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RESUMO
Introdugdo: No Brasil, o cancer colorretal (CCR) aparece como o segundo cancer mais
incidente tanto em homens como em mulheres, com a maioria dos casos diagnosticados em
estagios avangados quando o tratamento curativo ja ndo é mais possivel. Este cenario pode
ser modificado através da deteccdo precoce do CCR e remocdo de suas lesdGes precursoras,
com consequente redugdo da mortalidade. O uso de estratégias menos invasivas, tais como a
bidpsia liquida, e o estudo das alteracdes epigenéticas na progressdo da doenca, podem
contribuir para a identificacdo de biomarcadores de deteccdao do CCR. Objetivo: Analisar a
metilacdo dos genes supressores de tumor SEPT9 e BMP3 no plasma como biomarcadores de
deteccdo do CCR e de suas lesGes precursoras. Materiais e métodos: Estudo retrospectivo e
transversal incluindo amostras de plasma de participantes do programa de rastreamento
submetidos a colonoscopia diagnéstica (n= 232) e pacientes com CCR (n=30) atendidos no
Hospital de Cancer de Barretos. A extracao de cell-free DNA (cfDNA) foi realizada utilizando
kit QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) e o cfDNA extraido foi modificado por
bissulfito de sddio para a andlise do status de metilacdo através do sistema de droplet digital
PCR (ddPCR). Os participantes foram agrupados de acordo com a pior lesdo detectada na
colonoscopia: Sem lesdo, lesdo serrilhada séssil (LSS), pdlipo hiperpldsico (PH), adenoma
precoce (AP), adenoma avancado (AA), e cancer (CCR). A curva ROC foi construida para
determinar os cutoff do status de metilacdo dos genes e discriminar o grupo sem lesdo do
grupo CCR e do grupo com CCR + AA. Resultados: Um total de 262 participantes foram
incluidos: sem lesdo (43), LSS (3), PH (13), AP (119), AA (46), e CCR (38). O grupo CCR
apresentou a maior concentracdo de cfDNA (10,4 ng/ml), com diferenca significativa entre os
grupos CCR + AA e sem lesdo (p=0,047). Os valores de mediana do status de metilacdo no CCR
foram de 2,2% e 0,0% para os genes SEPT9 e BMP3, respectivamente. Para o gene SEPT9, o
cutoff de 0,84% (AUC=0,645) do status de metilagdo que discrimina o grupo CCR + AA vs sem
lesdo, obteve a sensibilidade de 64% e especificidade de 57%, com uma frequéncia de casos
positivos de 40,5% para o grupo sem lesao, 41,7% para PH, 57,5% para AP, 52,3% para AA e
63,9% para CCR. Considerando o cutoff de 2,50% (AUC=0,681) a sensibilidade foi de 50% e
especificidade de 90% com 9,5% de casos considerados positivos para o grupo sem lesdo, 0%
para PH, 15,9% para AP, 16,0% para AA e 52,7% para CCR (p<0,001). No grupo CCR as maiores
frequéncias de casos positivos foram o do estadiamento IV, 100% em ambos os cutoffs. Para

o gene BMP3, o cutoff de 0,16% (AUC=0,557) obteve a sensibilidade de 45% e especificidade



de 62%, sendo casos positivos 38,1% grupo sem lesdo, 33,3% do PH, 45,5% do AP, 46,7% AA e
42,9% do grupo CCR. Para o cutoff de 2,30% (AUC=0,576) a sensibilidade foi de 40% e
especificidade de 90% e a frequéncia de casos positivos foi de 11,9% do grupo sem lesdo, 8,3%
do PH, 18,2% do AP, 13,3% do AA e 37,1% para o grupo CCR (p=0,047). O modelo de
combinacdo do SEPT9 + BMP3+ idade acima de 60 anos, mostrou melhor performance para
detecgdo do CCR (AUC= 0,845) com a sensibilidade de 80% e especificidade de 81%, quando
comparado com o modelo dos genes individuais. Conclusdo: Em relacdo ao SEPTY, a
distribuicao do status de metilagao apresentou maiores valores no cancer, especialmente nos
estadios mais avangados. Em relagdao ao BMP3, as medianas foram zero para todos os grupos
e ndo houve diferenca na distribuicdo do status de metilacdo nas amostras. Menores valores
de cutoffs do status de metilacdo para cada gene isolado permitiram identificar mais casos de
AA e CCR, mas com uma especificidade mais baixa do que maiores valores de cutoff. Por outro
lado, o modelo de combinag¢do dos genes SEPT9 e BMP3, e a combinag¢dao dos genes mais a
idade média de 60 anos, demonstrou melhor performance para detec¢do do CCR. Concluindo,
nossos resultados sugerem que esses biomarcadores isolados ndao sao ideais para serem

utilizados no rastreamento do CCR.

Palavras-chave: Bidpsia liquida, metilacdao do DNA, cancer colorretal, adenoma, cell-free DNA,

biomarcadores.



ABSTRACT
Introduction: In Brazil, colorectal cancer (CRC) is the second most frequent cancer in men and
women, and most cases are diagnosed in advanced stages when curative treatment is no
longer possible. This scenario can be modified through early detection of CRC and removal of
precursor lesions, with a consequent reduction in mortality. The use of less invasive strategies
such as liquid biopsy and the study of epigenetic changes in disease progression, can
contribute to the identification of CRC detection biomarkers. Objective: To evaluate the
methylation of the tumor suppressor genes SEPT9 and BMP3 in plasma as biomarkers for
detecting of CRC and its precursor lesions. Materials and methods: Retrospective and cross-
sectional study, using plasmas samples from screening program participants who had positive
fecal occult blood test and underwent colonoscopy (n= 232) and cancer patients treated at
Barretos Cancer Hospital (n=30). Cell free circulating DNA (cfDNA) isolation was performed
using a QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) and the cfDNA obtained was converted
by sodium bisulfite for analysis of methylation status by the droplet digital PCR system
(ddPCR). Participants were grouped according to the worst lesion detected in colonoscopy:
No lesion, sessile serrated lesion (SSL), hyperplastic polyp (HP), early adenoma (EA), advanced
adenoma (AA) and cancer (CRC). ROC curves were constructed for both genes to determine
the best cutoff value of methylation status to discriminate between group without lesions and
CRC group and CRC + AA. Results: A total of 262 participants were included: no lesion (43), SSL
(3), HP (13), EA (119), AA (46), and CRC (38). The CRC group showed the highest cfDNA
concentration (10.4 ng/ml) with a significant difference between the CCR + AA and no lesion
groups (p=0.047). The median values of CRC methylation status were 2.2% and 0.0% for the
SEPT9 and BMP3 genes, respectively. For SEPT9 gene, the cutoff of 0.84% (AUC=0.645) of the
methylation status that discriminates the CRC + AA group vs no lesion, obtained a sensitivity
of 64% and specificity of 57%, with 40.5% of cases considered positive for the group without
lesion, 41.7% for HP, 57.5% for EA, 52.3% for AA and 63.9% for CRC. Considering the cutoff of
2.50% (AUC=0.681), the sensitivity was 50% and specificity was90% with 9.5% of cases
considered positive for the group without lesion, 0% for HP, 15.9% for EA, 16.0% for AA and
52.7% for CRC (p<0.001). The highest frequencies of positive cases in CRC group were stage
IV, 100% for both cutoffs. For BMP3 gene, the cutoff of 0.16% (AUC=0.557) had a sensitivity

of 45% and a specificity of 62%, with 38.1% of cases considered positive for group without



lesion, 33.3% for HP, 45.5 % for EA, 46.7% for AA and 42.9% for CRC. The cutoff of 2.30%
(AUC=0.576) showed the sensitivity of 40% and specificity of 90%, with 11.9% of cases
considered positive for group without lesion, 8.3% for HP, 18, 2% for EA, 13.3% for AA and
37.1% for the CRC (p=0.047). The combination model of SEPT9 + BMP3+ aged over 60 years
showed better performance to detect CRC (AUC = 0.845) with sensitivity of 80% and specificity
of 81%, when compared to the model of individual genes. Conclusion: Regarding SEPT9, the
distribution of methylation status showed higher values in cancer, especially in more
advanced stages. Regarding BMP3, the medians were zero for all groups and there was no
difference in the distribution of methylation status. Lower cutoff values for each gene isolated
allowed to identify more cases of AA and CCR, but with a lower specificity than higher cutoff
values. However, the combination model of the SEPT9 and BMP3 genes, and the combination
of genes plus the average age of 60 years, showed better performance for detection of CRC.
In conclusion, our results suggest that the isolated biomarkers are not ideal for use in

screening for CRC.

Keywords: Liquid biopsy, methylation of DNA, colorectal cancer, adenoma, cell-free DNA,

biomarkers.



1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais comumente diagnosticado
no mundo (1.8 milhdes de casos, 10,2% do total) e classificado como o segundo em termos de
mortalidade (881.000 de mortes, 9,2% do total). Mundialmente, este tipo de cancer aparece
como o segundo tipo mais incidente nas mulheres (9,4%) e o terceiro (10,6%) nos homens, de
acordo com dados do GLOBOCAN de 20202,

No Brasil, segundo a estimativa do INCA (Instituto Nacional do Cancer José Alencar
Gomes da Silva — Ministério da Saude) quanto a incidéncia do CCR para o triénio de 2020-
2022, estimam-se 20.520 novos casos para os homens e 20.470 para as mulheres. Com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma, o CCR aparece como o segundo cancer mais comum
para ambos os sexos 2.

O CCR é uma doenca multifatorial resultante da interacdo entre condicdes
ambientais, de habitos de vida como: tabagismo, consumo excessivo de bebidas alcodlicas,
alta ingestdo de carne vermelha e processada, alimentacdo pobre em frutas e fibras,
obesidade e sedentarismo, além de fatores intrinsecos (muta¢des herdadas ou mutagdes
aleatodrias) . Estes fatores causais podem agir tanto em conjunto como em sequéncia para
iniciar ou promover a carcinogénese colorretal. Dessa forma, as diferengas geograficas na
incidéncia, possivelmente s3o reflexos dos habitos de vida de cada populagdo *.

A maioria do CCR é esporadico (sem histérico familiar), correspondendo
aproximadamente de 70 a 85% dos casos 3. A maioria dos CCRs esporadicos ocorre em
individuos com idade igual ou superior a 50 anos, sendo 66 anos a idade média de diagndstico
>67 Em 15 a 20% dos casos, existe histdria familiar de CCR e em um grupo menor, entre 5 a
10%, o CCR estd associado a sindromes hereditarias & °. O cancer esporadico se desenvolve no
colon proximal (ceco, ascendente, flexura hepatica e transverso) em 41% dos casos, no célon
distal (flexura esplénica, cdlon descendente, sigmadide) em 22% e no reto em 28% dos casos,
considerando homens e mulheres 1°, Essas frequéncias, entretanto, variam com a idade e

sexo. A localizacdo do tumor esta associada a diferencas nas caracteristicas clinicas (sinais e



sintomas) e bioldgicas, assim como na eficiéncia de sua deteccdo, resposta ao tratamento e
progndstico 3 12,

O acesso inadequado a deteccdo precoce pode explicar o aumento na incidéncia e
mortalidade pelo CCR, visto que o diagndstico é frequentemente realizado em estadios
avancados onde a taxa de sobrevida em 5 anos é cerca de 71% para estadiamento Il com
acometimento de tecidos ou linfonodos regionais, e sobrevida de 12% para estadiamento IV
712 Neste cenario clinico-epidemioldgico, a deteccdo precoce do cancer colorretal ou ainda,
de suas lesdes precursoras pode ter um papel fundamental na redugdo da mortalidade do
CCR®. Tem sido estimado que cerca de 95% dos pacientes com CCR poderiam se beneficiar

de cirurgias curativas se o diagndstico fosse feito em estddios iniciais 4.

1.2 Histdria natural e biologia do cancer colorretal

Cerca de 90% dos casos de CCR sdo adenocarcinomas e maioria se origina de lesdes
precursoras. O adenoma é a principal lesdo precursora do CCR, sendo que no modelo classico
de progressdo adenoma-adenocarcinoma é sugerido que o desenvolvimento do tumor é
dirigido pelo progressivo acimulo de mutac¢des que pode levar de 7 a 10 anos °. Nos adenomas
convencionais a displasia pode ser de baixo ou alto grau, dependendo da gravidade das
alteragdes histoldgicas presentes. Alguns adenomas regridem espontaneamente e outros
podem progredir ao carcinoma in situ (Tis) restritos a mucosa, e ao cancer invasivo quando
invade a submucosa (pT1). O carcinoma in situ, apesar de apresentar as alterac¢des citoldgicas
e/ou estruturais de neoplasia maligna, se comporta como um adenoma restrito a camada da
mucosa e ndo apresenta capacidade de metastase, sendo entdo categorizado no grupo das
neoplasias intraepiteliais (adenomas) de alto grau pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS)*. Os adenomas podem ainda ser divididos em: adenoma tubular, adenoma tubulo-
viloso e adenoma viloso, dependendo da presenga do componente tubular na sua arquitetura,
pelo menos 25% de componente viloso ou mais de 75% de componente viloso,
respectivamente'®. Adenoma avancado é classificado quando o adenoma é maior ou igual a
10mm, se apresenta displasia de alto grau ou apresenta componente viloso?®.

A via classica consiste na transformacdo do epitélio de célon normal através de

mutacdes germinativas ou somaticas em genes supressores tumorais (ex: gene APC), seguido



da progressao de uma mucosa em risco para adenomas, por meio de mutagdes em proto-
oncogenes como KRAS, até o desenvolvimento do cancer (Figura 1 —via 1).

Embora a progressio adenoma-adenocarcinoma seja a principal via de
desenvolvimento do CCR, recentemente os pdlipos serrilhados tém sido reconhecidos
também como lesdes precursoras, responsaveis por cerca de 7,5% de todos os casos de CCR
17, As lesdes serrilhadas formam um grupo heterogéneo caracterizado morfologicamente pelo
arquitetura serrilhada do tecido epitelial no local da lesao, e incluem: os pdlipos hiperplasicos
(PH) do tipo microvesicular ou do tipo rico em células caliciformes, a lesdo séssil serrilhada
(LSS) com ou sem displasia e o adenoma serrilhado tradicional 1°.

Essas lesdes apresentam aspectos moleculares e comportamentos biolégicos
distintos entre si e 0 adenoma cldssico. Os mecanismos genéticos que ocorrem no carcinoma
serrilhado ainda sdo pouco esclarecidos, porém as mutacbes em KRAS e BRAF sao
frequentemente envolvidas, assim como instabilidade de microssatélite (MSI- Microsatellite
instability) e fenétipo de metilador de ilhas CpG (CIMP- CpG island methylator phenotype ) *’
(Figura 1 — via 2).0s individuos que apresentam as lesdes precursoras, apresentam também
maior risco de desenvolver novas lesdes precursoras e CCR, e a sua remocao pela polipectomia

diminui o risco de desenvolvimento da doenca °.

Mucosa Displasia Adenoma Adenoma Cancer colorretal
normal precoce avangado

Adenoma- l APC :::2 SMAD4 TP53
carcinoma J : ;
‘ 4 g 4 P ™ 4
Vias de WNT MAPK L pisk TGFg || | ps3
sinalizagédo i ¥ ; ! 3 : H ; ¥
Via dos E CTNNB1 ; ke PIK3CA TGFBR2

serrilhados BRAF

Figura 1 - Vias moleculares envolvidas na progressdo do CCR. 1- Adenoma-carcinoma: via
tradicional que envolve a progressio de adenoma em adenocarcinoma. 2- Via dos
serrilhados: via alternativa que envolve a progressao de lesdes serrilhadas em cancer (LIMA,
AB et al. Manuscrito em fase de preparacdo).



Além da instabilidade cromossomica (CIN- Chromosomal Instability), observada na
sequéncia adenoma-adenocarcinoma presente na maioria dos CCRs e a instabilidade de
microssatélites (MSI), as alteragcOes epigenéticas também sdo importantes para o
desenvolvimento do CCR .

A metilacdo do DNA envolve a adicdo do grupo metil na posicdo 5 do anel de
pirimidina da citosina em um contexto de dinucleétidos CpG, sendo um mecanismo fisioldgico
que influencia a regulacdo da expressdao génica uma vez que pode ocorrer na regidao
promotora, ricas em citosinas e guaninas, também conhecidas como llhas CpGs °. As ilhas
CpG geralmente ndo sao metiladas nas regides promotoras de genes supressores tumorais em
células normais, e a metilacdo das regides CpG pode afetar a condensacdo da cromatina 2°. A
alteracdo dos padrdes de metilagdo do DNA é reconhecido como importante evento durante
a carcinogénese. Um exemplo é a hipermetilacdo das ilhas CpG na regido promotora
resultando na inativacdo transcricional de genes supressores tumorais '° (Figura 2). Os
tumores com hipermetilacdo em regides promotoras de genes representam um subgrupo
caracterizado pela instabilidade epigenética, conhecido como: fenétipo metilador da ilha CpG
(CIMP) 2, Vérios genes foram identificados como sendo afetados na CIMP, como por exemplo,
a metilacdao da regido promotora da ilha CpG do gene de reparo de mau pareamento do bases

no DNA, MLH1, ocasionando sua inativac¢do transcricional e instabilidade de microssatélite 2.

Célula normal s
Expressdo de genes supressores tumorais Inibicdo da transcricdo de

sequéncias repetitivas

Célula tumoral

>
Inibicdo de genes supressores tumorais Transcrigdo de sequéncias
repetitivas
Progressdao tumoral Instabilidade

cromossdmica

Figura 2 - Metilagdo de ilhas CpGs promotoras e em sequéncias repetitivas de DNA em
células normais e em células tumorais (Adaptado de LOPEZ-SERRA et al.,2012).



Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa do cancer colorretal do Hospital
de Amor — Hospital de Cancer de Barretos, o status de metilagdo de um painel de 7 genes
(NDRG4, BMP3, p16, APC e MLH1, ALX4, SEPT9) foi caracterizado em uma série de cancer
colorretal, lesdes precursoras (adenoma, lesdao serrilhada séssil), pdélipos hiperplasicos,
ressecadas ou biopsiadas durante a colonoscopia de uma populagdo brasileira 23. As amostras
histologicamente normais (de bidpsias de colén aparentemente normal pela patologia) nao
estavam metiladas para a regido dos genes analisados (NDRG4, BMP3, p16, APC e MLH1), com
excec¢do dos genes ALX4 (50%) e SEPT9 (37,5%). Nas lesGes serrilhadas sésseis, as frequéncias
de amostras metiladas foram significativamente maiores do que as das amostras normais para
os genes ALX4 (90%), SEPT9 (78%), NDRG4 (78%), e BMP3 (67%). Nos adenomas, as maiores
frequéncias foram encontradas para os genes ALX4 (95%), SEPT9 (83%), NDRG4 (73,6%) e
BMP3 (55,3%). No cancer colorretal, as maiores frequéncias foram para os genes SEPT9
(91,8%), ALX4 (85,1%), NDRG4 (73,7%), e BMP3 (65,6%) e nas amostras de tecido normal
adjacente, foram detectadas frequéncias de 27%, 6%, 6% e 0% dos casos para estes genes,
respectivamente (Figura 3). Nesse contexto a metilacdo de NDRG4 e BMP3 foram sugeridas

como possiveis candidatos a biomarcadores para o rastreamento molecular do CCR 23.
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Figura 3- Comparacdo entre as frequéncias de metilacdo para cada gene nos diferentes
achados histopatoldgicos do estudo. 3A) Frequéncia de metilacdo dos genes na via adenoma
carcinoma. 3B) Frequéncia de metilacdo dos genes na via dos serrilhados (SOBANSKI et al.,
2021).



A analise da metilagdo dos genes BMP3 e NDRG4 foi incluida no teste comercializado
de DNA fecal (Cologuard®), recentemente aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
para rastreamento de CCR nos EUA %4. Ogene NDRG4 (N-myc Downstream-Regulated Gene 4)
€ um dos quatro membros da familia dos genes envolvidos nos processos de diferenciagao,
proliferacdo, desenvolvimento e estresse celular. Um estudo recente evidenciou um padrao
aberrante de metilagdo do DNA na regido promotora de NDRG4 e sugeriu que este gene
poderia desempenhar um papel importante na carcinogénese colorretal 2°. Em outro trabalho,
foi demonstrado que a taxa de deteccao da metilagdo de NDRG4 foi de 81,0% no tecido
tumoral, 8,3% no tecido normal adjacente, 54,8% no sangue, 72,6% na urina e 76,2% nas fezes
de portadores de CCR 2.

O gene BMP3 (Bone Morphogenetic Protein 3) pertence a familia do TGFB (Fator de
Crescimento Transformador Beta). Hd um reconhecimento crescente da funcdo supressora
tumoral de BMP3 no CCR ?’. Loh e colaboradores mostraram evidéncias da repressdo da
regulacdo do BMP3 em 89% (50/56) de tumores primarios. Além disso, a metilacdo foi
frequentemente observada em lesdes serrilhadas sésseis e adenomas serrilhados tradicionais
(22/29, correspondendo a 76%), sugerindo que este gene é um importante alvo para detec¢do
precoce de lesdes com potencial neoplasico?’. Um estudo de Park e colaboradores avaliou que
a metilagao do gene BMP3 se mostrou presente em 40,0% do CCR, 34% metilado em
adenomas avancados e 15% no epitélio normal®®. Por estes motivos, a metilacdo deste gene
também foi incluida no teste de DNA fecal Cologuard®.

Apesar da metilacdo do gene SEPT9 ter sido detectada em amostras normais no
estudo prévio do grupo de pesquisa, e em razao disso parecer menos promissor para um
biomarcador de cancer, um teste comercial para a sua deteccdo tem sido sugerido como um
teste de rastreamento molecular do CCR?°. O gene SEPT9 (Septina 9) pertence a familia das
septinas, que sdo altamente conservadas e codificam proteinas de ligacdo a guanosina
trifosfato (GTP). Este gene possui 18 transcritos distintos formados por splicing alternativo e

30 sendo que a hipermetilacdo do transcrito v2 do gene ocorre

codifica 15 polipeptidios
apenas em adenomas colorretais e cancer, enquanto os outros transcritos de SEPT9 podem
estar ou ndo-metilados em células normais e células neoplasicas 31. Estudos utilizando ensaios
sensiveis para analise de metilacdo do gene, demonstraram a importancia do SEPT9 como um
biomarcador para o CCR 3233, porém n3o se pode afirmar que a hipermetilacdo de SEPT9 esta

presente em todos os tipos de células tumorais do célon. O Epi proColon® é um teste de



rastreio minimamente invasivo que detecta a metilacdo aberrante do DNA na regido v2 do
gene SEPTY9 presente na bidpsia liquida (plasma), possivelmente derivado de células
apoptoticas desprendidas do tumor 2°. Em um estudo prospectivo realizado em uma
populacdo de rastreamento (PRESEPT - Prospective Evaluation of Septin9), foi avaliada
presenca do SEPT9 metilado pelo teste Epi procolon® para a deteccdo adenoma avancado e
CCR. Os resultados mostraram uma sensibilidade de 48,2% e especificidade de 91,5% para
rastreamento do CCR em individuos assintomaticos acima de 50 anos, porém as sensibilidades
de metilagdo na regido promotora do SEPT9 para detec¢ao de adenoma avangado
(sensibilidade de 11,2%) e CCR em estddio | (sensibilidade de 35,0%), foram relativamente

baixas3?.

1.3 Bidpsia liquida

O termo “bidpsia liquida” se refere a analise em amostras de qualquer fluido corporal
(sangue, saliva, urina). No cancer, este teste permite a analise de DNA derivado do tumor
(ctDNA), diferentes tipos de RNAs, células tumorais circulantes (CTCs) e vesiculas
extracelulares como os exossomos. A utilidade clinica da bidpsia liquida tem sido explorada
na deteccao de biomarcadores em diferentes fases clinicas do CCR, desde a detec¢do precoce,
estadiamento, avaliacdo de resposta ao tratamento e mesmo a caracterizacdo molecular da
doenca 3 36,

As duas principais origens do cfDNA no organismo humano sdao por meio de
mecanismos de morte celular como apoptose ou necrose, ou através da liberacdo ativa por
mecanismos celulares, incluindo o transporte vesicular de acidos nucleicos. Algumas situagoes
podem ocasionar o aumento na liberacdo do cfDNA na circulagdo, incluindo: exercicios fisicos,
envelhecimento, reacdes inflamatdrias e cancer®’. Estudos mostraram que a concentracdo
média de cfDNA em soro de pacientes com CRC foi cinco vezes maior que em comparacao
com individuos saudaveis, enquanto que no plasma a concentracdao de cfDNA foi 25 vezes
maior do que em controles saudaveis3® 3%, Padrdes aberrantes de metilacdo podem ser
detectaveis no cfDNA e representam um biomarcador promissor para o diagndstico precoce
do cancer .

Para a deteccdo de alteracdes no cfDNA, é preferivel o uso de amostras de plasma ao

invés de soro porque o ultimo contém niveis mais elevados de cfDNA n3o tumoral, gerado a



partir da lise de leucécitos que ocorre com a coagulacdo do sangue durante a preparacao do
soro. Além disso, no soro pode ocorrer a diluicdo do ctDNA tumoral no nivel total de cfDNA
de leucécitos, afetando na deteccdo do ctDNA que contém altera¢gGes moleculares e
epigenéticas (exemplo: metilagdo do DNA) em baixas fracdes de alelos?®. Em condi¢des
fisioldgicas normais, a concentracdo de cfDNA no plasma também é muito baixa (<10 ng/ml)
porque a maioria das células ndo vivas é removida de forma eficiente da circulagdo sanguinea
pelos fagdcitos 1. Dessa forma, existe a necessidade do uso de plataformas sensiveis como o
ddPCR, que tornam possivel a andlise de eventos raros, aumentando a confiabilidade de
deteccdo de baixos niveis de concentragdo de cfDNA metilado.

Recentemente, foi demonstrado que a detec¢cdo de metilacdo de SEPT9 no plasma
pode ser usada na detec¢do do CCR avangado. Porém ainda ndo foi possivel determinar se
esse mesmo teste poderia ser utilizado para a detec¢do do adenoma avancado ou cancer
precoce com bons resultados diagndsticos para sensibilidade e especificidade. Além disso,
Rasmussen e colaboradores sugerem que a combinacdo da deteccdo de metilacdo de SEPT9 e
BMP3 no plasma, aumenta a sensibilidade e especificidade de diagndstico de cancer colorretal
em comparacdo com a andlise de um Unico gene 3.

Uma revisdao sistematica com meta-analise sobre a deteccdo de metilagdao do gene
BMP3 (plasma e fezes) e metilacdo do gene NDRG4 (fezes), como possiveis biomarcadores
para a deteccdo do cancer colorretal estd em andamento no contexto dessa dissertacdo.
Analises preliminares indicam valores elevados de Odds Ratio (OR) para o CCR na presenca da
metilacdo do promotor do gene NDRG4 nas fezes (OR= 13,990; 1C95%= 8,702 — 22,492;
p<0,001; Figura 4), do gene BMP3 nas fezes (OR=4,181; IC 95%= 2,305 —4,707; p<0,001; Figura
6) e do gene BMP3 no plasma (OR= 4,956; IC 95%= 2,971 — 8,269; p<0,001; Figura 5) em
comparagao com os controles sem cancer, indicando um maior risco de desenvolvimento do
CCR quando existe a presenca da metilacdo destes genes.

Além disso, também se observa valores elevados de Odds Ratio (OR) para os
adenomas avancados na presenca da metilacdo do promotor do gene BMP3 nas fezes (OR=
2,580; IC95%= 1,120 —5,940; p<0,01; Figura 7) em comparagdao com os controles sem cancer,
indicando um maior risco de desenvolvimento de adenomas quando existe a presenca da

metilacdo deste gene nas lesdes (Adhara Lima et al., manuscrito em preparacdo).
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Study name Statistics for each study Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper
ratio  limit limit Z-Value p-Value

Lu, 2014 15,600 1,973 123,364 2,604 0,009

Melotte, 2009 31,500 9,087 109,192 5,439 0,000

Park, 2017 8,727 3,044 25023 4,031 0,000

Xiao, 2015 22400 4,687 107,063 3,895 0,000

JinSetal, 2020 12320 2971 51,088 3460 0,001
SunMet al, 2019 12,094 5679 25752 6,464 0,000
13,990 8,702 22492 10,891 0,000

0,01 0,1 1 10 100

Control Cancer

Meta Analysis

Figura 4- Forest Plot de efeito aleatdrio para associacdo da metilacdo do promotor do gene
NDRG4 em amostras de fezes e o risco de cancer colorretal (LIMA, A.B. et al. Manuscrito em
fase de preparacao).

Study name Statistics for each study Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper
ratio  limit limit Z-Value p-Value
Ashoori, 2018 6,933 2772 17341 4140 0,000
Rasmussen, 2017 3,297 1638 6635 3343 0,001 . B
Rokni, 2018 10444 23816 38736 3508 0,000
4956 2971 8269 6,129 0,000 L 2

001 01 1 10 100

Control Cancer

M eta Analysis

Figura 5- Forest Plot de efeito aleatdrio para associagcdo da metilagao do promotor do gene
BMP3 em amostras de plasma e o risco de cancer colorretal (LIMA, AB et al. Manuscrito em
fase de preparacdo).
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Study name Statistics for each study Odds ratio and 95% CI

Odds Lower Upper

ratio limit limit Z-Value p-Value
Park, 2017 3,778 1,257 11,352 2368 0,018
SunMet al, 2019 3999 1,928 8293 3724 0,000 E B
Liul et al, 2018 18,652 0,942 36919 1,921 0,055

4181 2305 7586 4707 0,000 <4

0,01 0,1 1 10 100
Control Cancer

Meta Analysis
Figura 6- Forest Plot de efeito aleatdrio para associacdao da metilacdo do promotor do gene
BMP3 em amostras de fezes e o risco de cancer colorretal (LIMA, AB et al. Manuscrito em
fase de preparacgao).

Study name Statistics for each study Odds ratio and 395% CI

Odds Lower Upper

ratio limit Iimit Z-Value p-Value
Park, 2017 2833 0933 8,802 1,838 0,086
Sun Met al, 2019 1,656 0,393 6,165 0,630 0,529
LiuL et al, 2018 17,727 0,737 426454 1,772 0,076

2580 1,120 5,940 2227 0,026 "

0,0 0,1 1 10 100

Control Adenoma

Meta Analysis

Figura 7- Forest Plot de efeito aleatdrio para associacdo da metilacdo do promotor do gene
BMP3 em amostras de fezes e o risco de adenomas (LIMA, AB et al. Manuscrito em fase de
preparacao).
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A maioria dos trabalhos incluidos nesta revisdao sistemdtica sao estudos
retrospectivos e incluem diferentes populacdes para os as amostras de casos e controles 43 44,
Estudos em populagdo de rastreamento, que apresentam risco médio para o CCR, podem
melhor caracterizar as alteracdes moleculares no plasma como biomarcadores para a

detecc¢do precoce do cancer colorretal.

1.4 Programa de rastreamento do CCR no Hospital de Cancer de Barretos

Iniciou-se no Hospital de Amor - Hospital de Cancer de Barretos (HCB) em julho de
2015, o programa de rastreamento organizado do CCR que tem como exame primario o teste
imunoquimico de sangue oculto nas fezes (FIT) seguido da colonoscopia nos casos de FIT
positivo®. A populacdo alvo é constituida de individuos atendidos no ambulatério de
prevencao do HCB, com idade entre 50 e 65 anos e sem histdria pessoal de CCR, de pdlipo do
intestino, de doenca inflamatdria intestinal e colonoscopia ou retossigmoidoscopia nos
ultimos 5 anos. Apesar dos participantes do rastreamento serem originados de diversas
regides do Brasil, a maioria da populacdo que adere ao programa é originada do estado de
Sdo Paulo, sendo em sua maior parte das cidades da regido (DRS) de Barretos.

Os resultados dos 2 primeiros anos do programa de rastreamento foram
recentemente publicados #°. Entre 2015 e 2017, foram atendidos 6.737 individuos no
Ambulatério de Prevencao ou nas Unidades Mdveis da instituicdao, que atendem 18 municipios
da regido da DRS de Barretos. Os participantes tinham entre 50 e 65 anos de idade e foram
convidados pessoalmente por um agente de saude ou enfermeiro. Para avaliacdo da
qualidade e eficacia do programa, foram avaliadas as diretrizes da Unido Europeia (UE) para
programas de rastreamento do cancer colorretal. No geral, 92,8% dos participantes
retornaram o FIT para analise, com uma taxa de exames inadequados de 1,5%. Entre 0s 6.253
testados, 12,5% tiveram resultado positivo. A taxa de adesdo da colonoscopia foi de 84,6%
com taxas de colonoscopias completas de 98,2%. Os valores preditivos positivos (do inglés,
positive predictive value - PPVs) foram 60,0%, 16,5% e 5,6% para adenoma, adenoma
avancado e cancer, respectivamente. Vale ressaltar, que os estadios dos tumores detectados
pelo programa de rastreamento foram significativamente mais precoces do que aqueles

relatados nos registros de cancer colorretal nacional (pelo Instituto Nacional de Cancer -INCA),
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do Estado de Sdo Paulo (pela Fundacdo Oncocentro de Sdo Paulo -FOSP) e no registro do
Hospital de Cancer de Barretos no mesmo periodo e na mesma faixa etdria.

Desde 2016, no momento do convite e aceitacdo em participar do programa, os
individuos assinam o termo de consentimento e para cada participante é perguntado se
aceitaria fornecer fluidos corpdreos, tais como sangue e o préprio FIT, para armazenamento
no biobanco da instituicdo para futuros estudos de testes moleculares de rastreamento.

Neste contexto, este projeto teve como motivacdo investigar biomarcadores no
plasma dos participantes do programa de rastreamento do HCB e compara-los com os achados
da colonoscopia nos casos FIT positivos, com o objetivo futuro de aumentar as taxas de

deteccdo do adenoma, adenoma avancgado e cancer.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer colorretal possui alta incidéncia e mortalidade na populagdo brasileira e em
razdo disso, existe a necessidade do diagndstico do cancer no estagio inicial em vista de
melhorar a taxa de sobrevida dos pacientes e detectar lesdes precursoras como forma de
prevencdo e reducdo da incidéncia. Os programas de rastreamento tém um papel
fundamental na detecc¢do de lesGes precursoras e precoce do cancer, diminuindo a incidéncia
e mortalidade pelo CCR. Entretanto, existe a necessidade do desenvolvimento de tecnologias
ndo invasivas que sejam significativamente sensiveis para esse objetivo. Com base nisso, o
presente projeto buscou analisar a metilagdo do DNA de genes previamente descritos pelo
grupo com perspectiva futura dessas alteracbes serem investigadas no rastreamento

molecular do CCR.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar a metilagdo dos genes supressores de tumor SEPT9 e BMP3 como

biomarcadores de deteccao do cancer colorretal e de suas lesdes precursoras.

3.2 Objetivos especificos
e Analisar o padrdo de metilacdo dos genes SEPT9 e BMP3 em amostras de plasma de
participantes do programa de rastreamento submetidos a colonoscopia apds um teste

FIT positivo.

e Correlacionar as alteracOes epigenéticas no plasma com os achados da colonoscopia
(cancer, adenoma avancado, adenoma precoce e colonoscopia sem lesdes

clinicamente significativas ou normal).

e Analisar a sensibilidade e especificidade das alteracdes epigenéticas na detecc¢do das

lesdes colorretais clinicamente significativas (adenoma, adenoma avangado e CCR).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo e populagao

Estudo observacional transversal com analise molecular retrospectiva, utilizando
amostras de plasma dos participantes do programa de rastreamento do CCR que
apresentaram FIT positivo e que foram submetidos a colonoscopia diagndstica, e da

populacdo de pacientes diagnosticados com CCR e tratados no Hospital de Cancer de Barretos.

4.2 Calculo amostral

O tamanho da amostra ideal estimado para o estudo foi calculado considerando o
intervalo de confianca de 95%, assumindo uma margem de erro de 6%. Segundo a analise
prévia 43, considerando a frequéncia de metilagdo para os genes SEPT9 (24,4%) e BMP3 (28%),
estima-se um numero amostral de 197 e 215 participantes, respectivamente.

O célculo amostral foi realizado com auxilio do software R (v. 4.0.5.) utilizando a

seguinte equacao:

z2 (1-p)
n=( XP; ) (Eq. 1)

Onde:
Z= Intervalo de confianca
p= Proporcdo esperada
e= Margem de erro.

4.3 Critérios de sele¢ao da populagao
4.3.1 Critérios de inclusao

Populacdo de rastreamento:

Participantes incluidos no programa de rastreamento do Hospital de Cancer de
Barretos entre os anos de 2016 e 2019, que obtiveram resultado do teste de sangue oculto
nas fezes positivo, realizado colonoscopia diagndstica e que aceitaram a coleta da amostra
bioldgica. Todos os pacientes concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido autorizando o uso do material bioldgico para pesquisa. Apds processamento do
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sangue, o plasma foi armazenado no Biobanco do HCB %6 até o momento do uso em técnicas

experimentais.

Populacdo de CCR:

Com o intuito de aumentar o numero de amostras de pacientes com cancer, foram
incluidos pacientes diagnosticados com CCR no Hospital de Cancer de Barretos entre os anos
de 2016 e 2019, submetidos a ressecc¢do cirdrgica e que apresentaram a amostra bioldgica
(plasma) coletada e armazenada no Biobanco do HCB % até o momento do uso em técnicas

experimentais.

4.3.2 Critérios de exclusao
Pacientes com histéria familiar de CCR, doenca inflamatéria intestinal, historia
pessoal prévia de CCR ou outro tipo de cancer, histdria de cirurgia prévia do célon e reto e que

tenham realizado a coleta de sangue a mais de 6 meses da colonoscopia ou da cirurgia.

4.4 Variaveis coletadas

As caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, endoscdpicas dos participantes do
programa de rastreamento e histoldgicas das lesdes colorretais encontradas e ressecadas
foram coletados de forma retrospectiva em um banco de dados do REDCap (Research
Eletronic Data Capture)*” desenvolvido especificamente para o programa de rastreamento.

As lesdes encontradas foram ressecadas ou biopsiadas de acordo com a avaliagdo do
endoscopista e caracterizadas endoscopicamente de acordo com a classificacdo de Paris 8. O
adenoma foi classificado como avangado quando: na presenca de displasia de alto grau ou de
pelo menos 25% de componente viloso ou aqueles de tamanho maior ou igual a 10mm, e os
adenocarcinomas intramucosos (carcinoma in situ)'®. Quanto a localizacdo, as lesdes foram
categorizadas como proximal (lesGes proximais do ceco, ascendente, transverso e flexuras
hepatica e esplénica) ou distal (cdlon descendente, sigmdide e reto).

Quando mais de uma lesdo foi encontrada no mesmo participante do estudo, os
participantes foram estratificados de acordo com a lesdo de pior progndstico detectada na
colonoscopia na seguinte ordem decrescente de gravidade: cancer colorretal, adenoma

avancado, adenoma precoce, lesdo séssil serrilhada, pdlipos hiperplasicos ou sem lesées.
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4.5 Coleta das amostras e extracdao de cfDNA

Para cada participante incluido neste estudo foi realizada coleta de 2 a 5ml de sangue
periférico por puncdo intravenosa com agulhas e tubos BDvacuntainer® descartaveis. As
amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 1.500rpm e o plasma coletado é
mantido a -80°C até o momento do uso. A fim de evitar contaminagdes celulares e enriquecer
a quantidade de cfDNAs, foram seguidas as recomendag¢bes de Sherwood et al. e o plasma foi
transferido para tubos novos de 2mL e centrifugado novamente 16.000g por 10 minutos a 4°C
e entdo o protocolo de extrag3o foi iniciado*.

A extracdo de cfDNA foi realizada utilizando o QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(Qiagen) segundo as recomendacdes do fabricante. O primeiro passo consiste na lise do
material pela adi¢cdo de 100 a 300uL de QIAGEN Proteinase K (dependo do volume de plasma
utilizado para extracdo) em um tubo de 50mL, com posterior adicdo de 3 a 5mL de plasma e
2,4mL ou 4mL de Buffer ACL (contendo 1.0 ug de RNA carreador) e homogeneizagdo no vortex
por 30 segundos. O volume de buffer ACL varia de acordo com o volume inicial de plasma. Esta
solugdo é incubada a 60°C por 45 minutos e entdo, com o tubo em temperatura ambiente,
sdo adicionados 5,4mL ou 9mL de buffer ACB e as amostras sao homogeneizadas por 30
segundos. A mistura contendo a solugao pds processo de lise e buffer ACB é incubada em gelo
por 5 minutos e entdo transferida para um tubo conector de 20mL acoplado as colunas
QIAampMini column posicionadas no VacConnector do equipamento QIAvac 24 Plus. Ap6s a
passagem do lisado pela coluna, o tubo de 20mL é descartado. Sdo adicionados 600uL de
buffer ACW1 a coluna e apés a passagem do liquido, seguidos de 750 uL do buffer ACW2 e
entdo 750uL de etanol 100%. A coluna é entdao removida do Q/Avac 24 Plus, posicionada em
um tubo coletor e entdo a coluna centrifugada a 20.000g por 3 minutos. Com a tampa aberta,
as colunas sdao mantidas a 56°C por 10 minutos para a secagem da membrana. A coluna é
entdo transferida para um novo tubo coletor e 30uL de 4gua ultrapura sdo adicionados aos
tubos e estes incubados em temperatura ambiente por 3 minutos, com posterior
centrifugacdo a 20.000g por 1 minuto para eluicdo dos acidos nucleicos, resultando em um
volume final de 30uL de cfDNA extraido. Apds a extracdo do cfDNA, as amostras foram
quantificadas por ensaio fluorimétrico dsDNA High Sensitivity no equipamento Qubit 2.0
(Invitrogen), armazenadas a -802C até o momento da sua utilizacdo.

Todas as quantificacdes de cfDNA foram normalizadas de acordo com volume de

plasma extraido, de acordo com a seguinte férmula®°:
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Concentracio cfDNA (ng/uL) X Volume eluigio

Eq. 2
Volume de plasma na extracio de cfDNA (Ea. 2)

4.6 Andlise do tamanho de fragmentos de cfDNA

O sistema de TapeStation utiliza um método automatizado de eletroforese capaz de
realizar o controle de qualidade de amostras por meio da quantificagdao ou analise do tamanho
do fragmento do material estudado. O kit High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent®) foi
utilizado para a analise do tamanho do fragmento do cfDNA. Para este ensaio o marcador de
tamanho molecular (Ladder) da corrida foi preparado misturando-se 2uL do reagente High
Sensitivity d1000 Sample Buffer (Agilent®) com 2uL de High Sensitivity d1000 Ladder
(Agilent®). As amostras foram preparadas adicionando-se 2uL de High Sensitivity D1000
Sample Buffer (Agilent®), 2uL da amostra de DNA seguida da homogeneizacdo no vértex a
2.000 rpm por 1 minuto. Para a analise, as amostras foram carregadas no cartucho pelo
equipamento 2200 TapeStation (Agilent®) e analisadas pelo 2200 TapeStation Controller
Software (Agilent®) apés a corrida.

No ensaio de avaliacdo da qualidade da amostra, observou-se que os valores obtidos
apos a corrida coincidem com o tamanho dos fragmentos de cfDNA apresentados na
literatura, possuindo uma variacdo de 100 a 200 pares de bases (pb) >1. Foram avaliadas 22
amostras e o valor da mediana foi de 165,5 pb (145-186 pb). Os resultados representativos de
trés amostras estdo apresentados na figura 8. A amostra 1 (Figura 8A) apresentou fragmentos
com aproximadamente 145 pb, a amostra 2 apresentou fragmentos com 158 pb (Figura 8B),

enquanto a amostra 3 apresentou fragmentos com 186 pb (Figura 8C).
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Figura 8 - Tamanhos dos fragmentos de DNA livre circulante extraidos de trés amostras

representativas incluidas no estudo.
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4.7 Modificagao do cfDNA por bissulfito de sodio

Esta metodologia permite a conversao de todas as citosinas ndo-metiladas do DNA
em uracilas enquanto as citosinas metiladas se mantém como citosinas, permitindo identificar
o status de metilagao de CpGs por PCR.

Os DNAs comerciais controles 100% metilado e ndo-metilado (Human methylation
DNA — Zymo Research) e o DNA extraido das amostras, foram convertidos por bissulfito de
sédio com o kit EZ DNA Methylation Gold (Zymo Research) seguindo as recomendacdes da
fabricante.

Inicialmente, ocorre a preparagao do CT Conversion Reagent com a adi¢cdao de 900uL
de agua ultrapura, 50uL de M-Dissolving Buffer e 300uL de M-Diluition Buffer. Adiciona-se
130puL deste reagente de conversao a 20uL do DNA da amostra em um tubo de PCR, tubo este
gue é levado ao termociclador PROFLEX (Applied Biosystems) com as seguintes condicoes:
98°C por 10 minutos, 64°C por 2,5 horas e 4°C para a etapa final de ciclagem.

Apds a PCR, adiciona-se 600uL de M-binding Buffer em uma coluna ZYMO-Spin IC
posicionada em um tubo coletor. A amostra é colocada na coluna e o material é
homogeneizado por inversdo. Centrifuga-se o tubo na maior velocidade (>10.000 g) por 30
segundos, descartando o liquido filtrado. Em seguida, 100uL do reagente M-Wash Buffer é
adicionado a coluna e centrifugado (>10.000 g por 30 segundos). Apds, 200uL do reagente M-
Desulphonation Buffer é adicionado a coluna e incubado a temperatura ambiente por 15
minutos, e apos este tempo o tubo é centrifugado (>10.000 g por 30 segundos). Mais uma vez,
200uL do M-Wash Buffer é adicionado a coluna e centrifugado. Este Ultimo passo de lavagem
é repetido por duas vezes. A coluna é colocada em um tubo de 1,5mL onde é adicionado 10uL
de dgua ultrapura, deixado 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugado por 30 segundos
para a eluicdo do DNA.

Para os ensaios de padronizacdo, 1.000 ng de DNA controles 100% metilado e n3do-
metilado (Human methylation DNA — Zymo Research) foram convertidos por bissulfito de
sddio e eluidos em 40uL de 4dgua ultrapura, obtendo-se uma concentracao pds-conversao de
25 ng/uL. Para analise de metilagdo nas amostras, um total de massa de até 40 ng de DNA
foram convertidas (dependendo da quantificacdo da amostra) e eluidas em 20ulL de agua

ultrapura.
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4.8 Padrao de metilagdao dos genes SEPT9 e BMP3 por droplet digital PCR.

Apds o tratamento e conversdo do DNA com bissulfito de sédio, a quantidade
absoluta de cdpias metiladas dos genes de interesse foi determinada por PCR Digital (ddPCR)
com o sistema Droplet Digital PCR System (ddPCR) (Bio-Rad). Na técnica de ddPCR, a contagem
das moléculas de acidos nucleicos encapsuladas em uma mistura de reagentes e 6leo formam
as particGes de gotas, e estas sdo mensuradas por deteccdo de fluorescéncia fornecendo
valores de quantificacdes absolutas.

Estudos recentes mostraram a utilizagdo da técnica de discriminagdo alélica para
deteccdo e andlise da metilagdo de DNA. Essa técnica utiliza primers (que ndao contém os
dinucleotideos CG na sua sequéncia) flanqueando a regido de interesse, e sondas desenhadas
para identificacdo de regides metiladas e ndo-metiladas dentro dessa regidao, marcadas com
diferentes fluoréforos °% 3. Para a sua realizacdo, foram desenhados primers e sondas
especificas para detec¢do dos alelos metilados dos genes SEPT9 e BMP3, e as caracteristicas

de cada primer foram checadas utilizando a ferramenta OligoAnalyzer Tool (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers senso e anti-senso, tamanhos dos produtos de
amplificacdo e sitios CpGs analisados por ddPCR.

Gene Primers e sondas (5°- 3°) Produto Sitios CpG

Senso: AAATAATCCCATCCAACTA
Anti-senso: GTTGTTTATTAGTTATTATGT
SEPT9 v2 60 pb 3
Sonda metilada: (FAM) TTAACCGCGAAATCCGAC
Sonda ndo- metilada: (HEX)
TTAACCACAAAATCCAACATAAT

Senso: GTAGTAAGTGGGGTTGGT
Anti-senso: ATTAAACTCCAAACCAACTAAAAC
BMP3 129 pb 3
Sonda metilada: (FAM) TTGTATTCGGTCGCGTTTC
Sonda ndo- metilada: (HEX)
TTGTATTTGGTTGTGTTTTGGG

Para a realizacdo da técnica de ddPCR, cada reacao foi preparada para um volume
final de 20uL contendo 900nM de primers senso e anti-senso, 250nM de sonda, 2X ddPCR ™
SuperMix for Probes (no dUTP) (Bio-Rad) e até 10 ng de DNA convertido por bissulfito. O

volume final da reacdo foi carregado no DG32™ Automated Droplet Generator Cartridges (Bio-
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Rad) e entdo, 70uL do reagente Automated Droplet Generation Oil for Probes (Bio-Rad) foi
adicionado em cada pogo do cartucho, e a juncdo da amostra com o 6leo pelo Automated
Droplet Generator (Bio-Rad) formaram gotas.

As gotas geradas foram transferidas para uma placa de PCR e submetidas a
amplificagao no termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycle96-Deep Well Reaction Module
(Bio-Rad). As condigcbes de temperatura dos ensaios foram: 1) 952C (10 minutos), 2) 39 ciclos
de 94°C (30 segundos) e temperatura de anelamento especifica para cada gene (1 minuto),
98°C (10 minutos) e 4°C até a retirada das amostras do equipamento.

As gotas de cada pogo da placa foram lidas através do leitor de fluorescéncia para
duas cores QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad), a fim de determinar quantas gotas foram
positivas para alelos metilados (FAM) e alelos ndo-metilados (HEX) dos genes SEPT9 e BMP3.
Em todos os experimentos foram incluidas amostras controle 100% metilado e ndao-metilado
(Human methylation DNA — Zymo Research) e controles contendo todos os componentes da
reacao com excecdo do DNA template (NTC- Non Template Control). O nimero de moléculas
metiladas e ndo-metiladas para cada gene foram medidas em concentrac¢des de cdpias por pL
de reagao de PCR, sendo 20pL o volume total da reagao (Figura 9).

Os dados foram analisados utilizando o software QuantaSoft (QuantaSoft v1.7.4, Bio-
Rad). Para o cdlculo da porcentagem de metilacdo (Status de metilacdo) de cada gene alvo nas

amostras foi utilizado o nimero de cdpias para 20 plL de reacdo, seguindo a express3o >*:

DNA metilado
DNA metilado +DNA nio metilado

x 100 (Eq. 3)
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Figura 9 - Etapas para a realiza¢do da técnica de droplet digital PCR (ddPCR) (LIMA, AB et al.
Manuscrito em fase de preparacao).
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4.8.1 Padronizagao dos ensaios de droplet digital PCR.

Para assegurar a eficiéncia da reagao, varios ensaios foram realizados com a
finalidade de determinar pardmetros relevantes para posterior aplicacdo da técnica nas
amostras do estudo. Os ensaios realizados foram: a definicdo da temperatura 6tima de
anelamento dos primers e sondas com a sequéncia alvo através do ensaio de gradiente de
temperatura, ensaio de confirmacgdo das temperaturas escolhidas em amostras com status de
metilacdo conhecido e a deteccdo dos Limites de Branco (LoB) e Limite de Detec¢do (LoB) para

cada gene (Figura 10).

Fases 3 ‘ Ensaios de sensibilidade
Gradiente
de Teamnzg:::rr:ode Eficiéncia da curva de
temperatura (ddPCR) s ficacaoi(ghst)
Ensaio i e
de DNA de te:cido| com
= status de metilagdo
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Parametros Limite de Limite de
o branco deteccdo
analiticos (LoB) (LoD)

Figura 10 - Ensaios de padronizagao realizados para a técnica de droplet digital PCR (ddPCR).

O processo de otimizacdo dos ensaios de deteccdo de metilacdo dos genes SEPT9 e
BMP3 por ddPCR foi executado com a utilizagdo de DNA comercial 100% metilado e nao-
metilado. Em cada poco foi adicionado a mesma proporcdo de DNA metilado (0,5uL) e ndo-

metilado (0,5uL), resultando em um volume de 1uL de DNA 50% metilado (10 ng).
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4.8.1.1 Ensaio do gradiente de temperatura

Inicialmente, realizou-se o gradiente de temperatura por ddPCR para determinacao
da temperatura de anelamento dos primers e sondas na sequéncia-alvo. Para o teste das
temperaturas de anelamento dos primers e sondas, foram escolhidos valores de acordo com
o calculo da média entre as temperaturas de melting dos primers senso e anti-senso através
da anélise pela ferramenta OligoAnalyzer Tool (IDT DNA) >°. Os valores selecionados foram
aplicados nos ensaios de gradiente de temperatura que avaliaram a temperatura 6tima dos
primers para os genes SEPT9 e BMP3. As temperaturas testadas para o gene SEPT9 foram:
46°C, 47°C, 48.6°C e 51°C (Figura 11). Para o gene BMP3 as temperaturas testadas foram:
48.8°C, 50°C, 51.3°C, 53.8°C, 56.7°C, 59.1°C (Figura 12).

Os parametros utilizados para a escolha da melhor temperatura de anelamento dos
genes SEPT9 e BMP3 estdo apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente. Os parametros
utilizados foram: (a) o nimero de gotas totais e positivas geradas na reacdo (nimero de gotas
totais: coluna verde escuro; positivas para metilagdao: coluna azul; positiva para nao-
metilacdo: coluna verde claro); (b) a amplitude da fluorescéncia detectada para as sondas
metilada e ndo-metilada (eventos positivos para metilagdo: gotas em azul; ndo-metilagdo:
gotas em verde; negativos: gotas em cinza; (c) a concentracdo de cdpias metiladas e nao-
metiladas por uL de reagao.

Os experimentos considerados validos para a andlise de todas as corridas do ddPCR
foram aqueles que apresentaram eventos totais (coluna verde escura) acima de 10.000 gotas

para todos os genes (Figuras 11a, 12a).
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Figura 11 - Gradiente de temperatura para o gene SEPT9. a) NUumero de eventos. b)
Amplitude de fluorescéncia para a temperatura de 47°C. c) Concentragdo de copias por pL
de reacao.

a
ﬂtﬂ) b_) -
10008 — =1
15.243 13.455 12312 14278 16019 16164 -
B st |
§| o LS
st 5 54 2 79 76 75 i
20 22 15 21 = 23
e ' =1 | —
g oty - r -y ry =
S9.I°C  567°C  538°C  513°C  50°C  488°C Canal 2
c)
Gradiente de temperatura
Copias /pldereagdo oo 10 geyo¢  samC SLFC  S0C  48.8°C
Caopias metiladas 3.5 4.7 4.6 6.5 5.6 5.5
Copias ndo-metiladas 1.5 19 14 L7 21 1.7
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Dentre os resultados obtidos, foram consideradas como as melhores temperaturas
de anelamento aquelas que apresentaram proporg¢des similares de gotas positivas para as
sondas metiladas e ndo-metiladas (Figuras 11a, 12a); que apresentaram separacdo mais
evidente entre as populagbes de gotas negativas, gotas positivas para metilagdo e gotas
positivas para a ndo-metilacdo (Figuras 11b, 12b) e valores préximos para a concentracao de
copias metiladas e ndo-metiladas por microlitro de reagao (Figuras 11c, 12c);

Levando em consideracdo os pardmetros acima, as temperaturas selecionadas para
cada gene foram:

e SEPT9:47°C
e BMP3:50°C

Apds a escolha das temperaturas ideais de anelamento para cada gene, realizou-se a
anadlise da curva de amplificacdo dos primers e sondas para os genes SEPT9 e BMP3 por PCR
em Tempo Real Quantitativo Metilagao Especifica (qMSP).

Amostras de DNA de uma linhagem celular de adenocarcinoma colorretal (HCT15) ja
utilizada para testes no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do HCB, foram
selecionadas como controle metilado e amostras de DNA de sangue foram utilizadas como
controle ndo-metilado da reacdo. A linhagem HCT15 apresenta as seguintes caracteristicas:
status de MSI presente, mutacdao em KRAS no cddon G13D e mutagao nos genes PIK3CA e
TP53. A escolha da linhagem celular HCT15 foi baseada em um projeto anterior do grupo de
pesquisa, no qual estas células foram consideradas metiladas para os genes do estudo,
utilizando a técnica de pirosequenciamento®®.

Para a construcdo das curvas, foram realizadas diluicdes com fator de 10x da amostra
controle metilada (linhagem HCT15) e ndo-metilada (DNA de sangue). As amostras M100% e
U100% se referem ao DNA 100% metilado e DNA 100% ndo-metilado, respectivamente. As
amostras M10% e U10% se referem ao DNA 10% metilado (diluido em 90% de DNA nao-
metilado) e DNA 10% nao-metilado (diluido em 90% de DNA metilado), respectivamente.
Neste experimento foram testadas para cada gene, as sondas metiladas e ndo-metiladas

(isoladas e em conjunto) para cada DNA e seus diferentes fatores de diluicdo (Tabela 2).
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Tabela 2- Valores experimentais para analise dos primers e sondas por qMSP.

Volume de DNA Concentragao final
Amostra
por poco por poco
M100% 5uLDNA M
M10% 4,5uLDNAU + 0,5 uLDNA M
U100% 5 uL DNA U 10ng
U10% 4,5 uL DNAM +0,5 uLDNA U

M: DNA metilado da linhagem celular HCT15. U: DNA n3do-metilado de sangue. M100%: DNA 100% metilado; M10%: DNA
10% metilado; U100%: DNA 100% ndo-metilado; U10%: DNA 10% ndo-metilado.

Apds o preparo dos pontos de diluicdo, as reagdes para o ensaio de qMSP foram
processadas utilizando os seguintes reagentes: 250nM de primers (ThermoFisher Scientific),
900nM de sondas (ThermoFisher Scientific), 10ul de MasterMix (Promega) e 5uL de DNA
conforme descrito na Tabela 2. Em todos os experimentos foram incluidos um controle
negativo de contaminacdo da reacao (NTC; No Template Control) e as reacées foram realizadas
em duplicatas.

A reacdo de gMSP compreendeu em uma etapa inicial de incubacdo por 2 minutos a
94°C para a ativa¢do da enzima Taq polimerase, seguidos de 45 ciclos de: 15 segundos a 95°C
e 1 minuto a 47°C (para o gene SEPT9) ou 1 minuto a 50°C (Para o gene BMP3). Os resultados
obtidos para o gene SEPT9 estdo apresentados nas figuras 13, 14 e 15 e para o gene BMP3
estdo apresentados nas figuras 16, 17 e 18. Analisando individualmente a curva de
amplificacdo das sondas metiladas para os dois genes (Figuras 14 e 17) e ndo-metiladas
(Figuras 15 e 18), e a curva de amplificacdo das sondas juntas em uma reacao (Figuras 13 e
16), observou-se que tanto individualmente quanto em conjunto, o comportamento de
amplificagdo das curvas apresentou o valor de Ct semelhante. Além disso, a presenca das duas
sondas em uma mesma reacao ndo influenciou na acdo uma da outra quanto a amplificacdo

das sequéncias e emissdo da fluorescéncia.



30

SEPT9
Sonda metilada e sonda nao- metilada
a) Metilado 100% b) Metilado 10%
B € 7
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c) Nio- metilado 100% d) Nio- metilado 10%
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Figura 13 - Curva de amplificacdo dos primers e sondas metilada e ndo-metilada para o gene
SEPT9. a) Duas sondas em DNA 100% metilado. b) Duas sondas em DNA 10% metilado. c)
Duas sondas em DNA 100% ndo- metilado.d) Duas sondas em DNA 10% nado- metilado.
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SEPT9

Sonda metilada

a) Metilado 100% p) Metilado 10%
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_c) Nio- metilado 100% "d) Nio- metilado 10%
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Figura 14 - Curva de amplificacdo dos primers e sonda metilada para o gene SEPT9. a) Sonda
metilada em DNA 100% metilado. b) Sonda metilada em DNA 10% metilado. c) Sonda
metilada em DNA 100% ndo- metilado. d) Sonda metilada em DNA 10% ndo- metilado.
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Figura 15 - Curva de amplificacdo dos primers e sonda ndo-metilada para o gene SEPT9. a)
Sonda ndo-metilada em DNA 100% metilado. b) Sonda ndo-metilada em DNA 10% metilado.
c) Sonda ndo-metilada em DNA 100% ndo- metilado. d) Sonda ndo-metilada em DNA 10%

nao- metilado.
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BMP3

Sonda metilada e sonda nao-metilada

a) Metilado 100% b) Metilado 10%
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Figura 16 - Curva de amplificacao dos primers e sondas metilada e ndao-metilada para o gene
BMP3. a) Duas sondas em DNA 100% metilado. b) Duas sondas em DNA 10% metilado. c)
Duas sondas em DNA 100% nao- metilado. d) Duas sondas em DNA 10% ndo- metilado.
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BMP3

Sonda metilada
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Figura 17 - Analise da curva de amplificacdo dos primers e sonda metilada para o gene BMP3.
a) Sonda metilada em DNA 100% metilado. b) Sonda metilada em DNA 10% metilado. c)
Sonda metilada em DNA 100% ndo- metilado. d) Sonda metilada em DNA 10% ndo- metilado.
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BMP3

Sonda nao-metilada
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Figura 18 - Andlise da curva de amplificagdo dos primers e sonda nao-metilada para o gene
BMP3. a) Sonda ndo-metilada em DNA 100% metilado. b) Sonda ndo-metilada em DNA 10%
metilado. c) Sonda ndo-metilada em DNA 100% ndo- metilado. d) Sonda ndo-metilada em

DNA 10%.
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4.8.1.2 Ensaio de validagao

Para o gene SEPT9 e BMP3, foram realizados os ensaios de validacdo a fim de analisar
atemperatura selecionada e avaliar o nimero de cdpias metiladas obtidas utilizando amostras
de DNA de tecido com status de metilacdo conhecido. Este ensaio foi baseado em amostras
de DNA de tecido de um projeto anterior realizado pelo grupo de pesquisa de cancer
colorretal, onde os perfis de metilagdo foram avaliados utilizando a técnica de
pirosequenciamento 23. Para ambos os genes, o experimento foi considerado vélido para a
anadlise quando apresentou o nimero de eventos totais (coluna verde escura) acima de 10.000
gotas (Figura 19a e Figura 20a).

Para o gene SEPT9 foram utilizadas amostras com frequéncia média de metilacdo
pelo pirosequenciamento de 70%-80% (CR51 e CR61), 50%-30% (CR02 e CR23), e 10%-8%
(CRO1 e CR31). Apbds realizar a técnica de ddPCR, observa-se o maior valor na concentragao de
copias metiladas por pL nas amostras CR51 e CR61 enquanto a maior concentracao de cépias
nao-metiladas por pL se encontra nas amostras CR01 e CR31. O calculo do status de metilacao
nas amostras mostrou maiores porcentagens de metilacdo nas amostras CR51 (84%) e CR61
(87%), seguido das amostras CR02 (40%), CR23 (66%), CRO1 (13%) e CR31 (5%). Estes
resultados sdo concordantes com as andlises do perfil de metilacdo destes genes, nas mesmas
amostras, pelo pirossequenciamento (Figura 19b).

Para o gene BMP3 foram utilizadas amostras com frequéncia média de metilacdo
pelo pirosequenciamento de 68%-60% (CR87 e CR69), 30%-40% (CR62 e CR90), e 5%-4%
(CR53-CR88). Ap0s realizar a técnica de ddPCR, observa-se o maior valor na concentragao de
cOpias metiladas por pL nas amostras CR87 e CR69 enquanto a maior concentracao de cépias
ndao-metiladas por uL se encontra nas amostras CR62, CR90, CR53, e CR88, amostras essas
com menores porcentagens de metilacdo. O calculo do status de metilacdo nas amostras
mostrou maiores porcentagens de metilagdo nas amostras CR87 (62%) e CR69 (60%), seguido
das amostras CR90 (30%), CR62 (8%), CR53 (33%) e CR88 (0%). Novamente os resultados
obtidos sdo concordantes com o perfil de metilagdo obtido das mesmas amostras por

pirossequenciamento (Figura 20b).
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Figura 19 - Ensaio de confirmagdo em amostras de DNA de tecido para o gene SEPT9. a)
Numero de eventos totais (verde escuro), metilados (azul) e ndo-metilados (verde claro). b)
Concentracdo de cépias metiladas e ndo-metiladas por uL de reacdo. Porcentagens de
metilagdao: 70%- CR51, 80%- CR61, 50%- CR02, 30%- CR23, 10%- CRO1 e 8%- CR31.



a)
1.0E+05

BMP3

38

Events

b)
1.0E+03
1.0E+02—| - L s =
58.8 m- 491

5 35.6 1IC
=3
>
9 1.0E+01— 10.611
o 6
S 3.6 L]
vy 2.7
[
8 1.0E+00 —{ T
Pl
<L
© 0.24

1.0E-01—| 0.12

1.0E-02 T T T T T T

CR87 CR69 CR62 CR90 CR53 CR88

Figura 20 - Ensaio de confirmagdo em amostras de DNA de tecido para o gene BMP3. a)
Numero de eventos totais (verde escuro), metilados (azul) e ndo-metilados (verde claro). b)
Concentracdo de cépias metiladas e ndo-metiladas por uL de reacdo. Porcentagens de
metilagao: 68%- CR87, 60%- CR69, 30%- CR62, 40%- CR90, 5%- CR53 e 4%- CR88.
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4.8.1.3 Parametros analiticos para validagao dos ensaios de ddPCR

A técnica de droplet digital PCR (ddPCR) fornece uma quantificacdo absoluta de
moléculas alvo de DNA em uma grande variedade de amostras e possui alta sensibilidade e
especificidade para aplicagdes diversas, incluindo o rastreamento molecular de varios tipos de
tumores como o cancer colorretal *’.

Neste trabalho, utilizou-se a técnica de discriminacao alélica para deteccdo e andlise
da metilagdo de DNA utilizando primers que ndao contém os dinucleotideos CG e que
flanqueiam a regido de interesse que possui sitios de metilagdo conhecidos. Ja as sondas
foram desenhadas para identificacdo de regides metiladas e ndao-metiladas dentro dessa
regido entre os primers senso e anti-senso, marcadas com diferentes fluoréforos que
possibilitam a emissdo de fluorescéncias diferentes para a deteccdo das sequéncias metiladas
e nao-metiladas.

Para analisar a sensibilidade de um ensaio para deteccdo de metilacdo, é importante
definir um limiar (“threshold”) que determine o resultado positivo sobre o status de metilacao
das amostras com um nivel de confianca elevado. Para o ddPCR, o nivel de base da contagem
de moléculas falso-positivas determina qual concentracdo de verdadeiros positivos para
moléculas metiladas e ndo-metiladas poderdo ser detectados com confianca estatistica.

Nesse contexto, o limite de branco (LoB) e o limite de detec¢do (LoD) sdo métricas
qgue descrevem a sensibilidade de um procedimento laboratorial de mensuracdo de
moléculas. O LoB é a maior concentracdo de um analito que se espera encontrar quando sdo
testadas amostras “brancas” (que ndo contém o analito). J4 o LoD se refere a menor
concentracdo de analito que pode ser detectada com confiabilidade >8.

Para os ensaios de sensibilidade foram utilizados DNA controle comercial 100%
metilado e ndo-metilado (Human methylation DNA — Zymo Research) e o LoB para as sondas
metiladas e ndo-metiladas foi realizado utilizando 20 replicatas em cada experimento.

O valor de LoB para a reacdo de deteccao de alelos metilados foi calculado através da
frequéncia de gotas positivas (para sequéncias metiladas) detectadas em amostras de DNA
controle ndo-metiladas (Figura 21a e Figura 21c), e o LoB para deteccdo de alelos ndo-
metilados foi calculado pela frequéncia de gotas positivas (para sequéncias ndo- metiladas)
detectadas em amostras de DNA controle 100% metiladas (Figura 21b e Figura 21d). O célculo

foi realizado através da seguinte express3o °8:
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LoB = médiay, gnco + 1.645 X (DPyidia) (Eq. 4)

Onde, DP= desvio padrao.

Em relagdo ao LoD, o ensaio foi realizado através da diluicdo seriada do DNA
comercial 100% metilado em dgua ultrapura, a fim de identificar a menor concentracdo de
DNA 100% metilado que consegue ser detectada com confiabilidade (Figura 21a e Figura 21c).
A mesma diluigdo seriada foi realizada com o DNA nao-metilado a fim de identificar a menor
concentracdo de DNA ndao-metilado que consegue ser detectada (Figura 21b e Figura 21d). Os
pontos de diluicdo utilizados no ensaio consistiram em 4 pontos de referéncia, considerando
o fator de dilui¢cao de 10 vezes sob o valor de massa total do DNA (metilado ou ndo-metilado)
em nanograma (10 ng; 1 ng; 0,1 ng; 0,01 ng)>°. Todos os experimentos utilizaram duplicatas e
os pontos apresentados nos graficos da Figura 21 representam a média dos valores de
cdpias/20ul das duplicatas de cada experimento. O calculo para obtencdo do valor de LoD foi

realizado através da expressdao dada pela Eq. 5:

LoD = LoB + 1.645 X (Dpamostra de menor concentragéo) (Eq.5)

Onde, DP= desvio padrao.

Seguindo as recomendac¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)®°
para determinacdo da capacidade de deteccdo de Limite de Branco(LoB) e Limite de Deteccdo
(LoB) em procedimentos clinicos e laboratoriais, realizou-se o calculo destes dois parametros
para cada sonda utilizada na analise da metilagao dos genes SEPT9 e BMP3.

o LoB foi determinado para cada ensaio como um numero finito de eventos de
goticulas falso-positivas detectados por reacdo. Para o gene SEPT9, o LoB para a sonda
metilada foi de 0,93 copias e para a sonda ndo-metilada foi de 1,71 cépias. Para o gene BMP3,
o LoB para a sonda metilada foi de 0,94 cdpias e para a sonda ndao-metilada foi de 30,04 cdpias.
A partir desses valores obtidos, o calculo para o LoD foi realizado.

O LoD foi definido como a menor concentracao de nimero de cdpias por reacao que
pode ser distinguida do LoB com o intervalo de confianca de 95%. Para esta andlise foi

considerado o ponto de diluicdo (entre as duplicatas) que apresentaram valores acima do LoB,
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para aumentar a confiabilidade do teste e evitar a inclusdo de falsos-positivos na analise
(Figura 21 —linha pontilhada). Para o gene SEPT9, o valor de LoD para a sonda metilada foi de
2,09 cdpias e para a sonda ndao-metilada foi de 4,04 copias. Para o gene BMP3, o LoD para a
sonda metilada foi de 2,68 e para sonda ndo-metilada foi de 32,60 cépias. A partir dos valores
calculados para o LoD dos dois genes, as amostras do estudo foram analisadas.

Como critério de qualidade, foram excluidas amostras que: (a) ndo apresentaram
amplificacdo de fluorescéncia para sequéncias metiladas e ndo-metiladas no ddPCR, (b) valor
do numero de cépias abaixo do valor de LoD obtidos para cada sonda e (c) total de eventos
abaixo de 10.000 gotas. Para ambos os genes, uma amostra do grupo sem lesao significativa
foi desconsiderada por apresentar um valor total de eventos abaixo de 10.000 gotas para o

ddPCR, comprometendo as andlises de numero de cdpias e status de metilagdo para esta

amostra.
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Figura 21 - Diluicdo seriada para o célculo do Limite de detecc¢do. a) Sonda metilada e b)
Sonda ndo-metilada para o gene SEPT9. c) Sonda metilada e d) Sonda ndo-metilada para o
gene BMP3. Eixo y em escala logio.
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4.9 Calculo do nimero de cépias de DNA por ml de plasma
O numero de cépias de DNA por 20uL de reagdao da amostra foi calculado pelo
software QuantaSoft (QuantaSoft v1.7.4, Bio-Rad) baseado na férmula apresentada no droplet

digital PCR Applications Guide °*:

Copias

droplet = ~In(1-p) (Eq. 6)

Onde, p= fracao de droplets positivas da reagdo.

Um calculo externo foi realizado para a conversdao do numero de cépias do alvo por

20pL de reagdao em copias por ml de plasma (Eq. 7):

Cépias _ ( (CxVr)x Ve) (Eq. 7)

ml VaxVp

Onde:

C= Cépias do alvo/20 uL de reagdo

Vr=Volume da reagao de ddPCR

Ve= Volume de eluicdo do cfDNA

Va= Volume de cfDNA adicionado na reagao

Vp= Volume de plasmas usado na extracdao de cfDNA
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5 ANALISE ESTATISTICA

As informacdes clinicas, endoscdpicas, histoldgicas e moleculares deste estudo estdo
registradas na plataforma REDCap, e foram transferidas para o software SPSS para realiza¢ao
das andlises estatisticas (IBM SPSS, versdo 23).

As amostras foram descritas em fun¢do da média, desvio padrao, minimo, maximo,
mediana e quartis para as varidveis quantitativas e tabelas de frequéncia para as varidveis
qualitativas. As analises de associagao entre as varidveis clinicas, endoscdpicas, e moleculares
foram feitas pelo teste de Qui-quadrado (ou Exato de Fisher). O teste de normalidade para
verificar a distribuicdo das amostras foi realizado. As analises de associagdo entre as varidveis
clinicas e moleculares foram feitas por meio de testes ndo-paramétricos (Teste de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney) e a distribuicdo das amostras foi apresentada pelo grafico box-plot.

Foi realizada a regressao logistica bindria para a escolha de potenciais preditores de
acordo com a varidvel de desfecho, a um nivel de significancia de 0,05. A andlise da Curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) foi realizada para estabelecer os valores 6timos de cutoff.
Indicadores de desempenho (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN) e seu intervalo de confianca (I.C. 95%) foram calculados
separadamente para cada desfecho do estudo. Em todas as analises foi considerado o nivel
de significancia de 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS (versdo

23) para Windows.
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6 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Cancer de Barretos sob o parecer 3.285.683, e a emenda sob o parecer 4.443.073 para
utilizacdo das amostras de cancer colorretal do Biobanco HCB. O estudo obedeceu aos

critérios éticos em conformidade com a resolugdo CNS 466/12.
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7 RESULTADOS

7.1 Descri¢ao da populagao incluida

Entre novembro de 2016 e fevereiro de 2019, 236 participantes do programa de
rastreamento do cancer colorretal do HCB realizaram colonoscopia apds teste FIT positivo e
coletaram sangue, material este que foi armazenado no biobanco da Instituicdo apds
assinatura do TCLE.

Dos 236, foram excluidos 4 pacientes (2 por histérico familiar de cancer colorretal e
2 por presenca de outra neoplasia no momento da coleta do sangue). Sendo assim, 232
pacientes do programa de rastreamento preencheram os critérios de elegibilidade do estudo
e foram incluidos no projeto (Figura 22). Amostras de plasma de 30 pacientes com cancer
colorretal tratados no HCB foram incluidas para analises, totalizando 262 amostras de plasma

utilizadas para a extragdo e quantificacao de cfDNA (Figura 22).

Programa de rastreamento do cancer colorretal

Novembro 2016 - Fevereiro 2019

- Amostras de plasma (Biobanco HCB)

- FIT positivo

*Parente de 1% grau
diagnosticado < 50 anos.

»" Historico familiar

' Participantes selecionados
n= 236

de cancer
n=2

S

—————————— { Outro tipo de cancer
n=2

Participantes Incluidos ‘
n= 232

*Amostras do Biobanco HC__B‘

_________ _‘ Plasma de pacientes |

com CCR
n=30

Participantes com cfDNA
extraido e quantificado
n= 262

Figura 22 - Fluxograma de selecdo e inclusdo dos participantes do estudo.
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Dentre os 262 participantes incluidos e analisados, 165 (63,0%) eram mulheres e 97
(37,0%) homens, com uma média de idade de 58,6 (+ 7,2) anos. Conforme observado na tabela
3, de acordo com a pior lesdo detectada na colonoscopia, a populacdo foi estratificada em 38
(14,5%) participantes que apresentavam cancer colorretal, 46 participantes (17,6%) que
apresentavam adenoma avancado, 119 (45,4%) participantes que exibiram adenoma precoce,
3 (1,1%) participantes cuja pior lesdo foi lesdo séssil serrilhada (LSS), 13 (5,0%) em que foi
detectado pélipo hiperplasico (PH) como pior lesdo e 43 (16,4%) cuja colonoscopia ndo exibiu
qualquer lesdo clinicamente significativa (mucosa normal ou com presenca de colite crénica
no exame anatomo-patolégico). A média de idade variou entre 56,4 e 58,1 anos entre os
grupos e predominou o género feminino, com excecdo do grupo cancer cuja proporcao de
homens foi de 57,9% (22 participantes).

Na maioria dos participantes do estudo, foram detectadas na colonoscopia entre 1 e
3 lesBes. Em relagdo a pior lesdo, quanto a localizagdo das lesdes, no grupo de serrilhados: 2/3
(66,7%) participantes do grupo com LSS, apresentaram a lesdo localizada no coldn proximal e
9/13 (69,2%) dos participantes com PH, o pdlipo foi detectado no colén esquerdo ou reto
(localizagdo distal). No grupo de adenomas precoces, 58/119 (48,8%) participantes
apresentavam adenomas precoces localizados no cdélon proximal, 22/119 (18,5%)
apresentavam no célon esquerdo ou reto (localizagdo distal), enquanto 39/119 (32,7%) dos
pacientes apresentavam adenomas em ambas as localizagdes. No grupo dos adenomas
avancados, 25/46 (54,3%) participantes apresentavam adenomas avangados apenas no célon
esquerdo ou reto (localizacdo distal) e 6/46 (13,1%) apresentavam em ambas as localizagdes.
Para o grupo cancer, em 28 (73,7%) pacientes o cancer estava localizado no célon esquerdo
ou reto (localizacdo distal) (Tabela 3).

Quanto ao tamanho das lesGes, no grupo de serrilhados: 2 (66,7%) LSS possuiam
tamanho menor que 10mm e para o grupo PH, todas as lesdes foram menores que 10 mm.
Para o grupo de adenomas, 35 (76,0%) casos de adenomas avangados foram maiores ou iguais
a 10mm (Tabela 3).

Quanto ao grau de displasia, para o grupo de adenomas avancados, 30 (65,2%) lesoes
apresentaram displasia de baixo grau e 16 (34,8%) lesdes apresentaram displasia de alto grau

(Tabela 3).
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Quanto ao estadiamento geral do cancer, 9 (23,7%) lesGes foram diagnosticadas com
estadiamento |, 9 (23,7%) com o estadiamento I, 14 (36,8%) com o estadiamento Ill e 6

(15,8%) lesdes diagnosticadas com o estadiamento IV (Tabela 3).

Tabela 3- Dados demograficos, endoscdpicos, anatomo-patoldgicos e de estadiamento dos
participantes do estudo.

Sem lesao® Serrilhados Adenomas Cancer
(n=43) (n=16) (n=165) (n=38)
ss o pn o O it
(n=3) (n=13) (n=119) (n=46)

Idade
Média (DP) 57,1(4,4) 56,6(50) 57,6(4,8) 57,5 (4,4) 58,1 (5,0) 63,8 (13,0)
Género
Feminino 32(74,4%) 2(66,7%) 6(46,2%) 79 (66,4%) 30 (65,2%) 16 (42,1%)
Masculino 11(25,6%) 1(33,3%) 7(53,8%) 40(33,6%) 16 (34,8%) 22 (57,9%)
N2 lesdes®
0 43 (100%) - - - - -
1-3 - 1(33,3%) 13 (100%) 85(71,4%) 18 (39,1%) 31 (81,6%)
4-6 - 2 (66,7%) - 25(21,0) 15 (32,6%) 3(7,8%)
7-9 - - - 8 (6,7%) 9 (19,6%) 2 (5,3%)
>10 - - - 1(0,9%) 4 (8,7%) 2 (5,3%)
Localizagao
Proximal - 2 (66,7%) 1(7,7%) 58 (48,8%) 15 (32,6%) 10 (26,3%)
Distal - 0 9(69,2%) 22 (18,5%) 25 (54,3%) 28 (73,7%)
Ambos - 1(33,3%) 3(23,1%) 39(32,7%) 6 (13,1%) 0
Tamanho
<10mm - 2(66,7%) 13 (100%) 119 (100%) 11 (24,0%) -
>10mm - 1(33,3%) - - 35 (76,0%) -
Displasia
Baixo grau - - - 119 (100%) 30 (65,2%) -
Alto grau - - - - 16 (34,8%) -

Estadiamento
I

Il

[

v

9 (23,7%)
9 (23,7%)
14 (36,8%)
6 (15,8%)

Nota: = Amostras sem les3o significativa na colonoscopia ou com presenca de colite. b= Ndmero de lesdes significativas
detectadas na colonoscopia. DP: Desvio Padrdo; PH: Pdlipo Hiperplasico; LSS: Lesdo Séssil Serrilhada.
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7.2 Descrigao da concentragao de cfDNA nas amostras dos participantes.

O volume de plasma utilizado para a extra¢ao de cfDNA variou de 2 a 5 mL. A mediana
da concentracdo de cfDNA obtida das amostras dos 262 participantes, quantificada pelo
método fluorimétrico Qubit (ng/ul) foi de 1,0 ng/ul (0,1 — 37,8). Quando normalizado pelo
volume de plasma utilizado, a mediana foi de 8,51 ng/mL (0,8 — 2268,0 ng/mL). Conforme
observado na tabela 4, valores de concentragdo de cfDNA quantificado (em ng/ul) entre os
grupos variou de 1,0 a 1,7 ng/ul e o valor normalizado (em ng/ml) variou entre 7,1 a 10,4
ng/ml. O grupo cancer apresentou os maiores valores de mediana da quantifica¢do e valores

normalizados de cfDNA, correspondendo a 1,7 ng/ul e 10,4 ng/mL, respectivamente.

Tabela 4- Valores da concentragdo de cfDNA nas amostras classificadas de acordo com o a
pior lesdo dos participantes incluidos no estudo.

Sem lesao?® Serrilhados Adenomas Cancer
(n=43) (n=16) (n=165) (n=38)
s Ao Ao
(n=3) (n=13) (n=119) (n=46)
Concentragao
de cfDNA*

Quantificagdo 1,0 16 1,1 11 1,0 1,7
(ng/ul) (0,1-3,5) (1,1-1,8) (0,1-4,8) (0,1-32,0) (0,1-7,5) (0,1-37,8)
Normalizacdo 8,1 8,0 7,1 8,4 8,2 10,4
(ng/ml) (1,2-22,2) (6,6-15,8) (0,8-29,1) (1,1-192,0) (1,5-50,2) (0,9- 2268,0)

Nota: = Amostras sem les3o significativa na colonoscopia ou com presenga de colite. *=Valores apresentados correspondem
a mediana e o intervalo de minimo e maximo. PH: Pélipo Hiperplasico; LSS: Lesdo Séssil Serrilhada.

Em seguida, foi feita a correlagdo entre a concentracdo de DNA em ng/ml de plasma
e a lesdo de pior progndstico de cada participante. Para esta andlise, os participantes foram
agrupados de acordo com o significado biolégico e clinico de cada lesdo: 1°) Sem lesdes
significativas ou normal ou podlipo hiperpldsico, 2°) Adenoma precoce ou lesdo séssil
serrilhada, sem displasia, 3°) Adenoma avancado ou cancer colorretal.

O 1° grupo analisado (sem lesdes significativas + PH) apresentou o valor de mediana
para a concentracdo de cfDNA por ml de plasma de 6,8 ng/ml (1,1 — 29,1), o 2° grupo
(adenoma precoce + LSS) apresentou uma concentragdo de 8,4 ng/ml (0,8 — 192,0) e 0 3°

grupo (adenoma avancado + cdncer) apresentou uma concentra¢do de 9,0 ng/ml (0,9 —
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2268,0). Por meio do teste de Krukall-Wallis, observou-se diferenca estatisticamente
significativa (p=0,047) entre as concentra¢des de cfDNA dos trés grupos analisados (Figura
23).

Quando comparado entre os grupos, por meio do teste de Mann-Whitney, os
participantes com adenoma avangado + cancer, assim como o grupo com adenoma precoce +
LSS, apresentaram concentragdes de cfDNA significativamente maiores do que o grupo sem
lesbes + PH (p=0,049 e p=0,020; respectivamente). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa da concentragdo de cfDNA entre os grupos com adenoma precoce + LSS e o grupo

com adenoma avancgado + cancer (p=0,882) (Figura 23).
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Figura 23 — Relacdo entre a concentracdo de cfDNA (ng/ml) e a pior lesdo detectada (p=
0,047). * p<0,05. PH: Pdlipo hiperplasico; LSS: Lesdo séssil serrilhada; cfDNA: cell-free DNA;
ns: N3o significativo.
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Em seguida, foi realizada a associacdo entre a concentracdo de DNA em ng/ml de
plasma e os grupos estratificados de acordo com o estadiamento do cancer (1, Il, lll, IV). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (p= 0,251) (Figura 24).
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Figura 24 - Relacdo entre a concentragdo de cfDNA (ng/ml) e os estadiamentos do cancer
(p=0,251). cfDNA: cell-free DNA.

7.3 Analise da metilagao para o gene SEPT9 por droplet digital PCR

Durante a realizacdo da técnica de ddPCR, 11 amostras (2 amostras com a pior lesdo
sendo cancer, 2 adenomas avancados, 6 adenomas precoces e 1 pdlipo hiperplasico) nao
apresentaram amplificacdo das sequéncias alvo. Um total de 247 amostras foram analisadas
quanto ao numero de cépias metiladas por ml de plasma (Eq. 2, especificado nos métodos,
item 4.5) e ao status de metilacdo (Eq. 3, especificado nos métodos, item 4.8) para o gene
SEPT9. Para as analises, as 247 amostras foram agrupadas da seguinte forma de acordo com
o grupo de pior lesdo: 1°) Sem lesdes significativas + pdlipo hiperplasico, 2°) Adenoma precoce,
3°) Adenoma avancado e 42) cancer colorretal. Devido ao numero reduzido de amostras e pela
dificuldade em agrupa-las nas demais categorias em razdo das diferencas bioldgicas e
moleculares, as lesdes sésseis serrilhadas foram excluidas dessa analise.

Conforme observado na tabela 5, os valores de mediana para a concentracao

normalizada de cfDNA em ng/ml de plasma variaram de 8,1 a 9,0 ng/ml, sendo o grupo cancer
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com o maior valor de concentracdo de cfDNA. Além disso, o grupo cancer também apresentou
os maiores valores para niumero de cépias metiladas e nao-metiladas por ml de plasma
extraido (16,5 e 567,0; respectivamente) e maior valor de porcentagem para o status de

metilacao (2,2%) para o gene SEPTO.

Tabela 5- Dados das analises de ddPCR para o nimero de cépias/ml de plasma e status de
metilacdo do gene SEPT9.

0,

) . SEPT9 cfDNA ng/ml Cépias/ml de plasma L Sta.tus~de

Pior lesao n (%) (Min-Max) (Min-Max) metilagao

? (Min-Max)

Metiladas Nao-metiladas

Sem lesdo + PH 54 (21,9%) 8,1(0,8- 29) 3,8(0-43) 427 (34 -1.777) 0,7% (0-3,3)
Ad. precoce 113 (45,7%) 8,3(1,1-192) 3,5(0-170) 412 (2 -12.556) 1,0% (0-12,5)
Ad. avangado 44 (17,8%) 8,4 (1,5- 50) 4,1(0-64) 562 (37 - 2.353) 0,9% (0-4,0)
Cancer 36 (14,6%) 9,0 (0,9- 2.268) 16,5(0-23.232) 567 (15-107.490) 2,2% (0-83,0)
I 9 (25,0%) 8,9 (1,3- 106) 4,7 (0-79) 444 (208-5.236) 0,7% (0-4,8)
1] 8(22,2%) 10,3 (0,9- 14) 5,1 (0-271) 391 (121-1.191) 1,8% (0-53,8)
I 13 (36,1%) 8,9(1,1-71) 16,0 (0- 255) 451 (69- 1.434) 1,7% (0-30,3)

v 6 (16,7%) 100 (4,0- 2.268) 393 (136-23.232) 523 (108-107.049) 66,7% (20-83,0)

Os valores apresentados na tabela sdo referentes a mediana. Ad.: Adenoma .PH: Pdlipo hiperpldsico; cfDNA: cell-free DNA.

Em seguida, foi feita a correlacdo entre a o nimero de cépias metiladas/ml de plasma
e a lesdo de pior progndstico para os quatro grupos, sendo observada uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,024) entre os grupos analisados. O grupo de participantes
com cancer apresentou niumero de cépias metiladas/ml para o gene SEPT9 significativamente
maior do que o grupo sem lesées + PH (p= 0,006), adenoma precoce (p=0,003) e adenoma
avancado (p=0,022). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo sem
lesdo + PH e o grupo com adenoma precoce (p=0,914) ou com o grupo de adenoma avancado

(p=0,819) (Figura 25).
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Figura 25 - Relacdo entre o numero de cépias metiladas do gene SEPT9 e a pior lesdo
detectada (p=0,024). * p<0,05; ** p<0,01. PH: Pdlipo hiperplasico.

Observou-se também uma diferenca significativa (p= 0,012) quando comparado o
numero de copias metiladas entre os grupos estratificados de acordo com o estadiamento do
cancer (I, I, Il e IV). Na comparacgao par-a-par, as amostras com estadiamento mais avancado
(IV) apresentaram numero de cépias metiladas/ml significativamente maior do que o grupo
de estadiamento | (p= 0,002), Il (p=0,007) e Il (p=0,006). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o estadiamento | e Il (p=0,960) ou | e Ill (p=0,373) (Figura

26).
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Figura 26 - Relagdo entre o numero de cépias metiladas do gene SEPT9 e os estadiamentos
do cancer (p=0,012). ** p<0,01.

Quanto ao status de metilacdo, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (p =0,047) entre o status de metilacdo dos quatro grupos analisados. O grupo
cancer apresentou o status de metilagdo significativamente maior do que o grupo sem lesdes
+ PH (p= 0,009), adenoma precoce (p= 0,017) e adenoma avancado (p= 0,046). Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo sem lesdao + PH e o grupo do adenoma

precoce (p= 0,349) ou o grupo do adenoma avancado (p= 0,455) (Figura 27).
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Figura 27 - Relacdo entre o status de metilacdo do gene SEPT9 e a pior lesdo
detectada(p=0,047). * p<0,05; ** p<0,01. PH: Pélipo hiperplasico.

Houve também uma diferenca significativa (p=0,001) quando comparado o status de
metilacdo dos grupos divididos de acordo com o estadiamento do cancer (I, II, Ill e IV). Na
comparagdo par-a-par, as amostras com estadiamento mais avangado (IV) apresentaram o
status de metilacdo significativamente maior do que o grupo de estadiamento | (p= 0,0004),
Il (p=0,004) e lll (p=0,0003) Ndo houve diferenca significativa entre o estadiamento | e |l
(p=0,352) ou |l e lll (p=0,129) (Figura 28).
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Figura 28 - Relacdo entre o status de metilacdo do gene SEPT9 e os estadiamentos do cancer
(p=0,001). ** p<0,01; ***p<0,001.

7.4 Analise da metilagao para o gene BMP3 por droplet digital PCR

Ap0ds a realizacdo da técnica de ddPCR, 14 amostras (3 amostras com a pior lesdo
sendo cancer, 1 adenoma avancado, 9 adenomas precoces e 1 pdlipo hiperplasico) nao
apresentaram amplificacdo das sequéncias alvos no ddPCR para o gene BMP3. Um total de
244 amostras foram analisadas quanto ao niumero de cdpias metiladas por ml de plasma (Eq.
2, especificado nos métodos, item 4.5) e ao status de metilacdo (Eq. 3, especificado nos
métodos, item 4.8). Para as analises, as 244 amostras foram também agrupadas em: 1°) Sem
lesdes significativas + polipo hiperplasico, 2°) Adenoma precoce, 3°) Adenoma avancado e 42)
Cancer colorretal. Pelo niumero reduzido de amostras e pela dificuldade em agrupd-las nas
demais categorias em razdo das diferencas biolégicas e moleculares, as lesées serrilhadas
sésseis foram excluidas desta analise.

Conforme observado na tabela 6, os valores de mediana para a concentracao
normalizada de cfDNA em ng/mL nos quatro grupos de pior lesdo variaram entre 8,1 e 9 ng/ml,
sendo o cancer o grupo com o maior valor de concentracgdo (9,0 ng/ml). Ndo houve nenhuma
diferenca entre o numero de cépias metiladas dos grupos. J& o nimero de copias ndo-

metiladas do gene apresentou os maiores valores para adenoma precoce e cancer (300,0 e
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239,0; respectivamente). Quanto ao status de metilagcdo, também ndo houve diferencas entre
0S grupos, porém o grupo cancer apresentou o maior valor maximo de porcentagem de

metilagao detectada em uma amostra, correspondendo a 84%.

Tabela 6- Dados das analises de ddPCR para o nimero de cépias/ml de plasma e status de
metilacdo do gene BMP3.

0,
. " BMP3 cfDNA ng/ml Cépias/ml de plasma e Sta'tusﬂde
Pior lesao n (%) (Min-Max) (Min-Max) metilacao
? (Min-Max)
Metiladas Nao-metiladas
Sem lesdo +
54 (22,1%) 8,1(0,8- 29) 0(0-20) 210 (48 - 1.666) 0% (0-11)
PH
Ad. precoce 110 (45,1%) 8,3(1,1-192) 0(0-42) 300 (47 — 4.992) 0% (0-40)
Ad. avangado 45 (18,4%) 8,3 (1,5- 50) 0(0-10) 234 (36 -1.131) 0% (0-10)
Cancer 35 (14,4%) 9,0 (0,9- 2.268) 0(0-725) 239 (51 —183.708) 0% (0-84)
I 9 (25,7%) 8,9 (1,3- 106) 3,3 (0-57) 444 (208-5.236) 3,6% (0-61)
I 8 (23,0%) 10,3 (0,9- 14) 0 (0- 14) 391 (121-1.191) 0% (0-63)
I 12 (34,2%) 8,9 (2,2-71) 0 (0-81) 417 (69- 1.434) 0% (0-43)
v 6(17,1%) 100 (4,0- 2.268) 20 (0- 725) 523 (108-107.049) 5,8% (0-84)

Os valores apresentados na tabela sdo referentes a mediana. Ad.: Adenoma .PH: Pdlipo hiperpldsico; cfDNA: cell-free DNA.

Foi realizada a correlagdo entre a o nimero de cdpias metiladas/ml de plasma e a
lesdo de pior progndstico para os quatro grupos e nao houve diferenga estatisticamente

significativa (p=0,395) (Figura 29).
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Figura 29 - Relacdo entre o numero de cépias metiladas do gene BMP3 e os quatro grupos
de pior lesdo (p=0,395). PH: Pélipo hiperplasico.

Quando comparado o nimero de cdpias metiladas dos grupos divididos de acordo
com o estadiamento do cancer (I, II, Il e V), observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,036). Na comparacdo par-a-par, as amostras com estadiamento mais
avancado (IV) apresentaram nimero de cdpias metiladas/ml significativamente maior do que
o grupo de estadiamento Il (p= 0,046) e Il (p=0,005). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre o estadiamento | e IV (p=0,135), | e Il (p=0,312) ou | e lll (p=0,187) (Figura
30).
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Figura 30 - Relagdo entre o numero de cépias metiladas do gene BMP3 e os estadiamentos
do cancer (p=0,036). * p<0,05; ** p<0,01. ns: Nao significativo.

Quanto ao status de metilacdo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p
=0,128) entre o status de metilacdo e os quatro grupos de pior lesdo (Figura 31). Quanto ao
status de metilacdo dos grupos divididos de acordo com o estadiamento do cancer (I, II, lll e

IV), também ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,151) (Figura 32).
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Figura 31 - Relacdo entre o status de metilacdo do gene BMP3 e os quatro grupos de pior
lesdao (p=0,128). PH: Pdlipo hiperplasico.
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Figura 32 - Relagdo entre o status de metilagao do gene BMP3 e os estadiamentos do cancer
(p=0,151).
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7.5 Performance dos genes SEPT9 e BMP3 para detec¢ao da metilagio do cfDNA nos
pacientes com CCR ou CCR + AA

A curva ROC foi construida para os modelos a fim de avaliar a sensibilidade e
especificidade da metilagdo dos genes, além de determinar o ponto de corte ideal (cutoff)
para discriminar os pacientes entre o grupo sem lesdo e o grupo com lesdes colorretais
clinicamente significativas (adenoma precoce, adenoma avangado e CCR). Para a gerar a
curva, os casos sem lesdes significativas diagnosticadas na colonoscopia foram considerados
como referéncias negativas (desfecho negativo) e os casos de adenomas e cancer colorretal
foram considerados como referéncias positivas (desfecho positivo). As informacgdes do status
de metilacdo obtidos para os genes SEPT9 e BMP3 pela técnica de ddPCR foram utilizadas para
a construg¢ao dos modelos.

Os pontos de corte ideais para classificacoes bindrias sdo estabelecidos por meio de
testes que selecionam o cuttof para a discriminagdo entre os grupos testados, e por isso estes
valores sdo fundamentais para testes de diagndstico quantitativo. No entanto, ndo existe um
método Unico para determina-los. Varios métodos foram propostos e dois deles sdo os mais
comumente utilizados para testes diagndsticos: o Youden’s index, que maximiza a linha
vertical entre a curva ROC e a linha diagonal (Eq.8), e o Euclidian’s index, que seleciona o ponto
da curva com distdncia minima do canto superior esquerdo do grafico ROC (Eq.9)%% 3. As

equacoes utilizadas para o calculo de cada método estdo representadas as seguir:

Y.index = sensitivity + specificity — 1 (Eq.8)

E.index = (1 — sensitivity)? + (1 — specificity)? (Eq.9)

As duas metodologias de calculo foram utilizadas para a discriminagao entre o grupo
sem lesdo e o grupo cancer, a fim de comparar qual dos métodos apresentava melhores
valores para os indicadores de sensibilidade e especificidade. Os dados a seguir sdo
relacionados aos indicadores de desempenho diagndstico.

Para o gene SEPT9, a analise do status de metilacdo gerou uma AUC de 0,681. Pelo

método de Youden’s index, o cutoff foi de 2,90% de metilacdo com sensibilidade de 47% e
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especificidade de 100%. Pelo método de Euclidians’s index, o cutoff foi de 2,50% de metilacdo
com sensibilidade de 50% e especificidade de 90% (Figura 33A e 33B, tabela 7).

Para o gene BMP3, a analise do status de metilacdo gerou uma AUC de 0,576. Pelo
método de Youden’s index, o cutoff foi de 3,60% de metilagdo com sensibilidade de 37% e
especificidade de 95%. Pelo método de Euclidians’s index, o cutoff foi de 2,30% com

sensibilidade de 40% e especificidade de 90% (Figura 33A e 33B, tabela 7).

A) Cutoff- Youden’s Index B) Cutoff- Euclidian’s Index
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Figura 33 - Curvas ROC utilizando os dois métodos de calculo para andlise da metilagdo dos
genes SEPT9 e BMP3 no grupo sem lesdes significativas vs grupo cancer.

De acordo com os resultados obtidos para sensibilidade e especificidade nas duas
metodologias, o método de Euclidian’s index foi escolhido para as analises posteriores. Em
seguida, os participantes foram divididos em mais dois grupos para o calculo dos cutoffs:
grupo de participantes com adenomas precoce e avangado, e o grupo adenoma avangado e

cancer (Tabela 7).
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Tabela 7- Valores de cutoff para o status de metilacdo dos genes SEPT9 e BMP3 de acordo
com os grupos de pior lesdo.

Adenoma Precoce Adenoma Avangado + A
A Cancer
+ Adenoma Avang¢ado Cancer
Cutoff SEPT9 BMP3 SEPT9 BMP3 SEPT9 BMP3
0,73% 0,17% 0,84% 0,16% 2,50% 2,30%
AUC 0,558 0,540 0,645 0,557 0,681 0,576

Sensibilidade ~ 60% (48-70)  45% (34-56)  64% (56-71)  45% (38-54)  50% (33-66)  40% (24-57)
Especificidade  55% (39-69)  62% (46-76)  57% (41-71)  62% (46-76)  90% (76-96)  90% (76-96)
VPP 71% (58-81)  69% (55-80)  85% (76-90)  82% (72-89)  81% (59-94)  77% (52-92)
VPN 42% (29-55)  37%(26-49)  30% (20-41) 23% (16-32)  68% (54-79)  64% (51-76)

AUC: Area abaixo da curva; VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo. Valores em parénteses
correspondem ao intervalo de confianga de 95%.

Conforme apresentado na tabela 7, para o grupo de adenoma precoce + adenoma
avancado comparado com o grupo sem lesdes, o cutoff do gene SEPT9 foi de 0,73% com AUC
de 0,558, sensibilidade de 60% e especificidade de 55%. O cutoff para o gene BMP3 foi de
0,17% com AUC de 0,540, sensibilidade de 45% e especificidade de 62%. Para o grupo de
adenoma avanc¢ado + cancer comparado com o grupo sem lesdes, o cutoff do gene SEPT9 foi
de 0,84% com AUC de 0,645, sensibilidade de 64% e especificidade de 57%. O cutoff para o
gene BMP3 foi de 0,16% com AUC de 0,557, sensibilidade de 45% e especificidade de 62%
(Tabela 7, figura 34).



63

A) Controle x Adenomas precoce + avancado
= ]
oo
©
= i
=
:'%
T < _|
=
b SEPT9 (AUC: 0.558)
o | BMP3 (AUC: 0.540)
= T I I
1.0 05 0.0
Spedcificity
B) Controle x Adenoma avanc¢ado + Cancer
o] o
oo
©
& i
=
:'a_—_',
s < _
(3] L]
™
e - SEPTQ (AUC: 0.645)
o = BMP3 (AUC: 0.557)
' B r
I I I
1.0 0.5 0.0

Specificity

Figura 34- Curvas ROC para andlise da metilacdo dos genes SEPT9 e BMP3: A) Grupo sem
lesbes significativas vs grupo adenoma precoce + adenoma avangado. B) Grupo sem lesdes
significativas vs grupo adenoma avancgado + cancer.
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A partir dos resultados obtidos acima, as frequéncias de metilacdo dos genes SEPT9 e
BMP3 nas amostras foram calculadas a partir dos cutoffs que discriminavam cancer vs sem
lesGes e adenoma avancado (AA) + cancer vs sem lesdes para ambos os genes, e associadas
com as caracteristicas demograficas, clinico-patoldgicos e endoscdpicas dos participantes. Em
razdo do baixo desempenho do modelo construido para adenoma precoce + adenoma
avancado para ambos os genes, estes nao foram utilizados nesta analise.
Conforme apresentado na tabela 8 para o gene SEPT9, considerando o cutoff de 0,84%,
a frequéncia de casos positivos foi de 40,5% (17/42) para o grupo sem lesdo significativa,
41,7% (5/12) para pdlipo hiperplasico, 57,5% (65/113) para adenoma precoce, 52,3% (23/44)
para adenoma avancado e 63,9% (23/36) para cancer, porém essa diferenca nio foi
estatisticamente significativa (Tabela 8).
N3o houve diferenca estatisticamente significativa para a associacdo entre as variaveis
de género, pior lesdo, localizagao, tamanho, displasia ou estadiamento na compara¢dao com o
cutoff de 0,84%. Apesar de ndo ter sido estatisticamente significativo, utilizando o cutoff de
0,84%, 100% dos casos de estadiamento IV foram positivos para a metilagao de SEPT9.
Quando analisado o cutoff de 2,50% do grupo cancer, houve diferenca
estatisticamente significativa na comparagao das frequéncias dos grupos de pior lesdo com os
valores positivos e negativos considerando o ponto de corte. De acordo com a pior lesao
detectada na colonoscopia, a frequéncia de casos positivos foi de 9,5% (4/42) para o grupo
sem lesdo significativa, 0% (0/12) para pdlipo hiperpldsico, 15,9% (18/113) para adenoma
precoce, 16,0% (7/44) para adenoma avancado e 52,7% (19/36) para cancer (p<0,001).
Quanto ao estadiamento do cancer, a frequéncia de casos positivos foi de 22,2% (2/9)
para o estadiamento |, 50,0% (4/4) para estadiamento Il, 53,8% (7/13) para o estadiamento Il
e 100,0% (6/6) para o estadiamento IV (p=0,028).
N3do houve diferenca estatisticamente significativa para a associacdo entre as

varidveis de género, localizacdo, tamanho ou grau de displasia para ambos os cutoffs.
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Tabela 8- A associacdo entre a frequéncia de positividade de metilacdo do gene SEPT9 com
caracteristicas clinico-patolégicas dos participantes, considerando os valores de cutoff de
0,84% e 2,5% do status de metilagdo.

SEPT9 — Cutoffs

0,84 % 2,50%
<0,84 >0,84 <2,50 >2,50
Negativo Positivo P Negativo Positivo
n (%) n (%) n (%) n (%)
Género (n=247)
Feminino 157 72 (45,9) 85 (54,1) 0.963 132 (84,1) 25 (15,9) 0101
Masculino 90 41 (45,6) 49 (54,4) ’ 68 (74,4) 22 (24,4) ’
Lesdo? (n=247)
Sem lesao? 42 25 (59,5) 17 (40,5) 38 (90,5) 4(9,5)
Adenomas
Precoce 113 48(42,5) 65 (57,5) 95 (84,1) 18 (15,9)
Avancado 44 21(47,7) 23(52,3) 0,064 37(84,0) 7 (16,0) <0,001
Pélipo Serrilhado
PH 12 7 (58,3) 5(41,7) 12 (100,0) 0(0,0)
Cancer 36 13(36,1) 23 (63,9) 17 (47,3) 19 (52,7)
Localizagdo® (n=205)
Proximal 80 33(41,3) 47 (58,8) 67 (83,8) 13 (16,3)
Distal 79 35 (44,3) 44 (55,7) 0,251 60 (75,9) 19 (24,1) 0,182
Ambos 46 21 (45,7) 25 (54,3) 35(76,1) 11 (23,9)
Tamanho® (n=169)
<10mm 135 59 (43,7) 76 (56,3) 0,510 114 (84,4) 21 (15,6) 0,578
210mm 34 17 (50,0) 17 (50,0) 30 (88,2) 4(11,8)
Displasia® (n=156)
Baixo grau 140 61 (43,6) 79 (56,4) 0,624 119 (85,0) 21 (15,0) 0,291
Alto grau 16 8 (50,0) 8 (50,0) 12 (75,0) 4(25,0)
Estadiamento do
cancer (n=36)
| 9 6 (66,7) 3(33,3) 7(77,8) 2(22,2)
Il 8 3(37,5) 6 (75,0) 0,066 4 (50,0) 4(50,0) 0,028
1l 13 5 (38,5) 8 (61,5) 6 (46,2) 7 (53,8)
\Y 6 0(0,0) 6 (100,0) 0(0,0) 6 (100,0)

Nota: ?= Amostras sem lesdo significativa na colonoscopia ou com presencga de colite. b=Loca|iza<;5o para grupo de PH,

adenomas e Cancer. “= Tamanho para grupo de PH e adenomas. d=Disp|asia para grupo de adenomas. Teste de qui-quadrado
foi usado para calcular o valor de p.
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Conforme apresentado na tabela 9 para o gene BMP3, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para a associacdo entre as varidveis de género, pior lesdo,
localizacdo, tamanho, displasia ou estadiamento na comparagdo com o cutoff de 0,16%. A
frequéncia de casos positivos foi de 38,1% (16/42) para o grupo sem lesdo, 33,3% (4/12) para
pélipo hiperplasico, 45,5% (50/110) para adenoma precoce, 46,7% (21/45) para adenoma
avancado e 42,9% (15/35) para o grupo cancer, porém essa diferenc¢a ndo foi estatisticamente
significativa (Tabela 9).

Quanto ao estadiamento do cancer, apesar de ndo ter sido estatisticamente
significativo, utilizando o cutoff de 0,16%, 83,3% (5/6) dos casos de estadiamento IV foram
positivos para a metilacdo de BMP3. Nao houve diferenca estatisticamente significativa para
a associacdo entre as varidveis de género, pior lesdo, localizagdo, tamanho, displasia ou
estadiamento na comparacao com o cutoff de 0,16%.

Considerando o cutoff de 2,3% de metilagdo do gene BMP3, a frequéncia de casos
positivos foi de 11,9% (5/42) para o grupo sem lesdo, 8,3% (1/12) para pdlipo hiperplasico,
18,2% (20/110) para adenoma precoce, 13,3% (6/45) para adenoma avancado e 37,1% (13/35)
para o grupo cancer (p=0,047).

N3ao houve diferenca estatisticamente significativa para a associacdo entre as

varidveis de género, localizagdo, tamanho, displasia ou estadiamento.
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Tabela 9- A associacdo entre a frequéncia de positividade de metilacdo do gene BMP3 com
caracteristicas clinico-patolégicas dos participantes, considerando os valores de cutoff de
0,16% e 2,3% do status de metilacao.

BMP3 — Cutoffs

0,16% 2,30%
<0,16 >0,16 p <2,30 >2,30
Negativo Positivo Negativo  Positivo
n (%) n (%) n (%) n (%)
Género (n=244)
Feminino 156 88 (56,4) 68 (43,6) 0951 134 (85,9) 22 (14,1) 0330
Masculino 88  50(56,8) 38 (43,2) ’ 66 (75,00 22 (25,0) ’
Lesdo® (n= 244)
Sem lesao? 42 26 (61,9) 16 (38,1) 37 (88,1) 5(11,9)
Adenomas
Precoce 110 60 (54,5) 50 (45,5) 90(81,8)  20(18,2)
Avancado 45  24(53,3) 21(46,7) 0,850 39(86,7) 6(13,3) 0,047
Serrilhado
PH 12 8 (66,7) 4(33,3) 11 (91,7) 1(8,3)
Cancer 35  20(57,1) 15 (42,9) 22 (62,9) 13 (37,1)
Localizagdo® (n=202)
Proximal 78 42 (53,8) 16 (38,1) 65 (83,3) 13 (16,7) 0,586
Distal 79 48 (60,8) 31(39,2) 0,500 62 (78,5) 17 (21,5)
Ambos 45 22 (48,9) 23 (51,1) 36 (80,0) 9 (20,0)
Tamanho® (n=167)
<10mm 133 75(56,4) 58 (43,6) 0,504 112 (84,1)  21(15,9) 0,860
210mm 34 17 (50,0) 17 (50,0) 29 (82,9) 5(14,7)
Displasia® (n=154)
Baixo grau 139 73(52,5) 66 (47,5) 113 (82,0)  25(18,0) 0.132
Alto grau 15 10 (66,7) 5(33,3) 15 (100,0) 0(0,0) ’
Estadiamento do
cancer (n=35)
| 9 4 (44,4) 5 (55,6) 4 (44,4) 5 (55,6)
Il 8 6 (75,0) 2 (25,0) 0,065 7 (87,5) 1(12,5) 0,112
1l 12 9 (75,0) 3(25,0) 9 (75,0) 3(25,0)
\Y 6  1(16,7%) 5 (83,3) 2(33,3) 4 (66,7)

Nota: ?= Amostras sem les3o significativa na colonoscopia ou com presenca de colite. b=Loca|izag§o para grupo de PH,

adenomas e Cancer. °= Tamanho para grupo de PH e adenomas. d=Disp|asia para grupo de adenomas. Teste de qui-quadrado
foi usado para calcular o valor de p.
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7.6 Distribuicao das amostras quanto ao status de metilagdo e o grupo de pior lesao

Conforme os resultados obtidos para os genes SEPT9 (Figura 26) e BMP3 (Figura 30),
gerou-se um heatmap com as 247 amostras distribuidas quanto ao grupo de pior lesdo
detectada e quanto ao status de metilagao (Figura 35).

Para o gene SEPT9, no grupo sem lesdo significativa + pdlipo hiperplasico as maiores
porcentagens de metilagdo encontradas foram na faixa de 2-5%, sendo que em 26,0% (14/54)
das amostras as porcentagens estavam abaixo de 2% e em 55,5% (30/54) das amostras os
valores foram de 0%. No grupo adenoma precoce as maiores porcentagens de metilagao
encontradas foram na faixa de 10-20%, sendo que em 27,4% (31/113) das amostras as
porcentagens estavam abaixo de 2% e em 41,6% (47/113) das amostras os valores foram 0%.
No grupo adenoma avangado as maiores porcentagens de metilacdo encontradas foram na
faixa de 2-5%, sendo que em 34,0% (15/44) das amostras as porcentagens estavam abaixo de
2% e em 36,4% (16/44) das amostras os valores foram de 0%.

No grupo cancer, as maiores porcentagens de metilacdo estavam acima de 80% e
52,7% (19/36) das amostras estavam acima da faixa de 2-5%. Quando dividido de acordo com
o estadiamento, a porcentagem de amostras que estavam acima da faixa de 2-5% foram:
33,3% (3/9) no estadiamento |, 37,5% (3/8) no estadiamento Il, 54,0% (7/13) no estadiamento
Il e 100,0% (6/6) das amostras no estadiamento IV. Sendo assim, o valor do status de
metilacdo das amostras aumenta conforme o estadiamento do CCR é classificado como mais
avancado.

Para o gene BMP3, no grupo sem lesdo significativa + pdlipo hiperplasico as maiores
porcentagens de metilagdo encontradas foram na faixa de 10-20%, sendo que em 14,8%
(8/54) das amostras as porcentagens estavam abaixo de 2% e em 72,2% (39/54) das amostras
os valores foram de 0%. No grupo adenoma precoce as maiores porcentagens de metilagao
encontradas foram na faixa de 10-20%, sendo que em 16,0% (18/113) das amostras as
porcentagens estavam abaixo de 2% e em 61,0% (69/113) das amostras os valores foram de
0%. No grupo adenoma avancado as maiores porcentagens de metilacdo encontradas foram
na faixa de 10-20%, sendo que em 13,6% (6/44) das amostras as porcentagens estavam abaixo
de 2% e em 63,6% (28/44) das amostras os valores foram de 0%.

No grupo cancer, as maiores porcentagens de metilacdo estavam acima de 80% e
36,1% (13/36) das amostras estavam acima da faixa de 2-5%. Quando dividido de acordo com

o estadiamento, a porcentagem de amostras acima da faixa de 2-5% foram: 44,4% (4/9) das
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amostras no estadiamento |, 25,0% (2/8) das amostras no estadiamento I, 23,0% (3/13) das
amostras do estadiamento Ill, 66,6% (4/6) das amostras no estadiamento IV. Sendo assim, o
valor do status de metilacdo das amostras ndo aumenta conforme o estadiamento do CCR é

classificado como mais avangado.
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Figura 35- Status de metilacdo para os genes SEPT9 e BMP3 no total de amostras analisadas por ddPCR.
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7.7 Modelo de combinag¢ao dos genes SEPT9 e BMP3

A regressao logistica é uma ferramenta estatistica utilizada para realizar analises
preditivas a fim de que se obtenha uma estimativa da probabilidade de determinado evento
ocorrer, levando em consideracdo a combinacdo dos marcadores de predicdo ©2.

De acordo com os resultados obtidos dos valores de cutoff para o status de metilacao
dos genes SEPT9 e BMP3, foi realizado o teste de regressao logistica para o cutoff do status
de metilacdo de cada gene a fim de discriminar o grupo sem lesdo e o grupo cancer. A partir
dos coeficientes do modelo de regressao logistica obtidos, gerou-se a curva ROC para a
construcdao de um modelo utilizando a combina¢dao dos genes SEPT9 + BMP3 como
marcadores de predicdo (Tabela 10).

Baseado nos resultados da curva de combinacdo dos genes, gerou-se também um
modelo para a combinag¢do dos genes incluindo a varidvel de idade acima de 60 anos (idade

média obtida entre o grupo sem lesao significativa e o grupo cancer).

Tabela 10- Analise de regressao logistica utilizando os cutoffs do status de metilacdo para os
genes SEPT9 e BMP3.

Cutoff- . o .
Status de metilaggo B p-valor  Odds ratio 95% I.C. para Odds Ratio
BMP3 Inferior Superior
>2,30% 1,504 0,007 4,497 1,158 14,689
SEPT9
>2,50% 2,326 <0,001 10,233 2,600 27,747

Na curva gerada para o modelo de combinacado dos genes SEPT9 + BMP3, o melhor
valor de probabilidade predita observado para os dois marcadores de predicdo foi de 43%
(0,43), apresentando um AUC de 0,774, sensibilidade de 63,0% e especificidade de 95,0%
(Figura 36). Sendo assim, os valores de sensibilidade e a especificidade sdo em relacdo a
estimativa da probabilidade que foi gerada a partir do status de metilagdo nos dois genes,
levando em consideracdo os cutoffs obtidos anteriormente.

Em relacdo a curva gerada para o modelo de combinacdo do SEPT9 + BMP3 + idade
acima de 60 anos, o melhor valor de probabilidade predita observado para os dois marcadores
de predicdo foi de 34% (0,34), apresentando um AUC de 0,845, sensibilidade de 80,0% e
especificidade de 81,0% (Figura 36).



70

Quando comparado com os genes analisados individualmente, e apenas com a
combinagao dos genes sem nenhuma outra varidvel de andlise, o modelo de combinagao do
SEPT9 + BMP3 + idade acima de 60 anos apresentou o maior valor de area abaixo da curva
(0,845) e resultados mais satisfatérios para os indicadores de sensibilidade (80,0%) e
especificidade (81,0%) do teste (Figura 36). A partir disso, foi construido o grafico para analise
das distribuicdes de probabilidade predita para este modelo (Figura 37).

O grafico para a distribuicdo de probabilidade predita para o modelo de combinacdo
SEPT9 + BMP3 + idade acima de 60 anos mostrou uma diferenca estatisticamente significativa
da probabilidade de risco comparando o grupo sem lesdo com o grupo cancer (p=0,001)

(Figura 37).
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Figura 36 — Curvas ROC do status de metilacdo para analise individual dos genes e para os
modelos de combinacao.
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72

8 DISCUSSAO

O desenvolvimento do cancer colorretal (CCR) resulta de multiplos fatores incluindo
o acumulo de alteragdes epigenéticas, como a altera¢do dos padrdes de metilagdo do DNA,
que pode ocorrer desde os estagios iniciais de desenvolvimento e progressdo do cancer®. Essas
alteragdes podem ser caracterizadas pela hipometilagao global do genoma ou hipermetilagao
em ilhas CpG de regides promotoras de genes, esta ultima podendo ocasionar o silenciamento
da express3o de importantes genes supressores tumorais®.

O longo periodo de progressao das lesdes precursoras (adenoma) para o CCR, cerca
de 7 a 10 anos, torna possivel a deteccdo precoce e remoc¢3o das lesdes no célon e reto” 8.
Dessa forma, o rastreamento do CCR pode reduzir a mortalidade e a incidéncia desta doenca
por meio da remocdo das lesGes precursoras que originam o cancer ou a deteccdo ainda em
uma fase curativa®, através de diferentes testes, sendo mais utilizado entre vérios paises a
pesquisa de sangue oculto nas fezes. O uso de estratégias de deteccdo menos invasivas como
a utilizacdo de fluidos corporais (também denominados de “bidpsia liquida”) tem sido
investigado por diversos autores, na ultima década, como uma meio para aumentar a acuracia
dos testes atualmente utilizados*® 3>. Como a detec¢do precoce é um objetivo critico no
rastreamento do cancer, a investigacdo da metilacdo de regides promotoras de genes no DNA
tumoral circulante (ctDNA), que é componente originario de células tumorais e presente no
DNA livre circulante (cfDNA), representam uma classe de biomarcadores moleculares de
diagnéstico que podem auxiliar e complementar os testes atualmente utilizados no
rastreamento do CCR3> %7,

Baseado em estudo prévio do nosso grupo, em amostras de tecido proveniente de
cancer colorretal e de lesdes precursoras (adenoma, lesdo séssil serrilhada), comparadas com
o tecido normal e lesdes sem aparente potencial de malignidade?3, o presente estudo analisou
a metilacdo na regido promotora dos genes supressores tumorais SEPT9 e BMP3, em amostras
de biopsia liquida (plasma), e avaliou a acuracia destes genes na deteccdo de pacientes
portadores destas lesdes colorretais. Para isso, foi avaliada a presenca da metilacdo no cfDNA
em amostras de plasma de pacientes do programa de rastreamento do CCR que apresentaram
teste de sangue oculto nas fezes (FIT) positivo e submetidos a colonoscopia diagnéstica, além
de uma populacao de pacientes com CCR diagnosticados no Hospital de Cancer de Barretos-

Hospital de Amor. Além disso, avaliou-se a frequéncia na qual as alteracdes epigenéticas
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estavam presentes em amostras dos participantes estratificados de acordo com a pior lesdo
diagnosticada na colonoscopia (sem lesdo significativa, adenoma precoce, adenoma avan¢ado
e cancer) e os cutoffs de deteccdo das lesdes.

Estudos prévios reportaram diferenca significativa entre a concentracdo de cfDNA
em ng/ml de plasma em pacientes com cancer colorretal quando comparados com individuos
saudaveis, apds realizarem a quantificagdo por métodos fluorimétricos como Qubit e
Quantifluor3® ¢, Junca e colaboradores observaram maior valor de mediana para o nivel de
cfDNA no grupo de pacientes com cancer colorretal (13,53 ng/ml) e também, uma diferenca
significativa na comparac¢do da concentracdo do cfDNA do grupo cancer com 0s grupos sem
les3o (9,0 ng/ml), adenoma precoce (8,6 ng/ml) e adenoma avancado (10,3 ng/ml). Estes
resultados sdao concordantes com os achados do presente estudo, visto que dentre os grupos
estratificados de acordo com a pior lesdo detectada na colonoscopia, o grupo cancer também
apresentou o maior valor de mediana para o nivel de cfDNA em ng/ml de plasma,
correspondendo a 10,4 ng/ml e o grupo sem lesdo apresentou o valor de 8,1 ng/ml de plasma.
Na comparagao entre grupos, houve diferenca significativa na concentracao de cfDNA do
grupo cancer + adenoma avancado (9,0 ng/ml) com o grupo sem les3do significativa + pdlipo
hiperplasico (6,8 ng/ml), indicando que os maiores niveis de cfDNA em ng/ml foram
detectaveis em participantes com lesGes mais avangadas em comparagao com o grupo sem
lesdo significativa, ou com presenca de pélipos hiperpldsicos do célon esquerdo ou do reto.

Estudos recentes utilizam a técnica de droplet digital PCR (ddPCR) para a detecc¢do de
eventos raros, como a analise e quantificacdo de alelos metilados para deteccdo de carcinoma
hepatocelular®’, cAncer de pancreas®® e também cancer colorretal®?. Um estudo de Suehiro e
colaboradores analisou por meio da técnica de ddPCR, a metilacdo do gene SEPT9 no cfDNA
presente em amostra de plasma de participantes de rastreamento do CCR, e obteve os valores
de mediana do numero de cdpias metiladas para os grupos estudados semelhantes ao do
presente estudo: 2,0 cdpias para o grupo controle, 2,0 cdpias para adenoma precoce, 3,6
cbpias para adenoma avancado e 2,1 cépias para o grupo cancer (estadiamento |, Il e 111)%°. No
presente estudo, os resultados obtidos para a mediana do nimero de cépias metiladas do
gene SEPT9 por ml de plasma foram similares ao estudo citado anteriormente (3,8 cdpias para
o grupo sem lesdo, 3,5 copias para o grupo de adenoma precoce e 4,1 para o grupo de
adenoma avancado), com excecdo do grupo cancer que apresentou um valor

aproximadamente oito vezes maior, correspondendo a 16,5 cdpias metiladas. Esses
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resultados indicam o aumento do valor do numero de cépias metiladas conforme a presenga
de lesGes mais avangadas como adenomas avan¢ado e cancer. Um estudo de junca e
colaboradores, além dos niveis de ctDNA, eles avaliaram a performance diagndstica da
mutagdo de KRAS e BRAF no ctDNA, para a detec¢ao de CCR ou AA dos mesmos pacientes,
pela técnica de ddPCR (PCR digital). A sensibilidade foi de 45% e 75% para o CCR nos pacientes
com qualquer CCR (mutado ou selvagem) e para os pacientes com CCR com mutagado de KRAS
ou BRAF, respectivamente para AA foi se 2,6% e 4,3%, respectivamente e para o AA + CCR foi
de 16,9% e 28,6%, respectivamente.

Na literatura vdrios estudos que utilizam a ddPCR para deteccdo do CCR e suas lesdes
precursoras, realizam andlises da frequéncia de metilacdo genes supressores tumorais de
interesse em amostras de tecido °?, plasma e soro de pacientes 7° ’* 72 aplicando como cutoff
o valor de que melhor separa as populacdes negativas e positivas nos resultados dos graficos
de fluorescéncia do ddPCR. Bach e colaboradores analisaram por Quantitative Methylation
Specific PCR (qMSP) a metilacdo do gene SEPT9 no cfDNA em amostras de urina utilizando o
valor de Ct como cutoff 3. Ja em Suehiro e colaboradores, o cutoff para o célculo da frequéncia
da metilacdo nos grupos de pior lesdo foi estabelecido através da quantificacdo absoluta do
numero cépias metiladas do gene SEPT9, obtido através da técnica de ddPCR®°. Até o presente
momento nao foram encontrados estudos que aplicam a técnica de ddPCR com discriminagao
alélica para deteccdo de metilacdo no cfDNA em amostras de plasma, e que utilizem o cutoff
gue discrimina os grupos estudados a partir do cdlculo do status de metilagdo das amostras.

No presente estudo, a frequéncia de metilagdo para cada gene foi calculada a partir
de cutoffs baseados nos resultados do status de metilagdo das amostras. Para o gene SEPTY,
as amostras foram estratificadas de acordo com a pior lesdo detectada na colonoscopia e dois
cutoffs foram estabelecidos de acordo com as lesdes analisadas: para o grupo adenoma
avancado + cancer (cutoff de 0,84%) e para o grupo somente cancer (cutoff de 2,50%) quando
comparada as amostras normais. Utilizando o cutoff de 0,84%, a frequéncia de metilagao foi
de 66,6% (24/36) no cancer e 40,5% (17/42) no grupo sem lesdo significativa. Utilizando o
cutoff de 2,50%, a frequéncia de metilacdo foi de 52,7% (19/36) no cancer e 9,5% (4/42) no
grupo sem lesdao significativa, indicando que o cutoff de 2,50% apresenta melhor
discriminacdo entre as frequéncias de metilacdo do grupo cancer com o grupo sem lesdo. Os
nossos resultados obtidos com o cutoff de 2,50% sao comparaveis aos achados de Potter e

colaboradores onde apds a coleta prospectiva de amostra de plasma em participantes de
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rastreamento do CCR, detectaram a metilacdo de SEPT9 em 68% (IC 95%= 53%-80%) no grupo
cancer e de 22% (IC 95%= 18%-26%) no grupo controle 74, indicando maior nimero de
participantes com metilacdo no grupo CCR quando comparados com as amostras de plasma
de participantes sem lesdo. Além disso, outros estudos mostraram uma variagdo na
frequéncia de metilagdo do gene SEPT9 de 72,2% (65/90) a 95,6% (88/92) no grupo cancer e
no grupo sem lesdo significativa a variacdo de 11,0% (17/155) a 15,2% (14/92)33 7>,

Para os adenomas, a frequéncia de metilacdo do gene SEPT9 utilizando o cutoff de
0,84% para o status de metilagdo no grupo de adenoma precoce foi de 57,5% (65/113) e no
grupo de adenoma avangado foi de 52,3% (23/44). Utilizando o cutoff de 2,50%, a frequéncia
de metilacdo do gene SEPT9 para o status no grupo de adenoma precoce foi de 15,9% (18/113)
e no grupo de adenoma avangado foi de 16,0% (7/44). Estes achados indicam que nenhum
dos cutoffs calculados conseguem discriminar as frequéncias de metilagdo presentes nos
adenomas precoces e avangado, visto que as porcentagens obtidas apresentam valores muito
préximos. Os nossos resultados de frequéncia de metilacdo em adenomas utilizando o cutoff
de 2,50% sdao comparaveis aos achados de Potter e colaboradores, no qual foi observada a
frequéncia de 20% (87/435), variando de 16-24% no grupo adenoma precoce e frequéncia de
metilacdo de 21,6% (134/621), variando de 18-24% no grupo adenoma avangado’*. Um
estudo de Wu e colaboradores analisaram a metilagdo do SEPT9 em plasma de participantes
do programa de rastreamento e detectaram a frequéncia de metilacdo de 10,0% (21/214) no
grupo de participantes que apresentaram adenomas (precoce ou avangado) como pior lesdo
detectada na colonoscopia’®.

No presente estudo, também avaliamos a frequéncia de metilacdo para o gene
BMP3, que foi calculada a partir de cutoffs baseados nos resultados do status de metilacdo
das amostras. As amostras foram estratificadas de acordo com a pior lesdo detectada na
colonoscopia e dois cutoffs foram estabelecidos: para o grupo adenoma avancado + cancer
(cutoff de 0,16%) e para o grupo somente cancer (cutoff de 2,30%). Utilizando o cutoff de
0,16%, a frequéncia de metilacdo foi de 42,8% (15/35) no cancer e 38,0% (16/42) no grupo
sem lesdo significativa. Utilizando o cutoff de 2,30%, a frequéncia de metilacdo foi de 37,1%
(13/35) no cancer e 11,9% (5/42) no grupo sem lesdo significativa, indicando que o cutoff de
2,30% apresenta melhor discriminacdo entre as frequéncias de metilacdo do grupo cancer
com o grupo sem lesdo, no entanto o gene BMP3 apresenta uma capacidade discriminatéria

inferior comparada com os resultados do gene SEPT9. Os resultados para o cutoff de 2,30%
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sdo compardaveis aos achados de Rasmussen e colaboradores onde através da andlise do
cfDNA em amostras de plasma, foi possivel detectar a frequéncia de metilagdo de 28,5%
(55/193), variando de 22-35% nas amostras do grupo cancer e de 11,0% (11/102), variando
de 5-18% nas amostras do grupo sem lesdo®. Além disso, outros estudos apresentam uma
variacdo na frequéncia de metilacdo do gene BMP3 de 40,0% (18/45) a 75,0% (44/59) no grupo
cancer e no grupo sem les3o significativa a variacdo de 6,0% (3/50) a 30,2% (11/37)77 78,

Para os adenomas, a frequéncia de metilacdo do gene BMP3 utilizando o cutoff de
0,16% para o status no grupo de adenoma precoce foi de 45,5% (50/110) e no grupo de
adenoma avancado foi de 46,7% (21/45). Utilizando o cutoff de 2,30%, a frequéncia de
metilacdo do gene BMP3 para o status no grupo de adenoma precoce foi de 18,2% (20/110)
e no grupo de adenoma avangado foi de 13,3% (6/45). Estes achados indicam que nenhum
dos cutoffs calculados conseguem discriminar as frequéncias de metilagdo presentes nos
adenomas precoces e avangado, visto que as porcentagens obtidas apresentam valores muito
préximos. Nao foram encontrados estudos que analisassem a metilacdo do gene BMP3 em
plasma de individuos que apresentavam como pior lesdo detectada na colonoscopia os
adenomas precoces ou adenomas avancgados, ou que também aplicassem a técnica de ddPCR
para deteccdo do status de metilacdo. A maioria dos estudos analisados até o presente
momento, avaliam a metilacdao deste gene nos grupos de adenomas precoces e avanc¢ados a

79244480 o em bidpsias do tecido da lesdo 7° 81 82,

partir da deteccdo em amostras de fezes

Nos EUA, o teste Epi proColon® foi aprovado para uso clinico no rastreamento do
CCR, e consiste em um teste diagndstico para deteccdo da metilacdo do gene SEPT9 a partir
de amostras do sangue periférico utilizando a técnica de PCR em tempo real (qPCR).
Entretanto sua acurdcia para detectar estdgios iniciais do CCR sdo subdtimos para o
rastreamento®. Um estudo prospectivo chamado PRESEPT (Prospective Evaluation of
Septin9), utilizou uma coorte de 1.544 participantes para avaliar a performance clinica da
metilacdo do SEPT9 em uma populacdo de rastreamento de CCR. Os resultados apresentaram
a sensibilidade de 35,0%, 63,0%, 46,0% e 77,4% para os estadios de | a IV respectivamente, e
a especificidade de 91,5%. Além disso a deteccdo para adenomas avancados apresentou um
menor valor para sensibilidade (11,2%)3*. Posteriormente a este estudo, um ensaio clinico de

Xie e colaboradores para deteccdo da metilacdo do gene SEPT9 também por gPCR, relatou a

sensibilidade de 61,8% e especificidade de 86,4% para a detec¢do do CCR®4.
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No presente estudo, o ensaio para detec¢ao da metilacdo no gene SEPT9 apresentou
para o grupo adenoma precoce + adenoma avangado a sensibilidade de 60,0% e especificidade
de 55,0% e para o grupo adenoma avancado + cancer a sensibilidade foi de 64,0% e
especificidade de 57,0%. Para o grupo cancer a sensibilidade foi de 50,0% e especificidade de
90,0%. Um trabalho recente utilizando também ddPCR em amostras de plasma para deteccdo
da metilagdo do gene SEPT9 no cfDNA de participantes do rastreamento do CCR, detectou a
sensibilidade de 40,0% para adenoma precoce + adenoma avancado e 55,6% para CCR, ja a
especificidade foi de 80%°. Em suma, os nossos achados juntamente com a literatura,
sugerem que somente a analise da metilacdo do gene SEPT9 pode ser limitante na deteccao
do CCR e principalmente das lesGes precursoras.

A andlise da metilacdo do gene BMP3 é um exemplo de alteracdo que atualmente é
empregada em testes comerciais para a deteccdo precoce do CCR e de suas lesdes
precursoras. O teste Colonguard® foi aprovado nos EUA para o rastreamento do CCR. Este
teste é realizado em amostras de fezes e inclui ensaios moleculares para deteccdo da mutacao
do gene KRAS e biomarcadores de metilagao associados a neoplasia colorretal (genes NDRG4
e BMP3), além do ensaio imunoquimico para deteccdo da hemoglobina humana 8. O teste
Colonguard® apresenta uma sensibilidade de 92,3% e especificidade de 90,0% para o CCR e
sensibilidade de 42,4% para adenomas avangados®®.

No presente trabalho, a andlise isolada da metilacdo do gene BMP3 apresentou para
o grupo adenoma precoce + adenoma avangado a sensibilidade de 45,0% e especificidade de
62,0%, para o grupo adenoma avangado + cancer a sensibilidade de 45,0% e especificidade de
62,0%. Para o grupo cancer a sensibilidade foi de 40,0% e especificidade de 90,0%. Um estudo
gue avaliou a metilacdo de varios genes incluindo o BMP3 em amostras de plasma de
pacientes com CCR através da técnica de gMSP, detectou para este gene a sensibilidade de
28,5% e especificidade de 79,0% para discriminacdo do modelo de CCR e pacientes sem
lesdo**. Em um outro estudo caso-controle utilizando a técnica de gqMSP em amostras de
plasma, Ashoori e colaboradores detectaram a sensibilidade de 76,0% e especificidade de 66%
do gene BMP3 para detecgdo de CCR’’. Até o presente momento, ndo foram encontrados
estudos que analisassem a metilacdo do gene BMP3 em plasma de individuos com pior lesao
detectada na colonoscopia sendo adenomas precoces ou adenomas avang¢ados, ou que
também utilizassem a técnica de ddPCR para detec¢do dos niveis de metilacdo e construcao

do modelo de curva ROC.
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Tem sido reportado que a combinacdo de biomarcadores metilados em amostras de
soro e plasma podem alcangar uma maior sensibilidade e especificidade, e assim melhorar a
deteccdo de lesdes precursoras e rastreamento do CCR¥ 8 | Dentre os genes investigados
para o CCR, varios trabalhos avaliam o desempenho diagnéstico do gene SEPT9 junto com
outros genes candidatos*? 8 %0 porém até o momento n3o foram encontrados estudos que
analisassem a metilagdo do SEPT9 em associagdao com outros genes utilizando a técnica de
ddPCR. Um estudo recente de Jensen e colaboradores, avaliou o perfil de metilacdo de mais
de 5.000 tumores e identificaram por ddPCR trés genes marcadores (C9orf50, KCNQ5 e CLIP4)
de metilacdo do DNA especificos para CCR. A combinac¢do dos trés genes apresentou uma
sensibilidade de 85% e especificidade de 95% para detec¢cdo de CCR”™.

Um estudo de Rasmussen e colaboradores analisou a metilagao do DNA em amostras
de plasma utilizando um painel de cinco genes marcadores (RARB, SEPT9, ALX4, BMP3 e
NPTX2), incluindo SEPT9 e BMP3, na deteccdao de CCR utilizando a técnica de gMSP. Os
resultados obtidos mostraram uma sensibilidade de 87,2% para deteccdo do CCR e
especificidade de 73,5% 3. No presente estudo, foi construido o modelo de combinagdo dos
dois genes utilizando a curva ROC e a sensibilidade obtida foi de 63,0% para combinacdo dos
genes SEPT9 e BMP3 na detecgao do cancer e a especificidade de 95,0%. Observa-se que no
presente trabalho utilizando a detec¢ao da metilacdo de apenas dois genes por ddPCR,
obteve-se um valor de especificidade do teste maior quando comparado com 0s nossos
resultados utilizando apenas 1 gene e também com os achados obtidos para um painel de
cinco genes por gqMSP*. Quando comparado com trabalhos que utilizam a mesma técnica
para deteccdo de metilacdo (ddPCR), os achados do presente estudo sdo concordantes aos
resultados de Cho e colaboradores que obtiveram uma sensibilidade para todos os estadios
do cancer de 57,3% com uma especificidade de 95,0% em um painel de cinco genes
marcadores (FAM123A, GLI3, PPP1R16B, SLIT3 e TMEMS90B), utilizando a técnica de
MethyLight droplet digital PCR (MethyLight ddPCR) no cfDNA presente em amostras de
plasma 72.

O envelhecimento e o aumento da idade estdo associados a uma variedade de
doencas, incluindo o cancer. A maioria dos CCRs esporadicos ocorre em individuos com idade
igual ou superior a 50 anos, e com idade média de 60-66 anos no diagndstico’ 3*. Varios
mecanismos celulares e moleculares mediados pela idade foram propostos para induzir uma

tendéncia no tecido normal do célon a se transformarem em lesGes precursoras e CCR,
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incluindo o acimulo de mutacdes e alteracdes epigenéticas como a metilacdo®. Como a idade
é um fator associado ao CCR, esta varidvel pode ser considerada preditora para o risco de
desenvolvimento do CCR®1.

No presente trabalho, foi gerada a curva ROC a fim de construir o modelo de predicao
da combinacdo dos genes SEPT9 + BMP3 + idade acima de 60 anos (obtida da média entre os
grupos normal e cancer do nosso estudo). A sensibilidade da combinagao dos genes SEPT9 e
BMP3 + idade acima de 60 anos foi de 80,0% e especificidade 81,0%, resultados superiores
aos obtidos para os genes analisados individualmente, e quando comparados com a
combinagdo dos genes sem nenhuma outra varidvel de analise. Estes resultados sao
concordantes aos achados de um estudo que utilizou o painel de sete genes incluindo a idade
como marcador de predicdo do modelo de combinac¢do, onde a sensibilidade obtida foi de
90,7% e especificidade de 72,5% para detec¢do do CCR incluindo os estadiamentos de I-1V43,
Os modelos de predicdo podem ser uma maneira alternativa para atingir a meta de
rastreamento para detecc¢do precoce de CCR, onde a probabilidade predita ou a pontuacdo de
risco pode ser construida a partir de dados obtidos na primeira triagem para desenvolver o
modelo de predicdo de risco individual do participante. Este modelo de predi¢cdo pode entdo
ser aplicado nos rastreios subsequentes.

Uma das limitacdes do estudo se refere ao niumero de amostras do grupo cancer
guando comparado com o numero de amostras do grupo de adenoma precoce, adenoma
avancado e sem lesdo significativa. Devido ao numero reduzido de amostras principalmente
nos casos de cancer com estadiamentos menos avancados (I e 1), ndo foi possivel realizar a
analise da curva ROC, e indicadores de sensibilidade e especificidade para o grupo cancer
estratificado de acordo com o estadiamento. Além disso, outra limitacdo do estudo foi em
relacdo ao numero de genes analisados quanto a metilacdao das regides promotoras no DNA
presente nas amostras de plasma dos participantes. Sendo assim, ha a necessidade de
investigacdo da metilagdo de um painel génico contendo um maior nimero de genes
supressores tumorais, e assim a identificacdo de biomarcadores que melhorem a acurécia na
deteccdo do cancer, mas principalmente, das lesdes precursoras.

De forma geral, houve pouca variacdo entre os resultados das frequéncias de
metilacdo demonstrados por estudos prévios e o presente estudo. Além disso, os maiores
valores de copias metiladas/ml de plasma extraido e valores do status de metilagdo para os

SEPT9 e BMP3 foram detectados nos pacientes com CCR quando comparado com os grupos



80

sem lesdes significativas ou com lesdes precursoras, indicando que a metilacdo das regides
promotoras dos genes SEPT9 e BMP3, isoladamente, ndo se apresenta como biomarcador
ideal para uso no rastreamento do CCR, neste momento. Por outro lado, os modelos de
predicdo da combinagdo dos genes SEPT9 e BMP3, e a combinagdo dos genes mais a idade
média de 60 anos, demonstrou melhor performance para deteccdo do CCR quando
comparado com o resultado das curvas para os genes individuais, indicando que a combinacgao

obteve uma maior acuracia no teste.
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9 CONCLUSAO

Pelo presente estudo, conclui-se que:
1. Aconcentragdo de cfDNA foi significativamente maior no grupo com adenoma

avancado + cancer em comparag¢ao com o grupo sem lesdo.

2. Astatus de metilacdo do gene SEPT9 foi significativamente maior no grupo CCR
quando comparado aos outros grupos. Além disso, o status de metilagdo do SEPT9 também
foi maior no CCR metastdtico quando comparado os demais estadiamentos. Quanto a
metilacdo do gene BMP3, ndo houve diferenca do status de metilacdo entre grupos de pior

lesdo ou entre os grupos de estadiamento do cancer.

3. Emrelacdo a performance de cada gene, para o gene SEPT9, utilizando o cutoff
de 0,84% (AUC=0,645) do status de metilagdo, que discrimina o grupo CCR + AA vs sem lesao,
0 numero de casos positivos de CCR foi de 63,9%, AP de 57,5% e AA de 52,3%, com uma
sensibilidade de 64% e especificidade de 57%. Considerando o cutoff de 2,50% (AUC=0,681),
que discrimina o grupo CCR vs sem lesdao, o numero de casos positivos de CCR foi de 52,7%,
AP de 15,9%, e 16,0% de AA, com uma sensibilidade de 50% e especificidade de 90%. No grupo
CCR as maiores frequéncias de casos positivos foram o do estadiamento IV, 100% em ambos

os cutoffs.

4. Para o gene BMP3, o cutoff de 0,16% (AUC=0,557) do status de metilagdo, que
discrimina o grupo CCR + AA vs sem lesdao, o numero de casos positivos de CCR foi de 42,9%,
AP de 45,5%, e AA de 46,7%, com uma sensibilidade de 45% e especificidade de 62%. Para o
cutoff de 2,30% (AUC=0,576), que discrimina o grupo CCR vs sem lesdo, a sensibilidade foi de
40% e especificidade de 90% e a frequéncia com numero de casos positivos de 18,2% para o

AP, 13,3% de AA e 37,1% para o grupo CCR.

5. O modelo de combinac¢do do SEPT9 + BMP3+ idade acima de 60 anos, mostrou
melhor performance para detec¢do do CCR (AUC= 0,845) com a sensibilidade de 80% e
especificidade de 81%.
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Concluindo, nossos resultados sugerem que esses biomarcadores isolados ndo sdo ideais para

serem utilizados no rastreamento do CCR.
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