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APRESENTACAO

O termo “égide” € um substantivo feminino que de acordo com a mitologia grega se
referia ao escudo utilizado por Zeus em sua luta contra os titds e que depois ele deu a sua
filha deusa Atena. No seu sentido figurado esté relacionado aquilo que protege e serve para
amparar ou oferece defesa.

Partindo dessa breve definicdo como principio, a nova obra intitulada “Medicina
Egide e do Bem estar Populacional” apresentada inicialmente em dois volumes, tras a
ciéncia médica e toda sua riqueza de informagéo e contetdo como um simbdlico “escudo
protetor” da populacdo, com prioridade as demandas populacionais e consequente bem
estar do povo.

Nosso principal objetivo é apresentar ao nosso leitor uma produgéo cientifica de
qualidade fundamentada no fato de que a integridade da salde da populacdo sempre
sera a prioridade, portanto a importancia de se aprofundar no conhecimento nas diversas
técnicas de estudo do campo médico que tragam retorno no bem estar fisico, mental e
social da populacéo.

O ano atual tem revelado a importancia da valorizagéo da pesquisa, dos estudos
e do profissional da area médica, ja que estes tem sido o principal escudo e amparo nos
tempos da guerra da pandemia. De forma especifica, congregamos aqui no segundo
volume desta obra, trabalhos, pesquisas, revisdes e estudos de caso correlacionados a
uma intensa luta do meio médico nos Ultimos anos: o cancer em todos os seus aspectos.
Portanto, este volume compreende uma comunica¢do de dados muito bem elaborados e
todos interconectados com essa palavra chave tao importante.

E fato que a disponibilizagdo destes dados através de uma literatura, rigorosamente
avaliada, evidencia a importancia de uma comunicag¢éo sélida com dados relevantes na
area médica, deste modo a obra “Medicina Egide e do Bem estar Populacional — volume
2” apresenta ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes do
territério nacional de maneira concisa e didatica. A divulgagéo cientifica é fundamental
para o desenvolvimento e avanco da pesquisa basica em nosso pais, e mais uma vez
parabenizamos a estrutura da Atena Editora por oferecer uma plataforma consolidada e
confiavel para estes pesquisadores divulguem seus resultados.

Novamente desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Aidentificagdo de variantes somaticas
é utilizada para direcionar o tratamento de
pacientes. Ainda que no cancer cutaneo nao
melanoma (CCNM) o tratamento mais viavel seja
0 cirurgico, conhecer o perfil mutacional desses
tumores pode contribuir para o desenvolvimento
de terapéuticas néo cirargicas, além de auxiliar
com um possivel diagnéstico molecular. Buscou-
se correlacionar as variantes sométicas de
pacientes com suspeita clinica de CCNM com
os diagnosticos histopatolégicos. Os dados
clinicos, as amostras de sangue e tumorais de
oito pacientes foram colhidos no Hospital de
Amor da Amazénia. O sequenciamento genético
em sistema semicondutor foi realizado, utilizando
um painel de regides HotSpot de 50 genes
associados a cancer. As reads sequenciadas
foram analisadas no pacote de programas
CLC Genomics Workbench v.12. Foram
identificadas 53 variantes sométicas entre os
oito pacientes. Seis dessas variantes possuem
significado clinico, sendo uma patogénica, duas
provavelmente patogénicas e trés de significado
incerto. Em um paciente diagnosticado
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com carcinoma basocelular (CBC) foi encontrada a variante (rs121918347) c¢.1604G>T
p.Trp535Leu patogénica para CBC e em outros dois, um com CBC e outro com carcinoma
espinocelular (CEC), foram encontradas variantes provavelmente patogénicas para CEC.
Portanto, foi possivel inferir sobre o perfil mutacional dos pacientes amazénicos; confirmar
um diagndstico histopatoldgico através de uma variante encontrada no gene SMO; e obter
informacdes que podem auxiliar o tratamento de um paciente.

PALAVRAS-CHAVE: neoplasias cutaneas; sequenciamento de nucleotideos em larga
escala; mutagcdo soméatica; carcinoma basocelular; carcinoma espinocelular

MUTATIONAL PROFILE OF NONMELANOMA SKIN CANCER TUMORS FROM
AMAZON REGION: A PRELIMINARY STUDY

ABSTRACT: The identification of somatic variants is used to guide the treatment of patients,
although the surgical treatment is the most viable in nonmelanoma skin cancer (NMSC),
knowing the mutational profile of these tumors can contribute to the development of non-
surgical therapies and a possible molecular diagnosis. We sought to correlate the somatic
variants of patients with clinical suspicion of NMSC with histopathological diagnoses. Clinical
data, blood and tumor samples from eight patients were collected at the Hospital de Amor
da Amazénia. The semiconductor-based DNA sequencing was performed using a panel that
investigates hotspot regions of 50 genes associated with cancer. Sequenced reads were
analyzed in the CLC Genomics Workbench v.12 software package. 53 somatic variants
were identified in eight patients, being six with clinical significance (one pathogenic, two
probably pathogenic and three with uncertain significance). We found the pathogenic variant
(rs121918347) c.1604G>T p.Trp535Leu for basal cell carcinoma (BCC) in a patient diagnosed
with BCC and in two others, one with BCC and other with cutaneous squamous cell carcinoma
(cSCC), probably pathogenic variants for cSCC. Therefore, it was possible to infer about
the Amazonian patients’ mutational profile; to confirm one histopathological diagnosis using
a variant found in the SMO gene; and to obtain information that can assists one patient’s
treatment.

KEYWORDS: skin neoplasms; next generation sequencing; somatic mutation; basal cell
carcinoma; cutaneous squamous cell carcinoma

11 INTRODUGAO

O céncer cutaneo nao melanoma (CCNM) ¢ o tipo de cancer mais comum no mundo
e apresenta dois subtipos principais. O carcinoma basocelular (CBC) é o subtipo mais
incidente, representando 70% de todos os CCNMs; € pouco agressivo; e ocorre com mais
frequéncia em pacientes com historico familiar de cancer de pele (INCA, 2020; NALDI et
al., 2000). Por outro lado, o carcinoma espinocelular (CEC), ainda que menos frequente,
apresenta uma mortalidade semelhante & dos melanomas em regides de alta incidéncia
solar (KARIA; HAN; SCHMULTS, 2013). Alias, a alta incidéncia desses tumores se deve a
reincidéncia, visto que um histérico de CBC ou CEC aumenta o risco para o desenvolvimento
de um céancer de pele subsequente (FLOHIL et al., 2013).
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Os dados epidemiolégicos referentes ao CCNM sé&o controversos, isso em razao
de que muitos registros de cancer ndo coletam esses dados, assim estatisticas como as
da American Cancer Society excluem dados de CBCs e CECs (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2020). Dessa forma, estudos menores tentam preencher essa lacuna, assim, Corréa et al.
(2012) e Custddio et al. (2010) mostraram que CBCs sédo mais frequentes em mulheres,
CECs ligeiramente mais frequentes em homens e os dois subtipos mais frequentes em
pessoas com mais de 60 anos. Contudo, essas informacgdes refletem o perfil dos pacientes
da regido Sul do Brasil com menor incidéncia solar que a amazdnica.

Em relacdo aos fatores mutagénicos, sabe-se que a exposicdo excessiva aos raios
solares, principalmente, os ultravioletas (UVs) pode levar a alteragbes génicas no acido
desoxirribonucleico (DNA) dos queratindcitos, aumentando assim a probabilidade da
instalacdo de um tumor maligno (MARTINEZ et al., 2006). Esse processo de carcinogénese
no CBC esta ligado a ativacao aberrante da via de sinalizacdo Hedgehog que envolve os
genes SMO, PTCH1 e SUFU e, também, ao gene TP53 (PELLEGRINI et al., 2017). J&4 no
CEC, esta ligado a mutagbes nos genes supressores tumorais TP53, CDKN2A, NOTCH1
e NOTCH2. Além disso, os oncogenes EGFR e TERT e alteragbes das vias de sinalizagéo
RAS/RAF/MEK/ERK e PISK/AKT/mTOR aparentam estar envolvidos no desenvolvimento e
na progressao desses tumores (DI NARDO et al., 2020).

Devido a alta incidéncia, o impacto gerado pelos custos financeiros é de relevancia.
Souza et al. (2011) evidenciaram que o custo unitario do tratamento de CCNMs no Sistema
Unico de Saude (SUS) é semelhante ao gasto com o tratamento de tumores cutaneos
considerados de maior agressividade, como os melanomas, representando um forte
impacto financeiro para os cofres publicos, além de causar cirurgias que podem afetar
a autoimagem e, por consequéncia, o convivio social, j& que muitas sdo mutilantes,
principalmente, nas areas da cabeca e pesco¢co (NEHAL; BICHAKJIAN, 2018).

Os tumores de CCNM séo conhecidos por terem um bom prognéstico, pois os casos
avancados representam uma pequena porcentagem, principalmente, dos CBCs (KARIA;
HAN; SCHMULTS, 2013; LAGA et al., 2019; SCHMULTS et al., 2013). Entretanto, com
0 aumento da incidéncia dos CCNMs chegando a ser maior que a soma das ocorréncias
do cancer de pulméo, mama, célon, reto, préstata, bexiga e todos os linfomas (PENNA,
2006), o numero absoluto de casos passa a ser significativo. Nesses casos, entéo, a opgao
terapéutica é a radioterapia ou os tratamentos sistémicos que para os CBCs consistem nas
terapias-alvo com inibidores da via de sinalizagdo Hedgehog — Vismodegib e Sonidegib
(BASSET-SEGUIN et al., 2017; FECHER; SHARFMAN, 2015; LEAR et al., 2018); e para
os CECs na combinacdo de quimioterapicos, terapia-alvo com inibidores de EGFR e
imunoterapia com anticorpos anti-PD-1 (GELLRICH et al., 2019).

Contudo, algumas mutagdes somaticas permitem que os tumores evadam a terapia,
adquirindo resisténcia as drogas utilizadas (TATE et al., 2018). O Vismodegib, por exemplo,
€ um medicamento utilizado no tratamento de CBCs localmente avangados ou metastaticos,
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entretanto alguns tumores adquirem resisténcia a essa droga, por causa de variantes
somaticas em genes da via de sinalizagdo Hedgehog (ATWOOD et al., 2015; SHARPE
et al., 2015). E isso ocorre também em CECs, com pacientes adquirindo resisténcia a
tratamentos com anti-PD-1, anti-EGFR e cisplatina (SHAYAN et al., 2017; SOK et al., 2006).

Variantes somaticas séo alteracoes genéticas que ocorrem em qualquer célula do
corpo, com exceg¢do das germinativas, estando presentes em todos os tipos de céncer.
Dessa forma, os tecidos tumorais apresentam assinaturas moleculares que os diferenciam
dos tecidos normais. Assim, essas informagdes podem fornecer dados relevantes para
o diagnéstico, o prognéstico ou a terapéutica, auxiliando a tomada de decisdo clinica
(GARRAWAY; VERWEIJ; BALLMAN, 2013; LI et al., 2017). Por isso, nesse estudo,
buscamos correlacionar as variantes somaticas com os diagnosticos histopatolégicos a
fim de conhecer o perfil mutacional dos pacientes amazénicos; confirmar o diagnéstico
histopatolégico, se possivel; e, com essas informagbes, auxiliar nas decisdes da conduta
terapéutica dos pacientes.

21 METODOLOGIA

Atencéao basica e neoplasias ndo melanomas: um estudo multidisciplinar

Esse trabalho apresenta resultados e analises preliminares de um estudo maior
denominado “Atencéo basica e neoplasias ndo melanomas: um estudo multidisciplinar” que
teve como objetivo verificar as bases genéticas relacionadas ao CCNM, suas variantes raras
e sindromes associadas; realizar um levantamento da historia clinica de seus portadores; e
mapear o caminho dos mesmos dentro dos diversos niveis de ateng¢édo a saude. O estudo
foi quantitativo de abordagem descritiva em que foram obtidos os exames histopatologicos
e feitas as analises moleculares das amostras bioldgicas de pacientes com suspeita de
CCNM, de suas variantes raras ou sindromes associadas.

Critérios de inclusao

Para esse estudo foram considerados os seguintes critérios de incluséo: comparecer
ao hospital do estudo nos dias das coletas para realizacdo do procedimento cirdrgico,
apresentar suspeita clinica ou confirmacédo de CCNM e possuir capacidade cognitiva
preservada para o fornecimento dos dados.

Coleta de dados e amostras

A coleta dos dados demograficos e clinicos foram feitas no Hospital de Amor da
Amazonia — Porto Velho (RO), por meio de entrevistas com os pacientes e consulta aos
prontuérios. A coleta das amostras de sangue periférico e dos tumores de CCNM foram,
também, realizadas no hospital durante procedimento de exérese das lesbes e com o
consentimento dos pacientes.
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Sequenciamento das amostras

O DNA da amostra foi extraido por meio do kit Purelink Genomic DNA Mini Kit. As
bibliotecas gendmicas de amostras germinativas e somaticas foram montadas, por meio do
kit lon AmpliSeq Library Kit 2.0; o enriquecimento foi feito, utilizando o kit lon PGM Hi-Q View
OT2 Reagents e o sequenciamento foi realizado em equipamento NGS (Sequenciamento
de proxima geragédo) semicondutor com o kit lon PGM Hi-Q View Sequencing Reagents,
sendo todos os procedimentos realizados conforme o protocolo do fabricante.

Andlise dos dados

Para a analise dos dados, as reads sequenciadas foram exportadas para o
software CLC Genomics Workbench v.12. Para identificacdo e anotagcdo das variantes
germinativas foi utilizado o Workflow ‘Identify Variants (NGS)’ e para as variantes somaticas
o Workflow ‘Identify Somatic Variants from Tumor Normal Pair (NGS)’ da QIAGEN_
Bioinformatics versao 2.52, o qual faz a remocao das variantes germinativas, assegurando
a identificagdo das variantes somaticas. Dessa forma, os dados das variantes soméaticas
obtidos por sequenciamento foram comparados aos respectivos diagnosticos dos exames
histopatolégicos fornecidos pelo Departamento de Patologia do Hospital de Amor da
Amazoénia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdao demografica e clinica

A amostra foi composta por oito pacientes que para facilitar o entendimento serao
denominados de CCNM 01 a CCNM 08. Seis sédo do sexo feminino e dois do sexo masculino
e a idade varia entre 50 e 82 anos, sendo a idade média 68,4 anos. A partir do exame
histopatolégico, cinco pacientes foram diagnosticados com carcinoma basocelular (CBC),
um com carcinoma espinocelular (CEC), um com ceratose actinica (CA), precursor do
CEC, e um néo foi constatado sinais de malignidade. Além disso, trés pacientes possuem
histérico familiar de CCNM e, quanto ao histérico pessoal de CCNM, cinco possuem

histérico positivo, um possui histérico negativo e dois ndo souberam informar (Tabela 1).

Paciente Sexo Idade (anos) EHP HF (CCNM) HP (CCNM)
CCNMO1 F 80 CA + +
CCNMoO2 F 70 CBC - +
CCNMO3 M 51 CBC - +
CCNMO04 M 82 CBC - +
CCNMO05 F 56 s.s.m’ - -
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CCNMO06 F 50 CBC + n.s.iz

CCNMO7 F 80 CEC - +
CCNMO08 F 78 CBC + n.s.i

Tabela 1 — Dados demogréficos e clinicos dos pacientes

Legenda: EHP — Exame histopatolégico; HF — Histérico familiar de CCNM; HP — Histérico
pessoal de CCNM

(1) Sem sinais de malignidade

(2) Nao soube informar

Fonte: autoria propria, 2020

Genes mutados

Dos 50 genes do painel lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2, um total de 29 genes
foram encontrados mutados e 4 genes com maior frequéncia, sendo eles: TP53 (7/53), ATM
(4/53), PIK3CA (3/53) e STK11 (3/53). O gene TP53, frequentemente mutado em CBCs e
CECs (TSAO, 2001), apresentou a maior frequéncia, ocorrendo somente em pacientes com
esses subtipos de CCNM. O gene PIK3CA, encontrado mutado em CECs avangados (AL-
ROHIL et al., 2016) e elencado como potencialmente associado a CBCs (PELLEGRINI et
al., 2017) também é um dos mais frequentes, ocorrendo em pacientes diagnosticados com
CBC, CEC e CA. Merece destaque também o gene SMO, conhecidamente associado ao
CBC por seu papel na via de sinalizagcdo Hedgehog (PELLEGRINI et al., 2017), que embora
néo seja um dos mais frequentes, apresentou uma mutacéo de grande significado clinico.
Variantes somaticas

Foram identificadas 53 variantes somaticas, entretanto em sete variantes nao foi
possivel identificar o respectivo gene, em razao disso, o nimero de genes mutados pode
ser ainda maior. Seis dessas variantes possuem significado clinico (Tabela 2), sendo
trés variantes de significado incerto identificadas no paciente CCNM 02, uma variante
patogénica para CBC identificada no paciente CCNM 04 e duas variantes provavelmente
patogénicas para CEC nos pacientes CCNM 04 e CCNM 07.

Avariante patogénica para CBC (rs121918347) identificada no gene SMO do paciente
CCNM 04 consiste na troca de uma guanina (G) por uma timina (T) que altera o c6don 535,
mudando um triptofano por uma leucina (p.Trp535Leu). Essa alteragdo resulta na ativagao
da proteina transmembrana SMO, o que contribui para a tumorigénese e classifica 0 SMO
como um proto-oncogene (XIE et al., 1998). Dessa forma, a via de sinalizacdo Hedgehog
€ ativada constitutivamente, ou seja, mesmo na auséncia de ligantes (PELLEGRINI
et al., 2017). Além de auxiliar a tumorigénese, tal variante confere resisténcia a drogas
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(ATWOOQOD et al., 2015), sendo descrita no banco de dados para variantes somaticas de
cancer COSMIC como associada a resisténcia a Vismodegib e a iniciagdo do CBC. Nesse
sentido, tal informagéo é de extrema relevancia para a conduta terapéutica desse paciente,
pois, caso se tratasse de um tumor avancgado, a utilizagdo desse medicamento ndo seria
recomendada.

As variantes provavelmente patogénicas para CEC identificadas nos pacientes
CCNMO04 (rs28934573) e CCNMO7 (rs193920774) foram encontradas no gene TP53. A
primeira também é patogénica para hepatoblastoma e osteossarcoma e, em estudo com
células de tumores de CEC de cabecga e pescoco, as que superexpressavam o TP53
mutado com essa variante mostraram um crescimento invasivo (ZHOU et al., 2014). A
segunda pode gerar uma inativacdo do TP53, a qual contribui para a sensibilidade de
tumores de CEC de cabeca e pescogco ao medicamento Rigosertib (ANDERSON et al.,
2013). No entanto tais evidéncias ainda ndo séo suficientes para auxiliar no prognéstico ou
no tratamento desses pacientes.

Com isso, ap6s a correlacao das variantes de significado clinico com os respectivos
diagnosticos dos pacientes, o diagnéstico histopatolégico foi confirmado no paciente CCNM
04 por meio da variante patogénica para CBC, entretanto, no CCNM 07 ndo ha evidéncia
suficiente para confirmar o diagnéstico, pois a variante & provavelmente patogénica para
CEC.

Variante (dbSNP) Tipo Troca alélica? (g%%%%%) Gene gﬂrﬂidn%rz;; d‘(’)‘i Paciente
rs377767417 SNV? T>A 10:43118459 RET Tyr791Asn CCNMO2
rs730881999 SNV G>A 17:7675232 TP53 Ser127Phe CCNMO02
rs751709130 SNV C>G 19:1223011 STK11 Ala316Gly CCNMO02
rs121918347 SNV G>T 7:129210500 SMO Trp535Leu CCNMO04
rs28934573 SNV G>A 17:7674241 TP53 Ser241Phe CCNMO04
rs193920774 SNV C>T 17:7673823 TP53 Gly134Gilu CCNMO7
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Tabela 2 — Variantes de significado clinico
(1) Single Nucleotide Variant (Variante Simples de Nucleotideo)
(2) Troca alélica — Referéncia > Variante

(8) Mudanca de aminoacido — Aminoécido referéncia (Codon) Aminoéacido resultante

Fonte: autoria propria, 2020



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=193920774

Assinaturas UV

A radiacao UV, principal fator mutagénico no CCNM, induz substituices de citosina
(C) por timina (T) nos locais de dipirimidinas (IKEHATA; ONO, 2011). Ao avaliarmos as
variantes dos pacientes, essas assinaturas UV foram encontradas no gene TP53 dos
pacientes CCNM 02 (rs1032547645), diagnosticado com CBC e CCNM 07 (rs193920774),
com CEC, uma em cada paciente. Isso mostra uma concordéncia com a literatura, uma vez
que em CBCs e CECs, a maioria das assinaturas UV é encontrada nesse gene (BRASH et
al., 1991; REIFENBERGER et al., 2005).

41 CONCLUSAO

Nesse estudo, identificamos 53 variantes, sendo trés de significado clinico de maior
relevancia para o estudo (rs121918347; rs28934573; rs193920774), assim, por meio da
correlagdo das variantes somaticas com os diagndésticos histopatologicos de pacientes
suspeitos de CCNM, foi possivel inferir sobre o perfil mutacional dos pacientes amazonicos;
confirmar um diagnéstico histopatolégico através de uma variante encontrada no gene
SMO; e obter informagdes que podem auxiliar o tratamento do CCNM 04, em que foi
encontrada uma variante (rs121918347) que confere ao tumor resisténcia ao medicamento
Vismodegib.

Por fim, os prdéximos passos sdo validar as variantes para verificar sensibilidade e
especificidade analiticado método NGS, por meio de sequenciamento Sanger que é o padréo
ouro de sequenciamento, evitando as chances de resultados falsos positivos, principalmente,
para as regides de baixa cobertura, obtidas no sequenciamento semicondutor; incluir os
genes PTCH1 e SUFU (relacionados a via de sinalizagdo Hedgehog) no painel, tendo em
vista a alta incidéncia de CBC; aumentar o niumero de amostras testadas, a fim de permitir
andlises estatisticamente significativas tanto de dados genémicos quanto epidemiolégicos;

e incluir a analise das amostras germinativas, em busca de sindromes hereditarias.
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