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Resumo

Saccaro DM. Verificagdo de mutagdes somaticas em cancer de mama subtipo luminal de

pacientes jovens [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

A maioria dos canceres de mama s3o decorrentes de mutagdes somaticas que ocorrem
ao longo da vida. As mulheres acima dos 50 anos tém maior risco de desenvolver a doenca,
porém cerca de 4% dos casos ocorre em mulheres muito jovens, com idade entre 20 e 34 anos.
Nesta faixa etaria, o cancer de mama pode apresentar pior progndstico, associado a uma maior
frequéncia de tumor de alto grau histologico, elevada taxa de proliferagdo celular, presenga de
invasdo linfovascular e maior chance de doenga triplo negativa. Apesar de pouco frequente em
pacientes jovens, o cancer de mama ¢é o cancer mais frequente em mulheres jovens e o subtipo
luminal é o que corresponde ao maior nimero de casos nesta faixa etaria. Entretanto, até o
momento, poucos estudos foram dedicados a caracterizagdo molecular do cancer de mama
nestas pacientes. Logo, o objetivo deste trabalho ¢é realizar a detec¢do de variantes somaticas em
um painel de genes em cancer de mama subtipo luminal de pacientes jovens (<35 anos).
O painel incluiu potenciais genes driver identificados previamente em cancer de mama luminal
de pacientes jovens, além de outros candidatos provenientes da literatura e bancos de dados de
mutagdes somaticas. O DNA foi obtido de amostra tumoral emblocada em parafina e sangue
periférico para o sequenciamento. Dentre as 19 amostras analisadas, 9 apresentaram variantes
patogénicas em 13 genes diferentes. Duas pacientes destacaram-se por apresentar tanto variantes
patogénicas somaticas no tumor como germinativas no sangue. Destas, uma paciente apresentou
quatro variantes, sendo trés alteracdes somaticas, uma alteracdo nonsense em PRKARIA e duas
missenses, uma em SEMA6D e outra em PTEN, assim como uma alteragdo germinativa
missense em BRCA2. Em uma tUnica paciente foram identificadas duas alteragdes, ambas
frameshift, sendo uma variante somatica em 7P53 e uma germinativa em BRCAI. Dentre as
variantes exclusivamente somaticas, trés participantes apresentaram variantes em GATA3, todas
frameshift, sendo este o gene mais frequentemente alterado nesta coorte. Uma destas
participantes apresentou, em concomitancia, uma variante frameshift em GRHLZ2. Outra
paciente apresentou uma variante frameshift em MENI. Uma Unica paciente apresentou 6
alteragdes somaticas, uma nonsense em NF1 e 5 missenses em CACNAIE, FAT2, NFI e
AHNAK. Outras duas pacientes apresentaram alteragdes missenses em PIK3CA ¢ AKTI, cada
um em uma paciente. Os genes relatados, exceto FAT2 e NFI, foram previamente descritos
em cancer luminal de mulheres jovens, resultado que comprova a sua acdo na causalidade do
cancer. Novas pesquisas devem ser realizadas para comprovar essas informagdes.

Palavras chave: pacientes, neoplasia da mama, DNA, genes, mutagio e sequenciamento

de nucleotideos em larga escala.



Abstract

Saccaro DM. Somatic mutations in a gene panel in luminal breast cancer from young patients

[Thesis]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2020.

Most breast cancers are due to somatic mutations that occur along the person
lifetime. Women over 50 years have a higher risk of developing breast cancer, but about 4% of
the cases occur in very young women, aged 20 to 34 years. In this age group, breast cancer may
have a worse prognosis associated with a higher frequency of tumors with high histological
grade, high cell proliferation rate, occurrence of lymphovascular invasion and higher chance of
triple negative disease. Although uncommon in young patients, breast cancer is the most
common cancer in young women and the luminal subtype accounts for the largest number of
breast cancer cases in this age group. However, few studies have reported the molecular
characterization of luminal cancer in young patients. Therefore, the objective of this study is to
detect somatic variants in a panel of genes in luminal breast cancer from young patients (<35
years). The panel included potential driver genes previously identified in luminal breast cancer
from young patients, as well as other candidates reported in the literature and somatic mutation
databases. DNA from paraffin-embedded tumor samples and peripheral blood mononuclear
cells were obtained for next generation sequencing. Among the 19 samples analyzed,
9 presented pathogenic variants identified in 13 different genes. Two patients present both
somatic pathogenic variants on tumor and germline on blood. Of these, one patient presented
four variants, three somatic alterations, one nonsense in PRKARIA and two missenses in
SEMAG6D and PTEN, as well as a missense germinative alteration in BRCA2. Two variants were
identified in a single patient, both frameshift, one somatic variant in 7P53 and one germline in
BRCAI. Among the exclusively somatic pathogenic alterations, three participants presented
GATA3 variants, all frameshift. GATA3 was the most frequently altered gene in this cohort. One
of these participants presented, simultaneously, a somatic frameshift variant in GRHL2. Another
patient presented a somatic frameshift variant in MENI. A single patient presented 6 somatic
variants, one nonsense in NF/ and 5 missenses in CACNAIE, FAT2, NFI and AHNAK. Two
other patients had missense alterations in PIK3CA and AKT1, each in one patient. The reported
genes, except FAT2 and NFI, were previously described in luminal cancer of young women.
These result indicated that these genes have important functions on breast cancer of young

patients. New research need to be perform to prove these information.

Keywords: patients, breast cancer, DNA, genes, large-scale nucleotide mutation and

sequencing.
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1. Introducao

O cancer de mama ¢ o carcinoma mais frequentemente diagnosticado e a
principal causa de morte entre mulheres na populacdo mundial. De acordo com o Global
Cancer Observatory foram estimados para a América Latina em torno de 572.000 novos
casos de cancer mama para o ano 2020 (GLOBOCAN, 2018). No Brasil o cancer de
mama ¢ o cancer mais frequente entre mulheres, com exce¢do do cancer de pele ndo
melanoma. Em pacientes brasileiras, a incidéncia de cancer de mama ¢ elevada em
diversas regides do pais, especialmente no Sudeste e Sul. Entretanto a regido Norte ¢
uma exceg¢do pois a taxa de incidéncia deste cancer ¢ semelhante ao de cancer de colo

do utero (INCA, 2019).

Diversos fatores podem influenciar o desenvolvimento e progressdo do cancer
de mama como a idade (incidéncia crescente de acordo com o aumento da idade),
historico familiar de cancer de mama e ovario, histérico hormonal (menarca precoce e
menopausa tardia) e historico reprodutivo (1°gestacdo tardia e auséncia de gestacdo).
Em relacdo a idade, as mulheres acima dos 50 anos sdo as mais propensas a ser
diagnosticadas com cancer de mama. Entretanto 4,0% dos casos ocorrem em mulheres
jovens, ou seja, com menos de 40 anos (FOSP 2015). De acordo com diversos estudos,
as pacientes jovens com cancer de mama apresentam um pior progndstico com maior
indice de mortalidade ¢ menor sobrevida global em comparagdo as pacientes pos-

menopausadas (Han et al., 2004; Bollet et al., 2007).

As pacientes jovens tendem a apresentar maiores taxas de recidiva local, uma
vez que podem ser diagnosticadas com mais frequéncia com cancer de mama de alto
grau histologico, elevada taxa de proliferacdo e presenca de invasdo linfovascular, em
relagdo as registradas em pacientes idosas (Ribnikar et al., 2015). Outra caracteristica
histologica predominante em pacientes jovens € o diagnostico de carcinoma ductal
invasivo, que, em torno de 50% dos casos, ja apresentam comprometimento de

linfonodos (Copson, et al., 2013).

Neste contexto podem-se citar alguns estudos clinico-patologicos realizados em
tumores de mama provenientes de mulheres de diferentes faixas etarias. As pacientes
jovens (<40 anos) foram diagnosticadas com tumores de maior tamanho ¢ com

comprometimento de linfonodos (Anders et al., 2008). Outra pesquisa comparou o



tamanho dos tumores de mulheres jovens e pos-menopausadas sem metastase, e
constatou que 60% dos tumores das pacientes jovens apresentaram-se em estadios mais

avancados da doenca (II e I1I) (Gajdos et al., 2000).

Em relacdo ao diagnodstico de cancer de mama considera-se o tipo histologico,
grau histologico, expressao de receptores hormonais e fator de crescimento epitelial
HER2 (WHO, 2018). Além disso, identifica-se o subtipo molecular do tumor; Luminal
A, Luminal B, HER2 e Basal (Sorlie et al., 2001; Perou et al., 2000). O subtipo Luminal
A apresenta alta expressdo dos receptores de estrogénio e progesterona (ER+/PR+),
baixo indice de proliferacdo celular, HER2 negativo e expressdo de citoqueratinas 7/8 e
18/19. O subtipo Luminal B apresenta padrdo de expressdo semelhante ao Luminal A,
porém com maiores taxas de proliferagdo celular e/ou expressao de HER2. Os outros
dois subtipos sdo basal e HER2. Eles ndao expressam os receptores hormonais (ER-/PR-
), e apresentam alto grau histologico e nuclear. Entretanto, ha uma grande diferenga
entre esses dois subtipos. O HER2 ¢ caracterizado pela expressdo elevada deste
oncogene (ER-/PR-/HER+). O subtipo basal ¢ referido por muitos autores como triplo
negativo (ER-/PR-/HER-), no entanto o paralelismo ¢ parcial. Os tumores basais em
geral expressam citoqueratinas 5, 6, 17 e/ou fator de crescimento epidérmico (EGF).
Assim a partir do uso desses marcadores imuno-histoquimicos é possivel estimar

fenotipicamente o perfil do subtipo basaloide (Paik et al., 2004; Van't Veer et al., 2002).

1.1 Mutacdes Somaticas

O cancer de mama ¢ caracterizado pela heterogeneidade tumoral, uma vez que
as alteragdes genéticas do tecido epitelial mamdrio s@o responsaveis pelo
desenvolvimento dos diferentes subtipos moleculares (Hanahan et al., 2011). Essas
alteracdes genéticas podem ser mutagdes pontuais, delecdes, amplificagdes e
translocagdes, que ocorrem em células germinativas e/ou somaticas. As mutacdes
germinativas sdo detectadas nos gametas (6vulos e espermatozodides), sendo transmitida
apos a fecundagdo para as geragdes celulares subsequentes. Em contrapartida as
mutagdes somaticas sdo provocadas pelo modo de vida de cada individuo ou por
agentes carcinogénicos. No caso das mulheres com cancer de mama, a exposicdo
endogena ao hormdnio estrogénio € considerado um importante fator promotor de

tumor. Outros fatores exdgenos podem promover alteragdes hormonais como a



realizacdo de terapia de reposi¢do hormonal. Esses fatores carcinogénicos favorecem a
promogdo de modificagdes nos processos de crescimento, proliferacdo e sinalizacdo

celular (Balmain et al., 2003).

A maioria dos canceres de mama (90%) é decorrente de mutagdes somaticas.
Existem dois tipos de mutagdes somaticas: driver e passenger. As mutagdes driver
proporcionam uma vantagem seletiva, portanto estdo diretamente envolvidas na génese
do cancer e progressdo tumoral. Elas sdo promovidas pela ativacdo de proto-oncogenes
em oncogenes ou pela perda de funcdo de genes supressores de tumor. As mutagdes
passenger podem contribuir para a ocorréncia da carcinogénese, mas apenas quando

associadas as mutagoes driver (Greenman et al., 2007).

O grande desafio atual ¢ identificar quais s@o as alteragdes driver, uma vez que
as mutacgdes passenger constituem a maioria das mutacdes somaticas (Garraway, L. &
Lander, E. 2013). Novos algoritmos estdo sendo desenvolvidos para a detec¢do de genes
driver, sendo a maioria baseado na frequéncia ou padrio de muta¢des em tumores,
assim como na patogenicidade prevista (Tokheim et al., 2016). A identifica¢do precisa
de genes driver ¢ fundamental para o avango das pesquisas e personalizagdo do

tratamento dos pacientes (Althubaiti et al., 2019).

Através de consulta no Catdlogo de Muta¢des Somaticas (COSMIC), um total
de 55.940 amostras de cancer de mama foram registradas, destas 12.341 apresentaram
mutagdes somaticas, sendo principalmente nos genes TP53 (26%), PIK3CA (19%),
ESR1 8%), CDHI  (11%), GATA3  (10%) e  MAP3KI  (8%)

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic, pesquisa realizada em 19/02/2020).

O bidlogo Theodor Boveri foi o primeiro a propor, que as mutacdes somaticas
causam o cancer (Knudson, 2000; 2002). A primeira constatagdo deste conceito foi a
demonstragdo de que a leucemia mieldide cronica por ocorrer através de uma
translocacdo cromossomica recorrente, formando o cromossomo Filadélfia, conforme
demonstrado por Nowell e Hungerford em 1960. Essa descoberta foi realizada através
da técnica de citogenética, provavelmente o primeiro método utilizado para a
exploracdo do genoma do cancer. Desde entdo, diversos oncogenes ativados por

translocagdes cromossdmicas foram identificados (Mitelman, 2000).



Além da técnica de citogenética outras abordagens sistematicas do genoma
possibilitaram a descoberta de genes importantes, como o mapeamento de genes de
pacientes com historico familiar, a analise da perda de alelos por delecdes homozigotas

e heterozigotas, e a transfec¢do de oncogenes (Weir et al., 2004).

Recentes descobertas foram realizadas como o sequenciamento de nova geragao
(Next Generation Sequencing, NGS). Ele possibilita a decodificagdo de todo o exoma
ou genoma, através de uma caracterizagdo molecular abrangente. O avanco da
tecnologia NGS permitiu que os grupos de pesquisa sobre cancer utilizassem as técnicas
de sequenciamento para identificar mutagdes em um maior nimero de amostras, assim
como a descoberta de genes alterados com baixa frequéncia, de alteracdes em sitios de

splicing e mutag¢des em reguladores epigenéticos (Watson et al., 2013).

Além do sequenciamento do genoma e exoma foram elaboradas novas técnicas
moleculares como os painéis de genes, através do qual é possivel sequenciar amostras
em um painel composto por um nimero determinado de genes relacionados a canceres
especificos. Uma variedade de painéis génicos tem sido proposta para auxiliar no
diagnostico das pacientes com cancer de mama, do qual € possivel identificar mutacdes
em genes driver e indicar um tratamento personalizado. Esta técnica molecular
apresenta algumas vantagens em relacdo as demais, o0 menor custo € 0 menor tempo
necessario para o sequenciamento das amostras, fatores que favorecem a sua aplicagdo

na rotina laboratorial (Gray et al., 2015).

O sequenciamento do painel de genes ¢ realizado através da técnica target
sequencing com a amplificacdo de multiplas regides genOmicas simultaneamente
(multiplex PCR). Essa técnica possibilita a analise de diversos genes, assim como o
sequenciamento de amostras com determinadas limitagdes, como pouca quantidade de
DNA e/ou DNA fragmentado, como o proveniente de tecido emblocado em parafina

(Hoogstraat et al., 2015).

A partir da ampla aplicagdo do sequenciamento genomico em larga escala foram
desenvolvidos modelos matematicos direcionados para avaliar a evolu¢do dos tumores,
assim como auxiliar na identificacdo de genes mutados em diversos canceres, como 0s
que estdo correlacionados a diferentes subtipos, como os subtipos moleculares de cancer

de mama (Stephens et al., 2012).



A analise de mutacdes associada a utilizagdo de novos algoritmos promoveram a
definicdo de um padrio especifico de frequéncia de mutagdes somaticas denominada
assinatura mutacional. O perfil das assinaturas mutacionais ¢ composto por diferentes
combinagdes de nucleotideos, que contém seis tipos de substituigdo (C> A, C> G, C> T,
T> A, T> C e T> G) e 96 possiveis combinacdes de trinucleotideos, validadas através

do genoma de referéncia humano Hg19 (Nik-Zainal et al., 2016).

Um total de 12 assinaturas foi documentado em amostras de tumores de mama.
As assinaturas 1 e 5 estdo associadas a idade ao diagnostico. As assinaturas 2 e 13 estdo
relacionadas a alteracdes epigenéticas promovidas pelas enzimas citidina desaminases
da familia APOBEC. As assinaturas 3 e 8 referem-se a deficiéncia dos genes
supressores tumorais BRCAI e BRCA2. As assinaturas 6, 20 ¢ 26 estdo relacionadas a
modifica¢des no processo de reparo de DNA. As assinaturas 17, 18 e 30 sdo de etiologia

desconhecida (Nick-Zaidal e Morganella, 2017).

Atualmente as inovagdes tecnologicas, sequenciamento do genoma e exoma
completo, possibilitaram a deteccdo de alteragdes genéticas em grande escala,
favorecendo a identificacdo de um maior nimero de assinaturas mutacionais (Helleday,
Eshtad & Nik Zainal, 2014). A aplicacdo dessas técnicas moleculares promoveram a
geracdo de um abrangente catdlogo gendmico, denominado Consoércio do Genoma do
Cancer Internacional (ICGC). Ele foi gerado apo6s o lancamento do Cancer Genome
Project (CGP) no Reino Unido em 2000 e The Cancer Genome Atlas (TCGA) nos
Estados Unidos em 2006. Os grupos de trabalho do TCGA e CGP disponibilizaram
analises genomicas completas de diversos tipos de céancer, assim como efetuaram a
caracterizacdo molecular de canceres comuns de diferentes populacdes localizadas em

variadas regides geograficas (Cancer Genomic Atlas, 2013).

De acordo com dados do TCGA (https:/portal.gdc.cancer.gov/), at¢ o dia
19/02/2020 um total de 8813 casos de cancer de mama foram depositados neste banco
de dados, referente a mulheres na faixa etaria de 20 - 80 anos, foram descritos como
genes mais frequentemente alterados; 7P53 (36,89%), PIK3CA (34,43%), CDHI
(15,27%), GATA3 (14,14%) e MAP3K1 (9,22%).

Em comparagdo aos estudos de pacientes pos-menopausadas, sdo poucas as

pesquisas relacionadas a caracterizagdo molecular do tumor de pacientes jovens. Para



fornecer mais informagdes sobre essas pacientes, algumas publicacdes relevantes estdo

descritas a seguir.

A partir de um grande nimero de pacientes com cancer de mama, 2500
mulheres, foi realizado um estudo comparativo entre mulheres jovens (<45 anos) e
idosas (=55 anos), a partir de dados provenientes de estudos do TCGA e METABRIC.
Como técnicas moleculares foram realizados transcriptomas (RNAseq) analises de
metilacdo e proteinas (Reverse Phase Protein Array). Pela analise de transcriptoma
foram identificados 5 genes com taxas de mutagdo significativamente diferentes entre os
tumores de pacientes pré-menopausadas e pos-menopausadas, respectivamente; CDH I
(14,5% vs 2,9%), GATA3 (9,4% vs 18,6%), MLL3 (13,3% vs 4,9%), GPS2 (0,8% vs
3,9%) e PI3KCA (48,7% vs 37,3%). Destacaram-se em amostras de pacientes jovens a
hipermetilagdo do gene ESRI, processo que promoveu modificacdes nas vias de
sinalizagdo desse gene. Pela andlise integrativa dessas técnicas, os tumores das
pacientes jovens apresentaram uma hiperexpressdo das vias de sinalizagdo de EGFR
(fator de crescimento epitelial), TGFJ3 (fator de necrose tumoral) e integrina/laminina

(adesao celular) (Liao et al., 2015).

Um estudo de expressdo génica por microarray avaliou uma coorte de mulheres
jovens com cancer de mama (<45 anos) e idosas (=65 anos). As amostras de pacientes
jovens apresentaram uma desregulagdo das vias de transdugdo de sinal dos genes PI3K,
MYC e B-catenina, associada a um pior prognostico, resultado oposto ao obtido para as

mulheres idosas (Anders et al., 2008).

Em um estudo direcionado para pacientes com cancer de mama subtipo luminal
foram analisados tumores de 47 mulheres jovens da Coréia do Sul (<35 anos). Essa
coorte apresentou um maior indice mutacional (2,4 mutagdes por Mb), em relacdo ao
referente perfil de pacientes relatadas em estudos do TCGA (1,12 muta¢des por Mb).
Ambas as alteragdes, somaticas e germinativas, foram avaliadas e destacaram-se por
promover alteragdes especialmente em genes de reparo do DNA; BRCAI, BRCA2, TP53
e MSHI. Em relagdo a modificagdes no numero de copias, foram detectadas
amplificacdes nos genes CCNDI, ERBB2, RPS6KBI, ZNF703, e delegdes nos genes
NCORI e MAP2K3. As assinaturas mais frequentemente detectadas em ambos os
grupos etarios foram relacionadas a enzima APOBEC, familia proteica com funcdo

citidina deaminase, e transicoes C>T associadas a idade. Além destas consideracdes,



apos a analise do perfil transcricional, as pacientes jovens foram classificadas em trés
subgrupos; Grupo A; pacientes luminal A (HER2 negativo) com ativagdo das vias de
ER alpha, alteragcdo da via de sinalizacdo de /GFIR, e regulacdo negativa de PLKI,
Grupo B: pacientes luminal B (HER2 negativo) com mutacdes no gene GATA3,
ativacdo da transi¢do epitélio-mesenquimal, instabilidade cromossomica, inativacdo do
sistema imune ¢ desregulacdo da via do reparo de DNA dupla fita; Grupo C: pacientes
luminal B (HER2 positivo) com a promogao da ativagdo do sistema imune (7NF, IFN-y,

células T e proteinas CD28) (Park et al., 2019).

Em outro estudo realizado em pacientes coreanas pré-menopausadas na faixa
etaria com cancer de mama recidivado, entre 25 e 49 anos, foram analisados tumores de
mama através do sequenciamento completo do exoma. Dentre as 63 pacientes jovens
avaliadas foram detectadas, pelo menos, uma alteracdo em vias de sinalizacdo
relacionada a regulagdo do ciclo celular e modificagdes em p53. As mutagcdes somaticas
mais frequentes nesta coorte ocorreram nos genes 7P53, PIK3CA e GATA3, seguido por
ERBB2, MYC KMT2C, PRKARIA, CDKNIB, CCNDI e MLHI. Assim como no estudo
anterior, nesta pesquisa foi realizada uma comparagao entre pacientes jovens coreanas €
pacientes com o mesmo perfil de estudos do TCGA e ICGC, isto ¢, jovens com recidiva
do tumor. Entre os resultados relatados destacou-se a maior prevaléncia de alteragdes no

gene TP53 em pacientes da coorte asiatica (Yap et al., 2018).

Outra pesquisa também identificou assinaturas mutacionais caracteristicas de
uma coorte asidtica de pacientes jovens com cancer de mama. Neste trabalho foi
realizado o exoma completo e sequenciamento do RNA de amostras de tumores de 76
pacientes japonesas jovens na faixa etaria de 25-39 anos. A principal causa de
mutagénese desta coorte foi associada a assinatura molecular APOBEC, seguida pela
deficiéncia funcional dos genes BRCAI e BRCA2. Além das mutagdes somaticas,
também foram detectadas mutagdes germinativas prevalentes nos genes BRCA2, TP53 e

CHEK?2 (Kanke et al., 2017).

Um estudo recente teve como objetivo realizar a caracterizacdo molecular de
pacientes jovens com cancer de mama de paises da América Latina, incluindo Chile,
Coldémbia, Costa Rica e México. Atualmente este estudo estd em andamento e 0s
resultados prévios foram publicados. O sequenciamento do exoma de 12 amostras

tumorais (2 luminal A e 10 triplo negativo) revelou uma média de 3,9 alteragdes por



MB (missenses ¢ dele¢des). Entre os genes mais frequentemente alterados destacam-se
TP53, RBI1, PIK3CA e AHNAK, além de genes de grandes tamanhos como MUC ¢ TTN
(Oliver et al., 2019).

O nosso grupo também avaliou o perfil mutacional de tumores de mama subtipo
luminal (HER2 negativo) de pacientes jovens (<35 anos). As amostras de tumores
foram submetidas ao sequenciamento do exoma completo, que promoveu a
identificacdo de variantes somaticas em potenciais genes associados ao cancer como
GRHL2, PIK34APl, CACNAIE, SEMA6D, SMURF2, RSBNI e MTHFD2. As
informagdes desse exoma foram integradas aos dados de 29 pacientes jovens, com o
mesmo perfil (luminal HER2 negativo), provenientes do banco de dados COSMIC.
Observou-se, por amostra, uma mediana de seis genes acometidos por variantes
somaticas missenses, cujos genes mais frequentemente alterados foram PIK3CA,
GATA3, TP53 e MAP2K4. Do total de 37 tumores, 16 (43%) apresentaram variantes
somaticas missenses em pelo menos um gene de reparo do DNA (ATR, BAPI, ERCC6,
FANCD2, FANCL, MLHI1, MUTYH, PALB2, POLDI, POLE, RADYA, RAD51 e TP53).
Além disso, 20 de 37 tumores (54%) apresentaram variantes somaticas patogénicas, isto
¢, alteragdes frameshift ou nonsense, em pelo menos um gene envolvido no processo de

transcri¢do génica (Encinas et al., 2018).



2.0bjetivo

O objetivo deste trabalho ¢ ampliar a detec¢do de variantes génicas somaticas
em tumores de pacientes jovens brasileiras (<35 anos) diagnosticadas com cancer de
mama subtipo luminal, através da utilizacdo de um painel génico composto por
potenciais genes drivers, identificados em estudo anterior do nosso grupo, além de

outros candidatos provenientes da literatura e bancos de dados de mutacdes somaticas.
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3. Casuistica e Métodos

3.1 Pacientes jovens com cincer de mama

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CAAE: 887663218.0.0000.0065). Um total de
44 pacientes jovens (<35 anos) foram convidadas, aceitaram participar do estudo e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As pacientes foram selecionadas a partir do levantamento de mulheres jovens
com diagnodstico de cincer de mama, atendidas no periodo de janeiro de 2018 a
fevereiro de 2019, no Instituto do Céancer do Estado de Sao Paulo (ICESP). O processo
de selegdo foi conduzido através do acesso ao Sistema TASY de Gestdo (Philips
Healtcare), que contém informacdes clinico-patoldgicas de pacientes do ICESP.

A inclusdo das pacientes neste estudo foi realizada de acordo com os seguintes critérios:

Critérios de inclusio de pacientes com cancer de mama

Idade ao diagnostico Entre 18 a <35 anos

Tipo histologico do tumor Carcinoma mamario ductal invasivo
Subtipo molecular Luminal A e B

Imuno-histoquimica ER+ HER2-

Tecido emblocado em parafina  material presente no I[CESP
Celularidade do tecido tumoral  >40%

As pacientes selecionadas, conforme com estas caracteristicas, foram
contatadas via telefone, do qual verificamos o interesse e disponibilidade em participar
do estudo. No dia da consulta médica, apds o atendimento médico, apresentamos o
projeto de pesquisa as pacientes e esclarecemos possiveis duvidas. Apos esse

procedimento, aplicamos o TCLE e realizamos a coleta de sangue.

3.2 Processamento do sangue para separacio de células mononucleares

O volume de 15 ml de sangue foi coletado por pun¢do venosa no antebrago em
tubos com acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) e processado pela equipe do
Biobanco do ICESP. Inicialmente foi realizada a separagdo do plasma do sangue total,
através de uma centrifugagdo, a 3000g durante 10 minutos a temperatura ambiente. As

células mononucleares do sangue (buffy coat) e as hemacias foram transferidas para
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tubos Falcon de 50 ml e solubilizadas em tampao Tris-EDTA (TE 1X) pH 8,0 (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA) até atingir o volume de 40ml. As amostras foram
homogeneizadas em vortex por 2 minutos e posterior centrifugacdo a 2300g por 7
minutos. O sobrenadante foi descartado com cuidados para nao perder o buffy coat e foi
adicionado novamente TE 1X até o volume de 20 ml. As amostras foram novamente
homogeneizadas em vortex por 2 minutos e posterior centrifugacdo a 2300g por 7
minutos. Na tltima etapa desse processo, o sobrenadante foi descartado, mantendo um
volume de aproximadamente 200 pl por pellet, cuidadosamente homogeneizado por
ressuspensdo. As amostras foram transferidas para microtubos de 1,5ml, centrifugadas

por 5 minutos em velocidade méaxima (11.0000g) e acondicionadas em freezer a -80°C.

3.3 Extracido do DNA de células mononucleares do sangue

Os microtubos contendo as células mononucleares (buffy coat) foram retirados
do freezer e mantidos em temperatura ambiente. Como o volume inicial ideal era de
200 pl, o reagente TE 1x foi utilizado para completar o volume desejado. Apds o
preparo das amostras, foi realizada a extragdo do DNA com a aplicagdo do Kit QlAmp
DNA Blood Mini (Quiagen, 51104). A metodologia deste procedimento esta descrita

abaixo.

e Lise enzimatica

Na primeira etapa de extracdo do DNA foi efetuada a lise celular, pela adi¢do
de 20 pl de solugdo protease (Proteinase K) e 200 pl de tampao de lise (Buffer AL) em
cada amostra. O material foi homogeneizado em vortex durante 15 segundos e
incubado a 56°C por 40 minutos com agitagdo a 650 rpm (Eppendorf Thermomixer).
Apos a incubacdo, foram adicionados 200 pl de etanol 100%, homogeneizados por
pulso no vortex e breve centrifugacao.

O volume total do material lisado foi transferido para uma coluna (previamente
colocada dentro do tubo de coleta de 2 ml) e centrifugada a 6000 g por 1 minuto, com
posterior descarte do filtrado. Uma etapa opcional foi realizada quando o lisado ndo
passava completamente através da coluna, através de uma centrifugacdo em velocidade

maxima durante 1 minuto.



12

e [avagem
A etapa de lavagem foi utilizada para a retirada de possiveis impurezas
presentes na coluna de extracdo, tais como sais e proteinas. Na primeira etapa, 500 ul
de Buffer AW1 sao adicionados as colunas com centrifuga¢do a 6000 g por 1 minuto e
posterior descarte do filtrado. Na sequéncia foram aplicados 500 pl do Buffer AW2
com centrifuga¢do em velocidade maxima por 3 minutos e descarte do filtrado. Para a
maior eficiéncia deste procedimento, uma centrifugagdo adicional foi realizada em

velocidade maxima por 1 minuto.

e FEluicdo
Para a eluicdo do DNA, as colunas foram transferidas para microtubos de 1,5
mL DNAse-free e adicionados 100 pL. de UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water (Invitrogen, 10977-023) no centro da coluna, incubado a temperatura ambiente
por 5 minuto e centrifugado a 6.000 g por 1 minuto. As colunas foram removidas e
adicionadas em outro tubo de 1,5 ml e o processo de eluicdo foi repetido por mais uma

vez, para obter uma segunda eluigdo.

e Quantificacdo do DNA

Uma aliquota de cada amostra foi utilizada para quantificar e avaliar a
integridade do DNA gendmico A quantificacdo das amostras foi realizada no aparelho
Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc). A partir de uma
aliquota de 1 pl é possivel obter uma avaliacdo quantitativa dos seguintes fatores:
concentragdo de DNA (ng/ul), pureza referente a presenga de proteinas (260/280nm,
medida ideal: 1,8 a 2,0) e contaminagdo com outros compostos (260/230 nm, medida
ideal: 1,8 a 2,0). Apds essa andlise, os microtubos contendo as amostras de DNA de

células mononucleares do sangue foram armazenados a -20°C.

3.4 Extracao do DNA de tecido tumoral emblocado em parafina

Para a utilizagdo do material parafinado, inicialmente os blocos e as respectivas
laminas, coradas com hematoxilina-eosina (HE), foram avaliados pelo médico-
patologista do Servigo de Patologia do ICESP, do qual foi realizada a identificacdo das

regides com maior concentracdo de células tumorais. As regides com mais de 40% de
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células tumorais, foram delimitadas e posteriormente cortadas no micrétomo em cinco
cortes de 20 um por amostra. Esse material foi adicionado em microtubos de 1,5ml ¢
acondicionado a 4°C. O procedimento para a extragdo do DNA das amostras esta

descrito a seguir.

e Desparafinizacao

Para ter acesso as amostras de tecido tumoral, a parafina deve ser retirada.
Nesse processo foi aplicado 1 ml de xilol 100% em cada microtubo contendo os cortes
de tecido tumoral. As amostras foram homogeneizadas em vortex durante 10 segundos
e incubadas em duas etapas: 65°C por 10 minutos e 67°C por 45 minutos. Apods a
incubagdo, as amostras foram centrifugadas em velocidade maxima por 2 minutos e o

sobrenadante foi descartado.

Na sequéncia, o volume de 1ml de etanol 100% foi adicionado nas amostras,
homogeneizado em voértex por 10 segundos e centrifugado em velocidade maxima por
2 minutos, seguido pelo descarte do sobrenadante. Esse processo foi repetido por 2
vezes. Para a remogdo total do etanol, os microtubos contendo os pellets das amostras
foram invertidos e mantidos com a tampa aberta durante 10 minutos em temperatura
ambiente. Como procedimento adicional, esse material foi incubado a 37°C, até a
completa secagem do etanol. Apenas apos todo esse processo, deve-se prosseguir para
a extragdo de DNA do tecido tumoral. Para esse procedimento foi utilizado o kit

QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen - 56404), conforme descri¢do abaixo.

e Lise enzimatica

As solugdes de lise, Buffer ATL (180 pl) e Proteinase K (20 pl), foram
aplicadas no pellet de cada amostra e homogeneizadas em vortex durante 10 segundos.
Duas etapas de incubacdo foram realizadas: 56°C por 4 horas em agitagdo a 650 rpm
(Eppendorf Thermomixer) e 90°C por 30 minutos. Uma breve centrifugacdo foi
efetuada para retirada de residuos da tampa. Para garantir remoc¢do de RNA, em cada
foram adicionados 8 pL. de RNase A (100 mg/uL), homogeneizados por vortex por 15

segundos e incubado por 2 minutos. Na sequéncia foi realizada uma nova lise celular
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através da aplicagdo do volume de 200 ul de Buffer AL e 200 ul de etanol 100%. O
material contendo esses reagentes foi homogeneizado em vortex durante 10 segundos,

seguido por uma breve centrifugacao.

e [Lavagem

Para a lavagem do material, as amostra foram cuidadosamente transferidas para
as colunas, centrifugadas a 6000 g por 1 minuto com posterior descarte do filtrado.
Na sequéncia foi adicionado nas amostras o volume de 500 pl de Buffer AWI, com
centrifugacdo a 6000 g por 1 minuto e descarte do filtrado. O Buffer AW2, contendo o
volume de 500 pl, foi seguidamente adicionado nas amostras, centrifugado a 6000 g
por 1 minuto, posterior descarte do filtrado. Uma centrifugacdo adicional, em
velocidade maxima por 3 minutos, foi realizada para garantir a remocao de qualquer

residuo das membranas de cada coluna.

e Elui¢do

As colunas foram transferidas para novos microtubos de 1,5ml, no qual foram
adicionados em cada amostra 30 pl de UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water (Invitrogen, 10977-023). Durante a eluicdo esse material foi mantido por 5
minutos em temperatura ambiente e centrifugado em velocidade maxima por 1 minuto.
As colunas foram removidas e adicionadas em outro tubo de 1,5 mL. O processo de
eluicdo foi repetido por mais uma vez para obter uma segunda elui¢do das amostras.
Uma aliquota de 1 pl da amostra de DNA foi avaliada quantitativamente, através da
utilizagdo do equipamento Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc). Os tubos contendo as amostras de DNA do tecido tumoral foram

armazenados a -20°C até o momento do uso.

3.5 Sequenciamento de DNA de tecido tumoral e células mononucleares do sangue

Para o preparo das amostras de tumor e sangue para o sequenciamento ¢
necessario realizar a construcdo da biblioteca de DNA. A primeira etapa deste

processo refere-se ao controle de qualidade das amostras, que foram quantificadas no
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equipamento Qubit com o reagente Qubit dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific
Inc), seguida por andlise da integridade do DNA no equipamento TapeStation 2200
com o Genomic DNA Screen Tape (Agilent). A andlise das amostras no Qubit
disponibiliza a concentracdo de DNA (ng/ul) e a avaliagdo no Tape Station fornece
informagdes sobre a qualidade dos fragmentos de DNA ou DIN (DNA Integrity

Number), cujo valor varia de 1 a 10.

e Fragmentacdo do DNA

O protocolo SureSelect XT HS Target Enrichment System for lllumina
Paired-End Multiplexed Sequencing Library (Agilent - G9612A) foi realizado para a
construcdo da biblioteca de DNA. A primeira etapa deste procedimento consiste na
fragmentacdo das amostras de DNA extraidas do tumor e sangue. De acordo com o
protocolo sdo necessarias amostras contendo até 200 ng de DNA diluidos em 50 ul de
solucdo tampao TE Low 1X (10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA). De maneira
que, para cada amostra, foram ajustadas as concentragdes de DNA conforme essas
especificagdes. Na sequéncia o material foi transferido para microtubos e colocado,
por 120 segundos, no equipamento E220 Focused-Ultrasonicator (COVARIS). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 segundos e homogeneizadas em
vortex em alta velocidade por 5 segundos. Esse procedimento foi repetido por 2 vezes.
Ao final do processo, as amostras com 50 pl de DNA fragmentado foram colocadas
em tubos low binding (Axygen-MCT-150 L-C) de 1,5ml e acondicionadas em freezer
a -80°C.

e Reparo das extremidades dos fragmentos de DNA

Na proxima etapa, as extremidades do DNA fragmentado foram reparadas para
a eficaz ligacdo dos proximos componentes (barcode, primer ¢ index). Nesta etapa as
amostras de DNA foram retiradas do freezer -80, mantidas em temperatura ambiente ¢
transferidas para placas de 96 pogos. Em seguida, foi aplicada 20 uL da solugéo
enzimatica End Repair/dA Tailing (16 ul de Tampao End Repair-A Tailing e 4 ul
Enzima End Repair-A Tailing), que preenche as brechas da cadeia simples de DNA (5

a 10 bases). A solucdo foi homogeneizada por ressuspensdo de 15 a 20 vezes e
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incubada de acordo com os seguintes ciclos: 20°C por 15 minutos, 72°C por 15

minutos e 4°C por tempo indeterminado.

e Ligacdo do Barcode-Adaptador Molecular

Na sequéncia ocorreu a adigdo do barcode-adaptador molecular, ou seja,
uma pequena sequéncia de DNA conhecida. Na microplaca contendo as amostras de
DNA foi aplicado o volume de 25 pl da solugdo Ligation Master Mix (23 pl de Tampao
de Ligacdo e 2 pl de 74 DNA ligase) e 5 pl da solugdo de Oligo Mix, que contém os
adaptadores e o barcode molecular. O material foi homogeneizado por ressuspensdo de

15 a 20 vezes e incubado a 20°C durante 30 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

e Purificacdo das amostras usando AMPure beads

As amostras foram purificadas por AMPure beads (Agencourt AMPure
A63881- Beckman Coulter). Neste processo, os fragmentos de DNA foram capturados
por esferas magnéticas e atraidos as respectivas paredes do poco por uma estante
magnética. Inicialmente nas microplacas, foi adicionado o volume 80 pul de beads para
cada amostra, em seguida estas foram homogeneizadas por ressuspensdo de 15 a 20
vezes e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Na sequéncia, a microplaca
foi colocada em estante magnética até o clareamento da solucdo e posterior descarte do
sobrenadante.

Na proxima etapa 200 ul de etanol 70% foram adicionados em cada amostra e
removidos apds 1 minuto. O processo de aplicagdo do etanol foi repetido por duas
vezes. Para a secagem deste reagente, as amostras foram mantidas por 30 segundos em
estante magnética e incubadas a 37°C por 2 minutos.

Em seguida ocorreu a elui¢do das amostras com a aplicacdo de agua ultra pura
(UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water), que induz a quebra da ligacdo
magnética entre as beads e o DNA, promovendo a obtencdo de um material purificado
composto apenas por particulas de DNA. Para esse processo o volume de 35 pl de dgua
ultra pura foi aplicado na microplaca, homogeneizado por ressuspensdo de 15 a 20
vezes e incubado por 2 minutos em temperatura ambiente. A microplaca foi colocada
em suporte magnético até o clareamento da solucdo, em seguida o volume de 34,5 pl do

sobrenadante foi transferido para uma nova microplaca.
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e [°ectapa de amplificacio do DNA por PCR

Apos a purificagdo, foi aplicado outro componente o primer index, que liga-se
aos fragmentos de DNA contendo o barcode e os adaptadores. Ele é composto por uma
pequena sequéncia de DNA, que tem como fungdo atuar como um identificador de cada
amostra e possibilitar a formagdo de pools. Cada amostra é composta por dois
fragmentos de DNA (forward/reverse, 5'/3"). O barcode é composto por sequéncias
exclusivas para cada fragmento de DNA, enquanto que o index contém sequéncias
especificas para cada amostra, ou seja, ambos os fragmentos de DNA da amostra
apresentam um mesmo index.

A adicdo do index nas amostras ocorre seguidamente a aplicagdo da solugdo Mix
para amplificacdo do material. De maneira que em cada amostra na microplaca foram
adicionados os volumes de 13,5 ul da solugdo Mix (10 ul tampao 5x Herculase II; 0.5
pl 100 mM de mix de dNTPs; 2 ul Primer Foward, 1 pl da DNA Polimerase Herculase
1I Fusion) e 2 ul de apropriado Primer Index com homogeneizag@o por ressuspensao de
15 a 20 vezes.

Para a amplificagdo do material foram realizadas incubagdes especificas para
cada tipo de amostra (sangue/tumor). De maneira que para as amostras de DNA do
tumor foram aplicados 11 ciclos; 98 °C por 2 minutos, 98 °C por 30 segundos (11
ciclos), 60 °C por 30 segundos (11 ciclos), 72 °C por 1 minuto (11 ciclos), 72 ° C por 5
minutos e 4 °C. Para as amostras de DNA do sangue foram utilizados 8 ciclos; 98 °C
por 2 minutos, 98 °C por 30 segundos (8 ciclos), 60 °C por 30 segundos (8 ciclos), 72

°C por 1 minuto (8 ciclos), 72 ° C por 5 minutos e 4 °C.

e Purificacdo das bibliotecas amplificadas usando AMPure beads

As bibliotecas amplificadas foram purificadas com a utilizacdo de beads
magnéticas, conforme o procedimento descrito anteriormente, porém, para esta etapa,
foram utilizados os volumes de 50 pl de beads no inicio do procedimento e ao final do
processo 15 ul de agua ultrapura para a eclui¢do do material. A quantificacdo das
amostras foi realizada no equipamento Tape Station 2200. Nesta etapa foi utilizado o
chip DI1000 para a quantificacdo do DNA (pg/ul) e obtencdo dos tamanhos dos
fragmentos em pares de bases (pb). A microplaca contendo a biblioteca amplificada foi

estocada em freezer a -20°C para a continuidade do protocolo no dia seguinte.
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e Hibridizacdo das amostras para a captura da biblioteca

A hibridizacdo das amostras corresponde a ligacdo do fragmento de DNA a
sonda (Capture Library). A sonda contém as probes correspondentes ao design dos 64
genes selecionados para o painel, previamente elaborado pelo nosso grupo de pesquisa.
De acordo com especificagdes do protocolo, cada amostra a ser hibridizada foi ajustada
para apresentar, no maximo, uma concentragdo de 1000 ng de DNA em um volume
final 12ul de agua.

Nesta etapa a microplaca contendo a biblioteca amplificada foi transferida para
microtubos de 0,2 ml, do qual foram aplicados os reagentes compostos por 5 ul da
solugdo Sure Select XT HS e XT Low Input Blocker Mix, em seguida homogeneizados
por ressuspensdo de 15 a 20 vezes e incubado conforme os seguintes ciclos; 95 °C por 5
minutos, 65 °C por 10 minutos e 65 °C por 1 minuto. Neste momento, foi dado uma
pausa no aparelho de PCR e com os tubos dentro deste equipamento foram adicionados
13 ul do Mix (6 pul de Sure Select Fast Hybridization Buffer, 0,5 ul de 25% RNase Block
solution, 2 ul de Capture Library (<3Mb) e 4,5 pl de agua Ultra Pura). O material foi
homogeneizado por ressuspensdo de 15 a 20 vezes, e submetido a 12 ciclos com
varia¢do de temperatura 65°C por 1 minuto, 37 °C por 3 segundos e 65 °C por tempo

indeterminado.

e (Captura das amostras pelas beads de estreptavidina

O protocolo de construcio da biblioteca de DNA utiliza beads de
estreptavidina para capturar as sondas hibridizadas com as regides de interesse. Para um
processo eficaz, deve-se realizar uma preparacdo prévia das beads de estreptavidina.
Inicialmente em novo microtubo low binding foi adicionado o volume de 50 pl de
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher Scientific) e 200 pl de tampao
SureSelect Binding. A solucdo contendo as beads de estreptavidina foi homogeneizada
por ressuspensdo de 15 a 20 vezes e mantida em estante magnética por 5 a 10 minutos
para o clareamento com por posterior remog¢do do sobrenadante. O processo de
preparacao das beads de estreptavidina foi repetido por 4 vezes.

O volume de 30 pl da biblioteca amplificada foi transferido para
microtubos low binding contendo a solugdo de 200 pl de Strepravidin Magnetic Beads
previamente preparada conforme descrito acima. O material foi homogeneizado por

ressuspensdo por 5 a 8 vezes e incubado a 22°C sob agitagdo a 1400 rpm durante 30



19

minutos. Em seguida, colocado em estante magnética por 2 minutos, ¢ em seguida foi
realizado o descarte do sobrenadante cuidadosamente e com posterior retirada da placa

da estante magnética.

e [Lavagem

Nesta etapa ocorreu a lavagem do material com a adigdo de 200 pl de
SureSelect Wash Buffer 1 nos microtubos contendo as amostras, seguida por
homogeneizagdo em vortex e utilizacdo de suporte magnético por 1 minuto para o
clareamento da solugdo, e posterior descarte do sobrenadante. O volume de 200 pl de
SureSelect Wash Buffer 2, previamente aquecido a 70°C, foi adicionado as amostras,
homogeneizado em vortex por 8 segundos e incubado a 70° C durante 5 minutos sob
agitacdo a 900 rpm. Em seguida este foi colocado em suporte magnético durante
1 minuto para o clareamento da solugdo e posterior descarte do sobrenadante.
O procedimento de lavagem do material com o reagente Sure Select Wash Buffer 2 foi
repetido por 6 vezes. No final do processo foi realizada a elui¢do das amostras com o
volume de 25 ul de agua ultra pura, adicionado no material com homogeneizacdo por

ressuspensao por 8 vezes.

e 2°etapa de amplifica¢do da biblioteca capturada

Uma segunda etapa de amplificacdo da biblioteca foi realizada com a aplicacao
de 25 pl da solucao Mix (10 puL de 5x Herculase Il Reaction Buffer, 1 ul Herculase 11
Fusion DNA Polymerase, 100 mM dNTPs, 1 ul SureSelect Post-capture Primer Mix e
12,5 pl de agua Ultra pura) nos microtubos contendo as amostras. O material foi
homogeneizado em vortex e incubado conforme os seguintes ciclos; 98 °C por 2
minutos, 12 ciclos com variacao de temperatura: 98 °C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos, 72 °C por 1 minuto, ao final da incubacdo, 72 °C por 5 minutos e 4°C por

tempo indeterminado.

e Purificacdo das bibliotecas capturadas e amplificadas usando AMPure beads

O processo de purificagdo foi realizado conforme o procedimento
anteriormente descrito, porém inicialmente foi aplicado o volume de 50 pl de beads e ao
final do processo 25 ul de dgua ultra pura. Na ultima etapa do procedimento foi

utilizado o aparelho Tape Station 2200 e chip D1000 High Sensivity para a
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quantificagdo do DNA (pg/ul) ¢ obtencdo dos fragmentos por pares de bases (pb).
O material contendo a biblioteca de DNA, proveniente do tumor e sangue, foi estocado

em freezer a -20°C.

e Pool de amostras para o sequenciamento

As amostras foram ajustadas em concentracoes de DNA iguais, através da
dilui¢do do material conforme a concentracdo da amostra mais diluida. O pool de
amostras foi sequenciados no aparelho NextSeq500™ (Illumina) do Laboratorio SELA
(Sequenciamento em Larga Escala) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo (USP).

3.6 Selecdo de Genes para o Painel de Mutacdes Somaticas

Para identificar o perfil mutacional das pacientes selecionadas neste estudo, um
painel de genes foi elaborado para sequenciamento-alvo de nova geragdo, composto por
genes potencialmente drivers em jovens com cancer de mama. E importante destacar
que o painel foi confeccionado em conjunto a outro projeto de nosso grupo, que incluia
pacientes com cancer de mama triplo-negativo (TN), portanto alguns genes
selecionados foram provenientes desse subtipo de cancer de mama.

Os genes integrantes do painel foram detectados através de analise in silico, a
partir dos dados mutacionais de um total de 106 pacientes jovens (<35 anos) com
tumores de mama subtipos luminal (LM) e triplo negativo (TN), provenientes de
diferentes fontes. Em relacdo aos tumores com o subtipo luminal, foram analisadas as
seguintes pacientes jovens; 8 provenientes de estudo publicado por nosso grupo
(Encinas et. al., 2018), 29 identificadas por meio de busca em literatura (Kan et. al,,
2018) e 29 reportadas no banco de dados do COSMIC (Nik-Zainal et. al., 2016, n=12;
TCGA, n=17). Entre as amostras de pacientes jovens com tumores triplo-negativos
foram avaliadas 18 pacientes identificadas por meio de literatura (Kan et. al., 2018) e
22 provenientes do banco de dados do COSMIC (Nik-Zainal et. al., 2016, n=18; TCGA,
n=14).

Cada gene mutado, identificado pela analise in silico, foi avaliado para a
selecdo de genes potencialmente drivers, de acordo com os seguintes critérios descritos

a seguir. O primeiro filtro baseou-se na selecdo de genes com mutagdes provavelmente



21

patogénicas, frameshift e nonsense. Adicionalmente todos os genes identificados neste
filtro, foram investigados quanto a sua relevancia na literatura, em relagdo a sua
correlagdo direta com a progressdo de cancer. Para esta analise utilizamos o banco de

dados Cancer Gene Census (CGC; https://cancer.sanger.ac.uk/census), que possui uma

equipe de curadoria responsavel por constantemente atualizar os genes diretamente
envolvidos em malignidades, de acordo com a literatura mais recente. Como analise
adicional, também investigamos os genes em outro banco de dados, denominado

Candidate Cancer Gene Database (CCGD; http://ccgd-starrlab.oit.umn.edu/about.php),

referente a pesquisa de potenciais genes drivers correspondente a aplicacdo da técnica
de insercao por transposon.

Ap0s a selecdo dos genes conforme os trés filtros descritos acima, tipo de
mutagdo, CGC e CCGD, outro filtro foi aplicado para a selecio dos genes com
frequéncia maior ou igual a 1%, correspondente as variantes detectadas em cancer de
mama. Os genes selecionados nestes filtros foram analisados individualmente quanto a
sua relevancia na literatura em cancer de mama e cancer em geral. Os genes que ndo
preenchiam estes critérios foram descartados. Nesse aspecto, a Unica excecdo a essa
analise foram os genes catalogados no banco de dados CGC, uma vez que 0os mesmos
sdo resultado de levantamento em literatura.

O ultimo filtro aplicado baseou-se na exclusdo de genes de acordo com o
estudo Shyr et. al. 2014, no qual esse grupo de pesquisa desenvolveu uma lista de genes
denominados flags (frequently mutated genes), definidos como genes de grandes
tamanhos e alta frequéncia de mutagdes, porém sem potencial driver. Os genes flags
identificados neste estudo foram descartados. De acordo com estas consideracdes, 11
genes foram excluidos; TTN, CSMDI, DNAHI7, DNAH2, DST, KMT2C, MACFI,
RPILI, SYNEI, UTRN, VPS13D, ZFHX3.

Ap6s a aplicacdo dos critérios descritos, 64 genes foram selecionados para
compor o painel génico, 55 genes potenciais drivers previamente identificados e 9 genes
adicionais (ANLN CAMKI1G, MTHFD2, NCOA3, PRKDI, RADS51, RADYA, SEMAG6D e
PARP4), cujas fungdes bioldgicas sdo importantes no contexto do céncer e com
variantes patogénicas detectadas em pelo menos 3 ferramentas de predi¢do, conforme
publicag@o de Encinas et al., 2018. A figura 1 apresenta as etapas de sele¢do dos genes

para compor o painel génico.
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Figura 1: Processo de selecdo dos genes para o painel génico

Literatura: Pacientes Subtipo Luminal: Kan et al., 2018 e Encinas et al., 2018
Pacientes Subtipo Triplo negativo: Kan et. al., 2018 e COSMIC
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O painel de genes elaborado neste estudo é composto por 24 genes supressores
tumorais e 6 oncogenes. Outros genes selecionados ndo apresentam evidéncias sobre o
seu modo de agdo como ANLN, ATAD2B, ATR, ATXNI, CACNAIE, CAMKIG,
CSMD3, CSPPI, DALRD3, ERBB2, ERBB4, ESRI, FAT4, GRHL2, GRM3, HERC2,
HUWEIL, LYST, MTHFD2, NCOA3, PARP4, PCDHI0, PIK3AP1, POLDI, PRKDI,
PTPN13, RAD51, RAD9A, RSBN1, SEMA6B, SMURF2, SPEN, TNC e UBRS5. Novas
pesquisas serdo necessarias para definir a classificagdo destes genes.

Em torno de 40% dos genes foram considerados potencialmente drivers; AKTI,
APC, ARIDIA, ATM, BAPI1, BRCAI, BRCA2, CDHI, DICERI, EP300, ERBB2,
FBXW7, GATA3, MAP2K4, MENI, MET, NF1, NOTCHI, PIK3CA, PIK3RI, PTEN,
PRKARIA, RBI, SETD2, SMARCA4 e TP53.

Os dados referentes a identificacdo dos genes como potencialmente driver,
oncogene e supressor tumoral foram adquiridos a partir de consulta na base de dados

Intogen (https://www.intogen.org, 25/09/2019). A tabela 2 apresenta os genes

selecionados conforme a sua classificacdo como potencialmente driver, oncogene e

supressor tumoral, assim como a identificagdo destes em diferentes estudos.
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O programa Topp Gene (https://toppgene.cchmc.org/prioritization.jsp) foi

utilizado para agrupar os 64 genes selecionados, de acordo com processos celulares

relacionados a promog¢do do cancer, do qual esses genes participam em diferentes

categorias: Fun¢c@o Molecular: hormonal, proteina quinase, transcri¢do e ubiquitinagao;

Processo Biologico: metabolismo, ciclo celular, motilidade e cromatina; Transdugdo de

Sinal: reparo do DNA. A tabela 3 apresenta os genes selecionados neste estudo e os

respectivos processos celulares.

De acordo com o programa Topp Gene, 64 genes foram agrupados

em 9 categorias, conforme apresentado a seguir:

Hormonal: ARIDIA, BRCAI, EP300, ESRI, NCOA3, PIK3R1, RBIl e SMARCH.
Proteina Quinase: AKTI, APC, ATM, ATR, CAMKIG, ERRB2, ERBB4,
MAP2K4, MET, MTOR, NFI1, PIK3API, PIK3CA, PRKARIA, PRKDI, PTEN,
PTPNI3 e RBI

Transcrigdo: BRCAI, EP300, ERRB4, ESRI, FBXW7, GATA3, GRHL2, MENI,
MTOR, NCOA3, NOTCHI, RBI, SMARC4, SPEN e TP53.

Ubiquitinacdo: AHNAK, APC, BRCAI, ERBB2, FAT4, FBXW7, HERC2,
PCDHI10, PIK3R1, PRKARIA, RBI e TP53.

Metabolismo: AKT1, ATM, ATR, ATXNI1, BRCAI, BRCA2, CSMD3, DALRD3,
DICERI, EP300, FBXW7, GATA3, GRHL2, GRM2, HERC2, HUWEI,
MAP2K4, MEN1, MET, MTHFD2, PARP4, PIK3CA, POLDI, RAD51, RADYA.
SETD2, SMARC4, TP53 e UBRS.

Ciclo Celular; AKT1 ANLN, APC, ATM, ATR, BAPI, BRCAI, BRCA2, CSPPI,
DICERI, EP300, ESRI, FBXW7, GATA3, MENI, MET, MTOR, NOTCHI,
PRKARIA, PTEN, RAD51, RAD9A, RB1, SETD2 e TP53.

Motilidade: AKTI, ANLN, APC, ATM, CACNAIE CDHI, ERBB2, ERBB4,
FAT2, FBXW7, GATA3, LYST, MAP3KI, MED23, MET, MTOR, NFlI,
NOCHTI, PIK3CA, PIK3RI, PRKDI, PTEN, SEMA6D, SETD2, SMARCA4,
SMURF?2, TNC e TP53.

Cromatina: ARIDIA, ATAD2B, ATM, BAPI, BRCAI, BRCA2, DICERI, EP300,
ESRI, GATA3, HUWEI, MENI, NCOA3, PRKDI, RBI, RSBNI, SETD2,
SMARC4, TP53 e UBRS.

Reparo do DNA: ATM, ATR, BAPI, BRCAI, BRCA2, HERC2, PARP4, PILDI,
RADS51, RADYA e TP53.
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3.7. Analise das variantes detectadas no sequenciamento do painel de genes

O software SureCall (Agilent SureCall 4.1.1) foi utilizado para realizar o
alinhamento das sequéncias de DNA e efetuar a chamada de variantes. A partir deste
programa um arquivo de extensdo vcf foi gerado para cada paciente.

Para a deteccdo das alteragdes somaticas, os arquivos referentes as
variantes presentes nas amostras de tumor, foram anotados individualmente no Variant
Effect Predictor Program (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP). A
partir deste software foram obtidos os seguintes dados: efeitos das variantes nos genes e
proteinas, frequéncia alélica global conforme o banco de dados GnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/) e as informagdes referente a patogenicidade das
amostras em ferramentas de predigao

Os dados gerados no arquivo VEP foram filtrados utilizando como critérios
a frequéncia alélica global <1% e o efeito das variantes classificados como moderado e
alto (variantes missense, inframe, frameshift e nonsense). Em seguida, cada variante foi
revisada manualmente para obter o nimero de leituras alteradas em relagdo a sequéncia
referéncia. As variantes detectadas no tumor foram comparadas as alteragdes presentes
no sangue ¢ as variantes presentes em ambos foram consideradas germinativas. De
maneira que as alteragdes presentes exclusivamente no tumor foram consideradas

somaticas.

3.7.1 Ferramentas de predicdo de variantes missenses patogénicas

A aplicacdo do software VEP possibilitou a utilizagdo de diferentes
ferramentas de predi¢do para a identificagdo de alteragdes missenses patogénicas: Siff,
Polyphen, FATHMM, Mutation Assessor, Mutation Taster e REVEL. As alteragdes
missenses classificadas como deletérias, em pelo menos 4 do total de 6 preditores,
foram consideradas patogénicas. A descri¢do dos preditores utilizados para classificacdo
da patogenicidade das variantes missenses identificadas neste estudo estd apresentada a
seguir.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) ¢ um algoritmo que avalia se a
substitui¢do de um aminoacido ¢é prejudicial a fungdo da proteina. Este software realiza
a analise da conservagdo de proteinas, através da utilizagdo de sequéncias protéicas

homologas (Vaser et al., 2016). Ele apresenta uma pontuacdo que varia de 0 a 1, do qual
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a substituicdo de aminoacidos é prevista como prejudicial, se a pontuacdo for menor ou
igual a 0,05 (https://sift.bii.a-star.edu.sg).

PolyPhen-2 (Phenotyping Polymorphism v2) é um programa que prevé o
possivel impacto das substituigdes de aminoacidos na estabilidade de proteinas. Este
preditor estima a probabilidade de uma mutag@o missense ser prejudicial com base em
uma combinacdo de diversas propriedades: anotacdes de sequéncias de proteinas, perfis
de conservacdo proteica e caracteristicas estruturais (Adzhubei et al., 2013). A
pontuacao deste programa varia de 0 a 1, do qual as variantes missenses com pontuagao
maior que 0,45 sdo consideradas patogénicas
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/dokuwiki/start).

FATHMM (Functional Analysis Through Hidden Markov Models) ¢ um
software que avalia variantes missenses através da analise de alteragdes em dominios
proteicos conservados. Além disso, este preditor realiza a identificagdo de mutacdes
driver em amostras de tumores (Shihab et al., 2013). A pontuacdo neste programa varia
de 0 a 1, cujas as alteragdes missenses com pontuagdo maior que 0,85 sdo consideradas
patogénicas (http://fathmm.biocompute.org.uk).

Mutation Assessor ¢ uma ferramenta de predicdo baseada em analises
evolutivas entre espécies. Este preditor utiliza informagdes referentes a conservacdo
evolutiva de aminoacidos e homologos de proteinas para prever o impacto funcional das
substitui¢cdes de aminoacidos. A pontuacdo deste programa varia de 0 a 1, do qual as
alteracdes missenses com pontuacdo maior que 0,65 sdo consideradas patogénicas
(http://mutationassessor.org/r3).

MutationTaster € um preditor que analisa variantes missenses pelo calculo
da probabilidade de uma alteracdo ser classificada como mutagdo patogénica ou
polimorfismo. (http://www.mutationtaster.org/info/documentation.html). A pontuacao
deste programa varia de 0 a 1, do qual as alteragdes missenses com pontuacdo maior que
0,50 sao consideradas patogénicas.

REVEL (rare exome variant ensemble learner) é um sofiware que realiza a
integracdo de dados de um conjunto composto por 13 preditores: MutPred, FATHMM,
VEST, PolyPhen, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP,
SiPhy, phyloP e phastCons. Este software realiza a distingdo entre variantes missenses
patogénicas e neutras (loannidis,et al., 2016). A pontuacdo deste programa varia de 0 a
1, do qual as alteragdes missenses com pontuagdo maior que 0,55 sdo consideradas

patogénicas (https://omictools.com/revel-tool).
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Tabela 2: Classificagdo dos genes selecionados e distribuigcdo nos diferentes estudos

Gene Classifica¢do do Gene Cancer de Mama LM Cancer de Mama TN
Simbolo Driver Oncogene Supressor Encinas et al., 2018 Kanetal, 2018 Literatura e base de dados
AHNAK

AKT1
ANLN
APC
ARIDIA
ATAD2B
ATM
ATR
ATXN1
BAPI1
BRCAI
BRCA2
CACNAIE
CAMKIG
CDHI
CSMD3
CSPP1
DALRD3
DICERI
EP300
ERBB2
ERBB4
ESRI
FAT2
FAT4
FBXW?7
GATA3
GRHL2
GRM3
HERC2
HUWEI
LYST
MAP2K4
MAP3K1
MED23
MEN1

MET

MTHFD2

MTOR
NCOA3
NF1
NOTCH1
PARP4
PCDHI10
PIK3AP1
PIK3CA
PIK3R1
POLDI1
PRKARIA
PRKDI1
PTEN
PTPN13
RADS1
RADYA
RB1
RSBN1
SEM A6D
SETD2
SMARCA4
SMURF2
SPEN
TNC
TP53
UBRS

||||||I |"l |I||I||
IRRIRIN

LM: luminal e TN: triplo negativo
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Tabela 3: Caracterizagdo dos genes selecionados em diferentes processos celulares

Gene
Simbolo
AHNAK

AKT1

ANLN

APC
ARIDIA
ATAD2B

ATM

ATR

ATXNI1
BAP1
BRCA1
BRCA2
CACNAIE
CAMKIG
CDH1
CSMD3

CSPP1
DALRD3
DICER1

EP300

ERBB2

ERBB4

ESR1

FAT2

FAT4
FBXW7
GATA3
GRHL2

GRM3
HERC2
HUWEIL

LYST
MAP2K4
MAP3K1

MED23

MEN1

MET
MTHFD2

MTOR

NCOA3
NF1
NOTCH1

PARP4
PCDH10
PIK3AP1

PIK3CA
PIK3R1
POLDI
PRKARIA
PRKDI

PTEN

PTPN13

RADS51

RAD9A
RBI

RSBN1
SEMA6D

SETD2

SMARCA4
SMURF2
SPEN
TNC
TP53
UBRS

Funcio Molecular

Processo Biolégico Transdugdo de Sinal

Hormonal ER+ Proteina Quinase Transcri¢do Ubﬁ' uitinagdo  Metabolismo Ciclo Celular Motilidade Cromatina  Reparo do DNA

—
—
T
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e
——
-
= -




28

4. Resultados

Dentre as 44 pacientes jovens com cancer de mama selecionadas para este
estudo, 19 apresentaram amostras de tumores com concentragdo de DNA suficiente para
construcdo da biblioteca e posterior sequenciamento. Destas, todas as pacientes tiveram
o diagnéstico de carcinoma ductal invasivo, sendo que a maioria apresentou cancer de
mama subtipo luminal B (16 Luminal B e 3 Luminal A), moderadamente diferenciado
com grau histologico 2, estadio II ou III, e elevada expressdao do receptor de estrogénio
(70% - 100%). Em relagdo a faixa etaria, as pacientes foram diagnosticadas com cancer
de mama em idades entre 26 e 35 anos, correspondente a uma média de 31 anos.

O perfil clinico das pacientes esta descrito na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes jovens com cancer de mama

Paciente Idade Luminal ER PR Her2 Tipo Hist Estadio GrauHist Ki67 Cel Tumor TNM

800 26 B 100% 10% neg CDI 1ITb 3 60% 75% T4N2
803 31 B 80% 70% neg CDI 1ITb 3 30% 80% T4N3
805 33 B 70% 70% neg CDI 1Ib 2 30% 65% T2N1
809 34 B 80% 20% neg CDI Ia 3 50% 60% T3N1
811 34 B 100% 10% neg CDI 1Ib 2 50% 55% T2N1
812 33 A 100% 100% neg CDI IIa 2 10% 65% T2N3
814 28 B 95% 90% neg CDI 1ITb 2 70% 70% T4N2
818 33 B 95% 40% neg CDI IIa 2 20% 60% T3N2
819 28 A 95% neg neg CDI IIa 1 10% 60% T2NO
821 35 B 40% 30% neg CDI | 2 35% 70% TINO
822 27 A 100% 20% neg CDI IIIb 2 10% 50% T4NO
823 29 B 100% 80% neg CDI IIa 2 13% 75% T2NO
828 33 B 100% 20% neg CDI IIa 2 30% 40% T2NO
829 34 B 90% 30% neg CDI 1Ib 2 25% 40% T2N1
830 33 B 100% 15% neg CDI 1Ia 2 20% 40% T2NO
837 29 B 90% 90% neg CDI 1ITb 3 50% 95% T4NO
838 32 B 100% 100% neg CDI | 2 15% 60% TINO
839 33 B 20% 60% neg CDI 1Ib 3 30% 75% T2N1
842 34 B 90% neg neg CDI 1Ia 2 20% 50% TINI

ER: receptor de estrogénio, PR: receptor de progesterona, neg: negativo, Her2: fator de crescimento
epidérmico receptor 2, Tipo Hist: tipo histologico, CD1: carcinoma ductal invasivo, Grau Hist: grau
histolégico e Cel Tumor: células tumorais

Ap0s a andlise dos dados do sequenciamento das amostras de tumor das
pacientes, uma parcela destas foram excluidas (4 pacientes: 803, 814, 830 e 839). Além
disso, 3 genes componentes do painel ndo foram considerados na analise (HERC2,
PARP4e RBI). Ambas as amostras e genes foram retirados do estudo por apresentar
uma cobertura de baixa qualidade, devido a leitura de nucleotideos abaixo do limiar
estabelecido (menos de 20 nucleotideos ou reads avaliados em grande parte dos exons
dos genes selecionados). A tabela 1 (suplementar) apresenta a mediana da porcentagem

de exons com cobertura considerada inadequada. Como cada gene possui multiplos
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exons, o valor percentual dos exons de cada gene foi extraido a partir de sua média, de
forma individual para cada amostra. Além disso, foram calculadas as porcentagens
referentes a mediana de bases de qualidade inadequada dos exons por todos os genes de
cada amostra individual, assim como a mediana de bases de exons de cada gene
individualmente considerando todas as amostras.

As amostras em que a mediana de bases de exons com sequenciamento de
qualidade inadequada para analise ultrapassou 30% foram excluidas (tabela 1). Portanto,
a amostra 814, com mediana de 68.2% de bases de exons e sequenciamento de
qualidade inadequada para analise, foi excluida (tabela 1).

A tabela 1 (suplementar) permite visualizar de forma global a qualidade das
bases dos exons das amostras. Entretanto, a mesma deve ser aplicada como um mapa de
direcionamento e ndo para a aplicagdo final. Com excecdo de genes que claramente
apresentam ma qualidade global (HERC2, PARP4 e RB1), outros genes contém variagao
em seus valores e portanto suas respectivas variantes devem ser analisadas
individualmente quanto a aspectos de cobertura e qualidade de exon (no caso, o exon no
qual a variante esta localizada).

O gene PIK3CA apresenta 3 variantes somaticas neste estudo, identificadas nas
pacientes 809, 811 e 822. Estas alteracdes foram analisadas individualmente,
especificamente em relacdo ao exon que contém a alteracdo. A descricdo desta analise
esta apresentada abaixo.

Paciente 809:

A variante apresentou boa cobertura (reads alterados/reads totais: 70/266).
A variante esta localizada no exon 10. Ao contrario de alguns exons do gene,
globalmente (entre todas as amostras), o exon 10 apresenta média de porcentagem de
bases de ma qualidade em frequéncias pouco elevadas (média: 22%; min: 2%, max:
100%). Olhando especificamente para a amostra 809, percebemos que a frequéncia de
bases com baixa cobertura ¢ nula (0%), portanto, mesmo que globalmente a qualidade
de todos os exons de PIK3CA ndo seja alta, consideramos que a variante localizada
nesse paciente pode ser considerada.

Paciente 811:

A variante apresentou boa cobertura, porém com baixa frequéncia alélica (reads
alterados/reads totais: 12/77; frequéncia alélica=15%). No entanto, tal frequéncia
respeita 0 minimo estipulado (10%). A variante esta localizada no exon 19. O exon

apresenta qualidade ruim em 6 pacientes, tendo as restantes 0% de bases de baixa
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qualidade, sendo que a amostra 811 estd inclusa nessas (de boa qualidade). Portanto,
consideramos que a variante localizada nesse paciente pode ser considerada.

Paciente 822:

A variante apresentou boa cobertura (reads alterados/reads totais:

45/170). A variante esta localizada no exon21. O exon possui boa qualidade em todas as
amostras, inclusive em amostras de ma qualidade, como a 814 (5% de bases com ma
qualidade). Portanto, consideramos que a variante localizada nesse paciente pode ser
considerada.

"Concluindo, as trés variantes encontradas em PIK3CA no presente estudo

podem ser consideradas como fidedignas."

4.1 Variantes génicas somaticas

Dentre as 19 pacientes deste estudo, 15 foram consideradas para a analise
das amostras de tumores. Destas, foram detectadas variantes somaticas em 11 pacientes
(63%); 800, 805, 809, 811, 819, 821, 822, 828, 829, 838 ¢ 842 em 21 genes diferentes;
GATA3, MENI, BRCA2, HUWEI, RAD51, PIK3CA, CAMKIG, SPEN, CACNAIE,
AHNAK, NF1, BAPI, FAT2, TNC, NOTCHI, TP53, GRHL2, AKTI, PTEN, SEMA6D e
PRKARIA.

As variantes somaticas detectadas correspondem a 31 alteracdes, sendo
estas 23 missenses, 2 nonsenses, 1 delecdo e 5 insercdes. Elas apresentaram uma
frequéncia alélica média no tumor de 0,25, assim como uma média de 34 bases
alteradas, relacionadas ao nimero minimo de 10 bases e maximo de 161 bases. Em
relagdo as bases referéncia foram registradas uma média de 81 bases, do qual obteve-se
uma leitura minima de 11 bases e maxima de 310 bases.

A seguir estdo apresentadas as caracteristicas clinico-patologicas de
11 pacientes jovens com cancer de mama identificadas com alteracdes somaticas.
Na tabela 2 (suplementar) estdo descritas as informagdes sobre essas variantes
somaticas.

A primeira amostra de tumor avaliada neste estudo refere-se a paciente
800. Ela é a mulher mais jovem incluida neste estudo (26 anos), com diagndstico de
cancer de mama subtipo luminal B, grau histologico 3 e estadio IIIb. A variante
somatica detectada foi considerada patogé€nica, pois corresponde a uma alteragdo

frameshift no gene GATA3, referente a inser¢do de um nucleotideo com frequéncia
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alélica no tumor de 0,419 e uma leitura de 86 bases de referéncia em relagdo a 36 bases

alteradas. A tabela 4 apresenta a variante somatica detectada na paciente 800.

Tabela 4: Variante somatica detectada na amostra de tumor da paciente 800

Gene Alteragio Exon Chrom AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMIM REVEL M. Asses. M.Taster
GATA3  FRA 6 10 ND ¢ CG 0419 36 86 ND ND ND ND ND ND
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,

M. Taster: Mutation Taster, FRA: frameshift e ND: ndo determinado

O total de quatro variantes somaticas foram detectadas na amostra de tumor
da paciente 805. Ela apresenta cancer de mama subtipo luminal B diagnosticado aos 33
anos, estadio IIb e grau histologico 2. Em relagdo as variantes somaticas, foram
detectadas uma alteracdo frameshift no gene MENI considerada patogénica e trés
altera¢des missenses identificadas como benignas. A variante frameshift no gene MENI
refere-se a delecdo de um nucleotideo com frequéncia alélica de 0,133 e com uma
leitura de 12 bases alteradas. A tabela 5 apresenta as variantes somaticas detectadas na

paciente 805.

Tabela 5: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 805

Gene  Alteracio Exon  Chrom  AA  AlRef  AlAlt  Freq Al Bases Alt Bases Ref  SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. MTaster

MINN FRA 2 I N 1IC T 0133 7 9 ND XD ND ND D ND
BRCA? MS 27 13 CHMMY G A 037 10 7 B0 DEO7) BN B0 BO4) BO®)
HUWEL MS 6 X S0L G A 04 2 s B(1) B@0) B@36) BOI) BOY) B4
RADSL MIS 4 15 TM  C T 0127 1 110 D@0) B@OK) BEOI) BOM ND  BO®)

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutation Taster, FRA: frameshift, MIS, missense, D: deletério, B: benigno ¢ ND: nao
determinado

A paciente 809 apresentou diagnostico de cancer de mama subtipo luminal
B aos 34 anos, grau histologico 3 e estadio Illa. Nesta paciente foi identificada uma
variantes somatica no gene PIK3CA, correspondente a uma alteracdo missense (E542K)
considerada patogénica. Esta variante foi classificada como deletéria de acordo com
quatro programas de predi¢do, sendo referente a frequéncia alélica de 0,263 e com uma
leitura com 266 bases de referéncia em relacdo a 70 bases alteradas. Na tabela 6 esta

descrita a variante somatica detectada na paciente 809.
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Tabela 6: Variante somatica detectada na amostra de tumor da paciente 809

Gene Alteragio Exon Chrom  AA  AlRef  AlAlt  Freq Al Bases Alt BasesRef SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. MTaster
PK3CA MS 10 3 4K G A 023 70 266 D(004 D(0S) B(06]) D074 B(044) D(08Y)
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutation Taster, MIS, missense, D: deletério e B: benigno

Em relacdo a paciente 811, duas variantes somaticas foram detectadas na
amostra de tumor. Ela apresenta cancer de mama subtipo luminal B diagnosticado aos
34 anos, grau histologico 2 e estadio IIb. As variantes somaticas detectadas sdo
alteracdes missenses identificadas nos genes PIK3CA (F909L) e CAMKIG (R466P), do
qual ambas foram consideradas benignas. Na tabela 7 estdo descritas as variantes

somaticas detectadas na paciente 811.

Tabela 7: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 811

Gene  Alteracio Exon Chrom  AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref  SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. MTaster
CAMKIG MIS 12 1 R G C 0109 1 110 B@12) B@OW) BO&) BO) BEO3) D3
PKICA MIS 19 3 PBWL C G 0% 1 77 B(01) B(03Y) BT DS BO4) D39
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al: frequéncia
alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor, M. Taster:
Mutation Taster, MIS, missense, D: deletério e B: benigno

A paciente 819 apresentou o maior niumero de variantes somaticas, um
total de onze alteracdes. Ela foi diagnosticada com cancer de mama subtipo luminal A
aos 28 anos, grau histologico 1 e estadio Ila. Nesta paciente foram detectadas uma
alteracdo nonsense no gene NFI (E1181%) e dez alteragdes missenses nos genes, duas
variantes em AHNAK e uma variante em diferentes genes, SPEN, CACNAIE, BAPI,
FAT2, ANLN, TNC, NOTCH]I ¢ NF1.

Tabela 10: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 819

Gene  Alteragio Exon Chrom AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster

SEN M I 1 T’ C T 0269 14 52 B(0M) B(I0) D(O0S) B(02) BOG) B0
CACNAIE M % 1 LM C A 0 16 15 DOO) D(0%) D(0%) D(085) B(04) D(039)
AHNAK MIS 5 1l DA T G 039 25 $8 D) DY) B(003) B(043) D7) D(S])
AHNAK MIS 5 11 DY C A 0305 %5 £ DO DO%) BOM) B4 DO DS
NFLOMS 2 17 LM C A 03B 11 B DON) DEOI) BOB) DOS) D@OS) DOS)
NFIL NN 27 17 EISF G T 034 11 3 ND ND ND  ND ND D8I
BAPI  MIS 14 3 PSS G A 03 18 56 B(0S0) B(00) B(049) B(023) B(006 B(03])
FAT? MS 23 5 G948 € T 0368 14 3 DOO) D@7 DO DOS) B3 DEOS
ANIN  MS 2 7 AW C T 04 1 49 BO3) BOK) BO4) B@OK) B@O24) BOWM)
INC MS 18 9 RMQ C T 03 2 5T B(036) D@75 BOS) D@6 DOT) B34
NOTCHI MIS 25 9 RISBH C T 08 15 53 B B(00) B(O6) BOI) B0 B0

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al: frequéncia
alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor, M. Taster:
Mutation Taster, MIS, missense, D: deletério e B: benigno
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O total de duas variantes somaticas foram identificadas na paciente 821,
diagnosticada com cancer de mama subtipo luminal B aos 35 anos, grau histologico 2 e
estadio I. As variantes somaticas detectadas foram uma alteracdo missense no gene TNC
(R1675M) classificada como benigna e uma alteracdo frameshift no gene TP53
considerada patogénica. A variante no gene 7P53 corresponde a inser¢cdo de um
nucleotideo, referente a frequéncia alélica no tumor de 0,346 ¢ com uma leitura de 78
bases referéncia em relacdo a 27 bases alteradas. Na tabela 11 estdo descritas as

variantes somaticas detectadas na paciente 821.

Tabela 11: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 821

Gene  Alteragdo Exon Chrom AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster
TP53 FRA 4 17 ND A AG  0.346 27 8 ND ND ND ND ND ND

INO M8 17 9 RIEBM C A 026 10 39 B(022) B(0.10) B(055) B(0.40) B(021) D(0.81)
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutation Taster, FRA; frameshift, MIS, missense, D: deletério, B: benigno e ND: nio
determinado

A paciente 822 apresentou diagnostico de cancer de mama subtipo luminal
A aos 27 anos, grau histolégico 2 e estadio IIIb. Um total de 3 variantes somaticas
foram detectadas nesta paciente (1 missense e 2 frameshift). A alteracdo missense foi
identificada no gene PIK3CA (H1047R) e classificada como benigna. Diferentemente
desta, duas alteracdes frameshift foram identificadas nos genes GATA3 e GRHL2 e
consideradas patogénicas, sendo ambas referentes a insercdo de nucleotideos. A
alteracdo frameshift no gene GATA3 deve-se a inser¢@o de dois nucleotideos, referente a
frequéncia alélica de 0,252 e uma leitura de 310 bases de referéncia em relagdo a 78
bases alteradas. O gene GRHL2 apresentou uma variante frameshift relacionada a
inser¢do de um nucleotideo. Esta variante apresenta frequéncia alélica de 0,271 ¢ uma
leitura de 107 bases referéncia em relacdo a 29 bases alteradas. Na tabela 12 estdo

descritas as variantes somaticas detectadas na paciente 822.

Tabela 12: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 822
Gene  Alteragio Exon Chrom AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster
GATA3 FRA 6 10 ND A ACC 0292 I 310 ND ND ND ND ND ND
GRHL2 FRA 3 8 ND C CT 0.271 29 107 ND ND ND ND ND ND
PIK3CA MIS 21 3 THIMR A G 0% 4 170 B@I) B0 B8 D@OI5) BO.I5) D8]

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:

frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,

M. Taster: Mutation Taster, FRA; frameshift, MIS, missense, D: deletério, B: benigno ¢ ND: ndo
determinado
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A paciente 828 apresentou o diagndstico de cancer de mama subtipo luminal B
aos 33 anos, grau histologico 2 e estadio Ila. Duas variantes somaticas foram detectadas
nesta paciente, correspondentes a alteracdes missenses nos genes RADS5SI (V112A) e
AHNAK (V3972l), ambas classificadas como benignas. Na tabela 14 estdo descritas as

variantes somaticas detectadas na paciente 828.

Tabela 14: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 828

Gene  Alteracio Exon Chrom AA  AlRef AlAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster
AHNAK  MIS 5 11 v3oTd ¢ T 017 2 161 D(0.02) B(0.02) B(0.00) B(0.09) B(0.34) B(0.08)
RADSL  MIS 17 15 VIDA T C 028 13 57 B(007) B(000) B(0.07) B(009) ND  B(0.08)
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutation Taster, MIS, missense, B: benigno e ND: ndo determinado

Assim como no caso anterior, duas variantes somaticas missenses foram
identificadas na amostra de tumor da paciente 829. Esta paciente apresenta cancer de
mama subtipo luminal B diagnosticado aos 34 anos, grau histologico 2 e estadio IIb.
Uma alteragdo missense foi detectada no gene AHNAK e classificada como benigna.
Outra alteracdo missense, referente ao AKTI (P423L), foi considerada deletéria,
conforme cinco ferramentas de predicdo. Esta alteracdo apresenta frequéncia alélica de
0,373 e uma leitura de 22 bases alteradas. Na tabela 15 esta descrita a variante somatica

detectada na paciente 829.

Tabela 15: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 829

Gene  Alteracio Fxon Chrom AA  AIRef AIAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster

AKTI MIS 13 4 ML G A 03B D % D(O0) D(0%) B(OE) DEOY) DEK) DS
AINAK. MIS 5 1 NM®K A C 033 IS 5 B(02) B0 BOK) BOKY) BOK) B2

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutation Taster, MIS, missense, D: deletério e B: benigno.

A amostra de tumor da paciente 838 apresentou uma variante somatica.
A paciente foi diagnosticada com cancer de mama subtipo luminal B aos 32 anos, grau
histologico 2 e estadio I. A variante somatica corresponde a uma alteragdo frameshift no
gene GATA3, considerada patogénica. Esta alteragdo ocorreu devido a inser¢do de um
nucleotideo, referente a frequéncia alélica de 0,349 e com uma leitura de 67 bases

alteradas. Na tabela 16 esta descrita a variante somatica detectada na paciente 838.
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Tabela 16: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 838

Gene  Alteraio  Fxon Chrom AA AlRef  AIAIt  Freq. Al BasesAlt BasesRef  SIFT  PolyPhen FATHMM  REVEL M Asses.  MTaster
GATA3  FRA 6 10 ND T 16 0349 67 19 ND ND ND ND ND ND
Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,

M. Taster: Mutantaion Taster, FRA; frameshift e ND: ndo determinado

A paciente 842 apresentou diagnostico de cancer de mama subtipo
luminal B aos 34 anos, grau histologico 2 e estadio Ila. Nesta paciente foram detectadas
trés variantes somaticas (1 nonsense e 2 missenses), todas consideradas patogénicas.
Uma alteracdo nonsense foi detectada no gene PRKARI1A (R96*), referente a frequéncia
alélica no tumor de 0,11 ¢ com uma leitura de 91 bases referéncia em relacdo a 10 bases
alteradas. A variante missense foi identificada no gene SEMA6D (1406T) e considerada
deletéria de acordo com quatro programas de predi¢do. Da mesma maneira, resultado
semelhante foi identificado para a variante patogénica no gene PTEN (L220V).
Esta alteracdo apresenta a frequéncia alélica de 0,346 e uma leitura de 78 bases
referéncia em relacdo a 27 bases alteradas. Na tabela 17 estdo descritas as variantes

somaticas detectadas na paciente 842.

Tabela 17: Variantes somaticas detectadas na amostra de tumor da paciente 842

Gene  Alteracio Exon Chrom  AA  AlRef AIAlt Freq Al Bases Alt Bases Ref  SIFT  PolyPhen FATHMM REVEL M. Asses. M.Taster

SEMAGD MIS 15 15 46T T C 015% 10 64 D(0.03) D(0.95 B(0.11) D(0.61) B(0.46) D(0.54)
PRKARIA NON 4 17 R* C T 01l 10 91 ND ND  ND  ND  ND  D(08))
PTEN MS 7 10 0V C G 0346 27 78 B(050) B(0.33) D(0.84) D(0.75) D(078) D(0.81)

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt: alelo alterado, Freq. Al:
frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, M. Asses: Mutation Assessor,
M. Taster: Mutantaion Taster, MIS, missense, NON: nonsense, D: deletério, B: benigno e¢ ND: ndo
determinado

4.1.1 Variantes génicas somaticas patogénicas

Em 9 de 11 pacientes descritas acima, foram detectadas 17 variantes
somaticas patogénicas em 13 genes. A figura 2 apresenta o processo de identificacdo
das variantes somaticas patogénicas e na tabela 18 estdo descritas as informac¢des sobre

essas variantes e os respectivos genes.



36

Figura 2: Processo de identificagdo de variantes somaticas patogénicas

Sequenciamento do DNA

19 pacientes e 64 genes do painel é

Exclusdo - Baixa qualidade do Sequenciamento
4 pacientes (803, 814, 830 e 839)
3 genes : HERC2, PARP4 e RBI

Variantes somdticas e germinativas
15 pacientes e 60 genes alterados

U

Variantes somaticas benignas e patogénicas
11 pacientes e 21 genes alterados

Exclusdo

Variantes benignas

Variantes somdticas patogénicas
9 pacientes e 13 genes alterados

Tabela 18: Variantes somaticas consideradas patogénicas

Pacientes Gene Alteracio Exon Chrom AA Al Ref Al Alt _ Freq. Al Bases Alt Bases Ref
800 GATA3 FRA 6 10 Inserg@o C CG 0,419 36 86
838 GATA3 FRA 6 10 Insergdo T TG 0.349 67 192
822 GATA3 FRA 6 10 Insergdo A ACC 0.252 78 310
822 GRHL2 FRA 3 8 Inserg@o C CT 0.271 29 107
821 TP53 FRA 4 17 Insergdo A AG 0.346 27 78
805 MENI1 FRA 2 11 Delecao TC T 0.133 12 920
819 CACNAIE MIS 39 1 L1773M C A 0.152 16 105
819 FAT2 MIS 23 5 G4294S C T 0.368 14 38
819 NF1 MIS 27 17 L1183M C A 0,333 11 33
819 NF1 NON 27 17 E1181* G T 0,314 11 35
819 AHNAK MIS 5 11 DI342A T G 0.309 25 81
819 AHNAK MIS 5 11 D1342Y C A 0.305 25 82
809 PIK3CA MIS 10 3 E542K G A 0.263 70 266
829 AKTI1 MIS 13 14 P423L G A 0.373 22 59
842 PRKARIA NON 4 17 RO6* C T 0,11 10 91
842 SEMA6D MIS 15 15 1406T T C 0,156 10 64
842 PTEN MIS 7 10 L220V C G 0,346 27 78

Chrom: cromossomo, AA: aminoacido, Al Ref: alelo referéncia, Al Alt:

alelo alterado, Freq. Al: frequéncia

alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, FRA: frameshift, MIS: missense,NON: nonsense

O gene GATA3 destacou-se por apresentar variantes frameshift em trés

pacientes, 800, 822 e 838, todas referentes a inser¢cdo de nucleotideos. A paciente 822,

além de apresentar uma variante deletéria no gene GATA3, também foi detectada com

uma variante frameshifi no gene GRHLZ2. Duas pacientes, 805 ¢ 821, apresentaram uma

variante frameshift cada. A paciente 805 apresentou uma alteragdo frameshift no gene
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MENI, promovida pela dele¢do de um nucleotideo, ¢ a paciente 821 foi identificada
com uma variante no gene 7P53, relacionada a inser¢@o de um nucleotideo.

A paciente 819 apresentou uma variante nonsense no gene NFI e
5 alteragdes missenses identificadas em diferentes genes; CACNAIE, FAT2, NFI e
AHNAK. Um total de trés alteracdes foram identificadas na paciente 842, sendo uma
nonsense no gene PRKARIA e duas missenses referentes aos genes SEMA6D e PTEN.
Outras alteracdes missenses patogénicas foram identificadas em duas pacientes, uma
variante no gene P/K3CA detectada na paciente 809 e uma variante no gene AKT]

referente a paciente 829.

4.1.2 Variantes génicas germinativas patogénicas

Dentre as 19 pacientes incluidas neste estudo, 4 apresentaram variantes
germinativas patogénicas (811, 821, 830 e 842) em 3 genes relacionados a sindromes
hereditarias; duas em BRCAI, uma em BRCA2 e uma em ATM. O gene BRCAI
apresentou duas variantes germinativas patogénicas, uma alteracdo em sitio de splicing
na paciente 811 e uma alteracdo frameshift identificada na paciente 821. Em relagdo aos
genes BRCA2 e ATM, uma variante germinativa foi identificada em cada gene, sendo
uma alteragdo missense no gene BRCA2 detectada na paciente 842, e uma alteracdo em
sitio de splicing no gene ATM referente a paciente 830.

A partir destas consideracdes, duas pacientes apresentaram alteragdes
somaticas e germinativas patogénicas (842 e 821). A amostra de tumor da paciente 821
apresentou duas alteracdes patogénicas, uma alteracdo somatica frameshift em TP53 e
uma alteracdo germinativa frameshift em BRCAI. O total de quatro alteracdes
patogénicas foram detectadas na paciente 842, trés variantes somaticas (1 nonsense em
PRKARIA e 2 missenses em SEMA6D e PTEN) e uma variante germinativa (1 missense
em BRCA2). Na tabela 19 estdo descritas as variantes germinativas e somaticas
patogénicas das pacientes 821 e 842.

Tabela 19: Variantes patogénicas identificadas nas pacientes 821 e 842

Paciente Gene Variante Alteracio HGVS c.DNA  Freq. Al Bases Alt _ Bases Ref
821 BRCA1 germinativa FRA ¢.5266dupC 0,513 196 381
821 TP53 somatica FRA ND 0,346 27 78
842 PRKARIA somatica NON ND 0,110 10 91
842 SEMA6D somatica MIS ND 0,156 10 64
842 PTEN somatica MIS ND 0,346 27 78
842 BRCA2 germinativa MIS c.250C>T 0,475 131 146

Freq. Al frequéncia alélica, Bases Alt, bases alteradas, Bases Ref: bases referéncia, FRA: frameshift,
MIS: missense, NON: nonsense ¢ ND: ndo determinado
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5. Discussao

Neste estudo, 13 genes apresentaram variantes somaticas patogénicas,
destes 61% sdo classificados como genes drivers, a maioria relacionados aos processos
celulares de motilidade, metabolismo e ciclo celular, e provenientes de estudo do nosso
grupo (Encinas et al., 2018). A tabela 3 (suplementar) apresenta as informacgdes sobre
0s genes com variantes somaticas patogénicas correspondentes a classificacao,
distribuicdo nos diferentes estudos e fungdo em processos celulares.

Em 4 de 13 genes com alteragdes somaticas patogé€nicas foram detectadas
variantes com alteracdes frameshift; GATA3, GRHL2, MENI e TP53.

O gene GATA3 pertence a familia de fatores de transcrigdo, sendo
responsavel pela diferenciacdo de células epiteliais mamarias. Ele ¢ um gene supressor
tumoral, frequentemente mutado em cancer de mama, do qual esta relacionado ao
processo de regulacdo da transicdo epitélio-mesenquimal. Neste estudo trés pacientes
jovens com cancer de mama subtipo luminal apresentaram alteracdes frameshift no gene
GATA3, sendo todas referentes a inser¢do de um nucleotideo. Da mesma maneira na
publicagdo de Kan et al., 2018, quatro pacientes coreanas jovens com o mesmo perfil,
apresentaram variantes frameshift no gene GATA3, que promoveram a inser¢dao de
nucleotideos.

O gene GRHL2, assim como o gene GATA3, também ¢ um fator de
transcrigdo que participa da regulacdo da transicdo epitélio-mesenquimal e
diferenciagdo de células epiteliais. A partir deste estudo foi identificada uma alteracdo
frameshift no gene GRHL?2, promovida pela a insercdo de um nucleotideo referente a
uma paciente jovem com cancer de mama subtipo luminal (822). Outra alteragdo
patogénica no gene GRHL?2, sendo esta nonsense, foi detectada em uma pacientes com
esse mesmo perfil a partir de um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (Encinas et
al., 2018).

O gene MENI, ou menin 1, esta associado a neoplasia enddcrina multipla
tipo 1, causada por mutagdes germinativas neste gene. Ele é um supressor tumoral, que
em tumores esporadicos promove a proliferagdo celular e a resisténcia a terapia
enddcrina. Neste estudo uma alteragdo frameshift no gene MENI foi detectada em uma
paciente jovem com cancer de mama subtipo luminal, referente a delecio de um

nucleotideo (805). Outra alteracdo frameshift no gene MENI, delecdao de nucleotideos,
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foi identificada em uma paciente coreana jovem com cancer de mama subtipo luminal
(Kan et al., 2018).

O gene TP53, frequentemente mutado em cancer de mama, apresentou
neste estudo uma alteracdo frameshift com a inser¢do de um nucleotideo, detectada em
uma paciente jovem com cancer de mama subtipo luminal (821). Da mesma maneira,
em pesquisa com pacientes coreanas jovens com este mesmo perfil, uma alteracdo
frameshift foi identificada no gene TP53, referente a delegdo de nucleotideos, além
desta outras 4 alteracdes missenses foram detectadas no gene 7P53 (Kan et al., 2018).

As variantes nonsenses detectadas neste estudo sdo referentes aos genes
NF1 e PRKARIA. O gene NF'I foi selecionado para este estudo devido a detec¢do de
variantes em pacientes jovens com cancer de mama subtipo triplo negativo. O gene NF]
mutado promove um distirbio caracterizado pelo desenvolvimento de tumores
cerebrais, cutaneos e em outras partes do corpo. A proteina codificada pelo gene NF'/
participa do processo de transducdo de sinal, através da regulacdo negativa de proteina
RAS. A partir da analise de variantes somaticas deste estudo foram identificadas duas
altera¢des no gene NFI, uma nonsense € outra missense, em uma paciente jovem com
cancer de mama subtipo luminal (819).

O gene PRKARIA codifica uma proteina quinase associada a enzima cAMP,
que promove a regulacdo do ciclo celular. As alteragdes no gene PRKARIA foram
relatadas em neoplasias endocrinas. Duas pacientes jovens com cancer de mama
subtipo luminal apresentaram alteragdoes no gene PRKARIA, uma alteracdo nonsense
detectada neste estudo na paciente 842 e uma alteracdo missense identificada em
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (Encinas et al., 2018).

Além dos genes com alteracdes frameshift € nonsenses, outros oito genes,
(PIK3CA, AKTI, NFI, AHNAK, PTEN, CACNAIE, FAT2 e SEMAG6D) apresentaram
alteracdes missenses consideradas patogénicas, conforme as ferramentas de predicao.

O gene fosfatidilinositol4,5bifosfato3quinase, ou P/IK3CA, codifica uma
proteina tirosina quinase que promove o processo de transducdo de sinal pela ativagdo
da proteina AKT. O gene PIK3CA ¢ componente de vias de sinalizagdo que inibe a
apoptose ¢ promove a proliferagdo, motilidade e angiogénese. O gene PIK3CA destaca-
se por encontrar-se frequentemente mutado em céancer de mama. Uma alteragdo
somatica missense foi identificada neste estudo em uma paciente jovem com cancer de
mama subtipo luminal (809). Da mesma maneira, em um maior nimero de casos (6

pacientes), foram identificadas variantes missenses no gene PIK3CA (Kan et al., 2018).
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Em pesquisa realizada no estudo anterior do nosso grupo, oito pacientes jovens com

cancer de mama subtipo luminal apresentaram variantes missenses no gene PIK3CA

(Encinas et al., 2018).

O gene AKT esta diretamente associado ao gene PIK3CA, uma vez que

a desregulacdo da via de sinalizacdo PI3K/AKT promove alteracdes relacionadas
diretamente a promocao da carcinogénese. O gene AKT codifica uma proteina tirosina
quinase, diretamente relacionada aos processos celulares de proliferacdo e autofagia.
As alteracOes missenses detectadas no gene AKTI foram referentes a duas pacientes
jovens com cancer de mama subtipo luminal, uma paciente deste estudo (829) e outra
paciente de estudo anterior do nosso grupo (Encinas et al., 2018).

O gene PTEN ¢ classificado como um supresso tumoral, descrito como
um regulador negativo da via de sinalizagdo de AKT. As evidéncias sugerem que esse
gene esta relacionado ao controle da divisdo celular, migracdo e angiogénese.

O gene AHNAK, codifica uma proteina do nticleo celular, componente de
varios processos biologicos. No mecanismo de carcinogénese essa proteina, quando
mutada, promove a invasdo celular e a metastase. Outra funcio relacionada ao gene
AHNAK ¢ a sua atuag@o no processo celular de ubiquitinagdo. De acordo com os
resultados deste estudo, duas variantes missenses patogénicas foram detectadas neste
gene, sendo ambas identificadas em uma paciente jovem com céancer de mama
subtipo luminal A (819). Em outro estudo, uma variante missense foi detectada no
gene ANHAK em uma paciente jovens com cancer de mama subtipo triplo negativo.

Outro gene, o CACNAIE, apresenta uma fun¢do diferenciada dos
demais. Ele ¢ um importante componente da familia proteica de canais de célcio, que
participam de variados processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e
metastase. Neste estudo foi detectada uma alteragdo missense no gene CACNAIE. Da
mesma maneira, em dois estudos prévios também foram identificadas variantes neste
gene. No estudo Kan et al., 2018, foi detectada uma alteracdo em sitio de splicing no
gene CACNAIE, a partir da amostra de tumor proveniente de uma paciente coreana
jovem com cancer de mama subtipo luminal.Na publica¢do de Encinas et al., 2018, uma
alteracdo missense foi identificada em uma paciente com este mesmo perfil.

Ambos os genes CACNAIE e FAT2 estdo relacionados ao mecanismo de
motilidade celular, conforme o programa Topp Gene. A proteina FAT2 ¢ um membro da
familia da caderina, um grupo de proteinas de membrana que promovem a adesdo

celular e controla o processo de proliferagdo. Neste estudo, uma alteragdo missense foi
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detectada no gene FAT2, sendo considerada patogénica em quatro do total de seis
preditores.

O gene SEMAG6D participa da resposta imune e do processo de
neurogénese. A regido extracelular da proteina SEMA6D atua no sistema imunologico
através da secrecdo de citocinas. As alteracdes neste gene foram recentemente
associadas ao processo de metastase. Duas variantes missenses foram identificadas no
gene SEMAG6D, ambas em paciente jovem com cancer de mama subtipo luminal,
proveniente deste estudo (842) e de pesquisa anterior do nosso grupo (Encinas et al.,

2018).
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6. Conclusao

Em 9 de 11 pacientes com cancer de mama subtipo luminal foram encontradas
variantes somaticas patogénicas em 13 genes potencialmente drivers: GATA3, GRHL?2,
MENI, TP53, CACNAIL, FAT2, NF1, AHNAK, PIK3CA, AKTI, PRKARIA, SEMAG6D e
PTEN.

Duas pacientes destacaram-se neste estudo por apresentar, em amostras de
tumores, tanto variantes somaticas como germinativas patogénicas. Destas, uma
paciente apresentou 4 variantes (3 somaticas e 1 germinativa), do qual as variantes
somaticas referem-se a uma alteragdo nonsense em PRKARIA e duas alteragdes
missenses, uma em SEMA6D e outra em PTEN, além de uma alteragdo germinativa
missense em BRCA2. Em outra paciente foram identificadas duas alteracdes, ambas
frameshift, sendo uma variante somatica em 7P53 e uma germinativa em BRCA .

Em relagdo as pacientes com alteragdes exclusivamente somaticas patogénicas,
trés participantes apresentaram variantes somaticas em GATA3, todas elas frameshift,
sendo este o gene mais frequentemente alterado nesta coorte de pacientes jovens. Uma
das participantes apresentou em concomitancia uma variante frameshift somatica em
GRHL2. Outra paciente apresentou mutagao somatica frameshift em MENI.

Uma Unica paciente apresentou 6 alteracdes somadticas, uma variante nonsense
no gene NFI e 5 alteragGes missenses identificadas em diferentes genes, CACNAIE,
FAT2, NFI e AHNAK. Outras duas pacientes apresentaram uma alteracdo missense em
cada, sendo uma paciente com uma variante no gene PIK3CA e outra paciente uma
variante no gene AKT1.

A maioria das variantes somaticas relatadas, exceto FAT2 e NFI, foram

previamente descritas em cancer de mama subtipo luminal de mulheres jovens.
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Tabela 1: Cobertura das amostras de tumores das pacientes no painel de genes

% de bases de exons com <20 leituras

Mediana (%) de bases de exons do
gene por todas as amostras

800 805 809 811 812 814 818 819 821 822 823 828 829 837 838 842

AHNAK 6,9
AKT1 0.2
ANLN 32,2

APC 19
ARIDIA 3,3
ATAD2B 9,4

ATM 17,8

ATR 9,5
ATXN1 01

BAP1 19

BRCA1 14,4
BRCA2 12,3

CACNA1E 3,1

CAMKIG 0,0
CDH1 17

CSMD3 67
csPP1 12,2
DALRD3 0,0
DICER1 11,1
EP300 7,5
ERBB2 4,2
ERBBA 3,2

ESR1 1,3

FAT2 2,0

FAT4 33
FBXW7 63
GATA3 0,0

GRHL2 0,0
GRM3 2,1
HERC2 56,5
HUWE1 6,0

LysT 13,5
MAP2K4 42,1
MAP3K1 15,4
MED23 14,2

MEN1 0,0

MET 7,5

MTHFD2 62
MTOR 5,3
NCOA3 0,4
NF1 28,3
NOTCH1 8,5
PARP4 56,2
PCDH10 0,0
PIK3AP1 20,7
PIK3CA 22,6
PIK3R1 8,9
POLD1 03

PRKAR1A 0,0
PRKD1 9,4
PTEN 42,3

PTPN13 59

RADS51 10,8
RAD9A 0,0

RB1 49,7

RSBN1 1,4

SEMAGD 9,1
SETD2 15,4

SMARCA4 3,7

SMURF2 25,8
SPEN 7,2
e 15
P53 0,0
UBRS 3,6

Mediana (%) de bases
de exons portodosos 4,7 29,8 0,0 63 99 682 0,7 159 97 00 0,0 39 264 00 00 89
genes da amostra




Tabela 2: Variantes somaticas detectadas nas amostras de tumores das pacientes jovens com cancer de mama subtipo luminal
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Paciente Gene HGVS c.DNA HGVS proteina Aminoacido |Cromossomo| Posigdo Codon Exon NCBI (1000 genomas) | HOM/HET
800 GATA3 [ NM_001002295.1 €.1224dupG NP_001002295.1 [p.Pro409Alafs*99 ND 10 8115874 ND 6 rs752977342 HET
805 MEN1 NM_000244 ND ND ND ND 11 64577495 ND 2 ND LowAF
805 BRCA2 NM_000059.3 c.10211G>A NP_000050.2 p.Cys3404Tyr C3404Y 13 32972861 | tGt/tAt 27 rs587782614 HET
805 HUWE1 NM_031407.6 ¢.9155C>T NP_113584.3 p.Ser3052Leu S3052L X 53578092 | tCa/tTa 65 ND HET
805 RAD51 NM_001164269 ND ND ND T76M 15 40994005 | aCg/aTg 4 ND LowAF
809 PIK3CA NM_006218.2 c.1624G>A NP_006209.2 p.Glu542Lys E542K 3 178936082 | Gaa/Aaa 10 rs121913273 HET
811 CAMK1G NM_020439.2 ¢.1397G>C NP_065172.1 p.Arg466Pro R466P 1 209786186| cGg/cCg 12 rs769916493 LowAF
811 PIK3CA NM_006218.2 €.2727C>G NP_006209.2 p.Phe909Leu F909L 3 178947852 | ttC/ttG 19 ND HET
819 SPEN NM_015001.2 ¢.5267C>T NP_055816.2 p.Thrl756lle T17561 1 16258002 | aCc/aTc 11 ND HET
819 CACNALE | NM_001205294 ND ND ND L1773M 1 181752824 | Ctg/Atg 39 ND HET
819 BAP1 NM_004656.2 c.1792C>T NP_004647.1 p.Pro598Ser P598S 3 52437252 | Cca/Tca 14 ND HET
819 FAT2 NM_001447.2 €.12880G>A NP_001438.1 p.Gly4294Ser G4294S 5 150885296| Ggc/Agc 23 ND HET
819 ANLN NM_001284301 ND ND ND Ad0V 7 36435975 | gCt/gTt 2 ND HET
819 TNC NM_002160.3 c.5222G>A NP_002151.2 p.Argl741GIn R1741Q 9 117804524 | cGg/cAg 18 rs149299073 HET
819 NOTCH1 NM_017617.4 c.4568G>A NP_060087.3 p.Arg1523His R1523H 9 139399780( cGt/cAt 25 rs367589813 HET
819 AHNAK NM_001346445 ND ND p.Asp1342Ala D1342A 11 62297864 | gAt/gCt 5 ND HET
819 AHNAK NM_001346445 ND ND p.Asp1342Tyr D1342Y 11 62297865 | Gat/Tat 5 rs776554777 HET
819 NF1 NM_000267.3 ND NP_000258.1 p.Leul183Met L1183M 17 29560070 | Ctg/Atg 27 ND HET
819 NF1 NM_000267.3 ND NP_000258.1 p.Glu1181* E1181* 17 29560064 | Gaa/Taa 27 ND HET
821 TP53 NM_000546 ND ND ND ND 17 7579447 ND 4 ND HET
821 TNC NM_002160.3 ¢.5024G>T NP_002151.2 p.Argl675Met R1675M 9 117808790| aGg/aTg 17 ND HET
822 GATA3 [ NM_001002295.1 | c.1307_1308dupCC| NP_001002295.1 |p.Ser437Profs*40 ND 10 8115955 ND 6 ND HET
822 GRHL2 NM_001330593.1 ¢.180_181insT NP_001317522.1 p.Lys61* ND 8 102564954 ND 3 rs373113216 HET
822 PIK3CA NM_006218.2 ¢.3140A>G NP_006209.2 p.His1047Arg H1047R 3 178952085| cAt/cGt 21 rs121913279 HET
828 AHNAK NM_001346445 ND ND ND V3972I 11 62289975 | Gtt/Att 5 ND LowAF
828 RAD51 NM_001164269 ND ND ND V112A 15 40994113 | gTt/gCt 4 rs777467455 HET
829 AKT1 NM_001014431 ND ND ND P423L 14 105237177| cCa/cTa 13 ND HET
838 GATA3 [ NM_001002295.1 ¢.1331dupG NP_001002295.1 [ p.*445Leufs*63 ND 10 8115979 ND 6 ND HET
842 SEMAG6D NM_001198999 ND ND ND 1406T 15 48056954 | aTt/aCt 15 ND HET
842 PRKAR1A NM_001276289 ND ND ND R96* 17 66519005 | Cga/Tga 4 rs281864783 LowAF
842 PTEN NM_000314 ND ND ND L220V 10 89717633 ND 7 ND HET
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Paciente Gene Al Ref | Al Alt Freq Al |Base Ref | Base Alt | Fow Ref | Rev Ref | Fow Alt | Rev Alt |Classe Funcional Efeito SIFT PolyPhen FATHMM

800 GATA3 C CG 0,419 86 36 34 51 17 19 frameshift alto ND ND ND

805 MEN1 TC T 0.133 90 12 42 35 0 12 frameshift alto ND ND ND

805 BRCA2 G A 0.37 27 10 6 12 10 0 missense moderado | benigno (0.25) | deletério (0.72) | benigno (0.00)
805 HUWE1 G A 0.412 51 21 17 14 0 21 missense moderado | benigno (0.11) benigno (0.00) benigno (0.36)
805 RAD51 C T 0.127 110 14 43 54 8 6 missense moderado | benigno (0.06) benigno (0.00) benigno( 0.39)
809 PIK3CA G A 0.263 266 70 96 101 35 35 missense moderado | deletério (0.04) | deletério (0.91) | benigno (0,61)
811 CAMK1G G C 0.109 110 12 59 51 13 0 missense moderado | benigno (0.12) benigno (0.00) benigno (0.69)
811 PIK3CA C G 0.156 77 12 46 31 0 12 missense moderado | benigno (0.11) benigno (0.38) benigno( 0.75)
819 SPEN C T 0.269 52 14 21 18 14 0 missense moderado | benigno (0.12) benigno (0.10) benigno (0.08)
819 CACNAILE C A 0.152 105 16 20 70 0 16 missense moderado | deletério (0.01) | deletério (0.92) | deletério (0.96)
819 BAP1 G A 0.321 56 18 13 26 0 18 missense moderado | benigno (0.50) benigno (0.02) benigno (0.49)
819 FAT2 C T 0.368 38 14 13 12 14 0 missense moderado | deletério (0.01) | deletério (0.75) | benigno (0.71)
819 ANLN C T 0.245 49 12 23 15 0 12 missense moderado | benigno (0.37) benigno (0.00) benigno (0.43)
819 TNC C T 0.351 57 20 19 19 20 0 missense moderado | benigno (0.36) | deletério (0.75) | benigno (0.57)
819 NOTCH1 C T 0.283 53 15 19 20 15 0 missense moderado | benigno (0.11) benigno (0.00) benigno (0.64)
819 AHNAK T G 0.309 25 81 24 33 0 25 missense moderado | deletério (0.00) | deletério (0.98) | benigno (0.03)
819 AHNAK C A 0.305 25 82 25 33 0 25 missense moderado | deletério (0.00) | deletério (0.99) | benigno (0.03)
819 NF1 C A 0.333 11 33 16 7 0 11 missense moderado | deletério (0.00) | deletério (0.97) | benigno (0.73)
819 NF1 G T 0.314 11 35 13 12 0 11 nonsense Alto ND ND ND

821 TP53 A AG 0.346 78 27 48 29 22 5 frameshift alto ND ND ND

821 TNC C A 0.256 39 10 16 14 8 2 missense moderado | benigno (0.22) benigno (0.10) benigno (0.55)
822 GATA3 A ACC 0.252 310 78 158 151 30 48 frameshift alto ND ND ND

822 GRHL2 C CT 0.271 107 29 73 33 21 8 frameshift alto ND ND ND

822 PIK3CA A G 0.265 170 45 61 65 18 27 missense moderado | benigno (0.11) benigno (0.08) benigno (0.80)
828 AHNAK C T 0.137 22 161 82 58 7 15 missense moderado | deletério(0.02) | benigno (0.23) benigno (0.00)
828 RAD51 T C 0.228 57 13 10 35 1 12 missense moderado | benigno (0.07) benigno (0,00) benigno (0.07)
829 AKT1 G A 0.373 59 22 14 24 22 0 missense moderado | deletério (0.01) | deletério (0.98) | benigno (0.62)
838 GATA3 T TG 0.349 192 67 91 100 34 33 frameshift alto ND ND ND

842 SEMA6D T C 0,156 64 10 38 17 4 6 missense moderado | deletério (0.03) | deletério (0.95) | benigno (0.11)
842 PRKAR1A C T 0,11 91 10 45 37 9 1 nonsense alto ND ND ND

842 PTEN C G 0,346 27 78 31 21 27 missense moderado | benigno (0.50) benigno (0.33) | deletério (0.84)
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Paciente Gene REVEL Mut. Assessor Mut. Taster Clinical (Clinvar) Cosmic Tumor Site COSMIC ID
800 GATA3 ND ND ND breast c.1223 1224insAp.P409fs*>37,c.1223_1224insTp.P409fs*>37
805 MEN1 ND ND ND
805 BRCA2 benigno (0.32) | benigno (0.45) | benigno (0.08) biliary tract ¢.10211G>Cp.C3404S
805 HUWE1 benigno (0.15) | benigno (0.59) | benigno (0.40)
805 RAD51 benigno (0.07) ND benigno (0.08)
809 PIK3CA |deletério (0.74) | deletério (0.44) | benigno (0.81) breast, ovary, prostate
811 CAMK1G benigno (0.53) | benigno (0.35) | benigno (0.38)
811 PIK3CA deletério (0.86) | benigno (0.41) | deletério (0.58) breast, oesophagus €.2727C>Gp.F909L,c.2727C>Ap.F909L,c.2727C>Tp.F909F
819 SPEN benigno (0.23) | benigno (0.60) | benigno (0.08)
819 CACNAI1E | deletério (0.85) | benigno (0.41) | deletério (0.58)
819 BAP1 benigno (0.23) | benigno (0.06) | benigno (0.31)
819 FAT2 deletério (0.55) | benigno (0.39) | deletério (0.51)
819 ANLN benigno (0.02) | benigno (0.24) | benigno (0.08)
819 TNC deletério (0.68) | deletério (0.71) | benigno (0.34) urinary tract ¢.5222G>Ap.R1741Q
819 NOTCH1 benigno (0.11) | benigno (0.26) | benigno (0.08)
819 AHNAK benigno (0.43) | deletério (0.79) | deletério (0.81)
819 AHNAK benigno (0.46) | deletério (0.79) | deletério (0.81)
819 NF1 deletério (0.57) | deletério( 0.82) | deletério (0.58)
819 NF1 ND ND deletério( 0.81)
821 TP53 ND ND ND pathogenic
821 TNC benigno (0.40) | benigno (0.21) | deletério (0.81) | probable-non-pathogenic
822 GATA3 ND ND ND breast, lymphoid tissue | ¢.1304 1305insCp.S437fs*>9,c.1304_1305insCCp.S437fs*>9
822 GRHL2 ND ND ND
822 PIK3CA deletério (0.75) | benigno (0.15) | deletério (0.81) pathogenic breast, ovary, prostate ¢.3140A>Cp.H1047P,c.3140A>Gp.H1047R
828 AHNAK benigno (0.09) | benigno (0.34) | benigno (0.08)
828 RAD51 benigno (0,09) ND benigno (0.08)
829 AKT1 deletério (0.84) | deletério (0.99) | deletério (0.81)
838 GATA3 ND ND ND
842 SEMA6D |deletério (0.61) | benigno (0.46) | deletério (0,54)
842 PRKAR1A ND ND ND
842 PTEN deletério (0.75) | deletério (0,78) | deletério (0,81)




Tabela 3: Caracteristicas dos genes com variantes somaticas patogénicas
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Gene
Simbolo ~ Driver
AHNAK

AKTI1
CACNAIE
FAT2
GATA3
GRHL2
MENI1
NF1
PIK3CA
PRKARIA
PTEN
SEMA6D
TPS53

Classificacdo do Gene

Cancer de Mama LM

Cancer de Mama TN

Func¢do Molecular

Processo Bioldgico

Transdugdo de Sinal

Oncogene Supressor Encinas et al.,2018 Kan et al.,2018 Literatura ¢ base de dados Proteina Quinase Transcrigdo Ubiquitinagdo Metabolismo Ciclo Celular Motilidade Cromatina ~ Reparo do DNA
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