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Resumo

As neoplasias de traqueia, bronquios e pulmé&o sdo os tipos de cancer que mais
causam mortes no mundo, levando a cada ano aproximadamente 1,7 milhdes de pessoas
ao Obito. Marcadores moleculares (ou biomarcadores) surgiram na Gltima década como
uma nova ferramenta para auxiliar na escolha de tratamento para pacientes com
adenocarcinoma de pulmao e alteragdes moleculares especificas. Além das drogas de
alvo molecular, mais recentemente foram aprovados novos tratamentos para o0 CPNPC
pertencentes a classe dos imunoterapicos, denominados inibidores de checkpoint

imunologicos (Rizvi et al., 2015).

Sua prescricdo depende da expressdo de certos biomarcadores na superficie
celular do tumor, como a proteina PD-L1, que se liga ao seu receptor PD-1 em células-
T, impedindo sua proliferacdo. O uso de farmacos anti-PD-1/PD-L1 impede tal ligag&o,
reativando a resposta imune do paciente (Herbst et al., 2014). Porém, mesmo com uma
alta expressdo de PD-L1, a resposta a inibidores de checkpoint tem variado de 10% -
45% (Garon et al., 2015; Jiang et al., 2017). Novos estudos demonstraram que tumores
hipermutados (>10mt/Mb), os quais possuem uma maior chance de apresentarem
neoantigenos, tendem a responder bem ao uso de inibidores de checkpoint,

independente da expressdo de PD-L1 (Ramalingam et al., 2018).

Apesar do uso promissor da carga mutacional para a selecdo de pacientes que se
beneficiardo da imunoterapia, o diagnostico ainda é custoso, uma vez que demanda
sequenciamento completo de exoma ou ainda painéis com um nimero muito elevado de
genes (Roszik et al., 2016). Portanto, biomarcadores com aplicagdo clinica que sejam

indicadores de maior sensibilidade a imunoterapia ainda sao escassos.

O presente trabalho tem como objetivo identificar novos biomarcadores
potencialmente associados com uma maior ou menor carga mutacional em pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma de pulmdo. Para isso, dados do TCGA (the human
genoma cancer atlas) foram explorados e 47 genes selecionados como drivers foram
submetidos a analises de bioinformatica a fim de relacionar a carga mutacional dos
tumores com mutagdes sem genes drivers junto com a co-ocorréncia de mutacdo no
gene TP53. Este perfil de co-ocorréncia de mutagdes evidenciou que muta¢ées em TP53
e drivers selecionados podem ser bons indicios de biomarcadores de alta taxa tumoral e

perfil de hipermutacao.



1. INTRODUCAO

O céncer de pulméo é o tipo de neoplasia maligna com maior incidéncia a nivel
mundial, correspondendo a 11,6% dos casos de cancer. Estima-se que cerca de 1,7
milhdo de pessoas venham a Obito a cada ano em decorréncia da doencga, nimeros que
tendem a aumentar nos proximos anos (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, espera-se
cerca de 30.000 novos casos de cancer de pulméo a cada ano, sendo o segundo tipo de
cancer mais frequente na regido sul do pais, com 36 casos a cada 100 mil pessoas,

abaixo somente do cancer de pele-ndo melanoma. (INCA, 2018).

Como na maioria dos casos de neoplasia, existem fatores de risco para
desenvolvimento da doenca. Para os casos de pulmdo, o mais bem estabelecido é
consumo de derivados de tabaco, responsavel por aproximadamente 90% dos casos,
levando, na maior parte das vezes, os pacientes a Obito (Ozlii e Bulbil, 2005).
Diferentemente de outros fatores de risco como a exposi¢do a cromo, arsénico, cadmio,
silica, niquel, poluentes atmosféricos e até mesmo fatores ligados a dieta (Sun et al.,
2007), acredita-se que o habito de tabagista aumente a chance do individuo desenvolver
cancer de pulméo ao longo da vida em uma ordem de 20 a 30 vezes quando comparado
a um nao-tabagista (Ridge et al., 2013).

O céncer de pulmao é dividido em dois grandes grupos de acordo com o perfil
histoldgico: cancer de pulméo de células pequenas (CPCP), responsavel por 15 a 20%
dos tumores; e cancer de pulmédo de ndo-pequenas células NSCLSC’s (do inglés non
small cell lung carcinoma), presente em aproximadamente 80% dos diagndsticos
(Lortet-Tieulent et al., 2014; Pirker e Filipits, 2016). Na préatica clinica, a fim de
melhorar respostas a tratamento, o grupo NSCLSC’s foi subdivido em mais trés sub-
grupos, correspondendo aos subtipos adenocarcinoma, cancer de pulmédo de células

escamosas e cancer de pulméo de células grandes. (Scagliotti et al., 2008)

Estudos gendmicos evidenciaram a ampla heterogeneidade molecular dos tumores
de pulmdo, mesmo entre aqueles de mesmo padrdo histoldgico, (Network, 2012;
Kandoth et al., 2013). O uso de biomarcadores de predicdo permite que decisdes
terapéuticas sejam baseadas na genética do tumor, prevendo com mais precisdo a

provavel resposta ao tratamento, (Politi e Herbst, 2015). Por exemplo, determinadas



alteracbes somaticas nos genes EGFR, KRAS, ALK, ERB2 e BRAF sdo alvos
substanciais para inibidores de tirosina quinase - ITQs (do inglés tyrosine kinase
inhibitors - TKIs), trazendo a possibilidade de um tratamento mais personalizado (Pao
& Girard, 2011).

A imunoterapia como tratamento de cancer surgiu como um mecanismo de ativacdo
e direcionamento de células do sistema imune, mais particularmente Linfocitos T, para
agirem contra células cancerosas, ndo interferindo com células de tecido normal. O
sistema imune do paciente consiste tanto da imunidade inata, quanto adaptativa e ambos
tém papel fundamental na vigilancia da imunidade total, reconhecimento e destruicéo de
células malignas. Este tipo de tratamento vem demonstrando eficacia, na medida em que
linfocitos T atuam diretamente na rejei¢do tumoral tanto em modelos animais, como em
humanos, como verificado em experimentos de transferéncias de células (WANG,
2016).

Embora a imunoterapia consiga tratar uma ampla gama de pacientes ao redor do
mundo, ainda ocorrem casos em que 0S pacientes ndo respondem ao tratamento.
Atualmente, os estudos com imunoterapia aos poucos tentam elucidar os mecanismo de

interagdo das células imunes com células malignas.

O sistema imune, assim com todos os sistemas biologicos, possui checkpoints de
controle. Dentre as moléculas checkpoint mais estudadas estdo CTLA-4 ( do inglés
cytotoxic T lymphocyte antigen-4), PD-1 (do inglés programmed cell death-1) e seu
ligante PD-L1 (do inglés programmed cell death ligant-1), devido sua participacdo no
balanco de regulagéo de celulas T (JIANG et al., 2017). Sob condigdes normais, estao
envolvidas no balango de reages pro- e antimune (MELLMAN; COUKOS;
DRANOFF, 2011). Entretanto, células tumorais se beneficiam de evasdo do sistema

imune, o que promove a sobrevivéncia tumoral (Pardoll 2012).

O bloqueio de checkpoints imunoldgicos, como os sinais das proteinas PD-1 e PD-
L1 tem demonstrado grande potencial para o tratamento de NSCLSC’s (Rizvi et al.,
2015). PD-L1 é superexpresso em 23 a 27% dos casos de cancer de pulméo de células
grandes e adenocarcionoma de 19 a 56% dos carcinomas de células escamosas.
NSCLSC’s que expressam altos niveis de PD-L1 respondem bem a imunoterapias que
utilizem farmacos anti-PD-1/PD-L1 (Herbst et al., 2014). No entanto, uma resposta

satisfatoria com o0 uso de um Unico agente anti-PD-1/PD-L1 tem variado de 10% - 45%



em pacientes positivos para este biomarcador, demonstrando seu limitado valor

preditivo de resposta (Garon et al., 2015; Jiang et al., 2017).

Entender os mecanismos moleculares que ditam a resposta & imunoterapia, como o
tratamento anti-PD-1 é um dos desafios a serem transpostos na oncologia. Dentre 0s
tumores com melhor taxa de resposta estio NSCLSC’s e melanomas, tumores cuja
maior causa e predisposicao seja a exposicdo cronica a agentes mutagénicos, como
carcinogénicos do consumo de derivados de tabaco e exposicdo a luz ultravioleta,
respectivamente (Rizvi et al., 2015).

Recentemente a carga mutacional tumoral (em inglés Tumor Mutation Burden —
TMD) tem sido utilizada como um novo biomarcador de resposta a inibidores de
checkpoint. Em geral, tumores com mais de dez mutacGes por megabase (Mb), que sdo
classificados como hipermutados, tem maiores chances de resposta positiva ao
tratamento (Rizvi et al., 2015). Este padrdo é muito observado em NSCLCs,
principalmente em pacientes com habito tabagista (GOVINDAN et al., 2012 Campbell
et al 2017). Ensaios clinicos também demonstraram que mesmo em pacientes cujos
tumores possuiam baixa expressdo PD-L1, houve uma resposta positiva ao uso de
drogas anti-PD-L1 e anti-CTL-4 no grupo com carga mutacional >10Mt/Mb
(Borghaei et al., 2018).

Estudos como o de LU; ROBBINS (2016) sugerem que um possivel e emergente
biomarcador para predicdo da resposta ao tratamento imunoterapico seja o0 nimero total
de mutacBes presentes no tumor especifico. Uma alta carga mutacional resulta em
maior apresentacdo de neoantigenos, gerados principalmente por mutaces néo-

sindnimas.

Apesar do estabelecimento da alta carga mutacional como indicativo para o uso de
inibidores de checkpoint, seu uso na pratica clinica é demasiadamente custoso, uma vez
qgue demanda o sequenciamento do exoma tumoral ou analise com amplos painéis
génicos. Portanto, a descoberta de novos biomarcadores associados a um perfil
hipermutado seria de grande utilidade, potencialmente reduzindo os custos de
diagnostico. Neste contexo, o presente estudo utilizou dados do perfil mutacional de
563 adenocarcinomas de pulmdo depositados no repositorio publico do projeto The
Cancer Genome Atlas, comparando grupos de pacientes com tumores hipermutados e

ndo-hipermutados.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e analise dos dados

2.1.1. Chamada e selecéo de variantes

Foram avaliados casos de adenocarcinoma de pulméo diponibilizados no banco
de dados publico do The Cancer Genome Atlas (TCGA). A chamada de variantes foi
realizada com a ferramenta Mutect2 com auxilio da plataforma R, utilizando o pacote
TCGABIOolinks (Colaprico et al., 2016). Foi considerado o genoma de referéncia
GRCh38. Foram excluidas variantes sindbnimas e aquelas cuja predicdo de impacto era
classificada como benigna por ambos preditores SIFT e PolyPhen-2 (Adzhubei et al.,
2010; Choi et al., 2012; Choi e Chan, 2015). Também foram mantidas somente
mutagdes cuja classificacdo de impacto era Alta (maior probabilidade de perda de
fungdo), Moderada (ndo causa perda de fungdo, mas provavelmente reduz sua eficacia
bioldgica) ou Modificadora (localizada em regifes nao-codificantes), conforme

algoritmo Variant Effect Predictor (Mclaren et al., 2016).

2.1.2. Andlise da carga mutacional

As amostras tumorais foram classificadas em dois subgrupos: um com 10 ou
mais mutacbes por megabase (Mb), denominado Hipermutados, e outro com menos de
10 mutacBes por Mb, denominado ndo-hipermutados. Para esta classificacdo, foi
considerado um total 33Mb, correspondente ao exoma sequenciado em cada tumor,
conforme informacdo fornecida pela equipe do Genomic Data Commons, responsavel
pelo TCGA.

2.1.3. Selecdo de drivers candidatos e correlagéo com perfil hipermutado

A fim de determinar se alteragdes em genes especificos estavam mais

frequentemente relacionadas a um status de hipermutacdo, foram selecionados 46



drivers candidatos, conforme estudos gendmicos ja publicados para CPNPC (Pao e
Girard, 2011; Peifer et al., 2012; Network, 2014; Campbell et al., 2016). Uma vez que 0
gene TP53 € o mais frequentemente mutado em adenocarcinoma de pulmao, foi
comparada a carga mutacional de diferentes subgrupos conforme presenca ou auséncia
de mutacBes no gene: mutacdes somente em determinado gene driver, mas ndo em

TP53, VS mutacbes em determinado gene driver em co-ocorrémcia com TP53.

Para analise estatistica dos dados, foi utlizado teste t de Student. Também foi

aplicado o teste qui-quadrado para cada fator (gene driver), com correcdo de Yates.

2.1.4. Tamanho amostral e aspectos éticos

Por se tratar de um estudo exploratorio, o tamanho da amostra ndo foi calculado,
sendo esta série considerada uma amostra de conveniéncia. Por ora, estdo disponiveis
publicamente para analise uma série de 515 casos com informac@es clinicas, todos
disponibilizados pelo TCGA. Como este é um banco de dados publico que conta com
anonimizacdo das informacgdes pessoais dos pacientes, ndo foi necesséaria aprovacdo

pelo comité de ética.

3. OBJETIVOS

Identificar novos biomarcadores potencialmente associados com uma maior ou
menor carga mutacional em pacientes diagnosticados com adenocarcinoma de pulmao.

3.1. Objetivos especificos

3.1.1 Identificar possiveis mutacfes drivers que estejam associadas a uma maior ou
menor carga mutacional,

3.1.2 Propor um painel de alteragdes somaticas preditivo de beneficio a imunoterapia a
fim de identificar mutacdes relacionadas a alta carga mutacional, maior probabilidade
de apresentacdo de neoantigenos e resposta a inibidores de checkpoint.

4. RESULTADOS



4.1. Perfil hipermutado em adenocarcinoma de pulméo independe do estadiamento

tumoral

Das 515 amostras de tumores analisadas, 30% (N = 159) possuiam um perfil
considerado hipermutado (>10 Mt/Mb). J& 0s casos ndo-hipermutados (<10 Mt/Mb)
representaram 70% (N = 356) do total (Figura 1).

A fim de verificar se o status de hipermutacao esta relacionado ou ndo a doenca
avancada, os dados de carga mutacional foram confrontados com a clinica dos
pacientes. Foram utilizados os dados de estadiamento tumoral, ja disponibilizados pelo
TCGA, conforme a classificagdo TNM da American Joint Committee on Cancer,
disponivel para 504 das 515 amostras. Os resultados demonstram que o perfil
hipermutado ja se estabelece nos estagios iniciais da doenca, com 31% dos tumores em
estagio I ja apresentando uma alta carga mutacional (>10Mt/Mb) (Figura 2). Ademais,
a andlise de varidncia (One-Way ANOVA) revelou que ndo ha diferenga
estatisticamente significativa no nimero de mutacdes por Mb entre os quatro estagios

tumorais (p>0,05).
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Figura 1. Carga mutacional das 515 amostras de adenocarcinomas de pulmé&o
disponibilizadas no TCGA. Pontos acima da linha em vermelho pontilhada representam
casos hipermutados, com 10 ou mais mutagdes por megabase (Mb).
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Figura 2. Carga mutacional dos 504 casos cujo dados clinicos estavam disponiveis,
divididos conforme estadiamento tumoral. Nota-se que um perfil hipermutado
(=10Mt/Mb) ja se estabelece nos primeiros estagios da carcinogénese.

4.2. Co-ocorréncia de mutacbes em TP53 com outros genes driver parece conferir

uma maior probabilidade de geracao de um perfil hipermutado.

A fim de elucidar os mecanismos moleculares que levam a um perfil hipermutado,
foram selecionadas alteracdes em genes driver no processo de carcinogénese como possiveis
alvos para identificacdo da carga mutacional total. Foram selecionados 46 genes a fim de
determinar sua frequéncia em casos hipermutados ou ndo-hipermutados. Também foi
avaliada a co-ocorréncia de mutagdes em genes driver com alteracbes em TP53, gene mais
frequentemente mutado em adenocarcinoma de pulmao.

O boxplot gerado demonstra que ha uma tendéncia dos casos hipermutados se
agruparem no grupo de tumores que possuem mutacdo em um gene driver co-ocorrendo
com alteragdes em TP53. Dentre os genes com maior carga mutacional destacam-se
STAS5B,NRAS, PTEN, RAF1 com as médias mais elevadas. J& alteracfes nos genes PTPRU,
ATF7IP, KLHL5, JAK2 CMTR2, ARID2, ABL induzem, por si s0, o perfil hipermutado. O
caso em que ndo ha genes drivers selecionados mutados mostra-se com a menor taxa de
mutacdes, 0 que evidéncia que o painel de genes escolhidos seja um bom alvo para

determinar o padréo de hipermutacdo (Figura 3).
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Quando considerado apenas o grupo de tumores hipermutados, também observa-
se, no geral, uma tendéncia a uma maior carga mutacional nas amostras onde ha co-

ocorréncia com alteragdes TP53 (Figura 4).

Hipermutados: Driver x Driver 4 TP53

1500

.
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Figura 4. Comparativo entre o grupo hipermutado: “GENE” = tumores com driver mutado,

mas ndo TP53; “GENE”* = tumores com driver mutado e alteracdes em TP53. Nota-se uma

tendéncia no grupo com mutagoes em TP53 apresentarem um segundo quartil (mediana)
superior, o que reflete uma maior carga mutacional.

Para verificar se alteragdes em TP53 estdo relacionadas a uma maior carga
mutacional, foram comparados os tumores com e sem alteracGes neste driver. A partir
de testes estatisticos foi observado que amostras com TP53 mutado apresentam, em
média, maior carga mutacional (média de 13,6 Mt/Mb) do que as amostras sem este

driver mutado tiveram uma meédia inferior de 10 Mt/Mb (Figura 5A).

Os grupos hipermutados e nao-hipermutados também foram comparados em

relacdo ao numero de drivers mutados, uma vez que o nimero destes genes alterados



poderia ter papel importante no aumento da carga mutacional. Os resultados desta
andlise reforcam o papel de alteragdes em TP53 no processo de hipermuta¢do, uma vez
que a média de drivers alterados entre os dois grupos nao difere (teste T de Student, p=
0.438; Figura 5 B)
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Figura 5. A — Média de carga mutacional por Mb em individuos com TP53 mutado ou
ndo. B — Média de genes drivers mutados por individuo em relacdo ao perfil
hipermutado e ndo hipermutado.*** referente a valor p>0,005

4.3 Mutacgdes em TP53 exclusivas do perfil hipermutado e mutacdes independentes da

carga mutacional.

Depois de verificar a importancia de mutacdes no gene TP53 para geragdo de um
perfil hipermutado, foi verificado, no total de mutacdes presentes no gene, quais delas
seriam exclusivas de cada grupo, tanto do perfil hipermutado quanto do perfil nédo
hipermutado. Com a construcdo de um diagrama de Venn, das 205 mutacOes
encontradas em TP53, 79 (38,5%) foram exclusivas do grupo hipermutados, 94 (45,8%)

dos ndo-hipermutados e 32 (15,6%) comuns aos dois grupos.
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Figura 6. MutacBes em TP53. Dentre o total de mutacdes no gene identificadas, 32 se
mostraram presentes em ambos grupos, enquanto mutagdes exclusivas ocorreram na
mesma proporg¢do nos tumores com carga mutacional > 10 e < 10 mutagdes por Megabase.

4.5 Localizagdo das mutacdes em TP53

As mutagdes em TP53 se localizaram majoritariamente no dominio de ligagéo ao
DNA, em ambos grupos de carga mutacional. O dominio de transativacdo ndo se
mostrou comprometido, que corresponde ao dominio de interacdo com o gene MDM2.
Houve mutacdes em regides ndo funcionais, o que leva ao entendimento que tais
mutaces mudam a conformacdo da proteina e, portanto afetam diretamente seu

dobramento e funcionamento.

Nos tumores com perfil hipermutado (Figura 7A) a mutacdo R158afs*12P, com
ocorréncia apenas neste perfil, localizada na regido de ligacdo ao DNA, foi a mais
frequente, ocorrendo em 7 de 111 casos. Este dominio também foi o que apresentou
maior taxa de muta¢es nos casos com perfil ndo hipermutado, com as mutagdes
R249M/G/S aparecendo como as mais frequentes. Comparando os perfis hipermutados
e ndo-hipermutados, parece ndo haver um dominio que tenha uma maior frequéncia de

mutacdes em nenhum dos grupos (Figura 7A/B).
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Figura 7. Localizacdo das mutagGes presentes no gene TP53 e seus dominios funcionais. O
eixo X representa o tamanho total do gene e sua sequéncia de aminoacidos. O eixo Y
representa o nimero de mutac6es presentes. Cada dominio foi identificado com caixas e 0s
pontos representam uma mutagdo com troca de amino&cidos na sequéncia.

5. DISCUSSAO

Carga mutacional (TMB) é um biomarcador emergente, relacionado a reposta a
inibidores de checkpoint do sistema imune e que vem demonstrando-se um melhor
preditor de eficacia a resposta a imutoterapia do que com a propria expressao de PD-L1
ou PD-1, medido por imunohistoquimica. A distribuicdo do padrao de carga mutacional,
e 0 grupo especifico de pacientes com alta carga mutacional ndo sdo bem caracterizados
no cenario atual para a maioria de tipos de cancer (CHALMERS et al., 2017) .

Embora nos Gltimos anos a imunoterapia venha mostrando ser uma promessa no
tratamento de diversos tipos de cancer, a resposta ao tratamento parece ser mais
acentuada em casos de cancer de bexiga, pulmé&o, rim e pele do tipo melanoma, bem

como em tumores nos quais 0S genes que coordenam 0s mecanismos de reparo de



malpareamentos no DNA estejam deficientes (justamente casos em que a carga
mutacional é alta) (ROSENBERG et al., 2016).

SupBe-se que em tumores com uma alta carga mutacional haja também uma alta
carga de producdo de neoantigenos, que sdo alvos diretos de ativacdo de células de
sistema imune. Borghaei et al.(2018) demonstraram que o perfil de carga mutacional foi
um marcador mais efetivo para predizer resposta ao tratamento com inibidores de

checkpoint do que a taxa de expressdo de PD-L1 por si.

Ainda que a quantificacdo da carga mutacional por sequenciamento de genoma
seja um bom preditivo de sensibilidade do cancer a imunoterapia, os elevados custos e 0
trabalho operacional para a analise individual de cada paciente trazem limitacGes para
tais abordagens. Sendo assim, seria de interesse desenvolver painéis génicos, como o
proposto neste trabalho, que pudessem permitir uma inferéncia acerca do perfil
mutacional sem realizar sequenciamento total do genoma. Neste estudo exploratorio foi
realizada analise do total de possiveis genes preditores de perfil hipermutado,
juntamente com a andlise de co-ocorréncia de mutagdo em TP53.

A perda de funcéo de p53, atividade de reparo em DNA por mutacGes somaticas,
perda de nimero de copias do gene ou silenciamento epigenético aumentam a o dano ao
DNA total, sendo atividades associadas a um aumento na frequéncia mutacional.
MutacBes que levam a perda de funcdo de p53 sdo muito comuns na maioria dos
tumores e a perda da integridade de seu gene € crucial para o processo de tumorigénese.
(PETITJEAN et al., 2007). No presente trabalho, observamos que presenca de mutacées
em TP53 parece ser um dos principais fatores para a caracterizacdo de um perfil

hipermutado, sendo ainda mais relevante que o nimero total de genes drivers mutados.

Nossos resultados sugerem que ndo ha um tipo de mutacédo especifica em TP53
relacionado a uma alta carga mutacional nos tumores, mas as mutacdes e sua
consequente perda de funcdo parecem ter um papel direto e sinérgico com mutacfes em

genes drivers como um bom indicativo de perfil hipermutado.

6. CONCLUSAO

A busca por um melhor entendimento dos fatores associados a inducédo de um
perfil de hipermutag&o no adenocarcinoma de pulmé&o é necesséaria para que esse evento

importante que resulta na sensibilidade a tratamento com inibidores de checkpoint seja



reconhecido e direcione adequadamente a escolha do tratamento. Nossos resultados
demonstraram que muta¢Ges em TP53 parecem estar mais frequentemente associadas a
um perfil hipermutado. Os mecanismos biologicos subjacentes para explicar essa

associacdo precisam ainda ser elucidados.
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