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Resumo

O cancro do pulmao é a neoplasia com a maior taxa de mortalidade mundialmente, e
aproximadamente 5-7% dos pacientes com carcinoma pulmonar de nao pequenas células
apresentam rearranjo ou fusao do gene Anaplastic lymphoma kinase(ALK), sendo elegiveis para
tratamento com inibidores de tirosina quinase (TKIs). A detecao desta alteracao é realizada por
técnicas como FISH, IHQ, RT-gPCR e NGS, e a obtencao de resultados fidveis é crucial para a
melhoria do progndstico destes pacientes. Assim, hd uma necessidade crescente da otimizacao
e aplicacao de novas metodologias para garantir uma melhor performance dos métodos para a
detecao de fusdes do gene ALK.

Este estudo visa a otimizacao e validacao de uma técnica de RT-qPCR para a detecao de fusdes
do gene ALK utilizando primers especificos para as extremidades 5' e 3' do gene ALK e
confirmacao dos resultados obtidos por comparacao aos adquiridos pela técnica NGS,
nomeadamente nos casos cujo parceiro da fusao nao foi identificado.

Comuma taxa de sucesso de 86%, 0 RT-qPCR apresentou uma sensibilidade e especificidade de
947% e 971%, respetivamente. Demonstrou elevada concordancia com os resultados
previamente obtidos, e permitiu a confirmacao da presenca de fusao em 8 de 15 casos (53%) cujo
NGS nao identificou o parceiro de fusao.

A técnicade RT-gPCR otimizada apresentou elevada taxa de concordancia com os resultados da
metodologia NGS, podendo ser utilizada como método de detecao da presenca de fusao, com

potencial beneficio nos casos que suscitam duvida na analise por NGS.

Palavras-chave:

Cancro do pulmao, rearranjo ALK inibidores tirosina-quinase, RT-qPCR, NGS



Abstract

Lung cancer is the malignancy with the highest mortality rate worldwide, and approximately 5-
7% of patients with non-small cell lung carcinoma show a rearrangement or fusion of the
Anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene and are eligible for treatment with tyrosine kinase
inhibitors (TKIs). The detection of this alteration is carried out by techniques such as FISH, IHQ,
RT-qPCR and NGS, and obtaining reliable results is crucial for improving the prognosis of these
patients. Thus, there is a growing need to optimize and apply new methodologies to ensure better
performance of methods for detecting ALK gene fusions.

This study aims to optimize and validate an RT-gPCR technique for the detection of ALK gene
fusions, using specific primers for the 5' and 3' ends of the ALK gene, and to confirm the results
obtained by comparison with those obtained by the NGS technique, particularly in cases where
the fusion partner was not identified.

With a success rate of 86%, RT-qPCR presented a sensitivity and specificity of 94.7% and 97.1%,
respectively. It showed high concordance with the results previously obtained, and allowed
confirmation of the presence of a fusion in 8 out of 15 cases (53%) where NGS did not identify the
fusion partner.

The optimized RT-qPCR technique showed a high concordance rate with the results of the NGS
methodology and can be used as a method for detecting the presence of fusion, with potential

benefitin cases that are doubtful in the NGS analysis.
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1. Introducao
11. 0O cancro do pulmao

De acordo com dados fornecidos pela /nternational Agency for Research on Cancer(IARC)
em 2022, o cancro do pulmao (CP) foi considerado o cancro com maior incidéncia e mortalidade
na populacao masculina global, enquanto nas mulheres é precedido pelo cancro da mama (Figura
1). Em Portugal, o panorama é semelhante e, apesar de ser a segunda neoplasia mais incidente,
precedida pelo cancro da mama nas mulheres e da préstata nos homens, é a que evidencia pior

progndstico, uma vez que apresenta a maior mortalidade em ambos os géneros (Figura 1)(1-3).
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Figura 1 - Incidéncia e Mortalidae dos 15 cancros mais frequentes na populacao mundial (4) e portuguesa (B) em 2022. Fonte.
Cancer Today - Global Cancer Observatory (1)

O fator de risco mais significativo associado ao desenvolvimento de CP é o consumo de
tabaco, sendo atribuidos cerca de 85% de todos os casos a esta causa(4). Apenas 15 a 20% dos
homens com CP sao nao-fumadores, por sua vez, a populacao feminina nao-fumadora é cerca
de 50%(5). O consumo de tabaco de forma passiva e a exposicao a ashestos, radon e outras
substancias téxicas sao tambhém fatores de risco a ser considerados(4). A presenca de doencas
pulmonares obstrutivas crénicas (DPOCs) ou bronquite crénica (devido a desregulacao
imunoldgica e microambiental, incluindo stress oxidativo, respostas imunitdrias anormais e
inflamacao crénica (6,7)), bem como histdria familiar da doenca, podem resultar num aumento da

probabilidade de desenvolver CP(8).



Apesar dos mecanismos para o desenvolvimento de CP ndo estarem ainda totalmente
esclarecidos, supoe-se que estao envolvidos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. As
alteracoes genéticas perturbam o equilibrio entre a divisao celular e a apoptose, resultando num
crescimento desregulado(7,9,10). Por sua vez, os mecanismos epigenéticos como a metilacdo do
acido desoxirribonucleico (DNA), as modificacdes das histonas que alteram a estrutura da
cromatina, e a variacao na expressao de microRNAs desempenham papéis cruciais no
silenciamento de genes envolvidos nas funcées celulares, contribuindo para a progressao da
neoplasia(10). Em adicao, as alteracdes nas vias de sinalizacdo promotoras do crescimento
(EGFR/Ras/PI3K), vias inibitdrias do crescimento (p53/Rb/P14ARF), vias apoptdticas (Bc/-
2/Bax/Fas/Fasl), e de reparacao do DNA sdo também fundamentais no desenvolvimento do
cancro do pulmao(9). Desta forma, a compreensao destes mecanismos bioldgicos € crucial para

o delineamento de estratégias de detecao precoce e de terapias direcionadas para o CP.
1.1.1. Rastreio, diagndstico e estadiamento

Os sintomas mais comuns associados ao CP podem incluir tosse, fadiga, dispneia,
hemoptise, dor tordcica, rouquidao, entre outros(1112). Este quadro clinico corresponde
frequentemente a uma fase tardia da doenca, resultando numa percentagem elevada (75%) de
casos de CP diagnosticados em fase avancada ou até metastatica e, consequentemente, numa
elevada taxa de mortalidade e uma reduzida taxa de sobrevivéncia aos 5 anos (15%)(2,11).

Com o objetivo de diminuir a taxa de mortalidade associada a esta neoplasia, a Uniao
Europeia (EU) recomenda a adocao de duas estratégias fundamentais: a cessacao tabdgica
(como principal fator de risco da doenca) e a definicao de um programa de rastreio parao CP.Em
Portugal, o rastreio ja comeca a ser pratica em algumas instituicoes, e é direcionado para os
grupos de risco, nomeadamente individuos com idades compreendidas entre os 50 e 75 anos e
com exposicao a tabaco (superior a vinte macos de cigarros por ano)(13,14).

Inicialmente, o rastreio era realizado através de radiografia toracica ou andlise de
expetoracao, mas sem evidéncia de beneficio sobre a taxa de mortalidade(15). Atualmente, o
rastreio pode ser realizado por tomografia computorizada (TC), que fornece imagens de maior
resolucao do que a radiografia, ou por tomografia de baixa dose (TCBD), que fornece informacao
sobre alocalizacao e o tamanho de nddulos em estadios iniciais da doenca, e com menor emissao

de radiacao face a TC(7,11,16).



Diversos ensaios clinicos comprovaram que a utilizacao da TCBD como rastreio resulta na
diminuicao da mortalidade associada ao CP. O ensaio de rastreio National Lung Screening Trial
(NLST) mostrou uma diminuicao da taxa de mortalidade em 20% com a TCBD e o ensaio
Nederland-Leuven Longkanker Screenings Onderzoek (NELSON) mostrou uma reducao
cumulativa de mortalidade em 10 anos de 24% nos homens e 33% nas mulheres(13,15).
Atualmente, a TCBD € considerada a técnica de detecao mais eficaz e globalmente utilizada no
cancro do pulmao(11).

No que concerne ao diagndstico do CP, inicialmente, era realizado através de diversas
técnicas, como radiografia tordcica, ressonancia magnética, e andlise de produtos
bioldgicos(7,11).

Através destes meios, o clinico pode identificar a presenca de umalesao e averiguar sobre
o seu tamanho e a forma. Para confirmacao dos achados imagioldgicos, é frequentemente
solicitada a colheita de material tecidual (bidpsia ou citologia), que permite o diagndstico
histoldgico e, quando necessdrio, a sua caraterizacao molecular. Assim, vdrias revisoes da
classificacao da Organizacao Mundial da Satde (OMS) foram realizadas para que esta reflita
perfis histoldgicos e moleculares recentemente identificados(17).

0 CP é uma neoplasia essencialmente categorizada em dois tipos histoldgicos principais:
carcinoma pulmonar de nao pequenas células (CPNPC corresponde a 85% das neoplasias
pulmonares), e carcinoma pulmonar de células pequenas (CPCP corresponde a 15% de todas as
neoplasias pulmonares). 0 CPNPC pode ser subclassificado como: adenocarcinoma (40%),

carcinoma de células escamosas (30%) e carcinoma de células grandes (15%) (Figura 2)(17).

Cancro do Pulmao

Carcinoma de Nao Carcinoma de
Pequenas Células Pequenas Células

(CPNPC) (CPCP)

Carcinoma de Carcinoma de

Adenocarcinoma , y
Células Escamosas Células Grandes

Figura 2 - Subtipos histologicos do Cancro do Pulmdao e respetivas percentagens de incidéncia na populagcdo global.
Adaptado de Global Cancer Observatory, IARC(1)



De acordo com a OMS, identificar as carateristicas histoldgicas do CP, avaliar o grau de
invasao e o modo de disseminacao de um tumor é crucial para caraterizar o estadio da doenca,
bem como estabelecer um progndstico e as taxas de sobrevivéncia e de morbilidade(7).

O American Joint Committee on Cancer (AJCC) formulou uma classificacdo para
estadiamento — o sistema TNM(18). Este sistema categoriza os tumores em estadios com base
na sua extensao, recorrendo a informacdes como o tamanho do tumor primario (T), a
disseminacao para ganglios linfdticos (N) e a presenca/auséncia de metdstases a distancia
(M)(11,18,19).

Em suma, os fundamentos do diagndstico do CP sao achados imagioldgicos, hidpsia
tecidual, achados histoldgicos e estadiamento tumoral. Atualmente, seguindo os principios da
medicina de precisao, a criacao de perfis moleculares em pacientes com CPNPC avancado torna-

se crucial para o delineamento de um esquema terapéutico mais eficaz(20).
1.1.2. Avaliacao do statusmolecular

A patologia do pulmao tem sido uma das mais estudadas a nivel molecular no que diz
respeito ao estudo dos genes envolvidos na sua carcinogénese(7,11,20). Estando, atualmente,
identificados varios genes considerados alvos implicados para as decisoes terapéuticas em
doentes com neoplasias pulmonares(11).

As alteracdes somaticas mais frequentemente associadas ao desenvolvimento de CPNPC
podem ser categorizadas em variantes, incluindo mutacdes pontuais, insercoes, delecoes e
amplificacdes (maioritariamente nos genes KRAS, EGFR, PIK3CA, BRAF, MEK, ERBB2(HER2)
MET), ourearranjos (nos genes ALK, ROST RET, NTRK, NRG1. A National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) considera obrigatdria a avaliacao do status molecular destes genes, em casos
de CPNPC; e recomenda a mesma avaliacao em casos de carcinoma pulmonar escamoso
(opcional)(21).

As mutac6es pontuais sao as variantes mais frequentes e resultam, geralmente, num ganho
de funcao(22). O gene KRAS é um dos oncogenes mais frequentemente mutados nos casos de
CPNPC (cerca de 30%)(23). Por sua vez, as mutacdes somdticas no gene £GFRestao reportadas
em cerca de 20% dos casos de CPNPC, e este foi um dos primeiros alvos terapéuticos a ser
implementado no tratamento do CP(24). Assim, geralmente o estudo molecular de rotina € a

avaliacao do status dos genes KRAS e EGFR e, quando o resultado é negativo, procede-se a



pesquisa de fusdes no gene Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) e no recetor c-ros oncogene 7
(ROST), que surge em cerca de 3% dos casos do CP(25).

O rearranjo do gene ALK é o mais frequentemente associado ao CPNPC, cercade 3 a7%, e
foi reportado maioritariamente em casos de adenocarcinomas, em pacientes jovens do género
feminino e nao fumadores(17). As mutacdes pontuais nos genes KRASou £GFRe afusaodo gene

ALK sao geralmente mutuamente exclusivas em casos de CPNPC(7,26,27).
1.1.3. Gene ALKe proteina ALK

0 gene ALK é um proto-oncogene que codifica um recetor de tirosina-quinase (TK)
transmembranar, membro da familia de recetores de insulina, e é altamente oncogénico(28,29).
A proteina ALK, como os restantes recetores de TK, é composta por trés dominios: dominio de
ligacdo com ligandos extracelulares; dominio de extensao transmembranar (TM); e dominio
citoplasmatico de tirosina quinase(30).

Em circunstancias normais, apds a ativacao da ALK por ligandos exdgenos, dois mondmeros
de ALK sao fosforilados para formar um dimero ALK com atividade quinase(28,31). AALK tema
capacidade de iniciar varias vias de sinalizacao que regulam o ciclo celular (Figura 4-B), incluindo
as vias da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), PI3K/proteina quinase B (AK7),
MEK/ERK quinase 2/3 (MEKKZ2/3) e Janus quinase/transdutor de sinal e ativador da
transcricao (JAK/STAT3)(30,32). Assim, esta proteina desempenha um papel crucial durante a
embriogénese, nomeadamente no desenvolvimento neuronal. A expressao da proteina ALK é
observada apenas no periodo da embriogénese e, num adulto saudavel, apresenta expressao

restrita ao sistema nervoso central (SNC) (Figura 3)(28,33).
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Figura 3 - Expressao da proteina ALK nos diversos tecidos humanos. Expressdo evidente nos tecidos neuronais,
nomeadamente o cortex cerebral, cerebelo e hjpocampus. Fonte: The Human Protein Atlas (33)



1.1.4. Proteinade fusao ALK no CPNPC

Fatores como o stress celular, a desregulacao dos mecanismos de reparacao do DNA e
eventos de recombinacao e proximidade espacial tém o potencial de iniciar processos de
rearranjo do DNA, que levam a formacao de genes de fusao, amplificacbes e mutacoes
pontuais(27,32). Em casos de CPNPC, foram observadas translocacoes e inversdes reciprocas,
resultando em fusoes génicas que levam a producao de proteinas com funcoes alteradas. As
translocacoes reciprocas sao mais comuns no CP do que as inversdes(27).

Em 2007 foi descoberto por Soda et a/, num subgrupo de pacientes com CPNPC, um
rearranjo resultado de uma inversao no braco curto do cromossoma 2, que junta a extremidade
5' do gene EML4(do inglés echinoderm microtubule associated protein like 4) (N-terminal) com
a extremidade 3' do gene ALK (C-terminal)(31,34). A quinase resultante desta fusao leva a
ativacao das vias de sinalizacao independente de ligandos exégenos, induzindo um aumento da
proliferacao e do metabolismo celular, a remodelacao do citoesqueleto, a migracao, a
sobrevivéncia celular e ainibicao da apoptose (Figura 4-A)(28,34,35).

Diversas variantes EML4::ALKtém vindo a ser identificadas, variando entre si nos pontos de
rutura do gene £EML4(exdes 2,6,13,14,15,18 e 20), havendo preservacao do dominio quinase (KD)
citoplasmatico da ALK (exao 20 do gene ALK)(36). Assim, no contexto de CPNPC positivo para
fusao EML4:ALK , a expressao da proteina de fusao é regulada pelo promotor do gene parceiro
de fusao(30).

Afusao do gene ALKcom o gene EML4é amais frequente - as variantes EML4:ALK-1,-2, -
3a/b constituem aproximadamente 90% de todos os casos de CPNPC (Figura 5)(36).
Atualmente, estao descritas diversas variantes de fusdées do gene ALA(17) tendo sido
identificados outros genes parceiros da fusao como 7FG, KIF5B, KLCT STRN, TPR, HIP] GC(C2
DCTN1 SQSTM1 LMO7, BIRC6, PHACTRTe PTPN336).
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Figura 4 - Esquema representativo da fusdo EML4:ALK e o seu papel no desenvolvimento de CPNPC (A), e papel do gene
ALK no desenvolvimento neuronal normal (B). Adaptado de Lej et al. (37)

Legenda:TD —dominio de trimerizagao; BD — dominio basico; HELP —motif hidrofobico; WD — repeti¢oes de acido triptofano-
aspartico; TM —dominio transmembranar; KD — dominio quinase

Alguns estudos sugerem que as diferentes variantes do EML4:ALK podem ter um
significado bioldgico e clinico varidvel no CPNPC, uma vez que variantes mais curtas (que nao
mantém todos os dominios do gene £ML4) apresentam maior estabilidade e interacao com o
citoesqueleto, levando a um sinal oncogénico mais forte e menor sensibilidade a farmacos
dirigidos(29,36,37).

A ativacao da proteina de fusao ALK pode ser causada por diversas carateristicas desta
alteracao molecular, nomeadamente pela: i) a presenca de regides reqguladoras/promotoras do
gene parceiro (inicia a transcricao do RNA de fusao levando a sua sobrexpressao); i) dominios
tnicos na proteina do parceiro que alteram a localizacao da proteina de fusao; iii) dimerizacao da
proteina de fusao e ativacao desregulada do dominio quinase da ALK (fosforilacao independente
de ligandos e mediada por dominios funcionais do gene parceiro); e iv) estrutura do parceiro que
sao os principais mediadores da oligomerizacao das proteinas (a maioria tém uma estrutura em

superhélice, logo apresentam maior estabilidade e tém um maior potencial oncogénico)(30,38).



0 ensaio clinico de fase | para um inibidor especifico da fusao EML4::ALK, conduzido por
Soda et al, demonstrou que as proteinas resultantes de rearranjos com o gene ALK constituem
um alvo terapéutico(29,34,39). Mais concretamente, esse estudo evidenciou que a expressao
desta proteina de fusao em tecido pulmonar, em ratinhos transgénicos, causou o crescimento de
multiplos adenocarcinomas, e que o tratamento com inibidores da tirosina quinase (TKI, do inglés
tyrosine-kinase inhibitors) especificos da ALK permitiram a sua regressao(34,39).
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Figura 5 - Representacdo das diversas variantes da fusdo EML4-ALK e os seus pontos de rutura. Fonte: Zhang S, et al. (36)

1.1.5. Terapia dirigida para CPNPC positivo parafusao do gene ALK

Aidentificacao de alteracdes como a fusao do gene ALKlevou ao desenvolvimento de uma
série de TKls altamente eficazes, que demonstraram um beneficio clinico significativo em
doentes com tumores positivos para a fusao do gene ALK (ALK+). Assim, foram realizados
diversos ensaios clinicos aleatdrios e controlados em grande escala para determinar a eficdcia
destes inibidores e a sua seguranca quando utilizados em primeira linha em casos ALK+ sem
tratamento prévio, e em comparagao com a quimioterapia convencional — a maioria dos estudos
demonstrou uma melhor eficdcia clinica, maior penetracao no SNC e perfil de seguranca(40-42).

Oinibidor da ALK de primeira geracao, crizotinib, foi o primeiro avanco neste dominio. Este
é um inibidor de pequenas moléculas que tem como alvo as tirosina quinases ALK, ROS1e MET.
Diversos ensaios clinicos — PROFILE 1001 (fase 1), 1005 (fase 1l), 1007 e 1014 (fase ) —
demonstraram que o crizotinibpode atingir elevadas taxas de resposta objetiva (61%), bem como
a evidente diminuicao da massa tumoral, melhor controlo dos sintomas e aumento da qualidade

geral de vida, prolongando a sobrevida livre de progressao (PFS, do inglés progression free



survival) em comparagao com a quimioterapia convencional(43,44). Posteriormente, um estudo
em pacientes que nao foram sujeitos a quimioterapia corroborou os dados obtidos em ensaios
prévios. Assim, em 201, a Food and Drug Administration (FDA) aprova o crizotinib para o
tratamento de primeira linha em casos de CPNPC ALK+ avancado(44).

No entanto, o aparecimento de resisténcia ao referido farmaco reforcou anecessidade de
desenvolver novos inibidores capazes de atuar em quadros de resisténcia ao crizotinib. Em casos
em que, perante a presenca de fusao do gene ALK, nao é evidente uma resposta inicial ao inibidor
administrado, pode existir uma resisténcia primadria. Esta resisténcia pode ser devida a: i)
carateristicas de folding prdprias da proteina de fusao, que explica a heterogeneidade de
resposta ao farmaco; ii) rearranjos que nao resultam numa proteina funcional; iii) mutacoes
secunddrias em genes nao envolvidos no alvo(31,38,44,45).

Nos casos em que se verifica o desenvolvimento de resisténcia, frequentemente no
periodo de um ano, apds tratamento com resposta inicial, trata-se de uma resisténcia adquirida.
Tal pode ser devida a alteracdes no gene ALK (amplificacdo ou mutacdes pontuais); ativacao de
vias de sinalizacao alternativas que leva a inibicao dos efeitos do farmaco (bypass track
activation) e possivelmente alteracoes epigenéticas(38,43).

Para ultrapassar estes mecanismos de resisténcia e a incapacidade do primeiro farmaco
penetrar a barreira hematoencefalica, foram desenvolvidos inibidores da ALK de segunda
geracao como o alectinib(2015), o ceritinib (2014) e o brigatinib(2017)(19,43). Estes agentes sao
mais eficazes e seletivos para a quinase ALK e demonstraram elevada eficacia em doentes com
doenca resistente ao crizotini42).

0 alectinib, farmaco altamente seletivo para a ALK, resultou numa menor percentagem de
pacientes com progressao da doenca, quando comparado com pacientes sujeitos a crizotinib, e
apresentou efeitos adversos em menor grau(21). A sua elevada capacidade de penetracao da
barreira hematoencefdlica e atividade intracraniana, torna este farmaco uma opcao preferencial
para pacientes com metastases cerebrais. Desta forma, é considerado, desde 2017, farmaco de
primeira linha para CPNPC ALK+(32,43).

Por sua vez, o ceritinib e brigatinibtambém demonstraram beneficios clinicos significativos
tanto no CPNPC ALK+ sem tratamento prévio como em casos de resisténcia ao crizotinib. O
ceritinib foi aprovado pela FDA para pacientes intoleraveis ao crizotinib, ou que apresentaram
progressao com o mesmo, e é considerado primeira linha de tratamento desde 2017, apesar de

nao ser a primeira op¢ao recomendada devido aos efeitos secundarios inerentes(21,25).



O brigatinibmostrou contornar as resisténcias aos farmacos de primeira e sequnda geracao
referidos, e apresentou elevada atividade anti-tumoral, especialmente em casos de metdstases
no SNC(25).

Mais recentemente, foram desenvolvidos inibidores da ALK de terceira geracao para
combater a resisténcia que pode surgir com a utilizacao de inibidores de sequnda geracao(25).
Sensivelmente metade das resisténcias a farmacos de segunda geracao sao devidas a mutacoes
secunddrias no dominio quinase da ALK(32). O /for/atinibé um TKI de terceira geracao, com maior
estabilidade metabdlica, que demonstrou atividade em doentes com metastases cerebrais que
progrediram com ALK TKIs anteriores. Este farmaco foi aprovado em 2021 como tratamento de
12 linha, apds um estudo /orfatinib vs. crizotinibter comprovado o seu beneficio no PFS(21,32,43).
A Figura 6 sumariza os farmacos disponiveis para o tratamento de CPNPC ALK+, data de génese
e arespetiva data da aprovacao pela FDA.

Nos casos de mutacdes de resisténcia aos TKls, de acordo com a literatura, a terapéutica
poderd ser ajustada alterando o farmaco, mediante a identificacao da mutacao de resisténcia,

uma vez que se registam diferentes afinidades de ligacao dos diferentes farmacos disponiveis

12 linha tratamento

22linha tratamento

Figura 6 - Inibidores de tirosina quinase disponiveis e data de aprovacao pela FDA para o tratamento de 12 linha de CPNPC ALK+ (circulos
azuis). Adaptado das guidelines da National Comprehensive Cancer Network (18)

face a mutacao presente, e desta forma contornar o mecanismo de resisténcia(19).
1.2. Métodos de detecao de rearranjos ALK

Atualmente, existem diversas metodologias disponiveis para a detecao de rearranjos, seja
de forma direta ou indireta(46). Os rearranjos do gene ALK podem ser detetados ao nivel da
proteina, através de imunohistoquimica (IHQ). A nivel do DNA, através de hibridagao /7 situ por

fluorescéncia (FISH) ou por sequenciacao de nova geracao (NGS). A nivel do RNA, através de
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técnicas de reacao em cadeia da polimerase (PCR) com transcriptase reversa (RT) e PCR digital,

ou NGS baseada em RNA(46,47).
1.21. IHQ

A técnica de imunohistoquimica é vastamente utilizada em laboratdrios devido ao facto de
ser uma técnica rapida, simples e de custos reduzidos. A expressao da ALK no tecido de CPNPC
é habitualmente citoplasmatica e difusa com intensidade moderada a forte(46,48). No entanto,
a andlise dos resultados é altamente subjetiva e dependente do observador. Como exemplo, a
presenca de marcacao do anticorpo é bastante frequente em casos de adenocarcinoma
mucinoso, o que pode levar a um falso-positivo devido a inespecificidade. Para além disso,
imunomarcacao fraca ou distribuicao heterogénea do sinal leva também a incerteza na
interpretacao dos resultados, pelo que a formacao dos profissionais para a analise e
interpretacao dos resultados obtidos em estudos imunohistoquimicos deve ser padronizada(48).

Diversos estudos realizados com anticorpos monoclonais comerciais, comprovam uma
elevada sensibilidade e especificidade da técnica(48). Assim, a IHQ é uma das técnicas
consideradas de referéncia para a detecao da fusao do gene ALK sendo frequente a realizacao

da confirmacao do resultado obtido por uma técnica molecular.
1.2.2. FISH

A FISH é um método bem estabelecido para a identificacao de rearranjos ALK Esta
abordagem envolve, geralmente, a utilizacao de duas sondas de DNA marcadas com fluorocromo
diferentes (sondas break-apart) que se ligam a extremidade 3' e 5’ do gene ALK, respetivamente,
permitindo a detecao de alteracdes cromossémicas através da relacao posicional dos sinais de
cada sonda(31,49).

As vantagens associadas a FISH incluem a sua compatibilidade com amostras fixadas em
formol tamponado a 10% e incluidas em parafina (FFPE) e o facto de requerer pouca quantidade
de amostra. Por outro lado, este método pode potencialmente ignorar rearranjos mais complexos
e nao distinguir os parceiros de fusao distintos. Adicionalmente, a interpretacao dos resultados
FISH pode ser subjetiva e, por tal, deve ser feita por profissionais experientes(46). Embora tenha
sido o primeiro método validado para a detecao derearranjos do gene ALK e considerado método

de referéncia, este método é frequentemente utilizado em conjunto com imunohistoquimica.
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1.23. RT-gPCR

A RT-qPCR é uma técnica molecular baseada na PCR quantitativo com transcriptase
reversa, que permite a monitorizacao em tempo real da amplificacao de sequéncias especificas
de cDNA, recorrendo a marcadores fluorescentes que sao incorporados no produto de PCR,
durante a sua sintese.

A reacao de amplificacao do RT-qPCR mostra duas fases: uma fase exponencial sequida de
um pl/ateau. A fase exponencial representa a quantidade do produto PCR (amplicdes), que duplica
a cada ciclo. Com o decorrer da reacao, os componentes da reacao sao consumidos e, por fim, um
ou mais componentes tornam-se limitantes (fase de plateau). Inicialmente, a fluorescéncia
produzida nao é suficiente para produzir um sinal detetavel, apesar de ocorrer a reacao. A partir
de um dado numero de ciclos, o produto PCR acumulado é suficiente para produzir um sinal de
fluorescéncia detetavel — o nimero de ciclos em que ocorre a detecao do sinal é designado por
ciclo limiar (ct)(50).

Uma das principais vantagens da utilizacao da RT-gPCR é a sua elevada sensibilidade e
especificidade. Este método é altamente sensivel para a detecao de niveis baixos de transcricoes
da fusao ALK em amostras de tecido tumoral dos pacientes. Esta sensibilidade é essencial para
identificar com precisao os doentes com CPNPC ALK+, que podem responder a terapias
dirigidas(46,51).

Além disso, a RT-gPCR oferece uma elevada especificidade, o que significa que os falsos
positivos sao minimizados, garantindo que os doentes sao corretamente identificados como
positivos para afusao ALK(46,52).

Apesar das suas vantagens, este método também tem algumas limitagcdes que devem ser
consideradas. Os problemas inerentes a amostra, tais como a baixa qualidade ou quantidade do
RNA obtido apés a extracao (como é frequente em FFPE)(52), podem conduzir a resultados
imprecisos. De realcar que, sendo esta uma técnica relativa, necessita, para a sua validacao, a
inclusao de genes de referéncia que sdo usados para normalizar o ensaio de RT-qPCR(50). E
essencial abordar estas limitacoes para garantir a fiabilidade dos resultados da RT-qPCR na

pratica clinica.

1.2.4. NGS
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A NGS abrange num s6 ensaio a avaliacao mutacional de vdrios biomarcadores moleculares
em simultaneo, que sao alvos terapéuticos. Destaforma, e por apresentar uma alta sensibilidade,
permite a obtencao de resultados a partir de amostras com baixa concentracao de acidos
nucleicos(53).

Existem diversas plataformas de NGS disponiveis com carateristicas diferentes, sendo as
mais comummente utilizadas a lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA, USA) e lon Torrent
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ambas as plataformas apresentam um workflow
otimizado em quatro etapas principais: preparacao de hibliotecas, preparacao de um template,
sequenciacao e andlise de dados(54,55).

A preparacao da biblioteca compreende a normalizacao das amostras a analisar, a
conversao das amostras de RNA em cDNA, a fragmentacao da amostra e, por fim, a ligacao de
adaptadores (barcoding) aos fragmentos. De sequida, a preparacao do template consiste na
amplificacao das bibliotecas, e difere entre as duas casas comerciais: lllumina MiSeq procede a
amplificacao da biblioteca “em ponte” numa flow cell-1on Torrent utiliza uma técnica em que a
biblioteca é amplificada em microesferas magnéticas por PCR de emulsao(54,56).

Posteriormente, para a sequenciacao, a plataforma lllumina MiSeq recorre a adicao de
nucledtidos marcador com fluorocromos, enquanto a lon Torrent avalia a alteracao de pH
derivada daincorporacao de nucledtidos durante a sintese de DNA(55,56).

A técnica de NGS realizada no Laboratdrio de Patologia Molecular do Ipatimup (LPM) recorre
a tecnologia /on Torrent™.

Este método conta com indmeras vantagens, particularmente a possibilidade de sequenciar
simultaneamente um grande nimero de amostras e examinar diversos genes, rentabilizar o uso
de amostras limitadas; e gerar resultados com alta sensibilidade. Por sua vez, apresenta algumas
desvantagens, nomeadamente a necessidade de investimento em plataformas de softwarepara
a andlise de dados e equipamentos especializados, o tempo de resposta e os custos elevados
quando comparado com outras técnicas, como coma IHQ, FISH e RT-qPCR.

Relativamente ao tipo de amostras, sendo o RNA geralmente menos estavel do que o DNA,
aqualidade daamostra nem sempre satisfaz os requisitos datécnica(46,57). A detecao de fusdes
ao nivel do RNA fornece provas diretas de que estas fusoes sao efetivamente transcritas, o que
aumenta a confianca no resultado(46,57).

Nesta metodologia podem ser testadas varias fusdes e diversos genes parceiros

simultaneamente. No que concerne a avaliacao do statusdo gene ALK a metodologia recorre ao
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cdlculo do desequilibrio (ou /imbalance) da expressao das extremidades 3'/5' do gene ALK e a
identificacdo do gene parceiro por sequenciacao(53,54). Porém, foi detetado que em alguns
casos, apesar de apresentar imbalance3'/5’, 0 gene parceiro nao é identificado. No LPM, a atual
estratégia para esses casos € a repeticao de todo o processo laboratorial da técnica, de forma a

excluir uma potencial falha na preparacao da biblioteca.
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2. Objetivos

O objetivo deste estudo é implementacao de um método (RT-qPCR) que permita a
confirmacao da fusao do gene ALK'em amostras FFPE. Para tal serd realizada:
e Aotimizacao datécnicade RT-qPCR
e Avalidacao datécnicade RT-qPCR com amostras FFPE
Neste estudo serd ainda avaliado o beneficio do uso das duas técnicas (RT-qPCR e NGS)
face ao surgimento de casos com imbalance3'/5' do gene ALK detetado, mas sem gene parceiro

identificado por NGS.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Amostra

Foram pré-selecionadas 110 amostras de RNA extraido, de pecas/bidpsias de pulmao
FFPE, recebidas no LPM para diagndstico molecular no ambito do CP, no periodo de junho de
2023 até dezembro de 2023. Para a selecao das amostras, ainexisténcia de material extraido foi
considerada um critério de exclusao. Foram recolhidos os dados relativos a idade e género dos
pacientes, percentagem de células tumorais presentes na amostra tecidual e concentracao inicial

do RNA da amostra extraida.
3.2. Métodos
3.2.1. Controlo Morfoldgico

Sao recebidos, no LPM, cortes de tecido de amostras FFPE aderidos a laminas de vidro
(cortes colados) a 10um e um corte final a 3-4um corado por hematoxilina-eosina (HE), para
avaliacao de presenca de células neoplasicas. O objetivo do controlo morfoldgico é confirmar a
presenca de células neoplasicas e concentrar a maior parte do tecido tumoral a ser extraido,
podendo ser necessario proceder a delimitacao da natureza tumoral da amostra recebida e
efetuar a macrodissecao.

O controlo morfoldgico é executado por uma Técnica de Anatomia Patoldgica Citoldgica e
Tanatoldgica com experiéncia em microscopia ou por um Médico Patologista.

Quando € necessario, perante amostras naturalmente limitadas (bidpsias/citologias/liquido
pleural), procede-se a coloracao dos cortes para a extracao de forma a averiguar a existéncia de

uma percentagem minima de células neopldsicas para se realizar o estudo molecular.
3.2.2. Extracao e quantificacao

A extracao das amostras foi realizada segundo o procedimento de rotina estabelecido no
laboratdrio - protocolo semiautomatico com o kit Maxwell® RSC RNA FFPE (Promega,
Wisconsin). O protocolo consiste numa primeira etapa manual que é dependente do profissional
e uma segunda etapa automatizada, realizada no equipamento Maxwell® RSC Instrument

(Promega, Wisconsin).
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Inicialmente, a drea selecionada para extracao é raspada das laminas e transferida para
tubos eppendorfestéreis com o auxilio de 6leo mineral. Apds a adicao de mistura de tampao de
lise celular, proteinase K e corante azul (que permite a visualizacao da solucao que contém a
amostra), as amostras sao colocadas a 56°C durante 30 minutos (onde ocorre a lise da
membrana e digestao das proteinas indesejadas), e posteriormente a 802C durante 4 horas para
término da digestao. Por ultimo, é adicionada mistura com base de DNAse, para digestao de
moléculas de DNA presentes na amostra, que é entao transferida para os cartuchos do
equipamento.

Nos cartuchos, a amostra é colocada em contacto com particulas magnéticas revestidas
com silica (que apresentam afinidade para as moléculas de RNA em condicdes de alta
concentragao de sal e pH levemente acido), passando por diversas solucdes de lavagem e, por
fim, é eluida em 40pl de H.0 rnuclease-free (que quebra as ligacdes entre as particulas
magnéticas e o RNA, devido ao seu pH neutro e haixa concentracao de sais) e transferida para
novos tubos eppendorfestéreis, prontas a ser quantificadas.

As amostras sao quantificadas no fluorometro Qubit Flex (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham) seguindo as instrucdes do kit Qubit™ RNA High Sensitivity (HS) Assay. A
cada amostra, é adicionada uma solucao de tampao e fluorocromo, que emite fluorescéncia
quando ligado a moléculas de RNA presentes na amostra. O equipamento procede a detecao de

fluorescéncia emitida, comparando-a com uma curva de standards de concentracao conhecida.
3.2.3. Sequenciacao de nova geracao (NGS)

Para a preparacao das hibliotecas é utilizado o painel Oncomine™ Focus Assay
(ThermofFisher Scientific, Cat. No. 4480447), sequindo o protocolo manual fornecido pela casa
comercial, comecando com a normalizacao das amostras de RNA para um /nputde 7ng. Por sua
vez, a sintese de cDNA é consequida através do kit SuperScript VILO cDNASynthesis (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Cat. No. 11754050).

Para a preparacao de bibliotecas, a amostra é submetida a uma digestao para produzir
fragmentos mais curtos (~200 ph) antes de serem associados a um “cddigo de barras” molecular
tnico (barcode), permitindo a identificacdo individual de cada amostra. Desta forma, torna-se
possivel a sequenciacao simultanea de mdltiplas amostras presentes numa s6 solucao. Apds a
purificacao das bibliotecas com esferas magnéticas e etanol, as bibliotecas sao quantificadas por

gPCR (PCR quantitativo) com o kit fon Library TagMan™ Quantitation (ThermoFisher Scientific,
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Cat no. 4468802) normalizadas para uma concentracao de 50pM e combinadas numa sé
biblioteca para uma concentracao de 15pM.

Antes da sequenciacao, a biblioteca criada é submetida a uma amplificacao clonal, formando
micro-esferas para aumentar o sinal detetdvel de cada alvo durante a sequenciacao, no
instrumento /on Chef™ (ThermoFisher Scientific, Waltham). A sequenciacao é realizada nos
instrumentos /on S5™ e Jon S5™ XL ( ThermoFisher Scientific, Waltham), que utilizam a detecao
elétrica dalibertacao de ides de hidrogénio para a determinacao da sequéncia de cada biblioteca.

Concluida a sequenciacao, é realizada uma analise da qualidade das bhibliotecas obtidas,
através do software Torrent Suite Serverv5.12.3 (ThermoFisher Scientific Waltham), onde se
analisa o carregamento do c¢/jp, nimero de leituras e o tamanho médio dos fragmentos obtidos.
Para cada caso é verificado um ndmero total de leituras superior a 20.000 leituras. Garantidos os
parametros de qualidade (amplificacao de pelo menos trés controlos internos, de um total de
cinco), as amostras sao analisadas no software lon Reporterv. 5.16 (ThermoFisher Scientific,
Waltham), que oferece ferramentas informaticas para anotar as variantes, as copy number
variations (CNVs) e detetar fusdes.

No caso da pesquisa de fusdes, a tecnologia /on Torrent™ (ThermoFisher Scientific,
Waltham) utiliza o calculo do /mbalance 3'/5'. Os valores de imbalance indicam a diferenca de
expressao entre a extremidade 5' e a extremidade 3' de um gene driver. As amostras que contém
uma fusao do gene ALK apresentam uma expressao mais elevada da extremidade 3' do gene
ALKem comparacao com a extremidade 5' do mesmo(53).

Os rearranjos sao considerados quando: a sequéncia da fusao (gene ALK e respetivo gene
parceiro) apresenta no minimo de 20 leituras; e quando o gene parceiro nao € identificavel, e
apresenta um /mbalance 5'/3' 20,0015. Nestes Ultimos casos, o resultado é confirmado pela

repeticao de todo o procedimento acima descrito.
3.2.4. RT-qPCR

A primeira etapa da técnica RT-qPCR foi a conversao das amostras de RNA em cDNA,
realizada com o kit SuperScript VILO cDNASynthesis (Invitrogen, cat. 11,754,050, Waltham),
respeitando o protocolo indicado pela casa comercial e a composicao da reacao (Tabela 1). A
mistura de reacao VILO é uma solucao otimizada para a realizacao de RT-gqPCR que contém
random primers, MgCl> e dNTPs; a Superscript é uma transcriptase reversa geneticamente

modificada para uma atividade de RNAse H minimizada e elevada termoestabilidade. No
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termociclador, as amostras sao submetidas a 25°C durante 10 minutos, seguida de uma

incubacao a 42°2C durante 1 hora, e 5 minutos a 852C para desativacao da enzima.

Tabela 1- Composicao da mistura para a sintese de DNA complementar

Conversao em cDNA
Reagente Volume (para 20 pl)
5X VILO™ Reaction Mix 4
10X SuperScript® Enzyme Mix 2l
RNA (up to 2.5 pg) x
H20 DNAse e RNase-free até 20 pl

A amplificacdo por RT-gPCR foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ (BioRad,
Hercules), sendo utilizados todos os consumiveis adequados, como as placas de 96 pogos e
pelicula selante. Os reagentes necessarios para o RT-qPCR foram produzidos pela IDT
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA): PrimeTime® Gene Expression Master Mix;
PrimeTime® Std gPCR Assays primer-probespré-desenhados para cada uma das extremidades
3' e 5' do gene ALK); e PrimeTime® Std gPCR Assay primer-probe para o gene ACTB (gene de
referéncia interno). A utilizacao de um gene de referéncia interna é essencial para monitorizar a
eficiéncia da reacao, uma vez que a auséncia de amplificacao de uma das sondas pode ser
explicada pela presenca de fusao do gene em causa.

Os primers referidos foram diluidos em 500uL de tampao de eluicao, seguindo as
recomendacoes da casa comercial para o tipo de ensaio desenvolvido. As sequéncias dos
respetivos primers estao descritas na Tabela 2. A escolha dos primers teve em consideracao,
além da otimizacdao da temperatura de fusao (Tm) dos primer-probes, os critérios
bioinformaticos que evitam polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs; com base nas versdes
NCBI RefSeq) e a amplificacao off-target bem como o reconhecimento de variantes de splicee
previsoes da estrutura secundaria.

A temperatura de fusdo (Tm) de cada primer foi confirmada recorrendo a ferramenta
disponibilizada pela prépria casa comercial — OligoAnalyzer (IDT, Coralville, 1A) — e tendo-se

optado pela temperatura de annealing de 60°C.
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Tabela 2 - Sequéncias dos primer-probes Prime Time gPCR Assay utilizados (IDT, USA)

Primer Sequéncia dos primers Sequéncia da probe
5'- ACAGAGCCTCGCCTTTG-3 5'-/56FAM/TCATCCATG/ZEN/GTGAGCTGGCGG/3IABKFQ/-3'

Prime Time® Std
gPCR Assays ACTB 5'-CCTTGCACATGCCGGAG-3

E 5—/S6FAM/AGAAACTGC/ZENCTCTTGACCTGTCCAG/3IABKFQ/-3
GTCAGTATTTGGAGGAAAACCAC-
Prime Time® Std
5
GPCR Assays ALK3’
5 _ATCCCGAAGTCTCCAATCTTG-
5
S_ATGCTGTACATCCTGGTTGG-3  5—/56FAM/CCTGCCCCA/ZEN/GTACAAACCAGTTAATCC/3IABKFO/-3
Prime Time® Std =
GPCRAssays ALKS™ (1 1craTcacATTGTTCTCTCCA

3

3.2.4.1. Otimizacao da RT-qPCR

Para a preparacao da reacao foram utilizadas as quantidades contempladas no folheto
informativo que acompanha a MasterMix (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) paraum
volume total de reacao de 20pl, onde estao incluidos: 10pl de MasterMix, 1ul de gPCR Assay, e até
Sul de amostra (Tabela 3). Para cada reagao, foram realizadas duas réplicas técnicas de cada
amostra. No termociclador, as amostras sao sujeitas a ativacao da polimerase durante 3 minutos
a 95°C, seguida de ciclos de desnaturacao de 15 segundos a 95°C, e annealing/extensao de 1
minuto a 60°C (com registo da fluorescéncia no final de cada ciclo).

As condicoes da reacao foram testadas inicialmente com uma amostra de RNA controlo
sintético com concentracao de 1mg, sujeita a diluicdes seriadas, que foram posteriormente

convertidas em cDNA, e amplificadas segundo as condi¢oes referidas.

Tabela 3 — Mistura de reagao utilizada para a realizagao do RT-gPCR

Protocolo RT-qPCR

Reagente Volume
Prime Time Gene Expression Master Mix (2x) 10 pl
PrimeTime gPCR Assay (20x) 1l
cDNA(3pg a100ng) 2-5
H20 DNAse e RNase- free Até 20 pl

Uma vez que as amostras a testar sao FFPE e com concentracdes relativamente baixas,
foram testados os ndmeros de ciclos a incluir, através da realizacao de trés ensaios com a

amostra controlo com 40, 45 e 50 ciclos, respetivamente.
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Os resultados foram registados e analisados recorrendo ao softwareBioRad CFX Maestro
(BioRad, Hercules). Em cada ensaio foi incluido um non-template contro/(NTC), sem evidéncia de
amplificacao para cada sonda. Em cada amostra foi verificada a presenca de amplificacao da
sonda do gene interno ACTRB e, reunidas estas condicoes, foram estudadas as curvas respetivas
as sondas das extremidades 3' e 5' do gene ALK.

Casos que apresentam curvas de amplificacao de ambas as sondas do gene ALK com um
valor de Ct de cada sonda proximo sao considerados negativos; quando a amplificacao da sonda
da extremidade 5' do ALK (ALK5) é mais tardia em relacdo a sonda da extremidade 3’ (ALK3),
evidencia presenca da fusao. Neste estudo foram considerados como “invalidos” casos em que
uma ou mais sondas nao evidenciaram amplificacao.

Para a definicao da diferenca de ciclos entre a amplificacdo de cada uma das sondas do
gene ALK (ActALK5-ALK3), a partir do qual um caso é considerado positivo (cut-offj, foram
analisados os valores deste parametro correspondentes aos casos NGS-negativos. O valor cut-
offdevera ser baixo (ou até um valor negativo), idealmente o mais préximo de 0, uma vez que na
auseéncia da fusao as duas extremidades do gene ALK sao amplificadas na mesma proporcao.

A definicao de um valor cut-off foi obtida através dos valores da mediana e intervalo
interquartil (IQR) do ActALK5-ALK3, utilizando a sequinte formula: cut-off=MEDActALKS-ALK3
+2IQR.

3.2.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao Microsoft Excel #2016 versao 16.0, onde
foram obtidos os grdficos e tabelas que contém os dados necessdrios para a andlise e
apresentacao dos resultados obtidos.

A média e mediana foram utilizadas para a caraterizacao da populacao incluida neste
estudo. Parametros como a sensibilidade e especificidade foram utilizadas para a avaliacao da
acurdcia da técnica RT-qPCR testada. Por sua vez, o cdlculo dos quartis e da amplitude
interquartil foi usado juntamente com a mediana para a definicao do cut-off de positividade da

técnica.
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4. Resultados
4.1. Caraterizacao daamostra

Das 110 amostras de RNA extraido, de pecas/hidpsias de pulmao FFPE, recebidas no LPM
para diagndstico molecular no periodo de junho de 2023 até dezembro de 2023, foram rejeitadas
25 amostras devido a inexisténcia de material extraido, sendo este estudo realizado apenas com
85 casos.

Nesta amostragem, 52 casos (61%) sao homens e 33 (39%) sao mulheres. A idade dos
pacientes desta amostragem varia entre 0s 28 e 0s 89 anos, sendo o valor médio e mediano das
idades de 67,5 anos e 64,5 anos, respetivamente. No que diz respeito a cada género, estes
valores nao demonstram alteracdes significativas entre os dois. Na populacao feminina, a
maioria dos casos encontram-se entre 0s 70 e 79 anos e 0s 80 e 89 anos, enquanto na populagao
masculina, a maioria dos casos encontram-se distribuidos de igual forma nas faixas etdrias dos

60-69anos e 70-79 anos, como evidente na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicao dos casos de CPNPC selecionados por faixa etdria e por género
Casos/Género, N(%)

Faixa Etdria F M Total
<30 1 0 1
30-39 2 1 3
40-49 3 5 8
50-59 7(212) 70134) 14 (16,4)
60-69 4(12)) 16(30,7) 20 (235)
70-79 9(272) 16(30,7) 25 (29,4)
80-89 712 4(77) 1(12,9)
NI 0 3 3
Total Geral 33 (39) 52 (61) 85 (100)

4.2. Concentracao e percentagem tumoral

A distribuicao do numero de casos por percentagem tumoral estd representada na Figura 7-
A. Apenas 11 amostras (12,9%) apresentam percentagem de células neoplasicas abaixo dos 20%,

e 12 amostras (14,1%) apresentam uma percentagem de células tumorais acima dos 80%.
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No LPM, como descrito na literatura, tem-se em consideracao que a percentagem de células

tumorais <20% pode resultar numa diminuicao da sensibilidade na detecao algumas

alteracoes(52).
A concentracao de RNA extraido das amostras incluidas neste estudo estd compreendida

entre 0,2ng/pl e os 380ng/pl, sendo evidente que a maioria (76,4%) apresenta uma
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Figura 7 - Grdficos representativos da distribuicao de casos pela percentagem de células tumorais presente nos cortes
histoldgicos (A) e por concentragcdo do RNA extraido das amostras (B) (n=85)

4.3. Detecaode fusao do gene ALK por NGS

Relativamente a amostragem deste estudo, os resultados obtidos por NGS encontram-se
sumarizados na Figura 8. Os casos negativos para a fusao do gene ALK compreendem 46% da
totalidade dos casos (n=39), e os casos positivos para a fusao do gene ALK (n=46) encontram-se
divididos por variantes: EML4(13)=ALK{(20) variante 1 (n=17); ?: ALK ou fusao com gene parceiro
desconhecido (n=15); EML4(6):ALK(20)variante V3a/b (n=9); EML4(20)-ALK(20) variante 2

Detecao de fusao ALK por NGS

2=ALK
18%

EML4(13):ALK(20) V1
20%

EML4(17):ALK(20)
v8a/b
1%
EML4(20):ALK(20) V2
3%

EML4(6):ALK(20) V3a/b

NEGATIVO
46%

KIF5B(24)-ALK(20)
1%

Figura 8 - Detegdo da fusao do gene ALK por NGS.
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(n=3); EML4(17)::ALK{(20) variante V8a/b (n=1); EML4(17):ALK(20) (n=1) e KIF5B(24)::ALK(20)
(n=1).

Os casos positivos estao distribuidos igualmente entre homens e mulheres, enquanto
cerca de 74% dos casos negativos sao referentes a populagcao masculina. Quanto a faixa etaria,
na populacao feminina, cerca de 60% dos casos positivos (14 em 23 casos) encontram-se
distribuidos equitativamente nas faixas 50-59 anos e 70-79 anos. Na populacao masculina, os
casos positivos encontram-se mais dispersos, ainda assim cerca de 50% (12 em 23 casos)

encontram-se no grupo etdrio entre os 60 e 79 anos (Tabela 5).

Tabela 5 — Detecao de fusao do gene ALK por NGS e distribuicao por género e idade

Feminino
Idade
Resultado NGS
<30 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 Total
POSITIVO 1 2 3 7 1 7 2 23 (27%)
NEGATIVO 3 2 5 10 (11,.8%)
Masculino
Idade
Resultado NGS
NI  30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 Total
POSITIVO 2 1 4 3 6 6 1 23 (27%)
NEGATIVO 1 1 4 10 10 3 29 (34,2%)

4.4. Detecaodafusao ALKpor RT-qPCR
4.4.1. OtimizacaodatécnicaRT-qPCR

As diluicdes seriadas obtidas a partir da amostra de RNA sintético, foram amplificadas
nas mesmas condicoes a que foram posteriormente sujeitas as amostras de teste, a fim de ser
calculada ataxa de eficiéncia dareacao (E). Idealmente, uma reacao de PCR deve apresentar uma
taxa e eficiéncia de 100% (podendo variar entre 90% a 110%), significando que o produto PCR
duplica a cada ciclo, para ser considerada uma reacao eficiente. A taxa de eficiéncia da
amplificacdo foi calculada para cada sonda utilizada (ACTB, ALK3 e ALK5), resultando numa
eficiéncia de 105%, 100% e 110%, respetivamente.

Na amplificacao realizada com 40 ciclos (Figura 9-A), as curvas nao apresentavam o
aspeto de exponencial desejado. Com 0 aumento do numero de ciclos, as curvas apresentaram
uma fase de p/ateaumais pronunciada (Figura 9-B,C). Desta forma, foi decidido proceder ao teste

das amostras com 50 ciclos de amplificacao (Figura 9-C).
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com 45 ciclos; C - corriaa com 50 ciclos

4.42. Validagao datécnica RT-qPCR

Dos casos testados, 36 (42%) foram considerados negativos para a fusao; 37 (44%) foram
considerados positivos para a fusao, e 12 (14%) “invélidos” (Figura 10). Destes (ltimos, seis sao
casos NGS-positivos em que o gene parceiro nao foi identificado; quatro sao casos NGS-
negativos e dois sao NGS-positivos com parceiro. Nos casos NGS-positivos, verifica-se a falha
na amplificacao apenas da sonda ALK5 (n=8); nos casos NGS-negativos estd evidente falha na

amplificacdo das sondas ALK3 e ALKS5 (n=3), e apenas na sonda ALK5 (n=1).
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A mediana (MED) do valor de diferenca entra o Ct das sondas ALK5S e ALK3 dos casos NGS-
negativos apresenta o valor expectdvel (MED=0), apesar de se encontrar um outlier (ActALK5-
ALK3=52), uma vez que este parametro nao € tao sensivel a valores divergentes como a média

(Figura 11).

Amplification

2500 4
2000

1500

INVALIDO
14%

RFU

NEGATIVO
41%

1000

= NEGATIVO

= POSITIVO

Cycles

Ampimcauon

INVALIDO

2500 A

2000

POSITIVO
45%

RFU

1000

500

T
0 10 20 30 40 50
Cycles

Figura 10 - Resultados obtidos por RT-gPCR (A). Representacdo grafica de um caso positivo (B) e negativo (C). Legenda: azul =
sonda ACTB: verde= sonda ALK3: vermelho= sonda ALK5

Os valores referentes a mediana do Ct de cada sonda por casos positivos e negativos,
mediana do ActALK5-ALK3 e amplitude interquartil dos casos NGS-negativos estao
discriminados na Tabela 7. Pela analise do valor mediano de Ct de cada sonda, é evidente a

diferenca de Ct nos casos positivos, ao contrario dos casos negativos.

Tabela 6 - Valores da mediana dos ciclos de amplificacdo para cada sonda testada, diferenca entre o ciclo de amplificagao
ALK5-ALK3, IQR e cut-off, em casos NGS-negativos.

Ct ACTB CtALK3 Ct ALKS
NGS - 343 343
Mediana de Ct S 243
NGS + 29,6 36,0
MED ActALK5-ALK3 (NGS -) 0
IQR ActALK5-ALK3 1,91
Cut-off 3,83

Através da féormula que combina a mediana e a amplitude interquartil, foi obtido um valor
cut-off de 3,83. Assim, casos com ActALK5-ALK3z 3,83 sao considerados positivos, e
ActALK5-ALK3< 3,83 sao considerados negativos. A Figura 11 é uma representacao grafica dos

valores de ciclos de amplificacao das sondas do gene ALK em casos NGS-negativos e NGS-
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positivos (a e b) e da dispersao dos valores de ActALK5-ALK3 dos casos NGS-negativos (c): a
amplitude interquartil (1,91), que estd representada pela caixa do gréfico, a mediana (0) pelalinha
horizontal dentro da caixa; os valores maximo (3,9) e minimo (-2,0) que correspondem as linhas

verticais; o valor de cut-offpela linha tracejada; e o outlier(5,2) indicado pelo ponto.
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Figura 11 — Representacao grafica da dispersao dos valores de ciclo de amplificacdo das sondas ALK3 (verde) e ALK5
(vermelho) nos casos NGS-negativos (a) e NGS-positivos (b) e representagao grafica da dispersdo dos valore de ActALK5-
ALK3 dos casos NGS-negativos (c).

4.5. Comparacao entre método NGS versus RT-qPCR

Quando comparados com os resultados do NGS, a RT-gPCR apresenta uma sensibilidade
de 94,7% (36/38) e especificidade de 97,1% (34/35) - desta estatistica foram excluidos os
casos categorizados como ‘invdlidos”. Dos 35 casos NGS-negativos, apenas 34 foram
considerados negativos por RT-qPCR; dos 38 casos NGS-positivos apenas 36 foram
considerados positivos por RT-gPCR.

Na Tabela 7 encontram-se os resultados obtidos por RT-qPCR em comparacao com NGS.

A vermelho, estao destacados os casos discordantes.

Tabela 7 - Distribuicao das variantes das fusoes obtidas por NGS e resultado obtido por RT-gPCR

Detecaofusao ALK por RT-qPCR
Negativo (1=36) Positivo (n=37) Invalido (n=12)

NEGATIVO 34 NEGATIVO 1 NEGATIVO 4

Detecao fusao ALK por NGS
POSITIVO > POSTVO 35 POSITIVO 8
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Sao evidentes trés resultados discordantes entre as duas técnicas - um falso positivo e
dois falsos negativos, cujos detalhes dos resultados obtidos por RT-qPCR e por NGS estao
sumarizados na Tabela 8.

Os casos considerados negativos por RT-qPCR (61e 64) apresentam diferenca entre os Ct
das sondas ALKS5 e ALK3 abaixo do cut-off definido (2,54 e 1,92, respetivamente). Em
comparacao com os demais casos NGS-positivos, estes casos apresentam amplificacao tardia
de ambas as sondas (a partir dos ~32 ciclos) - este parametro sugere bhaixa quantidade de produto
PCR amplificado. No NGS, os casos apresentaram leituras totais do RNA de ~100 000 e
~200 000, respetivamente.

No caso 61, o parceiro nao foi identificado (mesmo apds a repeticao); no caso 64 apenas na
repeticao foi possivel aidentificacao da variante da fusao com poucas leituras (124x). Apesar dos
dois casos apresentarem uma percentagem tumoral consideravel (30 e 40%, respetivamente), o
baixo numero de leituras obtidas pelo NGS sugere baixa quantidade da fusao sequenciada.

Por sua vez, o terceiro caso discordante, o caso 24, apresentou um ActALK5-ALK3=522,
qualificando como resultado positivo por RT-qPCR; no NGS apresenta leituras totais do RNA
baixas quando comparadas com as restantes amostras (~47000 leituras), que pode sugerir baixa

quantidade de amostra, apesar da percentagem tumoral nesta amostra ser de 40%.

Tabela 8 - Carateristicas das amostras dos casos discrepantes (concentracdo e percentagem tumoral) e detalhes dos
resultados obtidos por RT-qPCR e por NGS.

Concentracdo  Percentagem Leituras/CQ/res  Leituras/CQ/res
o RT- ActALKS-
0 RNA tumoral NGS ultado ultado
) gPCR ALK3
(ng/uL) (%) 12 corrida NGS 22 corrida NGS
POSITI NEGATI 47545x%
24 7 40 522 -
VO VO Negativo
NEGATI POSITI 229092x 231582x
61 24,6 30 254
\Yo] VO S/parceiro S/parceiro
116875x M746x
NEGATI POSITI
64 7,74 40 192 4/5CQ EML4(13) -
VO VO
S/parceiro ALK(20)v1124x
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5. Discussao

0 carcinoma pulmonar de nao pequenas células (CPNPC) representa, atualmente, a principal
causa de morte por cancro no mundo em ambos os géneros (1,3). Neste estudo, a maioria dos
casos de CPNPC concentra-se nas faixas etarias dos 60-69anos e os 70-79anos. A idade
mediana desta populacao é de 67,5 anos, sendo a idade média de 64,5 anos devido a inclusao de
um caso com idade ao diagndstico de 28 anos. A populacao masculina (61%) detém uma
percentagem de casos ligeiramente mais alta que a populacao feminina (39%), mostrando-se de
acordo com o que estd exposto na literatura(3).

Nos ltimos anos, aidentificacao de alteragdes genéticas num conjunto de gene bioaciondveis
tornou-se um aspeto fulcral do diagndstico e estadiamento de cancro e das estratégias de
tratamento dirigido. Entre essas alteracoes, destacam-se como alvos de interesse deste estudo
as fusoes do gene ALK que tém merecido atencao significativa devido ao seu papelem 3 a 7%
dos casos de cancro do pulmao de nao pequenas células. Por esse motivo, a detecao da fusao do
gene ALK constitui um alvo crucial para a decisao terapéutica, e por essarazao, foram estudadas
diversas técnicas para a detecao da alteracao(26,45).

A FISH e a IHQ foram os primeiros métodos estabelecidos como técnicas de referéncia para a
detecao destes rearranjos, porém exigem frequentemente a confirmagao do seu resultado com
uma segunda técnica (geralmente molecular)(58).

Tendo em consideracao o crescente nimero de biomarcadores que podem constituir alvos
paratratamento, surge a necessidade de uma ferramenta mais eficaz na andlise do maior niimero
de genes. O NGS nao s6 oferece uma abordagem mais abrangente a medicina personalizada no
CPNPC ALK+, como tamhém fornece perspetivas sobre o panorama em constante mudanca das
variantes de fusao ALK Em casos de doentes que apresentam progressao apds tratamento, a
reandlise por NGS permite identificar possiveis mecanismos de resisténcia adquirida (28,46).

A literatura descreve que a presenca da fusao do gene ALK é mais frequente em casos de
pacientes jovens do sexo feminino e nao fumadores(28,31). Na amostra deste estudo, confirma-
se uma maior percentagem de positividade para a fusao na populacao feminina (69% das
mulheres apresentam fusao), em comparacao com a populacao masculina (44% dos homens
apresentam fusao). Por outro lado, apesar de nao ter acesso a informacao sobre os hdbitos
tabagicos dos pacientes incluidos neste estudo, a média da idade dos casos positivos para a

fusao nao evidencia diferenca entre a populagao feminina e masculina (64,6 anos). Neste aspeto,
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apopulacao deste estudo nao se enquadra totalmente com os dados expostos na literatura, o que
se pode dever também ao nimero reduzido da amostra.

As variantes EML4:ALK v1, v2, v3a/b constituem a maioria dos casos de CPNPC, sendo que
avariante 1apresenta uma frequéncia de cerca de 33%, sequida da variante 3a/b com frequéncia
de cerca de29% (36,59). Nas amostras deste estudo, o panorama é semelhante, porém é
evidente uma diferenca maior entre as frequéncias, sendo que 57% dos casos positivos para a
fusdao EML4:ALK correspondem a variante 1, e apenas 30% sao casos com a variante 3a/h, o
que se pode dever a amostragem reduzida.

0 RT-gPCR demonstrou ser uma técnica mais simples quando comparada ao NGS, com boa
relacao custo-beneficio, uma elevada sensibilidade e especificidade para a detecao deste tipo de
alteracoes, levando ao aumento da precisao no diagndstico, como técnica confirmatdria em
amostras ALK+ (52,60).

A técnica RT-gPCR desenvolvida no presente estudo evidenciou elevada concordancia nos
resultados obtidos em comparacao com os resultados da técnica de NGS utilizada por rotina,
demonstrando elevada sensibilidade (94,7%) e especificidade de (97,1%), bem como a reducao
do tempo para a obtencao de um resultado.

Através da andlise dos valores medianos de Ct dos casos testados obtidos (Tabela 6) foi
possivel concluir que, embora nao se verifique uma diferenca significativa na amplificacao da
sonda ALKS5, a sonda ALK3 apresenta uma amplificacao mais precoce nos casos NGS-positivos
(mediana de ct=29,6) do que nos casos NGS-negativos (mediana ct=34,3). Nos graficos de
dispersao da Figura 11, é possivel a visualizagao desta diferenca de amplificacao entre as sondas
entre casos NGS-negativos e NGS-positivos. Este facto sugere que, nos casos positivos, como
descrito na literatura, existe maior quantidade de transcrito da extremidade 3' do gene ALK
amplificado em relacao a extremidade 5', enquanto nos casos negativos para a fusao tal
diferenca nao é significativa (51,52).

No presente estudo, no global, atécnicade RT-qPCR otimizada e validada apresenta uma taxa
de sucesso de 86% (73/85), tendo sido identificados doze resultados invalidos, que
correspondem a: seis casos positivos cujo parceiro de fusao nao foi identificado no NGS (?:ALK),
quatro casos negativos e dois casos positivos com gene parceiro identificado.

Inicialmente, no NGS, os casos ?:ALK levantam duvidas: a suspeita de se tratar de novos
genes parceiros nao contemplados no painel utilizado, a qualidade da amostra, mas nao se exclui

a possibilidade de uma falha no procedimento da técnica, pelo que nestes casos a estratégia é a
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repeticao da preparacao da biblioteca do inicio. No RT-qPCR, a amplificacao tardia da sonda
ALKS5 permite corroborar a presenca de fusao com um gene. Porém nos casos invalidos, apesar
da nao amplificacao da sonda ALK5 também sugerir rearranjo do gene ALK, nao se pode excluir
falhas na execucao da técnica, uma vez que foi desenvolvida como singlep/ex. Esta carateristica,
além de tornar o procedimento pratico menos simples do que um multip/ex, exige que a reacao
de cada sonda sejarealizada em pocos individuais, o que impede a exclusao de falhas do operador
ao longo do procedimento (a falha da amplificacao de uma das sondas pode dever-se a falha na
adicao de um dos componentes da reacao, por exemplo).

Dois casos NGS-positivos, considerados negativos no RT-gPCR (com ActALK5-ALK3 de 1.92
e 2,5, respetivamente), tratam-se de casos positivos para fusao ALK e cujo parceiro nao foi
determinado através do NGS. Destes casos, apenas um (caso 64), quando repetido, revelou ser
positivo para a fusao EML4(13)-ALK(20) v1 com apenas 124 leituras. Uma vez que a
percentagem tumoral (40%), a concentracao inicial da amostra (7,7ng/ pL) e a presenca da
totalidade dos controlos de qualidade no NGS nao indicam baixa qualidade da amostra, este caso
sugere haixa expressao génica da fusao. Em adicao, a literatura reporta que a heterogeneidade
intratumoral da expressao do rearranjo ALK, é uma das possiveis causas que pode impactar os
resultados obtidos, especialmente em amostras limitadas, como bidpsias(58,61).

Como foi referido anteriormente, o valor ideal do cut-off, definido a partir do ActALK5-ALK3
dos casos NGS-negativos, deveria ser mais proximo de O - significando que as duas sondas do
gene ALK amplificam na mesma proporcao, logo, encontram-se na mesma concentracdo na
amostra. Tendo em consideracao que foi definido através de uma amostragem relativamente
reduzida, torna-se sensivel aos valores mais elevados presentes (outliers). Assim, é possivel
associar ainconformidade dos casos NGS-positivos que foram considerados negativos por RT-
qPCR ao facto do cut-offser mais elevado do que o esperado em teoria.

Por outro lado, um caso NGS-negativo (caso 24) foi considerado positivo por RT-qPCR por
apresentar um valor de ActALK5-ALK3 mais elevado que o cuz-off definido (ActALK5-ALK3
=5,22). Pela técnica de NGS, apesar da andlise dos parametros de qualidade nao sugerir
degradacao, este caso apresenta leituras ligeiramente abaixo do limite minimo definido no painel
utilizado, o que pode sugerir baixa qualidade da sequenciacao por NGS.

Com foco nos casos que o NGS nao conseguiu identificar o gene parceiro (n=15), além do caso
divergente e dos seis casos invdlidos, o RT-qPCR testado permitiu corroborar o imbalance

calculado pelo NGS em oito casos (~53%), e assim confirmar a presenca de fusao. Sendo este um
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foco do objetivo do projeto, é essencial aumentar a amostragem de casos ?:ALK para garantir
uma percentagem de concordancia com maior confianca.

Uma vez que o material extraido das amostras iniciais é reduzido, nao foi possivel proceder a
repeticao dos casos discordantes ou invalidos— isto constitui uma das limitacoes deste estudo.
No futuro, pode ser possivel proceder a extracao de mais material e a repeticao dos mesmos com
0 RT-gPCR. A avaliacao da expressao génica seria um aspeto interessante a incluir, mas apenas
vidvel no caso de RT-qPCR multip/ex.

Adicionalmente, seria de interesse testar por IHQ ou FISH, os casos que geraram duvida ao
longo deste estudo. Os casos que permanecem sem parceiro identificado podem ser submetidos
a 5'RACE (5'-rapid amplification cDNA ena) - técnica que permite a amplificacdo e sequenciagao
do gene parceiro desconhecido, recorrendo a amplificacao com primers universais(62). Como ja
foi referido, seria pertinente aumentar a amostragem do estudo, para a definicao de um cut-off
mais adequado (e menos sensivel aos casos outliers).

Em comparacao com a técnica standardno LPM, a técnica testada nao permite aidentificacao
da variante de fusao ou do gene parceiro, para tal seria necessario o desenho de primers
especificos. Por outro lado, o RT-gPCR revelou ser uma técnica mais simples (apenas duas
etapas RT-gPCR vs quatro etapas principais NGS) e mais célere para obtencao de resultados

(2h30mins RT-gPCR vsquatro dias NGS).
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6. Conclusao

A técnica de RT-gPCR otimizada e validada apresentou elevada taxa de concordancia entre
os resultados previamente obtidos pela técnica NGS, podendo ser utilizada como método de
detecao da presenca de fusao do gene ALK, em conjunto com a metodologia validada no LPM.
Para os casos que suscitam dividas na analise de NGS, pode ser considerada a realizacao da RT-
qPCR em poucas horas e com obtencao de resultado no préprio dia, antes da repeticao de todo o
procedimento de NGS.

A perspetiva futura sera principalmente avancar para um panorama multip/ex, eliminando
assim varidveis como falhas técnicas do operador, de modo a reduzir a ocorréncia de casos
“invalidos”. Nos casos que mantém duvidas com as duas técnicas comparadas, a realizacao de
uma confirmagao por um terceiro método podera ser empregue, bem como aumentar a

amostragem para a obtencao de resultados mais precisos.
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