasia in
in adenoma adenoma

Figura 2- Sequéncia adenoma-carcinoma. A tumorigénese coloretal inicia-se com uma transformacgéo do
epitélio normal do intestino em adenomas, progredindo para displasias e subsequente evolugdo para
carcinoma. No decorrer desta sequencia ha um acumular de alterag6es em iniUmeros genes, desde mutagdes
génicas (gene APC — 60-80%, TP53 — 40-60% e KRAS - 40-50%), perdas cromossémicas (perda do
cromossoma 18q contendo os genes SMAD) e alteragdes epigenéticas (como a hipermetilagdo do promotor
do MLH1); (adaptado de Brahim, A. et al (2012) (8)).

1.1.2. Tratamento do Carcinoma Coloretal metastatico

O progndstico para pacientes com CCR metastatico (CCRm) que nao realizam
tratamento é desfavoravel, com um tempo médio de sobrevivéncia de aproximadamente
6 meses (14). A ressecao cirdrgica das metastases pode prolongar o tempo médio de
sobrevivéncia destes pacientes, ou até mesmo curar alguns deles. Apesar dos beneficios
da cirurgia, apenas 10 a 20% dos pacientes possuem metastases passiveis de ressecao
guando diagnosticadas (5, 14).

As opcles de tratamento para pacientes com CCRm tém sofrido alteracBes ao
longo dos Uultimos anos. Por véarias décadas o tratamento quimioterapico com 5-
fluorouracilo + leucovorin (5-FU/LV), constituia o tratamento de elei¢cdo destes pacientes,
com uma taxa de resposta de 20% a 30% e uma sobrevivéncia global média de 11 a 12

meses. Posteriormente, desde os anos 90, pela introdugéo de novos agentes citostéticos,




tem ocorrido uma melhoria das opc¢les terapéuticas para estes pacientes. Estes novos
regimes de combinacdo do 5-FU com o oxaliplatino (FOLFOX) e irinotecano (FOLFIRI)
demonstraram uma melhoria das taxas globais de resposta e do tempo de sobrevivéncia.
Em regimes de primeira linha de quimioterapia incluindo o oxaliplatino ou o irinotecano é
observada uma taxa de resposta superior, de 33% a 62% (2, 5, 14).

Mais recentemente, o melhor conhecimento e compreensdo dos eventos
genéticos que estdo na base do desenvolvimento, progressao e metastase dos tumores,
resultou num impacto significativo ao nivel da investigagdo direcionada para o tratamento
de pacientes com cancro. Em particular, o foco no desenvolvimento de terapias dirigidas
e na utilizacdo de técnicas moleculares para a identificacdo dos pacientes com maior
probabilidade de resposta a essas mesmas terapias (15).

Novos agentes terapéuticos, direcionados para o recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e recetor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR),
demonstraram melhorar o progndstico dos pacientes com CCRm (14). A terapia com
anticorpos monoclonais anti-EGFR, cetuximab (Erbitux®) e panitumumab (Vectibix®),
foram aprovados pela European Medicines Agency (EMA) na Europa e pela Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, para o tratamento de doentes com
CCRm. Contudo, como a grande maioria dos tratamentos para cancro, a terapia com
estes agentes esta associada com a toxicidade grave, onde apenas uma peguena
percentagem (de 10% a 20%) dos pacientes vai beneficiar do tratamento (16-21).

A via de sinalizagdo do EGFR encontra-se frequentemente ativada no CCR, e por
esse motivo, é extensivamente, investigada como alvo terapéutico em cancro. A
sobreexpressao do EGFR, determinada por imunohistoquimica, constituiu inicialmente o
critério de selecdo para a terapia com inibidores do EGFR, pressupondo que a
sensibilidade a estes agentes estava associada a um aumento da expressao da proteina.
Contudo, evidéncias de pacientes com CCRm tratados com anticorpos monoclonais
indicaram que este biomarcador pouco se associava com a resposta aos anticorpos anti-
EGFR. Rapidamente observaram que pacientes com elevada, baixa ou sem a expressao
do recetor, possuiam um beneficio similar perante a terapia monoclonal, e que por isso,
ndo se verificava correlacdo entre a expressdo aumentada do EGFR no tumor e a
resposta a terapia. Tal fato realcou a necessidade e a importancia em identificar fatores
especificos que permitissem clarificar a determinacao dos pacientes que irdo beneficiar
da terapia (22).

Tendo em conta a via de sinalizacdo do EGFR, moléculas efetoras a jusante deste
recetor, comecaram a ser estudadas como potenciais biomarcadores para a terapia com
anticorpos monoclonais. A associagdo entre mutacdes especificas e resposta a terapia

parece fornece uma clara oportunidade para melhorar as taxas de resposta e reduc¢éo do
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tratamento de pacientes com pouca probabilidade de resposta a determinadas drogas
(2).

O gene KRAS foi dos primeiros a ser estudado. Ensaios clinicos onde a analise ao
gene KRAS foi efetuada em amostras de tumor de pacientes com CCRm, tratados com
cetuximab ou panitumumab, demonstraram que a eficacia da terapia anti-EGFR estava
dependente do estado mutacional deste gene. Em pacientes com o KRAS wild-type (ndo
mutado), verificaram que a adicdo da terapia monoclonal a quimioterapia com o 5-FU
resultava numa melhoria significativa da sobrevivéncia global e tempo de progressao livre
da doenca, em comparacdo com a quimioterapia em isolado. Em contraste, a
combinacdo da quimioterapia e a terapia monoclonal em pacientes com o0 KRAS mutado
ndo demonstrou beneficios. Estudos posteriores demonstraram, independentemente da
terapia, uma sobrevivéncia global menor em pacientes com o KRAS mutado,
comparativamente, a pacientes com KRAS wild-type (13, 23).

A analise genética demonstrou assim que a presenca de mutac¢des no gene KRAS
constitui um marcador preditivo negativo, da ndo resposta ao panitumumab ou cetuximab,
em pacientes com CCRm. O estado mutacional do gene KRAS possui um impacto
consideravel em decisdes terapéuticas em pacientes com CCRm, onde a presenca de
mutagbes neste gene, identificam pacientes que n&o irdo beneficiar da terapia
monoclonal anti-EGFR (2, 15, 17, 24).

1.2. O KRAS e suas vias de sinalizacao

O gene KRAS localizado no brago curto do cromossoma 12 (locus 12p12.1)
codifica para o KRAS. Primeiramente, identificado como um homélogo celular de um
gene de transformacdo do virus de sarcoma de ratinho (Kristen Rat Sarcoma Viral
Oncogene Homologue), constitui um dos membros da familia RAS (incluindo KRAS,
HRAS e NRAS) de pequenas proteinas de ligagdo guanosina difosfato/guanosina
trifosfato (GDP/GTP) que atuam como transdutores de sinal.

O KRAS constitui um componente chave na regulacdo de vias de sinalizacdo
intracelulares através de uma variedade de recetores, incluindo o EGFR. A sua atividade,
e consequentemente, a sinalizacdo a jusante, é regulada através de fatores de troca do
nucleotideo guanina (GEFs) e por proteinas ativadoras da guanosina trifosfatase (GAPS)
(15, 17).

Todas as proteinas RAS sédo ativadas por ligacdo a GTP através de GEFs, cuja

producdo € estimulada pela ativacdo de recetores de fatores de crescimento,




nomeadamente, do EGFR. Quando ocorre a ligacdo, ou seja, ativacdo, as proteinas RAS
possuem maior afinidade para moléculas efetoras especificas, a maioria das quais
iniciam varias cascadas de vias de sinalizacdo intracelular incluindo, a via do Rat
sarcoma virus/Mitogen-activated protein kinase (RAS/MAPK) e a via do Phosphoinositide-
3-kinase (PI3K/AKT), vias de sinalizacdo importantes na regulacéo da transcricao génica,
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, invasdo e migracdo. A inativacdo ocorre
guando o RAS-GTP (forma ativa) é hidrolisado a RAS-GDP (forma inativa) por acdo da
GTPase intrinseca, cuja atividade encontra-se marcadamente aumentada pelas GAPs
(15, 17).

Em condi¢gBes fisiologicas normais, os niveis de RAS-GTP sdo mantidos
constantes (pelo equilibrio entre a atividade das GEFs e das GAPs), fundamental na
sinalizagdo do tecido normal no que se relaciona com a proliferacédo, diferenciacdo e
senescéncia. A ocorréncia de mutacdes ativantes no KRAS altera esse equilibrio, o que
resulta numa reducdo marcada da atividade intrinseca da GTPase, tornando-a resistente
as GAPs. A ativagdo constitutiva da proteina conduz & permanente ativacao das vias de
sinalizagéo a jusante, independentemente dos recetores a montante, como o EGFR, e

assim induzir & transformag&o oncogénica (Figura 3) (15, 17).
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Figura 3 — Papel das mutagdes no gene KRAS na ativagdo oncogénica das vias de sinalizagédo
intracelulares. O gene humano KRAS, um dos membros da familia RAS, codifica para proteinas de ligacédo
guanosina difosfato/guanosina trifosfato (GDP/GTP) que atuam como transdutores de sinal de vias de
sinalizag¢&o importantes no desenvolvimento e funcao celular. A ocorréncia de mutagdes sométicas missense,
por exemplo, no coddo 12 do gene KRAS, resulta em proteinas RAS constitutivamente ativas (RAS-GTP).
Em consequéncia ocorre a ativagdo oncogénica das vias de sinalizacdo a jusante e resultando num
crescimento, proliferagcéo e diferenciagcdo celular anormal; (adaptado de Wang, H. et al. (2010) (15)).




1.3. Mutacoes no gene KRAS e o CCRm

De todas a neoplasias humanas, cerca de 15 a 20% contém mutac¢des nos genes
da subfamilia RAS. Mutac¢fes ativantes do gene KRAS tém sido observadas com uma
frequéncia relativamente elevada numa variedade de tumores humanos, incluindo: o
carcinoma coloretal (30-60%), pancreatico (60%), do trato biliar (33%), do pulméo (18%),
do ovério (17%) e endometrial (15%) (13, 15). Das muta¢fes ativantes no gene KRAS,
mais de 90% sé&o detetadas nos coddes 12 (82-87%) e 13 (13-18%) do ex&o 2. Estas
mutagdes sdo, geralmente, do tipo pontual e observadas como mutagdes somaticas. Os
padrdes mais comuns encontram-se descritos na Tabela 1. Também documentadas, mas
com uma menor frequéncia (em menos de 5% dos casos), mutacdes nos codbes 61
(exa@o 3) e 146 (exao 4) podem ser observadas (1, 17, 19, 25-27)

Constituindo um dos genes mais frequentemente mutado na via de sinalizagcdo
RAS/MAPK, as mutagfes no gene KRAS séo, na maioria dos casos, um evento precoce
do desenvolvimento e progressao dos carcinomas coloretais. Aproximadamente 35% a
45% dos pacientes com CCRm apresentam mutagfes neste gene, comparativamente a
frequéncia de mutagbes nos genes NRAS e HRAS, muito menor neste tipo de tumores
(1% a 3%) (1, 15, 28). As mutacdes no gene KRAS mais frequentemente observadas no
CCR incluem as transicdes de guanina para adenina e transversdes guanina para
timidina (1, 19). No coddo 12, as mutacdes p.Glyl2Asp e p.Glyl2Val, sdo as mais
comuns, e, no coddo 13 a substituicdo de uma glicina por um aspartato (p.Gly13Asp)
constitui a mutagdo mais frequentemente observada (27, 29). Os codbes 12 e 13
codificam para dois residuos de glicina adjacentes localizados na proximidade do local
catalitico da proteina RAS. Diferentes mutacdes resultam numa substituicdo de diferentes
aminoacidos nesses locais cataliticos, e desta forma, resultam em diferentes niveis de
reducdo da atividade intrinseca da GTPase. Como consequéncia, mutacdes diferentes no
gene KRAS, podem ser responsaveis por diferentes alteracdes bioldgicas. Mutagdes no
codao 12 estdo frequentemente associadas a um fenétipo mucinoso do CCR, em
contraste com as mutacdes no codao 13, geralmente, relacionadas com carcinoma nao

mucinoso, mas de maior agressividade e potencial metastéatico (1).




Tabela 1 - Tipo de mutagBes mais frequentemente observadas nos coddes 12 e 13 do exdo 2 do gene
KRAS.

Codédo Nucleotido variante Aminoacido variante Frequéncia (em %) * Cosmic ID

c.35G>A p.Glyl12Asp 31,4 521
c.35G>T p.Glyl2Val 25,3 520
12 c.34G>T p.Gly12Cys 8,2 516
c.34G>A p.Glyl2Ser 6,0 517
c.35G>C p.Gly12Ala 4,7 522
c.34G>C p.Glyl2Arg 1,4 518
@ €.38G>A p.Gly13Asp 21,2 532
c.37G>T p.Gly13Cys 0,6 527

* Adaptado de Vaughn, C. P., et al. (2011) (29);

O estado mutacional do gene KRAS possui um impacto consideravel na deciséo
terapéutica de pacientes com CCRm. Desde o0 ano de 2009 que a Sociedade Americana
de Oncologia Clinica (ASCO — American Society of Clinical Oncology) recomenda que
todos os pacientes com CCRm candidatos a terapia monoclonal anti-EGFR devem ser
testados para a pesquisa de mutacdes nos coddes 12 e 13 do gene KRAS. Como
mencionado anteriormente, a presenca de mutacdes neste gene, identifica pacientes que

nao irdo beneficiar da terapia (21, 24, 30).

1.4. Analise Mutacional do gene KRAS

A analise do estado mutacional do gene KRAS constitui um importante fator no
encaminhamento terapéutico de pacientes com CCRm. Por outro lado, mutagbes neste
gene podem ser detetadas por inUmeras metodologias, mas todas comportam limitacées
e que devem ser consideradas. Até a data, ndo existe uma metodologia standard para a
analise molecular do KRAS. E, por isso, urgente a necessidade de serem estabelecidas e
implementadas guidelines tanto na pratica clinica, como na validacdo de métodos e
definicdo de procedimentos estandardizados para a detecdo de mutacdes neste gene
(17, 18, 25, 31).

A Sociedade Europeia de Patologia (ESP - European Society of Pathology) e o
Colégio Americano de Patologistas (CAP - College of American Pathologists) propuseram

guidelines técnicas para a analise mutacional do gene KRAS. Estas enfatizam o papel do
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patologista na selecdo das amostras para a analise molecular, selecdo da metodologia a
utilizar e padronizacdo do relatério de resultados (32). Por outro lado, fatores como a
percentagem de células tumorais presentes na amostra e a qualidade geral do tecido
colhido e respetivo ADN extraido incluem importantes implicagdes na precisdo e
sensibilidade do método utilizado para genotipagem do KRAS e que também devem ser
considerados (20, 25).

A avaliacdo através de esquemas externos de avaliagdo da qualidade (External
Quality Assessment - EQA) € um passo fundamental para a validagéo de testes para uso
clinico. Laboratérios que realizem testes para estudo do gene KRAS (bem como outros
testes moleculares preditivos com significado clinico) devem ser validados pelos
programas de controlo de qualidade.

O European Quality Assessment Program para teste do KRAS (KRAS EQA),
suportado pela ESP, tem como objetivo avaliar o desempenho do teste molecular,
incluindo, a correta identificacdo da mutacdo no gene KRAS, a percentagem de células
tumorais e a forma de apresentacdo dos resultados no relatorio. Este programa efetua
uma avaliagdo global da qualidade do teste, com o intuito de desenvolver estratégias e
procedimentos estandardizados que ajudem a garantir a proficiéncia e assegurar um
otimo desempenho, interpretacdo e descricdo da analise mutacional do KRAS (17, 25,
33-35).

Os testes disponiveis pelo CAP permitem a avaliagdo periddica do desempenho
do laboratorio e a promocao da proficiéncia dos exames efetuados. Testes de proficiéncia
para o estudo mutacional do KRAS encontram-se disponiveis desde o ano de 2009 (36).
A subscricdo e participacdo nestes testes de proficiéncia sdo uma forma de controlo de
gualidade e definicdo e monitorizacdo de critérios para garantia da qualidade,
relacionados com, o turn-around time dos exames, documentacdo das falhas em testes,

tendéncias no volume de exames e seus resultados (37).

1.4.1. Selecao e avaliacdo do material para analise molecular: o papel do
patologista

Os testes de diagnostico para o estudo do estado mutacional do gene KRAS séo
realizados na rotina diagnéstica em material tumoral, geralmente, de tecidos fixados em
formalina neutra tamponada e incluidos em parafina. A andlise molecular pode ser
também realizada em ADN extraido de tecidos a fresco em solugédo preservante (por
exemplo RNAlater [Qiagen,California]) ou de tecidos criopreservados. Contudo, tendo em

conta um ponto de vista mais pratico, pela facilidade de obtencdo e preservagdo por
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longos periodos de tempo, os blocos de tecido incluidos em parafina constituem as
amostras clinicas mais frequentemente utilizadas (20, 24, 25, 27, 38-40).

Conforme as guidelines estabelecidas pela National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) para carcinoma do célon, a analise mutacional do KRAS pode ser
realizada em amostras de tecido tumoral primario ou metastatico. Nos casos de doenca
metastatica em pacientes com recorréncia, 0 consenso geral € de que a amostra inicial
do tumor primario, obtida no momento da cirurgia de ressecdo, € apropriada para
fornecer resultados informativos e conclusivos. No caso de pacientes com diagndstico
inicial de doenca metastatica, a analise molecular pode ser efectuada em amostras de
tecido metastatico. Estas recomendacdes tém por base o facto de as muta¢des no gene
KRAS ocorrerem numa fase precoce da tumorigénese coloretal, e portanto, ser
expectavel a sua estabilidade ao longo do desenvolvimento da doenca e a concordancia
entre os tumores primarios e metastaticos ser quase total (20, 25, 41, 42).

O principal requisito para uma genotipagem conclusiva do KRAS é a capacidade,
da metodologia utilizada, em descriminar entre os diferentes alelos mutantes e wild-type.
Dependendo do tecido em andlise, a quantidade de células tumorais versus células nao
tumoral é varidvel e heterogénea. Como consequéncia a quantidade de ADN mutante
relativamente ao ADN wild-type pode variar grandemente. O tecido alvo possuira sempre
células normais presentes no microambiente tumoral (como, linfécitos, macréfagos,
células endoteliais e fibroblastos) (25, 43, 44). Por outro lado, o tumor por si s6 é, uma
mistura heterogénea de células tumorais onde é possivel que nem todas contenham a
mesma mutagdo. Esta distribuicdo, ndo uniforme pode gerar, na analise mutacional de
diferentes regides do tumor, resultados distintos.

Dado que a fonte de material é, usualmente, tecido tumoral processado na rotina
anatomopatol6gica, e muitas vezes, sujeito a macrodissecdo para aumentar o0 nimero de
células tumorais em relagcdo ao numero de células normais, as principais limitacbes
destes métodos relacionam-se com o reduzido volume de células tumorais e o0 baixo racio
de células tumorais para células normais das amostras em teste (8, 44, 45). O minimo de
guantidade de células tumorais requeridas, em relagcdo as ndo tumorais, depende do
método utilizado, sendo por isso importante a avaliacéo pelo patologista, da propor¢éo de
tumor no bloco de tecido e em assegurar que esse valor esteja de acordo com os critérios
minimos da técnica selecionada (limite de detecdo da metodologia) (17, 25, 37, 45).

O patologista possui um papel central na selecdo do bloco de tecido mais
adequado para o teste molecular. Este é responsavel por verificar a presenga de tumor
no bloco selecionado para extracdo de ADN, bem como, assegurar que 0 mesmo possui
quantidade suficiente de células tumorais para a andlise molecular. A avaliagdo do

conteudo tumoral deve ser realizada num corte histolégico do bloco selecionado corado
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com hematoxilina — eosina (H&E) (17, 25). Segundo as recomendacfes do CAP, as
amostras devem ser especificamente selecionadas por um patologista, de forma a incluir,
predominantemente, células tumorais, excluindo a presenca significativa de inflamacéao
e/ou necrose (20, 24).

Um importante aspeto observado é a elevada variabilidade na determinacéo da
percentagem de células tumorais em cortes histologicos. A avaliagdo do contetdo
tumoral constitui um procedimento subjetivo, dependente, da regido da amostra
selecionada para a andlise, bem como, da determinag&o do racio entre células tumorais e
as células normais. Um estudo EQA envolvendo 13 laboratérios demonstrou existir
diferengcas com os valores estimados de percentagem de células tumorais entre os
diferentes laboratérios. Por exemplo, para varias amostras, observaram-se laboratorios
que estimaram 10% a 20% de células tumorais, enquanto outros estimavam para as
mesmas amostras, 90% a 100% (uma diferenca de 80%) (33). Excluindo a variabilidade
na percentagem de células tumorais, em relacéo ao nivel da sec¢éo do corte histoldgico,
estas diferengas sugerem que a variabilidade na avaliagcdo entre patologistas constitui o
principal fator para estas discrepancias. Este facto pode ser justificado quando a
avaliacdo do conteudo tumoral é realizada tendo por base, o célculo da percentagem da
area da amostra que é tumor, em vez, da percentagem de nucleos que estdo no tumor,
cuja avaliagdo microscopica € de maior dificuldade, mas esta sim, considerada a forma

mais correta para determinacgdo da percentagem de células tumorais (25, 33, 46).

1.4.2. Metodologias para detecao de muta¢des no gene KRAS

Uma grande variedade de métodos estdo disponiveis para a detegdo de mutacdes
no gene KRAS. Contudo, ainda nédo é claro, que técnica fornece um melhor desempenho
em termos de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade para a genotipagem do
KRAS (16, 17, 33, 47, 48). Hoje em dia, a andlise por sequenciacdo direta de ADN e
metodologias com base em Polimerase chain reaction (PCR) constituem os métodos
mais frequentemente utilizados para determinar o estado mutacional deste gene (15, 17).

A sequenciacdo direta pelo método de Sanger é descrita como o método gold-
standard para a detecdo de mutacGes somaticas em amostras tumorais. Capaz de
identificar todas as mutacBes possiveis num exao (desde substituicbes de base,
pequenas insercdes e delecdes) esta metodologia possui, no entanto, uma sensibilidade
limitada perante um baixo nimero de células tumorais, particularmente, em amostras de

tecido processadas na rotina anatomopatolégica (15, 25, 49-51). Uma percentagem de
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pelo menos 20% de células tumorais € necessaria para uma detecdo reprodutivel dos
alelos mutados (presentes em cerca de 10% se mutacao estiver em heterozigotia) (1, 23,
26, 31, 52, 53).

Por sua vez, o PCR tornou-se uma das principais metodologias utilizadas no
diagndstico molecular, incluindo o diagnéstico molecular do gene KRAS. Atualmente, 0s
métodos para estudo molecular de mutagdes sdo, quase exclusivamente baseados nesta
tecnologia. Técnicas de High Resolution Melting, PCR em Tempo-real, Restriction
Fragment Length Polymorfism (PCR — RFLP) e metodologias de descriminacéo alélico-
especificas constituem alguns exemplos. Estas metodologias, geralmente de fécil
automatizacdo, tornaram-se as mais promissoras para uso em larga escala e com alto
rendimento em testes de diagnéstico (1, 27, 49, 54). A sensibilidade de uma metodologia
com base em PCR é dependente das condicbes fisico-quimicas da reacdo, da
concentracdo e natureza do ADN alvo e dos primers e sondas selecionados.
Pirosequenciacdo, Single-Strand Conformation Polimorfism (SSCP), descriminagéo
alélica, e High resolution Melting, constituem metodologias cuja sensibilidade se
enquadra num intervalo de 1,5% a 20% de células tumorais (55).

Existem varios métodos, na forma de kits comerciais para o estudo do gene
KRAS. A utilizacdo destes kits comerciais, constitui normalmente uma alternativa
metodoldgica mais simples, com grande sensibilidade analitica e tendencialmente menos
morosa comparativamente as metodologias desenvolvidas pelos proprios laboratérios. As
principais limitagbes sdo o0s custos tipicamente mais elevados, e o fato de se
encontrarem, geralmente, restritos & dete¢cdo apenas das principais mutacdes ativantes
no gene KRAS (17, 25, 33).

O Surveyor Scan K-RAS Mutation Detection Kit (Transgenomic Inc., Omaha),
constitui um exemplo de um kit comercial disponivel para analise mutacional do gene
KRAS. Este kit com marca Communauté Européene (CE-mark) e certificado clinicamente
in vitro diagnostic (IVD), é capaz de detetar as mutacfes presentes no exao 2 deste
gene. Esta tecnologia ap6s a amplificacdo do ADN wild-type e mutante, com hibridacéo e
formacdo de homoduplexos e heteroduplexos?, utiliza uma endonuclease do ADN que
cliva com alta sensibilidade no sentido 3’, ambas as cadeias de ADN, nos locais de
mutacdes pontuais, polimorfismos (SNPs) e insercbGes/delecdes. A andlise dos
fragmentos é efetuada por separacao eletroforética capilar em microchip num sistema
dedicado (WAVE MCE System) (Figura 4). Com um limite de detec&o estimado para a
andlise de amostras de tumor de tecidos fixados em formalina tamponada e impregnados

em parafina de 5% a 10% de células tumorais (0 que se correlaciona com cerca de 2,5%

A formagcdo de heteroduplexos ocorre quando uma sequéncia de ADN wild-type emparelha com uma
sequéncia contendo mutagéo;
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a 5% de alelos mutados para mutacdo em heterozigotia) este método possui, ho entanto,
a necessidade de sequenciacdo das amostras em estudo, caso haja a necessidade de

confirmacao e/ou genotipagem das mutacdes (25, 54, 56, 57).

Passo 1: Amplificacdo do ADN; Hibridacdo com
formacgéo de Homoduplexos e Heteroduplexos

Location of mismatch

Passo 2: Digestao enzimética com Surveyor
Nuclease

Passo 3: Analise dos fragmentos por separacao
electroforética capilar em microchip (WAVE MCE
System)

Figura 4 - Esquema representativo das principais etapas do processo de genotipagem do KRAS
utilizando o Surveyor Scan K-RAS Mutation Detection Kit (& esquerda) e respetivo pormenor do modo
de atuacdo da Surveyor Nuclease (a direita). Apds amplificacdo e formacdo dos homoduplexos e
heteroduplexos, ocorre digestdo com a Surveyor Nuclease. Esta endonuclease do ADN reconhece os
heteroduplexos, onde cliva no sentido 3' ambas as cadeias de ADN nos locais de mismatch. A andlise dos
fragmentos gerados é realizada por separagdo eletroforética capilar no WAVE MCE System. (adaptado de
Transgenomic Inc. (2012)(57)).

Mais recentemente, avancos na tecnologia de sequenciacdo, através de
tecnologias de sequenciacdo de nova geracdo (Next Generation Sequencing - NGS),
facilitaram o processo de analise do perfil de alterac6es genéticas em cancro. Com o
emergir destas tecnologias, surge um grande potencial para aplicacdo da NGS na gestéo
de doencas e tratamento, aconselhamento genético e avaliagdo de risco. Numa
perspetiva clinica, esta tecnologia pode ser utilizada ndo sé no diagnéstico molecular de
doencas genéticas, mas também, de doencas infeciosas, diagnoéstico pré-natal,
farmacogendmica e diagnéstico molecular de cancro (58).

Como mencionado, o cancro é uma doenca heterogénea resultante da
acumulacédo de alteracdes ao nivel do ADN. A NGS tem sido implementada com sucesso
na identificacdo de novas mutacbes numa variedade de cancros, como por exemplo, no
cancro da bexiga, carcinoma de células renais, carcinoma do pulmdo de pequenas
células e carcinoma da prostata. Estas novas tecnologias incluem, por isso, um impacto
significativo no diagnéstico, encaminhamento e tratamento em cancro. O futuro da

medicina personalizada para o CCRm, ira, possivelmente, incluir o uso de NGS para
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examinar centenas de alteracfes potencialmente relevantes clinicamente, em genes
relacionados com o cancro, incluindo o KRAS (20, 58).

O lon Torrent Personal Genome Machine Sequencer (PGM™ - lon Torrent
Systems, Inc., Life Technologies) introduziu uma nova abordagem de sequenciagao,
tendo por base a sequenciacdo iénica em semicondutores. A reacdo decorre no PGM™
no interior de um chip que contém inimeras micro-janelas que serdo preenchidas com
micro-esferas revestidas por multiplas cadeias de ADN iguais que resultaram de uma
amplificacdo clonal prévia, por PCR de emulsdo (emPCR), e que constituem, a template
(moléculas de ADN molde a sequenciar). Segundo esta tecnologia lon Torrent™, ocorre
uma sequenciacdo por sintese, onde, na polimerizacdo do ADN, aquando da
incorporacdo de um nucleétido na cadeia de ADN, pela ADN polimerase, ocorre a
libertacdo de um ido Hidrogénio (H"). A libertacdo do protdo H* conduz a uma variacdo
local do pH, informacédo quimica, que é detetada pelos sensores do chip e convertida em
informacéo digital (Figura 5) (59).

Esta tecnologia de sequenciacéo paralela massiva (Massive Parallel Sequencing -
MPS), através de uma estratégia de targeted resequencing, permite a andlise de
multiplos genes e mdltiplas alteragbes genéticas (mutagdes pontuais, pequenas
insercdes/delecbes e alteragbes de numero de clpias) numa Unica experiéncia. Por outro
lado, uma sensibilidade superior & convencional sequenciacdo direta pelo método de
Sanger é facilmente obtida, através do aumento da cobertura geral dos amplicons em
estudo. Esta metodologia é capaz de quantificar os alelos mutantes presentes num
background de alelos wild-type de uma amostra tumoral, especialmente importante, para

amostras onde a percentagem de células tumorais é reduzida (43, 60).
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a.

Passo 1: Preparacao Passo 2: Preparagdo Passo 3: Passo 4: Andlise
da biblioteca de da template no lon Sequenciagao paralela bioinformatica dos
fragmentos OneTouch™ massiva no PGM™ resultados
b. c
DNA o

Thermocycle
—

PCR
OO QPP

Fragmented

Size-Selected BOPVPTHDPTLP

DNA 1

Adapted DOPVPOPUWPVLP

Library DODPDOVHIVD

DNA

0, | Signal
I —
Proc. (7T

Figura 5 — Representacdo esquematica do workflow de MPS no PGM™; a. Principais etapas do fluxo de
trabalho para MPS no lon Torrent™; b. Preparagéo da biblioteca de fragmentos por fragmentac&o do ADN
gendmico ou seu enriquecimento seletivo e posterior ligacdo de adaptadores; c. Preparacdo da template por
amplificacdo clonal da biblioteca de fragmentos em microesferas (lon Sphere™ Particles — ISPs) e seu
enriquecimento; d. Sequenciagdo no PGM™ em lon chip, onde os quatro nucleétidos fluem ciclicamente, e
por cada incorporacédo de um nucledtido, a variacéo de pH local é processada a informacéo digital no Torrent
Server. (adaptado de Rothberg, J. M., et al. (2011) (59)).
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como principal objetivo avaliar a importancia da
caraterizacdo histopatoldgica na definicdo da sensibilidade e especificidade de diferentes
técnicas moleculares no diagnostico molecular das mutagcbes no gene KRAS em

pacientes com carcinoma coloretal metastatico.

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos, pretende-se, através do presente trabalho efetuar a:

- Caracterizagcdo molecular das mutacdes no gene KRAS (codbes 12 e 13) de
pacientes com CCRm por diferentes metodologias e que representam niveis de
sensibilidade diferentes: 1 - método de sequenciacéo direta segundo Sanger tipicamente
descrito como necessitando de pelo menos 20% de células tumorais; 2 - método
comercial SURVEYOR® Scan KRAS Mutation Detection Kit, descrito como capaz de
detetar mutagcdes em amostras com apenas 5% de células tumorais; 3 — método de
sequenciacdo paralela massiva (NGS), com sensibilidade superior a 1% e usado neste
trabalho como método de referéncia para a analise dos casos nao concordantes.

- Comparacao dos diferentes métodos relativamente ao estado mutacional do

gene KRAS em termos de sensibilidade, especificidade e concordancia.

- Correlagéo da andlise histopatologica da percentagem de células tumorais com o
diagnostico molecular e definigcdo de limites de sensibilidade analitica, no caso especifico

do método de sequenciacao direta segundo Sanger.
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3. Material e Métodos

3.1. Amostragem do estudo

O presente estudo foi constituido por uma amostragem de pacientes com
diagndstico clinico de CCRm com pedido para estudo molecular do gene KRAS (codédo
12 e 13) ao servico de diagndstico genético do IPATIMUP Diagndsticos. O estudo foi
composto por uma amostragem de 111 casos (englobando o ano de 2009 e de 2010)
originarios de duas instituicdes distintas: 53 casos provenientes do Hospital Militar
Regional 1 (HMR1) e 58 casos oriundos do Hospital de S&o Jo&o, EPE (HSJ).

O estudo foi realizado segundo o Artigo 19.° da lei Portuguesa N° 12/2005 de 26
de Janeiro®. Para todas as amostras em estudo foi atribuido um nimero de processo
interno de forma a garantir o anonimato dos pacientes. Ao longo de todo o trabalho néo
foram publicadas informacdes que possibilitem a identificacdo dos pacientes envolvidos.

3.2. Caracterizac¢ao Histopatologica

Do conjunto de amostras em estudo foi realizado o controlo morfolégico em
relacdo ao contetdo de células tumorais, por parte de um patologista, num total de 61
amostras.

O controlo foi realizado para todos os casos provenientes do HMR1 (53 casos),
Cujo arquivo se encontra na instituicdo de realizacdo do estudo. Para os casos do HSJ, o
material biol6gico para andlise é devolvido a instituicdo de origem, por esse motivo,
apenas foi realizado controlo em casos onde foi possivel aceder ao material biol6gico,
incluindo no total 8 amostras.

A avaliacdo microscopica foi efectuada por visualizacdo de um corte histologico (3

pum) do bloco em andlise corado por H&E.

3 Artigo 19.° da lei Portuguesa N° 12/2005 de 26 de Janeiro — “Informagéo genética pessoal e informagéo de
saude”, que refere que “No caso de uso retrospetivo de amostras ou em situagdes especiais em que o
consentimento das pessoas envolvidas ndo possa ser obtido devido a quantidade de dados ou de sujeitos, a
sua idade ou outra razdo comparavel, o material e os dados podem ser processados, mas apenas para fins
de investigagao cientifica ou obtengao de dados epidemioldgicos ou estatisticos”;
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3.3. Caracteriza¢ao Molecular

3.3.1. Material Bioldgico para analise molecular

O estudo molecular foi realizado em amostras de ADN gendmico, extraido a partir
de cortes de 10um de tecidos fixados em formalina tamponada e impregnados em
parafina. Apos secagem das laminas em estufa, a 60°C e durante 30 minutos, realizou-se
a sua desparafinacdo por passagem das laminas em dois banhos sucessivos de xileno,
seguida de duas passagens em etanol absoluto (15 minutos em cada um dos banhos).
Posteriormente, foi efectuada a raspagem do material biolégico contido na lamina para
um tubo eppendorf estéril com ajuda de um bisturi (estéril). Seguiu-se a purificacao e
isolamento do ADN através do Invisorb® Spin Tissue Mini kit (Invitek, Berlin), segundo as
normas do fabricante. A concentragcdo e grau de pureza do ADN foi avaliada por
espectrofotometria de absor¢do no NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington). Até ao momento de analise as amostras de ADN gendémico foram
armazenadas a -20°C.

Para 5 casos foi necessaria uma nova extragdo de ADN a partir do bloco de tecido
de origem. Para estes casos foi também realizado controlo morfol4gico.

Para nenhuma das amostras de todo o estudo foi efectuada macrodisse¢cdo no

processo de extracéo.

3.3.2. Analise Molecular

A caracterizagdo molecular dos coddes 12 e 13 do gene KRAS das amostras em
estudo foi efetuada segundo duas diferentes metodologias. Para todos os casos foi
realizada a analise molecular por Sequenciacdo direta pelo método de Sanger e pelo
método do SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit, (Transgenomic. Inc.,
Omaha).

3.3.2.1. Determinacgdo da sensibilidade analitica dos métodos em estudo

A determinacao do limite de detecdo (sensibilidade analitica) da sequenciacao
direta pelo método de Sanger foi realizada por andlise de amostras celulares contendo

percentagens distintas de células com o KRAS wild-type (linha celular GP202) e células
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com o KRAS mutado (linha celular AGS), contendo a mutacgéo ¢.35 G>A (p.Gly12Asp) em
heterozigotia.

As linhas celulares GP202 e AGS foram mantidas em cultura em meio RPMI (Life
Technologies, Carlsbad), suplementado com soro fetal bovino a 10% (PAA, Austria), 100
IU/mL de penicilina e 100 ug/Ml de streptomicina (Life Technologies, Carlsbad), numa
estufa com atmosfera controlada (5% de CO, e a 37°C). As células cresceram até um
grau de confluéncia de 80 — 90%, e apds tratamento com tripsina foi efectuada contagem
de células em camara de Neubauer para cada uma das linhas. De acordo com o nimero
total de células de ambas as linhas celulares, foi efetuada a mistura de células tendo em
conta um numero final de um milhdo de células. Foram feitas diferentes misturas, de
forma a obter suspens®@es celulares contendo a mutagdo no gene KRAS (células da linha
celular AGS) nas seguintes percentagens: 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 50% e 100%.
Das suspensOes celulares obtidas foram realizados cell-blocks utilizando HistoGel™
(Richard Allan Scientific, Kalamazoo), e posterior processamento histoldgico na rotina
anatomopatolégica. A partir deste momento, estas amostras foram processadas
exatamente da mesma forma, que as amostras de rotina para analise de mutacdes no
gene KRAS.

Apés a sequenciacdo direta, a analise das sequéncias obtidas, foi efectuada
através do software de andlise Mutation Surveyor 3.24 (Softgenetics, Pennsylvania) e o
limite de detecdo determinado.

Para o método SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit, foi utilizado como

limite de sensibilidade analitica o referido pelo proprio fabricante.

3.3.2.2. Sequenciacado direta pelo método de Sanger

A sequenciacdo automatica pelo método de Sanger foi efetuada apos reagéo de
amplificacdo utilizando a Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden). A amplificagdo dos
codbes 12 e 13 (exdo 2) do gene KRAS foi efectuada utilizando o seguinte par de
primers: primer foward 5 -GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG -3’ e primer reverse 5’ -
TGGATCATATTCGTCCACAAAA-3’, resultando num produto final de 197 pares de base
(pb). Os primers foram desenhados com auxilio do programa informatico Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A reacdo decorreu no termociclador MyCycler™

Thermal Cycler (BIO-RAD, Hercules) e segundo as seguintes condicbes (Tabela 2):
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Tabela 2 — Condic8es para areacéo de PCR

Reagentes Volume (pl) Etapa Temperatura | Tempo | N°de ciclos
2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 7,5 Desnaturaco Inicial 950 C 15 1
Distilled H,O DNAse/RNAse free 3,5 Desnaturacio 950 C 30"
5X Q-Solution 1 Annealing 65-60° C* 45” 8
. Extensé@o 72°C 1
10X Primer Forward (10 uM) 1 Desnaturacio 950 C 30”
10X Primer Reverse (10 uM) 1 Annealing 56° C 45” 35
Extensédo 72°C 1
ADN (50-100 ng/ul) ! Extensdo Final 72°C 10’ 1
Volume final 15

*Touchdown — descida a cada ciclo de 1°C na temperatura de annealing

Todas as reacdes de amplificacdo incluiram um controlo negativo para controlo de
contaminacdo por ADN exdgeno. Apoés electroforese horizontal em gel de agarose das
reacbes de PCR, para confirmagdo de amplificacdo, os produtos foram purificados
utilizando uma mistura de enzimas, FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase e
Exonuclease | (Thermo Scientific, Wilmington), seguindo as indicagfes do fabricante.

Para a reacdo de sequenciacdo, foi utilizado BigDye® Terminator Cycle v3.1
(Applied Biosystems, Foster City). Para a reacdo de sequenciacdo utilizou-se Bigdye a
2,5%, tampé&o para uma concentragdo final a 1x e primer (foward) a 10 mM, para um
volume final de 5pl. A reacdo decorreu segundo as condicbes descritas na seguinte
tabela 3.

Tabela 3 — Condig¢8es para areagéo de sequenciacéo.

Reagentes Volume (ul) Etapa Temperatura | Tempo | N° de ciclos

Bigdye 2,5X 0.4 Desnaturac&o Inicial 95° C 2 1

Distilled H,O DNAse/RNAse free 2,2 Desnaturacio 950 C 15"

Buffer Bigdye 1X 0,5 Annealing 550 C 20” 35

10X Primer Forward (10 pM) 0,4 Extensdo 60° C 2

Produto amplificado digerido 1,5 BT 600 C 10 1
Volume final 5

Sucedeu-se a purificagdo por Filtragdo em gel com Sephadex® G-50 Fine (GE
Healthcare, Uppsala) e desnaturacdo em formamida dos produtos de sequenciagédo. A
sequenciacdo direta foi realizada no ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante, e os
eletroferogramas obtidos foram analisados através do software de andlise Mutation
Surveyor 3.24 (Softgenetics, Pennsylvania). Para os casos em que houve necessidade
de repeticdo, por falha na sequenciacdo ou por dificuldade na interpretacéo, foi realizada

sequenciacao bidirecional.
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3.3.2.3. Surveyor® Scan Kras Mutation Detection Kit

O SURVEYOR Scan K-RAS Mutation Detection Kit, (Transgenomic. Inc., Omaha)
foi efetuado de acordo com as condigBes descritas pelo fabricante (57, 61). A andlise
mutacional do exado 2 do gene KRAS incluiu 3 passos principais:

1. Reacdo de amplificacdo do ADN mutante e ADN wild-type, e hibridizac&o e formacéo
de homoduplexos e heteroduplexos. Para cada reagdo sdo incluidos controlos
positivos, de ADN de plasmideo (controlo wild-type para exdo 2, controlo mutado
positivo para coddo 12 e controlo mutado positivo para coddo 13), de forma a
assegurar que os reagentes se encontram nas condigbes adequadas para utilizacao.
E também incluido, por cada reacdo um controlo negativo para exclusdo de
contaminacdo com ADN exdgeno. ApoOs a reagdo de amplificacdo, é avaliada a
efichcia por electroforese horizontal em gel de agarose a 2% dos produtos
amplificados.

2. Digestdo enzimatica da mistura de homoduplexos/heteroduplexos (produtos
amplificados) com a SURVEYOR Nuclease. Os heteroduplexos sofrem digestdo pela
endonuclease, que reconhece os locais de mismatch, formando fragmentos de ADN.

3. Analise dos fragmentos de ADN no WAVE MCE System através do WAVE MCE
Control Software. Por separacéo eletroforética capilar em microchip, os fragmentos de
ADN formados por digestdo, vao possuir diferentes tempos de migracdo, que
correspondem ao tamanho desses fragmentos e, desta forma, a localizacdo do(s)
local(ais) de mismatch. A analise dos resultados obtidos, incluindo o eletroferograma

e “gel virtual”, foi realizada através do WAVE MCE Viewer Software.

3.3.2. Sequenciac¢ao paralela massiva no PGM™

Para os casos discrepantes entre as duas metodologias anteriores, foi realizada
MPS no PGM™. Foram incluidos 29 casos no total: 5 correspondentes a casos nao
concordantes entre as metodogias em comparacao, 4 casos contendo a mutacdo e 20
casos com gendtipo wild-type para o KRAS também por ambas as metodologias em
estudo.

O fluxo de trabalho para MPS no PGM™ foi realizado segundo as condi¢cdes

descritas pelo fabricante, incluindo, de forma sucinta, as seguintes etapas:
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Preparacédo da biblioteca de fragmentos: A preparacdo da biblioteca iniciou-se com a

amplificacdo do codéo 12 e 13 do gene KRAS por PCR, segundo as mesmas condicbes
descritas anteriormente para a realizacdo de sequenciacdo direta pelo método de Sanger
(ver tépico “3.3.2.1 — Sequenciag¢ao Direta pelo método de Sanger”). Posteriormente, foi
realizado de acordo com o protocolo Preparing Short Amplicon (<350bp) Libraries Using
the lon Plus Fragment Library Kit, PN MANO0006846, Rev.3.0 (Life Technologies,
Carlsbad). Os produtos amplificados foram purificados utilizando Agencourt® AMPure®
XP Reagent (Beckman Coulter IZASA, Carnaxide) e apos quantificacdo e normalizacéo
das suas concentracbes para um valor equimolar foram sujeitas a uma digestdo
enzimatica com enzimas de end-repair, utilizando o lon Xpress™ Plus Fragment Library
Kit, PN 4471252 (Life Technologies, Carlsbad). De seguida, e para ser possivel a jungdo
de diferentes amostras num mesmo chip de sequenciacdo, a estratégia de DNA
Barcoding foi utilizada (Xpress™ Barcode Adapters 1-16, PN 4471250 e Xpress™
Barcode Adapters 17-32, PN 4474009 [Life Technologies, Carlsbad]). Esta estratégia
consiste na ligacdo de adaptadores especificos (pequenas sequéncias especificas de
oligonucledtidos) aos fragmentos de cada amostra em analise. Apos nova purificagéo e
quantificagdo utilizando o Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad),
efetuou-se a jungdo das diferentes amostras em propor¢des equimolares numa mesma
pool. Seguiu-se a amplificacdo da biblioteca e célculo da molaridade da mesma para
determinacdo do fator de diluicAo da biblioteca necessario para a preparacdo do

template.

Preparacédo da template: De acordo com o fator de diluicdo determinado foi efetuada a

diluicdo da biblioteca, e seguido o protocolo do lon PGM ™ Template OT2 400 Kit, PN
MANO0007218, Rev. 2.0 (Life Technologies, Carlsbad). Realizacdo de uma amplificacdo
clonal dos fragmentos de ADN através de PCR de emulsédo (emPCR), no lon OneTouch
2, do qual resultam micro-esferas (lon Sphere™ Particles — ISPs) revestidas por
fragmentos de ADN. Apés emPCR efetuou-se o enriquecimento das ISPs positivas* no
lon OneTouch™ES utilizando Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 (Life Technologies,
Carlsbad).

MPS no PGM™ e andlise bioinformética dos resultados: A sequencia¢do das enriched-

ISP foi realizada no PGM™ System, utilizando um lon 314™ Chip v2 e segundo o
protocolo lon PGM * Sequencing 400 Kit PN MAN0007242, Rev. 2.0 (Life Technologies,

*1SPs positivas correspondem as ISPs que resultam de uma reagcdo de emPCR bem sucedida, ou seja, as
micro-esferas que apos amplificagdo clonal ficam revestidas por cadeias de ADN template;
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Carlsbad). Os resultados obtidos séo transmitidos a partir do PGM™ System para o
Torrent Server e a analise bioinformética dos dados efetuada utilizando os plug-ins:
Variant Caller (para identificacdo das variantes presentes) e o Amplicon Coverage
(quantificar o nivel de cobertura dos amplicons). Os settings de analise utilizados foram
os pré-definidos para a andlise de alteragcbes somaticas. Para a interpretacdo dos

resultados s6 foram consideradas variantes para uma percentagem alélica superior a 1%.

3.4. Correlagao do controlo morfoldgico com o diagnostico molecular

A correlagdo entre a analise histopatologica efetuada pelo patologista e o
resultado obtido na analise molecular foi realizada por comparacdo das percentagens do
contetdo de células tumorais estimadas pelo avaliador e o resultado molecular pelas
diferentes metodologias.

Inicialmente, foi efetuado o célculo das sensibilidades e especificidades dos
métodos em estudo sem ter em conta o controlo morfolégico. Numa segunda fase, tendo
em consideracdo os limites de sensibilidade analitica das metodologias em estudo e a
avaliacdo microscépica do conteudo tumoral, foi realizado um novo célculo das
sensibilidades e especificidades dos métodos em estudo e analisadas as diferencas

obtidas em relacdo aos calculos realizados previamente.

3.5. Analise Estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados das diferencas nas frequéncias mutacionais e
discrepancias observadas entre as diferentes metodologias foi realizada através do
software de analise Statview 5.0 (SAS Institute Inc., USA). Para calculo de sensibilidades
e especificidades foi utiizada a folha de calculo Diagnostic Test Calculator

(http://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php).
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4. Resultados

4.1. Determinacao do limite de sensibilidade analitica dos métodos em
estudo

A determinacdo da sensibilidade analitica (limite de detecao) foi apenas realizado
para o método de sequenciacdo direta de Sanger. Para o método de SURVEYOR Scan
K-RAS Mutation Detection Kit o limite de detecéo utilizado foi o determinado pelo préprio
fabricante (limite de detecdo de 5% de células tumorais, o que correspondera a cerca de
2,5% de alelos mutados em heterozigota).

A determinagdo do limite de detecdo da sequenciacdo direta foi efetuado
utilizando ADN extraido a partir de citoblocos contendo uma mistura de células da
linhagem AGS, contendo a mutagdo c.35 G>A (p.Gly1l2Asp) em heterozigotia, e células
wild-type da linha celular GP202, em percentagens celulares que variaram dos 5% aos
100%.

Com o método de sequenciacao direta, a mutacdo no gene KRAS foi detetada a
partir de uma percentagem de ADN mutado de 15% de células tumorais, onde um
pequeno pico de fluorescéncia de baixa intensidade para a mutagao € ja visivel. Abaixo
deste valor (de 15% células tumorais) a mutacdo ndo é identificada. Por sua vez, para
percentagens progressivamente superiores de células AGS mutadas, a mutagdo é
também, conjuntamente, mais nitida (Figura 6).

De acordo com os eletroferogramas obtidos, foi definido como limite de detecéo
da metodologia a presenca de pelo menos 20% de células tumorais, de forma a garantir,
uma detecdo reprodutivel dos alelos mutados no background de alelos wild-type
(corresponderad a uma capacidade de detecdo de cerca de 10% de alelos mutados se

mutagdo em heterozigotia).
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GP202 AGS
Eletroferograma
(KRASWT)  (KRAS MUT)
100% 0%
95% 5%
90% 10%
85% 15%
80% 20%
75% 25%
70% 30%
50% 50%
0% 100%

WT — wild-type; MUT — mutado;

Figura 6 — Determinacdo do limite de detegdo (sensibilidade analitica) do método de sequenciagéo
direta de Sanger. Segundo os resultados obtidos da sequenciacdo das suspensdes celulares contendo
diferentes percentagens de células tumorais com a mutacéo no gene KRAS (p.Gly12Asp) é possivel observar
que a partir de uma percentagem de 15% de células tumorais a presenga de um pico de fluorescéncia
correspondente a mutacdo (seta). Para percentagens superiores de células AGS a mutagdo €
progressivamente mais nitida. Para valores inferiores (0%, 5% e 10%), a mutacdo no gene KRAS néo é
detetada;
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4.2. Caracterizacao molecular dos casos em estudo

A andlise mutacional dos codbdes 12 e 13 do gene KRAS foi possivel nas 111
amostras de tumor em estudo pelo método de sequenciacéo direta segundo Sanger. Em
8 casos nao foi possivel efetuar a analise molecular pelo método do SURVEYOR Scan K-
RAS Mutation Detection Kit (103 casos no total). Exemplos dos resultados obtidos para

ambas as metodologias em estudo estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 — Exemplos de resultados obtidos na andlise dos codbes 12 e 13 do gene KRAS por
sequenciacdo direta e pelo método Surveyor Scan kit. A esquerda, eletroferogramas obtidos por
sequenciacdo direta: (a.) sequéncia wild-type (sem mutagéo); (b.) sequéncia com a mutacao p.Glyl2Val no
codao 12; (c.) sequéncia com a mutacédo p.Gly1l3Asp no coddo 13. Locais de mutagdo indicados com seta
preta; A direita, resultados da andlise de fragmentos pelo Surveyor Scan kit: (d.) resultado negativo para
mutacgédo; (e.) resultado positivo para mutacdo. Setas azuis indicam fragmentos wild-type que ndo sofreram
digestdo e setas verdes correspondem ao produto de digestdo dos fragmentos contendo mutacdo para o
gene KRAS.

4.2.1. Frequéncia e distribuicio mutacional do gene KRAS

Das 111 amostras analisadas por sequenciagao direta, 59 casos (53,2%) foram
consideradas wild-type e 52 (46,8%) mutados (Tabela 4). Através do SURVEYOR Scan
K-RAS Mutation Detection Kit, foram identificados 51 casos wild-type (49,5%) e 52
(50,5%) reportados como positivos para a mutagcado neste gene (Tabela 5).

Para o método de sequenciacdo direta, do total das mutacdes observadas no
exdo 2 no gene KRAS foram mais frequentes a mutacdes no codao 12 que as mutacdes
ao nivel do codéo 13 (80,8% versus 19,2%, respetivamente). As mutagfes p.Glyl2Vval e

p.Gly1l2Asp foram as mais frequentes no codédo 12 com 17,1% e 15,3%, respetivamente,
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seguidas das mutacles p.Glyl2Ser (2,7%) e p.Glyl2Cys (1,8%). No total de amostras
analisadas, apenas um caso envolvendo o coddo 12 com a mutacao p.Glyl2Ala (0,9%)
foi reportado. A mutacéo p.Glyl2Arg nao foi encontrada em nenhum caso neste estudo
por sequenciacado direta. No codao 13, predominou a substituicdo p.Gly13Asp, observada

em 9 casos (8,1%), com apenas um caso contendo a mutacéo p.Glyl3Cys (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia mutacional do gene KRAS segundo o método de sequenciagéo direta segundo
Sanger para as 111 amostras em estudo;

Estado mutacional do KRAS N° de Casos %
Wild-type 59 53,2
Mutado 52 46,8
Mutagdo no codé&o 12
p.Gly12val 19 171
p.Gly12Asp 17 15,3
p.Glyl2Ser 3 2,7
p.Gly12Cys 2 18
p.Gly12Ala 1 0,9
p.Gly12Arg 0 -
Mutac¢do no codédo 13
p.Gly13Asp 9 8,1
p.Gly13Cys 1 0.9

Tabela 5 - Frequéncia mutacional do gene KRAS segundo o método SURVEYOR Scan K-RAS Mutation
Detection Kit para as 103 amostras em estudo;

Estado mutacional do KRAS N° de Casos %
Wild-type 51 49,5
Mutado 52 50,5

4.2.2. Comparacio dos resultados da analise molecular entre as metodologias
em estudo

Avaliando os resultados obtidos pelo método de sequenciacédo direta segundo
Sanger e pelo kit comercial Surveyor Scan, foi obtida uma concordéancia de 95,1%
(98/103) entre as metodologias e foram identificados 5 casos (4,9%) com resultados
discrepantes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Correlacdo dos resultados obtidos entre o0 método de sequenciacdo direta e o Surveyor
Scan Kkit.

Surveyor Scan kit

Sequenciagéo MUT WT Total
direta
MUT 48 1 49
WT 4 50 54
Total 52 51 103

WT — Wild-type, MUT — Mutado;

A andlise dos resultados discrepantes encontra-se apresentada na tabela 7. Um
dos casos foi positivo por sequenciacdo direta, e considerado wild-type para o gene
KRAS pelo Surveyor Scan kit. Contrariamente, os restantes 4 casos discordantes, foram
considerados negativos para a mutacdo no gene KRAS por sequenciacdo direta, mas
positivos pelo Surveyor Scan Kit.

Tendo em conta a avaliagdo microscopica da percentagem de células tumorais
dos casos ndo concordantes verifica-se que, para 0 caso positivo para mutagdo por
sequenciacao direta (caso 1), a sua percentagem de células tumorais foi avaliada em
50%, estando assim, dentro do limite de dete¢cdo para ambas as metodologias em
estudo. Para os casos negativos apenas pelo método de sequenciacdo direta, a
percentagem de células tumorais demonstrou ser reduzida (10%) para dois dos casos
(caso 2 e 3), encontrando-se por isso abaixo do limite de dete¢&o da sequenciacgéo direta,
mas dentro do limite de sensibilidade analitica do método Surveyor Scan Kit.
Contrariamente, os casos 4 e 5, também negativos por sequenciacdo direta, foram
avaliados com uma percentagem de células tumorais de 50% e 60%, respetivamente,

encontrando-se dentro dos limites de dete¢cado de ambos os métodos.

Tabela 7 - Comparacdo dos resultados obtidos por Sequenciagdo direta e Surveyor Scan Kit dos
casos com resultados ndo concordantes e respetiva percentagem de células tumorais da avaliagédo
microscopica;

Metodologia
Caso néo Conteudo tumoral . i
concordante (% de células tumorais) Sequenciagdo direta Surveyor Scan Kit
(LDD - 20%) (LDD — 5%)
1 50 12 Asp wT
2 10 WT MUT
3 10 WT MUT
4 50 WT MUT
5 60 WT MUT

LDD - Limite de detecédo da metodologia em percentagem de células tumorais; WT — Wild-type, MUT —
Mutado;
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4.2.3. Correlacao das metodologias em estudo com NGS: Classificacao de casos
nao concordantes

Para os casos que apresentaram resultados discrepantes entre as técnicas
moleculares em estudo foi realizada MPS no PGM™, constituindo este, o método de
referéncia para a classificagdo dos casos ndo concordantes. Para além dos 5 casos
discrepantes, foram ainda incluidos 24 casos com resultado concordante entre as duas
metodologias em estudo (casos wild-type e casos positivos para mutacdo no coddo 12 ou
13 do gene KRAS) como controlos negativos e positivos. Os casos analisados por NGS
foram considerados positivos para mutacdo no gene KRAS sempre que as variantes
detetadas se encontravam numa percentagem alélica superior a 1%.

Os resultados de NGS, para os 5 casos com resultados ndo concordantes entre
ambas as metodologias (tabela 8), confirmaram para o método do Surveyor Scan a
presenca de mutacdo para 4 dos casos discrepantes e apenas um caso considerado
wild-type por Surveyor Scan kit foi classificado como falso negativo. Para o método de
sequenciacdo direta, os resultados de NGS indicam 4 casos como falsos negativos,
confirmando apenas uma mutacao (caso 1).

Dos resultados de NGS foram ainda identificados 2 casos classificados como wild-
type por ambas a metodologias, e por isso, dados como falsos negativos. Para estes
casos o controlo morfolégico indicou uma percentagem de células tumorais diminuta,
inferior a 5% no caso 6 e de 10% no caso 7, ambos abaixo do limite de sensibilidade do
método de sequenciacao direta e, para 0 método Surveyor Scan kit, abaixo do limite de
detecado no caso 6 e dentro do limite de sensibilidade analitica no caso 7.

Os restantes 22 casos incluidos como controlos (75,9% dos casos) (com resultado
prévio concordante) confirmaram o resultado obtido pelas metodologias em estudo.

Os sete casos identificados com resultado discrepante foram avaliados,

independentemente, por dois patologistas em relagdo a percentagem de células tumorais.
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Tabela 8 — Comparacdo dos resultados obtidos por Sequenciagcdo direta, Surveyor Scan Kit e NGS
dos casos com resultados nao concordantes e respetiva percentagem de células tumorais da
avaliagdo microscopica;

Conteddo tumoral Metodologia
Caso (% de cel_ulas Sequenciagédo direta Surveyor Scan Kit (Cut-offN>61§/o alelos
tumorais) (LDD — 20%) (LDD - 5%) mutados)*
1 50 12 Asp WT 12 Asp (5,3%)
2 10 WT MUT 12 Arg (3,4%)
3 10 WT MUT 13 Asp (1,6%)
4 50 WT MUT 12 Val (6,7%)
5 50 WT MUT 12 Asp (7%)
6 <5 WT WT 12 Asp (2,5%)
<10 WT WT 13 Asp (2,5%)

LDD - Limite de detecdo da metodologia em percentagem de células tumorais; *Cut-off maior que 1% de alelos
mutados para considerar positivo para mutagdo; WT — Wild-type, MUT — Mutado;

Uma analise combinada dos resultados obtidos pelas 3 diferentes metodologias
encontra-se apresentada na tabela 9. A sensibilidade para o método de sequenciagéo
direta de Sanger, tendo como referéncia a NGS, foi de 89,66% (95% CI [78,82% a
96,08%]) e a especificidade de 100% (95% CI [93,21% a 100,00%]). Para o método de
Surveyor Scan kit, obteve-se um desempenho superior, com uma sensibilidade de
94,55% (95% CI [84,86% a 98,80%]) e especificidade de 100% (95% CI [92,53% a
100,00%]). Uma exatiddo® de 94,60% e de 97,10% foi obtida, para o método de

sequenciacao direta e Surveyor Scan kit, respetivamente.

Tabela 9 - Correlacdo dos resultados obtidos por Sequenciacdo direta e Surveyor Scan Kit com os
resultados de NGS;

Sequenciacédo direta Surveyor Scan kit
MUT WT Total MUT WT Total
NGS U ota U ota
MUT 52 6 58 52 3 55
WT 0 53 53 0 48 48
Total 52 59 111 52 51 103

WT — Wild-type, MUT — Mutado;

5 i . . . S . -
Exatiddo — capacidade da metodologia em analise ter resultados iguais ao método utlizado como
referéncia;
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4.3. Correlacio do controlo morfoldgico com a analise molecular

O controlo morfoloégico da percentagem de células tumorais foi efetuado para 61
do total de 111 casos em analise (em 55% dos casos). A mediana de percentagem de
células tumorais foi de 60%, num intervalo de 5% a 95% (excluindo deste intervalo o caso
6 que foi avaliado com uma percentagem menor que 5%).

Na seguinte figura 8 encontram-se exemplificados algumas imagens histolégicas
dos casos em estudo. O primeiro exemplo corresponde a um dos casos com resultado
discrepante entre a sequenciacdo direta e 0 Surveyor Scan kit (caso 2), avaliado com
10% de células tumorais. Na imagem apresentada (Figura 8A), sdo observados
pequenos focos de tumor, envolvidos por células normais do estroma circundante,
presente numa maior propor¢cao que as células tumorais.

Por sua vez, para a Figura 8B verifica-se que a percentagem de células tumorais
€ superior. Nesta imagem histolégica, representativa do caso 5 dos casos com resultados
discrepantes, e avaliada com 60% de células tumorais, € evidente a maior proporgédo de
células tumorais, mas que surgem mais dispersas no estroma normal envolvente, no qual

se observa ainda algum infiltrado inflamatério e necrose.

(A) Avaliagdo morfolégica de um caso com 10% de células tumorais (caso 2);

ey > T 2 %)

Figura 8 — Imagens de cortes histolégicos corados por H&E e respetiva avaliagdo morfolégica do
conteddo em células tumorais. (A) Caso avaliado com 10% de células tumorais (caso 2), onde se
observam-se pequenos focos contendo células tumorais rodeadas de células normais do estroma, que se
encontram numa proporcao consideravelmente superior a de tumor; (B) Caso contendo 60% de células
tumorais (caso 5). As células tumorais encontram-se mais dispersas no estroma normal circundante, e em
proporcdes mais equivalentes com o estroma normal envolvente. Seta preta indica infiltrado inflamatério e
seta azul, zona com necrose; Ampliacéo total de 50X e 200X, da esquerda para a direita, respetivamente.
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A avaliacdo do controlo morfologico do contetdo tumoral foi correlacionada com
os resultados obtidos da analise molecular pelas diferentes metodologias em estudo. Do
total de casos com controlo morfolégico, apenas um dos casos avaliados se encontra
abaixo do limite de dete¢cdo do método do Surveyor Scan kit (5% de células tumorais).
Por sua vez, para o método de sequenciacdo direta de Sanger foram avaliados, abaixo
do seu limite de detecao, 7 casos contendo menos de 20% de células tumorais, sendo os
restantes casos classificados com uma percentagem igual ou superior.

Desta forma, tendo em conta o conteddo tumoral da avaliagdo microscopica,
efetuando uma reanalise dos resultados moleculares obtidos, e excluindo todos os casos
que ndo cumprem os critérios morfolégicos (ou seja, aqueles que contém uma
percentagem de células tumorais inferiores a sensibilidade analitica das metodologias em
estudo), e considerando ainda que os casos onde nao foi possivel o controlo morfol6gico
cumprem esses critérios morfolégicos, sdo obtidos os resultados apresentados na

seguinte tabela 10.

Tabela 10 - Correlagdo dos resultados obtidos por Sequenciagado direta, Surveyor Scan Kit e NGS,
com a exclusdo dos casos com percentagem de células tumorais inferiores a sensibilidade analitica
das metodologias em estudo;

Sequenciacédo direta Surveyor Scan kit
NGS MUT WT Total MUT WT Total
MUT 50 2 52 52 2 54
WT 0 52 52 0 48 48
Total 50 54 104 52 50 102

WT — Wild-type, MUT — Mutado;

Com os resultados da reanalise obtém-se um aumento de sensibilidade para
ambas as metodologias. O método de sequenciacdo de Sanger surge com um valor de
96,15% (95% CI [86,76% a 99,42%]) e mantendo a especificidade de 100% (95% CI
[93,08% a 100,00%]). Por sua vez, para o método Surveyor Scan kit, apresenta uma
sensibilidade de 96,30% (95% CI [87,23% a 99,42%]), mantendo de igual forma a
especificidade nos 100% (95% CI [92,53% a 100,00%]). Em consequéncia, ambos 0s
métodos surgem com uma exatiddo idéntica, de aproximadamente 98% (98,10% para

sequenciacao direta e 98,04% para o método Surveyor Scan kit) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Comparacédo dos valores de sensibilidade, especificidade e exatiddo obtidos pelo método
de Sequenciacdo direta e método do Surveyor Scan kit antes e ap6s considerar os resultados do
controlo morfolégico;

Sequenciacgéo direta Surveyor Scan kit
Sem controlo Com controlo Sem controlo Com controlo
morfolégico morfolégico morfolégico morfoldgico
Sensibilidade 89,66% 96,15% 94,55% 96,30%
Especificidade 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
Exatidéo 94,60% 98,10% 97,10% 98,04%

Uma analise molecular tendo em conta o contetdo tumoral das amostras em
analise, promoveu um aumento do desempenho global das metodologias em estudo para

0 estudo mutacional do gene KRAS.

35



5. Discussao

A detecdo de mutagdes somaticas no gene KRAS tem atualmente um importante
impacto a nivel clinico pelo seu valor preditivo na terapia com anticorpos monoclonais
anti-EGFR (Cetuximab e Panitumumab) em pacientes com CCRm. As mutacbes no
KRAS podem ser detetadas por muitas metodologias, ndo existindo uma técnica gold-
standard para a andlise mutacional deste gene que se utilize como referéncia. E
importante a realizacdo de estudos de comparacdo sistematica da sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade de diferentes técnicas moleculares para a genotipagem
do KRAS, bem como, conhecer e compreender o impacto que a amostra em estudo pode
possuir na andlise, nomeadamente, no que se relaciona com o seu contetdo tumoral.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a importancia da caraterizagdo
histopatologica na definicdo da sensibilidade e especificidade de diferentes técnicas
moleculares no diagnésico molecular das mutacdes no gene KRAS em pacientes com
CCRm.

O estudo incluiu a analise molecular de 111 amostras de tumores coloretais
metastéticos, para as quais foi efetuada a caracterizacdo molecular por sequenciagéao
direta pelo método de Sanger e através do método Surveyor Scan KRAS Mutation
detection kit. Do total de amostras em estudo, néo foi possivel efetuar a analise molecular
em 8 amostras pelo Surveyor Scan kit. Este fato pode ser justificado pelas amostras em
questdo possuirem ADN de menor qualidade. A possivel fragmentagdo do ADN por
fixacdo em formalina e/ou degradacéo desde o momento da extracdo (ano 2009 e 2010)
pode reduzir as taxas de sucesso da rea¢do de PCR. Por outro lado, segundo este kit
comercial, € necesséria uma concentragdo do produto amplificado igual ou superior a 20
ng/ul para gerar resultados possiveis de andlise. Neste sentido, apesar de ser possivel a
amplificacdo na maioria das amostras, os produtos de amplificacdo apresentando
concentracdes inferiores aos 20 ng/pl, ndo sdo passiveis de analise pelo Surveyor Scan
kit. Em contrapartida, para o método de sequenciacdo direta, a obtencdo de produtos
amplificados com concentrages menores sdo, em principio, suficientes para a analise
molecular por esta metodologia, sugerindo, por isso, ser um método menos dependente
da qualidade geral do ADN extraido.

Do total de amostras analisadas no presente trabalho, as frequéncias mutacionais
obtidas para o exdo 2 do gene KRAS demonstraram encontrar-se um pouco acima dos
valores descritos na literatura. Foi obtida uma percentagem de casos positivos de 46,8%

pelo método de sequenciacao direta segundo Sanger e de 50,5% pelo método Surveyor
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Scan kit. Estudos envolvendo uma amostragem superior seriam necessarios para uma
aproximacao aos valores descritos na literatura. Por outro lado, segundo o0 método de
sequenciacao direta, a presenca de muta¢cdes no codao 12 (80,8%) demonstrou ser
superior, que no codao 13 (19,2%) o que esta em consonancia com a literatura. As
mutacbes p.Glyl2Val, p.Glyl2Asp e p.Glyl3Asp foram, por sua vez, as mais
frequentemente observadas, o que também estd em concordancia com o j& descrito (1,
19).

No presente trabalho foi avaliada a sensibilidade analitica do método de
sequenciacdo direta de Sanger, comparando o desempenho deste método com o kit
comercial Surveyor Scan. A andlise comparativa dos resultados entre as duas
metodologias demonstrou uma concordancia de 95,1% (98/103) com 4,9% de casos
discrepantes (5/103). Em termos de sensibilidade, a sequenciagdo direta surge como o
método menos sensivel (sensibilidade de 89,66%) em comparacdo com o0 Surveyor Scan
kit (sensibilidade de 94,55%), que demonstrou um desempenho relativamente superior a
sequenciacao direta (uma exatiddo de 97,10% versus 94,60%, respetivamente). Ambas
as metodologias apresentaram uma especificidade de 100%.

Tendo em conta as discrepéncias obtidas, de forma a classificar os casos com
resultado nao concordante, foi realizada MPS no PGM™. Os resultados obtidos
confrmaram a mutagdo em 4 casos classificados como falsos negativos por
sequenciacao direta e um falso negativo por Surveyor Scan Kkit.

A presenca de dois falsos negativos (caso 2 e 3) por sequenciacdo direta
relaciona-se com a percentagem de células tumorais, abaixo do limite de detec&o da
metodologia (valores de 5% e 10% de células tumorais). Na verdade, a sequenciacao
direta pelo método de Sanger permanece como a metodologia gold-standard para a
andlise de mutacdes somaticas em amostras tumorais, mas que se caracteriza por uma
sensibilidade inferior, especialmente, para amostras com baixo contetdo tumoral. Um dos
objetivos do presente estudo, incluiu a definicdo dos limites de sensibilidade analitica.
Como apresentado na Figura 6 estabeleceu-se um limite de 20% de células tumorais
como nivel de sensibilidade analitica para a sequenciacdo direta de Sanger, capaz de
detetar cerca de 10% de alelos mutados com mutagdo em heterozigotia, e cujo valor é
corroborado pela literatura (1, 23, 26, 31, 52, 53).

Em oposicdo, os restantes dois casos classificados como falsos negativos por
sequenciacdo direta segundo Sanger (caso 4 e 5), apresentaram uma percentagem de
células tumorais elevada (50% e 60%, respetivamente), e por isso, dentro do limite de
sensibilidade analitica do método. Os resultados obtidos por NGS demonstraram porém,
que a mutacdo identificada encontra-se numa percentagem alélica baixa, de

aproximadamente 7% para ambos 0s casos, um valor que estd abaixo do limite de
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detecdo do método de sequenciacdo direta, mas dentro dos valores de sensibilidade
analitica estabelecidos para o Surveyor Scan kit. E de realcar que a anélise molecular de
uma amostra tumoral € limitada ndo s6 pela heterogeneidade celular, mas também pela
heterogeneidade molecular, ou seja, a existéncia de subclones contendo diferentes
gendtipos. A heterogeneidade entre as células tumorais (com e sem mutacado), aliada ao
fato de todas as amostras em estudo possuirem alguma percentagem de células do
estroma normal, pode resultar numa relativamente baixa percentagem de alelos mutados
em algumas das amostras em estudo, mascarando a detecdo das mutacdes. A avaliacdo
histopatoldgica é uma estimativa do contetdo de células tumorais, mas néo preditiva da
frequéncia de alelos mutados (43). E o que pode justificar a diferenga observada entre a
percentagem de células tumorais estimada na avaliacdo microscopica e a percentagem
alélica obtida por NGS, particularmente, evidenciada no caso 1, 4 e 5. Existem dois
desafios importantes para uma analise concludente do gene KRAS em tecido coloretal: a
heterogeneidade da amostra em estudo e as diferencas nos limites de detecdo para
mutagodes distintas (17, 54).

O método de Surveyor Scan kit apresentou, do total de 5 casos com resultado
discrepante entre as duas metodologias em estudo, apenas um caso discordante com 0s
resultados de NGS (caso 1). O Unico caso classificado como falso negativo por esta
metodologia, positivo por sequenciagéo direta, e avaliado com 50% de células tumorais,
confirmou por NGS a presenca da mutacdo em causa com 5,3% de alelos mutados. Um
fator importante, e ja mencionado, é a importancia da qualidade geral do ADN extraido,
ao nivel da precisao e sensibilidade do método utilizado para genotipagem do KRAS (20,
25). A qualidade do ADN da amostra em causa nao era Gtima. A sensibilidade de uma
metodologia com base em PCR é dependente das condi¢fes fisico-quimicas da reacao,
da concentracdo e natureza do ADN alvo e dos primers selecionados. Uma justificacdo
para a obtencdo deste resultado falso negativo, inclui as diferencas na eficiéncia das
reacdes de amplificacdo, que podem conduzir a um enviesamento, onde uma cadeia
wild-type, que é copiada nos primeiros ciclos da reacao de PCR, conduz a que a mesma
seja, preferencialmente, amplificada, e consequentemente, “disfarcando” a mutagéo. Por
outro lado, a andlise microscopica avaliou este caso com uma percentagem de células
tumorais, acima do limite de detecdo de ambos os métodos. A necessidade de repeticdo
e confirmacdo deste resultado pelo método comercial € um passo a seguir. Contudo,
ainda néo foi possivel esclarecer até ao momento este resultado.

A analise por NGS demonstrou ainda a presenca de dois casos com resultado
wild-type por ambas as metodologias em estudo, e por isso dados como falsos negativos
(caso 6 e 7). Segundo o controlo morfolégico da percentagem de células tumorais, estes

casos apresentam valores diminutos, de menos de 5% (caso 6) e 10% (caso 7) de
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células tumorais. O caso 6 esta abaixo do limite de detecdo de ambas as metodologias, e
0 caso 7 encontra-se dentro do limite de detecdo apenas para o método comercial
Surveyor Scan kit. Por NGS as mutacdes foram observadas com uma percentagem
alélica de 2,5% para ambos os casos. Neste sentido, é possivel verificar que a presenca
destes dois falsos negativos ocorreu devido aos alelos mutados se encontrarem numa
percentagem abaixo do nivel de detecdo do método de sequenciacdo direta e, por sua
vez, no limite minimo de dete¢cdo do método de Surveyor Scan kit, que falhou na sua
detecdo. Este ponto reforca que mesmo seguindo os critérios de selecdo tendo em conta
o controlo morfolégico, e conciliando com a técnica molecular e o seu limite de
sensibilidade analitica, existem casos que mesmo assim podem passar como falsos
negativos. A utilizacdo de NGS é um exemplo de uma metodologia capaz de detetar
mutacdes em percentagens alélicas infimas e que quantifica os alelos mutantes
presentes num background de alelos wild-type. Contudo, a sua aplicabilidade a nivel
diagnostico na detecdo de mutacbes somaticas carece de validagdo, crucial em
laboratérios acreditados. Inimeros desafios, particularmente, no que se relaciona com a
andlise e interpretacdo dos dados, tém que ser ultrapassados (58). Por outro lado, as
mutacgdes identificadas por NGS e cujas frequéncias sdo muito baixas ndo podem ser
confirmadas com sequenciacdo direta segundo Sanger devido as limitacbes de
sensibilidade (62). A presenca de frequéncias tdo baixas de alelos mutados no gene
KRAS em tumores classificados como KRAS wild-type pelas técnicas de rotina, pode
condicionar a resposta a terapia anti-EGFR. De fato, o tratamento pode favorecer a que
um subclone contendo mutacéo no gene KRAS em reduzida percentagem alélica, possa
ser selecionado positivamente, determinando a posterior resisténcia a terapia observada
nestes pacientes (45, 53). Apesar da elevada sensibilidade das novas técnicas de
sequenciacdo em detetar esses subclones latentes pode, por sua vez, haver a exclusao
de pacientes que até iriam beneficiar da terapia. Seria por isso, importante avaliar a
resposta destes pacientes, negativos por sequenciacao direta, a terapia monoclonal anti-
EGFR.

Por outro lado, numa rotina de diagnésticos, deve ser tido em conta, que para a
detecdo de mutacdes no gene KRAS, as amostras sdo, ha maioria dos casos, tecidos
processados na rotina anatomopatolégica, e por isso, a quantidade de células normais
mascara a componente tumoral do tecido em analise. O papel do patologista, na selecéao
da amostra tumoral e na avaliacdo da percentagem de células tumorais, é fundamental,
para garantir que existem células tumorais suficientes para a analise molecular (dentro do
limite de sensibilidade analitica da metodologia selecionada). Uma forma de promover um
aumento da sensibilidade é através da macrodissec¢édo, ou seja, aumentando o nimero de

células tumorais em relacdo ao numero de células circundantes do estroma normais no
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ADN gendmico extraido. O patologista surge mais uma vez, como um elemento fulcral na
identificacdo das amostras que necessitam de macrodisse¢do, e assim, garantir que se
encontram dentro do limite de detecdo da técnica selecionada. A realizacdo de
macrodissecdo para casos contendo uma baixa percentagem de células tumorais é hoje
em dia um procedimento de rotina, promovendo um aumento do contetdo tumoral no
material em andlise, e assim aumentar a capacidade de detecdo da mutacao se presente.

Um dos objetivos do presente trabalho, englobou a analise microscépica do
conteddo em células tumorais das amostras em estudo, e possivel em 61 casos. Em
nenhuma das amostras estudadas foi realizada macrodissecdo aquando da extracdo. No
exemplo apresentado na Figura 8A, de um caso avaliado com 10% de células tumorais
(caso 2), as zonas de tumor surgem em focos isolados, de pequenas dimensoes,
rodeados de estroma com células normais. A macrodisse¢cdo manual neste caso teria
promovido um aumento do ADN tumoral no total de ADN gendmico extraido, podendo ter
aumentado a capacidade de detecdo da mutacdo pelo método de sequenciacéo direta
(metodologia onde falhou a detecdo). Contudo, a ndo realizagdo deste procedimento
conduziu a que no total de ADN gendmico extraido, o ADN tumoral ficasse diluido no
ADN normal das células do estroma envolvente, e que competem entre si na reacdo de
amplificacdo (63, 64). A macrodisse¢do surge como um procedimento importante para
diminuir esse efeito. Tal facto também se reproduz para o caso 5 (Figura 8B) mesmo
tendo em conta a maior proporgao de células tumorais versus células normais do estroma
circundante, que segundo o controlo morfolégico se encontram em proporgdes quase
equivalentes.

E de referir ainda, apesar de incluir um ponto ndo aprofundado no presente
trabalho, mas cuja importancia é conhecida, a variabilidade que pode ocorrer na forma de
avaliacdo entre diferentes patologistas, e 0 que revela as deficiéncias persistentes na
padronizacdo das avaliagcbes anatomopatolégicas. Apenas o CAP, estabeleceu
recomendacdes gerais que comtemplam que as amostras tumorais para analise
molecular devem ser especificamente selecionadas por um patologista, incluindo,
predominantemente, células tumorais, e excluindo a presenca significativa de inflamacéao
e/lou necrose (20, 24). Fatores estes que podem diminuir a sensibilidade da técnica
molecular, mesmo quando metodologias com uma sensibilidade analitica superior sédo
utilizadas. Por exemplo, na Figura 8B, é evidente a presenca de um algum infiltrado
inflamatorio a rodear as zonas contendo tumor e alguma necrose. Para este caso
especifico (caso 5), e como ja discutido, os resultados moleculares obtidos foram
discordantes entre as metodologias em estudo, falhando a detecdo da mutacdo por
sequenciacao direta. Angulo, B., et al. demonstraram que parametros morfolégicos como

a presenga de infiltrado inflamatério e conteddo mucinoso, afetam a detecdo das
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mutacfes por diferentes metodologias, com diferentes limites de sensibilidade analitica
(incluindo a sequenciacdo direta segundo Sanger) (65). Neste sentido, a realizacdo de
estudos posteriores, avaliando o real impacto destes parametros histolégicos ao nivel dos
resultados moleculares € importante, especialmente, no sentido de padronizar a forma de
avaliacdo e selecdo da amostra para estudo molecular.

Uma segunda fase do trabalho teve como objetivo a correlacdo dos resultados do
controlo morfoldgico e os resultados moleculares obtidos. Tendo em conta os resultados
da andlise molecular e limites de sensibilidade analitica das metodologias em estudo, e
correlacionando com os valores das percentagens do conteddo de células tumorais
estimadas pelo patologista, verifica-se que a mutacdo apenas € detetada de forma
reprodutivel caso a percentagem de células tumorais da amostra em analise esteja
dentro dos limites de sensibilidade analitica do método molecular selecionado. Neste
sentido, a realizagdo de um controlo morfolégico, numa fase inicial, poderia ter evitado a
obtencdo de alguns falsos negativos, nomeadamente, por sequenciacao direta (método
com menor sensibilidade) uma vez que foram consideradas amostras que ndo eram
adequadas para a analise. Estes resultados foram evidentes quando se recalcularam as
sensibilidades e especificidades das metodologias em estudo, excluindo todos 0s casos
gue nao cumpriam os critérios morfolégicos (percentagem de células tumorais abaixo do
limite de sensibilidade da metodologia). Da reandlise as metodologias demonstraram um
desempenho semelhante. Foi obtido um aumento da sensibilidade, para ambos os
métodos que apresentaram um valor idéntico, de aproximadamente 96%, e mantendo a
especificidade de 100% em ambos. Consequentemente, ambas as metodologias surgem
com um exatidao também aumentada, de cerca de 98%.

Estes resultados demonstram que a sensibilidade do método de sequenciacéo
direta, bem como, para o método do Surveyor Scan Kit, pode ser aumentada, desde que
associado a uma caracterizacao histopatolégica do contetdo de células tumorais da
amostra em analise. Na verdade, estes resultados realcam a importancia da selecéo e
avaliagdo da amostra para o estudo molecular. E fundamental a sua adequac&o tendo em
conta a metodologia utilizada e assim garantir que os resultados sejam corretamente
interpretados e o diagnostico molecular efetuado com o rigor exigido.

Cada laboratorio deve por isso garantir o desempenho dos seus exames com a
maior qualidade possivel, validando os seus procedimentos e participando nos
programas de controlo de qualidade, subscrevendo-se, por exemplo, em testes de
proficiéncia fornecidos pelo CAP (20). A participacdo nestes testes de proficiéncia, por
exemplo para o KRAS, permitem uma melhoria na validacdo dos procedimentos técnicos,
minimizando, a ocorréncia de erros que possam surgir numa qualquer fase do

procedimento, e garantir assim, a qualidade dos seus servicos.
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Foi verificado adicionalmente que, para o0 método de sequenciacdo direta, uma
sequenciacao bidirecional dos produtos de amplificacdo (sentido foward e reverse)
demonstra resultados mais fidedignos, minimizando, enviesamentos por ma interpretacao
das sequéncias devido a presenca de ruido de fundo e atuando como uma dupla
confirmacao do resultado, especialmente se a mutagdo se encontra no limiar do limite de
detecdo. Por sua vez, o método comercial Surveyor Scan kit, demonstrou possuir a
principal desvantagem de néo fornecer informacédo acerca da mutacao especifica quando
detetada. Existindo a necessidade de recorrer a sequenciacdo automatica para genotipar

a mutagao.
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6. Conclusao

Uma detecdo precisa de mutacdes no gene KRAS é crucial no diagndstico
molecular pela importancia na selecao do tratamento adequado de pacientes com CCRm.
Séo diversas as metodologias que podem ser utilizadas para a genotipagem do KRAS,
mas que carecem de estudos que validem o seu desempenho. A necessidade de
validacdo de métodos e estabelecimento e implementacdo de guidelines na prética
clinica para a detecdo de mutacdes neste gene € visivel.

No presente estudo, numa primeira fase, a metodologia Surveyor Scan
demonstrou uma maior sensibilidade na detegéo das mutacdes no gene KRAS, quando
comparada com o método de sequenciacdo direta, e o que seria expectavel. Numa
segunda fase, tendo em conta os resultados obtidos de analise molecular, e aliando
agora os limites de sensibilidade analitica das metodologias em estudo, e
correlacionando com os valores das percentagens do conteudo de células tumorais
estimadas pelo patologista, houve a confirmacdo que existe uma correlagdo com a
capacidade de detecdo da mutagdo com uma percentagem de ceélulas tumorais da
amostra em analise, e que se deve encontrar acima do limite de sensibilidade analitica do
método molecular selecionado.

A escolha por que método usar, ha medida em que ndo existe, até ao momento,
nenhuma metodologia standard para o estudo mutacional do gene KRAS, deve incluir
uma avaliacdo de inumeros fatores, abrangendo, o limite de detecdo da metodologia, a
sensibilidade (falsos negativos) e especificidade (falsos positivos), reprodutibilidade, turn-
around time e custos, tendo sempre por base, a experiéncia do laboratério, equipamentos
disponiveis e facilidade na obtencéo dos resultados.

Diferentes métodos podem ser utilizados para teste molecular do gene KRAS em
amostras tumorais numa rotina de diagndsticos, cada um deles englobando vantagens e
desvantagens. A maior experiéncia existe nos laboratérios utilizando a sequenciacao
direta apés PCR, que sendo relativamente acessivel em termos de custos, quando
comparada aos kits comerciais, se associada a uma caracterizacdo anatomopatoldgica
da amostra em analise, demonstra ser tdo sensivel e fidedigna, na producdo de
resultados crediveis e em tempo util, quando comparada com as restantes metodologias
para estudo mutacional do gene KRAS.

Num teste de genotipagem do KRAS, € importante garantir a qualidade do
processo na fase analitica e pds-analitica, mas ndo esquecer a fase pré-analitica, onde a

necessidade de padronizagdo € evidente. A qualidade do exame est4 dependente de
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varios fatores, desde o momento de colheita do material, da preparacdo da amostra (sua
fixacdo e processamento), bem como, da selecdo e adequacdo para analise molecular
em termos de conteddo tumoral. O patologista possui por isso um importante papel em
varias etapas do processo.

Em conclusdo, os resultados da avaliagdo do estado mutacional do gene KRAS
ndo devem estar dependentes apenas do método molecular a utilizar para genotipagem,
uma vez que todos eles fornecem resultados vélidos. O estudo permitiu demonstrar a real
importancia em aliar @ metodologia selecionada para analise molecular, uma avaliacdo
histopatoldgica das amostras em andlise, devidamente selecionadas e avaliados por um
patologista, fator crucial a se ter em conta aquando a analise dos resultados para a

realizacdo um diagndstico preciso.
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