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RESUMO
Souza BBD. Caracterizacao funcional in vitro do gene HERC2 e avaliacdo de patogenicidade
de suas variantes em uma serie brasileira de cancer de pulmédo de ndo pequenas células.

Dissertacéo (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2023.

Justificativa: O gene HERC2 apresenta expressiva frequéncia mutacional em cancer de pulméo
de ndo pequenas células (CPNPC), e possui funcGes associadas ao desenvolvimento tumoral.
Porém, pouco se conhece sobre sua relevancia no CPNPC.

Objetivos: Descrever a frequéncia mutacional e a patogenicidade de variantes no gene HERC2
em amostras de cancer de pulméo de ndo pequenas células — adenocarcinoma e carcinoma de
células escamosas — e caracterizar seu papel funcional in vitro na carcinogénese pulmonar.
Materiais e Métodos: A frequéncia mutacional do gene HERC2 foi avaliada por WES
realizado anteriormente (N=123), a predicdo de impacto de tais variantes foi realizada pelo
Cancer Genome Interpreter (CGI) e associadas a caracteristicas clinicas. Os bancos de dados
cBioPortal, IntOGen, GDC-NCI e KM Plotter foram consultados quanto a frequéncia
mutacional e expressdo génica de HERC2 e associa¢Bes com caracteristicas clinicas e sobrevida
em CPNPC. A avaliacéo in vitro foi realizada com a linhagem SK-MES-1(HERC2), na qual
transfectamos esiRNA contra o gene HERC2 a fim de alcangar o silenciamento génico. Em
seguida, analisamos a proliferacdo celular em tempo real por 20 dias (xCELLigence), migracédo
(trans-well), invasdo (Matrigel), ciclo celular (citometria de fluxo), e sensibilidade ao
tratamento com cisplatina. A analise estatistica foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis.
Resultados: A frequéncia mutacional de HERC2 em nossa casuistica total foi de 10,5%
(N=13/123), estando os adenocarcinomas alterados em 8,8% (N=8/90) e os CEC em 15,1%
(N=5/33). Do total de 23 variantes encontradas em HERC2, 15 foram preditas como drivers
(Tier 1: 9 variantes; Tier 2: 6 variantes). Em nossa casuistica, pacientes HERC2"WT apresentaram
13,8 meses a mais no tempo de sobrevida global quando comparado aos HERC2MYT (p=0,271).
Nos bancos de dados, a frequéncia mutacional do gene HERC2 variou entre 8,2-15% em
carcinoma de células escamosas e 1,69-13% em adenocarcinoma, sendo que, neste grupo, a alta
expressdao de HERC2 foi associada a maior sobrevida (RR=0,73; p=0,021). A presenca de
variante em HERC2 se correlacionou com um aumento na carga mutacional (p<0,001). Nés
obtivemos um silenciamento génico satisfatorio nos tempos 48h, 72h e 96h. In vitro, células
HERC2-knockdown proliferaram 57,4% menos que o controle negativo e apresentaram um
aumento de 12 unidades no I1C50, sugerindo certa resisténcia ao tratamento com cisplatina. Nao

observamos diferencas nos fenotipos de migracao, invaséao e no ciclo celular.



Conclusdo: O gene HERC2 apresenta maior frequéncia mutacional em CEC, associa-se a
ampliacdo da sobrevida global em adenocarcinomas e esta correlaciondo a carga mutacional. O
silenciamento desse gene diminui a proliferacédo celular e confere resisténcia ao tratamento com

cisplatina.

Palavras-chave: gene HERC2; cancer de pulméao; estudos funcionais in vitro; reparo ao DNA;

tratamento com cisplatina.



ABSTRACT
Souza BBD. In vitro functional charcterization of HERC2 gene and evaluation of its variants
patogenicity in a brazilian series of non-small cell lung cancer. Dissertation (Master’s degree).

Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2023.

Background: The HERC2 gene is frequently mutated in non-small cell lung cancer (NSCLC)
and has pathophysiological functions associated with cancer development. However, little is
known about its relevance to lung cancer. Aim: To describe the mutational frequency and
pathogenicity of HERC2 variants in NSCLC samples—adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma—and to characterize HERC2’s functional role in pulmonary carcinogenesis in Vitro.
Material and Methods: We evaluated HERC2 mutational frequency through Whole-Exome
sequencing previously performed (N = 123), then predicted the impact of the unveiled variants
using the Cancer Genome Interpreter (CGI) and associated to clinical features. The databases
cBioPortal, IntOGen, GDC-NCI, and KM Plotter were utilized to assess HERC2 mutational
frequency and gene expression and to gather related clinical and survival information when
available. In vitro evaluation consisted of the silencing of the HERC2 gene in the SK-MES-1
(HERC2"T) cell line through the transfection of esiRNA against HERC2. Afterward, we
measured the cellular proliferation in real time for 20 days (XCELLigence), migration (trans-
well), invasion (Matrigel), cell cycle (flow cytometry), and the sensibility to cisplatin (MTS).
Statistical analysis was performed with the Kruskal-Wallis test.

Results: The mutational frequency of HERC2 in our series was 10.5% (N=13/123), with
adenocarcinomas altered in 8.8% (N=8/90) and SqCC in 15.1% (N= 5/33). Of the total 23
variants found in HERC2, 15 were predicted as drivers (Tier 1: 9 variants; Tier 2: 6 variants).
In our series, HERC2WT patients had 13.8 months longer overall survival when compared to
HERC2MYT (p=0.271). In databases, HERC2 mutational frequency ranged from 8.2 to 15% in
SqCC and 1.69-13% in adenocarcinoma, and in the last group, HERC2 high expression was
associated with greater survival (RR=0.73; p=0.021). The presence of a variant in HERC2
correlated with an increase in mutational burden (p<0.001). We obtained satisfactory gene
silencing at 48h, 72h and 96h. In vitro, HERC2-knockdown cells proliferated 57.4% less than
the negative control and showed an increase of 12 units in IC50, suggesting some resistance to
cisplatin treatment. We did not observe differences in migration, invasion and cell cycle
phenotypes.



Conclusion: The HERC2 gene presents higher mutacional frequency in SqCC, it is associated
to longer overall survival in adenocarcinomas, and it is correlated to mutacional burden. HERC2

gene silencing decreases cellular proliferation and grants resistance to cisplatin treatment.

Key-words: HERC2 gene; lung cancer; in vitro functional studies; DNA repair; Cisplatin

treatment.
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1 INTRODUGAO
1.1 Epidemiologia
No mundo, em termos de numeros brutos, o cancer de pulmdo ocupa a segunda
colocacdo em incidéncia (2,2 milhdes de novos casos, 11,4% do total), estando atras apenas do
cancer de mama (Figura 1). Ele é o principal responséavel por mortes por cancer (1,8 milhdo de
mortes, 18% do total)®. A previsdo do GLOBOCAN para 2040 indica um aumento de 67% no

numero de mortes causadas por este tipo tumoral.
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Figura 1 - Namero estimado de casos incidentes e mortes no mundo para ambos 0s sexos e todas as idades
(exceto cancer de pele ndo-melanoma). Modificado de Globocan, 2020,

O céancer de pulmdo é o quarto tipo de cancer mais incidente no Brasil (excluindo o
cancer de pele ndo-melanoma), somando 6,7% dos casos estimados para o triénio 2023-20252.
A projecdo do Instituto Nacional do Cancer — o INCA — descreve o cancer de pulmao como o
terceiro mais incidente em homens e o quarto mais incidente em mulheres; e estima uma
incidéncia de 12,73 novos casos a cada 100 mil homens e 9,26 a cada 100 mil mulheres?. No
Hospital de Amor de Barretos, sdo diagnosticados aproximadamente 500 novos casos de cancer

de pulméo a cada ano e cerca de 70% destes casos sio diagnosticados com doenca metastatica®.

1.2 Fatores de Risco
O principal fator de risco no desenvolvimento de cancer de pulméao é o tabaco. O fumo
de cigarros € a causa de 80 a 90% dos casos deste tipo de cancer, com um risco relativo em
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fumantes de longo prazo de 10 a 30 vezes maior que em nunca fumantes®. A Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC - International Agency for Research on Cancer)
descreve pelo menos 49 possiveis carcindgenos na fumaca de cigarros®.

O cancer de pulmdo em nunca fumantes corresponde a 15% dos casos de céancer de
pulm&o em homens e 53% dos casos em mulheres e, visto como uma doenga isolada, ocuparia
a 72 posicio como causa de morte no mundo* 8. Diversos fatores intrinsecos e extrinsecos
podem estar associados ao cancer de pulmdo em individuos ndo tabagistas. Dentre eles
destacam-se: susceptibilidade genética’™; poluicdo do ar'® ! exposicdo ao radonio; uso
continuo de 6piot?; exposicdo ocupacional, com destaque para o asbesto, arsénico e silica®®; e

doenca pulmonar prévia, como doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),

1.3 Histologia

De acordo com caracteristicas histomorfologicas, o cancer de pulméo é dividido em 2
grandes grupos: Cancer de Pulm&o de Pequenas Células (CPPC ou SCLC, do inglés — Small
Cell Lung Cancer) e Céancer de Pulmao de Nao Pequenas Células (CPNPC ou NSCLC do inglés
— Non Small Cell Lung Cancer), os quais apresentam implicac@es clinicas, progndsticas e
terapéuticas®® (Figura 2). O CPPC corresponde a 15% dos casos de cancer de pulmio; é
tipicamente muito agressivo, com altas taxas de proliferacdo e metastase, exibindo forte
associagio com o tabagismo®®. O CPNPC tem frequéncia predominante (85% dos casos) e pode
ser subclassificado em adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de
grandes células'’. Os adenocarcinomas sio os mais frequentes dentre os CPNPCs (49,7%)8 e
também o subtipo histolégico mais frequente entre 0s ndo tabagistas, com uma localizacdo
geralmente periférica, caracteristicas glandulares, expressando o0s marcadores imuno-
histoquimicos TTF-1 ou Napsin-A®. O segundo CPNPC mais comum é o carcinoma de células
escamosas (22,7%)8, fortemente associado ao tabagismo, com aparecimento mais central e

caracteristicas escamosas (queratinizacio, expressdo de p40, p63, CK5/6)%°.
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Carcinoma de pequenas células

(~10-15%) Cancer de Pulmao
de Pequenas Células
Metastase precoce e generalizada; (CPPC)

Mais comum em fumantes.

Adenocarcinoma (~40%)

Mais comum, com diferentes
padroes histolégicos

Carcinoma de células

escamosas (~25-30%) Cancer de Pulmao de
Nao-Pequenas
Muitas vezes surge na membrana Células (CPNPC)
mucosa dos brénquios proximais

Carcinoma indiferenciado de
grandes células (~10-15%)

Raro; Tumores grandes e de
crescimento rapido

Figura 2 - Tipo histolégicos de cancer de pulmao.

1.4 Diagnostico, Estadiamento e Prognostico
A taxa de sobrevida em 5 anos do cancer de pulmao de ndo pequenas células esta na
faixa de 10-20% na maioria dos paises do mundo® 2!, Esse cendrio esta relacionado com a
deteccdo tardia, em parte, devido a auséncia de sintomas patognomonicos e de inicio precoce,
os quais aparecem de forma inespecifica com a progressdo da doenca. Na realidade do Hospital
de Amor, 71,4% dos casos sdo diagnosticados em estagio avancado® (Figura 3).
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Estadiamento Clinico ao Diagndstico
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Figura 3 - Estadiamento dos casos de cancer de pulméao e brénquios atendidos no Hospital de Amor no
ano de 2021.

O diagnostico do cancer de pulmé&o se inicia com a queixa de sintomas como tosse
persistente, hemoptise e dispneia ou pela descoberta incidental de lesdes em exames de
imagem?2. Esses exames auxiliam na localizacdo da lesdo primaria e na identificacio de
possiveis sitios metastaticos; os mais utilizados para diagnostico de cancer de pulméo sdo a
tomografia computadorizada (CT - computed tomography), a tomografia por emissdo de
positrons (PET Scan - positron emission tomography) e a ressonancia magnética (MRI -
magnetic resonance imaging)?. Em seguida, tais lesdes sdo biopsiadas a fim de confirmar o
diagnostico patoldgico.

Apbs confirmado o diagndstico de cancer de pulméo, é realizado o estadiamento da
doenca para definicdo da conduta clinica. Para realizar o estadiamento ndo invasivo da doenca,
é utilizado PET Scan, o qual avalia a radiacdo emitida por um radiofarmaco andlogo da glicose
(fluorodesoxiglicose) administrado na forma de contraste e capaz de indicar possiveis sitios
tumorais por sua elevada captacdo de glicose, contribuindo para a escolha da lesdo a ser
biopsiada e descoberta de lesdes suspeitas por todo o corpo?*. Devido & sua natureza metabolica,
0 PET Scan apresenta limitacfes anatdmicas e geralmente € associada a CT, especialmente para
avaliagio de sistema nervoso central®®. O objetivo do estadiamento é descrever a extensdo
anatdbmica do cancer de forma padronizada, considerando o tamanho do tumor primario (T),
envolvimento de linfonodos regionais (N) e metastases a distancia (M)?. O agrupamento das

determinacdes de cada componente avaliado (T, N, M) em um individuo ddo origem a
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categorias da doenga com comportamento similar: os estagios | e 1l com linfonodos negativos
sdo considerados iniciais, os estagios Il e 11l com linfonodos comprometidos sdo localmente
avancados e o estagio IV é avancado com presenca de metastase a distancia®* 2/, Cada um
desses quatro estagios pode ainda ser dividido em subcategorias mais detalhadas de acordo com
o0 TNM.

Para o CPNPC, o principal fator prognoéstico é o estadiamento TNM, o qual associa-se
a desfechos progressivamente piores conforme aumento do estagio (Figura 4)%. Dentre o0s
outros fatores clinicos que contribuem para o progndstico estdo idade, perda de peso, tabagismo
e performance status — estado geral do individuo e sua habilidade de executar atividades

rotineiras?® %,
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Figura 4 - Sobrevida global por estadiamento de acordo com o sugerido para a 82 edi¢ao da classificacdo
TNM da American Joint Committee on Cancer?®

1.5 Tratamento

A abordagem terapéutica do cancer de pulmao é dividida em contextos de doenca inicial
e avancada (Figura 5). Na doenca localizada, a resseccdo cirdrgica é preferivel®; mas
alternativas como a radioterapia — na modalidade SBRT, do inglés Stereotactic Body Radiation
Therapy — séo utilizadas quando o paciente nao é operavel (devido a condicéo geral de satde
e/ou comorbidades) ou a cirurgia é considerada de alto risco32**, Subsequente ao controle local,
pode ser realizado o tratamento sistémico em adjuvancia, majoritariamente com quimioterapia,
podendo ser empregada terapia alvo para pacientes com mutagdes no gene EGFR*. A doenca
localmente avancada se beneficia da atuacdo conjunta da quimioterapia e da radioterapia, além
da intervencdo cirdrgica quando o tumor for ressecavel (terapia trimodal). Apds
quimioradioterapia definitiva, a consolidacdo pode ser realizada com imunoterapia ou

quimioterapia®* 36
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Na presenca de metéstases a distancia (estagio 1V), a terapia sistémica é recomendada,
com tratamento local por radioterapia paliativa tanto do tumor primario e quanto de
oligometastases. Além da quimioterapia citotoxica convencional, os pacientes com CPNPC
metastatico tém como opc¢Oes de tratamento sistémico a terapia alvo e a imunoterapia. Para
definir a melhor estratégia de tratamento € necesséria a avaliacdo de biomarcadores preditivos
(alteracdes acionaveis), os quais sio capazes de antecipar a resposta a determinada droga®’. A
terapia alvo é aquela direcionada a uma caracteristica das células neoplasicas a fim de poupar
as células normais. Para definir quais pacientes sdo elegiveis para este tipo de tratamento,
alteragdes moleculares aciondveis devem ser investigadas em adenocarcinomas e outras
histologias ndo escamosas?*. Ja a imunoterapia se baseia na modulagio do sistema imune para
atacar o tumor; sua efetividade pode ser aferida através da expressdo do biomarcador PD-L1, a
qual deve ser quantificada para todo paciente metastatico?.

A quimioterapia citotoxica é recomendada para pacientes em estagio avancado quando
da auséncia de alteraces nos biomarcadores acionaveis para terapia alvo, ou quando
contraindicados os inibidores PD-1 e PD-L1 para imunoterapia®*. O esquema padrio utilizado
é baseado em combinacdo com platina. Os farmacos mais utilizados sdo a carboplatina e
cisplatina, associadas a quimioterapicos de diversas outras classes como pemetrexed, paclitaxel
ou gemcitabina®*%. As diferentes associagdes com platina tendem a funcionar de maneira
similar em termos de sobrevida e taxa de resposta, variando quanto a toxicidade, custo e outros
fatores que definem a escolha do oncologista®'*3. Essa abordagem frequentemente € a Unica
opcdo de tratamento para pacientes com carcinoma de células escamosas, sendo a Unica
fornecida pelo Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil.

As platinas tem como mecanismo de acdo a capacidade de formar adutos e crosslinks
de DNA ao se ligar com as bases nitrogenadas purinas*. Essas ligacOes covalentes causam
danos ao DNA, que quando ndo reparados, levam a célula a apoptose. Enquanto células normais
conseguem lidar com esses dados, muitas células tumorais perderam a capacidade de reparar
danos ao DNA e, consequentemente, sofrem com a acdo da cisplatina e sdo eliminadas. A
efetividade desta terapia pode variar de acordo com o status mutacional do gene TP53, uma vez
que a producéo de proteinas p53 ndo funcionais impede suas fungdes de “sensor” ao dano no
DNA e de gatilho para a apoptose*. Da mesma forma, falhas em outros mecanismos de reparo,
como a recombinacdo homologa e o reparo por excisdo de nucleotideo, podem ser

determinantes para sensibilidade & platina“: 4.
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Figura 5 - Opcoes terapéuticas para cancer de pulmdo ndo pequenas células de acordo com o
estadiamento. Fonte: NCCN Guidelines?,

1.6 Aspectos Moleculares

Estudos moleculares de larga escala evidenciaram alteracGes genéticas envolvidas na
patogénese do cancer de pulmao, muitas das quais ja foram incluidas na pratica clinica como
biomarcadores preditivos*. Esse cenario é visualizado particularmente no CPNPC, com a
descricdo de diversas variantes drivers. Para 0s adenocarcinomas, 0S @enes mais
frequentemente mutados e/ou com opcdes terapéuticas alvo-dirigidas sdo: TP53 (~50%), KRAS
(~30%), EGFR (10-35%), STK11 (17%), ALK (2-7%), PIK3CA (2-7%), ERBB2 (4-5%), BRAF
(2-4%), ROS (1-2%), RET (1-2%)™ %° % Na figura 6, podemos observar como a doenca em
estagio avancado — neste caso, adenocarcinoma — pode ser dividida em subtipos moleculares de
acordo com as alterac@es drivers, as quais proporcionam um manejo personalizado para esses
pacientes. No entanto, a maioria destes genes ndo estdo mutados em carcinoma de células
escamosas (CEC), que tem um perfil mutacional distinto. Em CEC, o0s genes mais
frequentemente mutados sdo: TP53 (~90%), PIK3CA (16%), PTEN (15%), NF1 (11%),
NOTCH (8%), FGFR1 (7%), DDR2 (4%) e KRAS (3%) % *2. Devido & baixa frequéncia de
variantes em genes acionaveis, os CEC, bem como as demais histologias ndo-adenocarcinoma,

n&o sdo rotineiramente encaminhados para caracterizagdo molecular®?,
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Adenocarcinoma Avang¢ado

FGFR1 or FGFR2 0.7%
HRAS 1.2%- '\
NRAS 1.2%—, |
MAP2K1 0.7% —

ERBB2 amplification 2.7%
MET amplification 2.5%
RET fusion 2.3%“{}
ROS1 fusion 1.9% —
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ALK fusion 4.4% —

MET splice 3.0%4,'

ERBB2 3‘8%[

(

NF1 truncation 1.9%

Data from MSK-IMPACT (Jordan et al.**) and
FoundationOne (Frampton et al."®) panels (n = 5262)

Figura 6 - Genes que apresentam alteracBes drivers em Adenocarcinoma avancado. Adaptado de
Skoulidis et.al.>,

Atualmente, os biomarcadores preditivos aplicados na préatica clinica para CPNPC
incluem: fusbes de ALK e ROS1, mutagOes no gene EGFR, a mutacdo BRAF p.(Val600Glu),
fusdes de NTRK, rearranjos de RET, skipping do éxon 14 do gene MET e expressdo de PD-L1%,
O subtipo CEC, contudo, dispGe apenas da imunoterapia como alternativa terapéutica a
quimioterapia isolada e utiliza a expressdo de PD-L1 como biomarcador preditivo de resposta,
mas ele esta longe de ser o ideal®.

1.7 Resultados prévios do Grupo Translacional de Oncologia Pulmonar
Considerando a importancia da definicdo do perfil mutacional na identificacdo de
potenciais alvos ou genes drivers, apresenta-se a problematica de a grande maioria dos estudos
de perfis gendmicos do CPNPC — adenocarcinoma e/ou CEC — serem realizados em populacdes
majoritariamente européias, asiaticas e norte-americanas®®. Essa caracteristica se mostra como
Viés uma vez que ja é bem estabelecida, por exemplo, uma associacao entre alteracfes no gene
EGFR e ancestralidade asiatica®’ %8. Recentemente, um trabalho prévio do nosso grupo também

indicou uma ligacdo entre variantes no gene TP53 e ancestralidade africana®. Desse modo,
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investigar popula¢des miscigenadas — as quais apresentam maior diversidade de ancestralidade
genética — é fundamental na busca por novos genes candidatos.

Por esta razdo, o Grupo Translacional de Oncologia Pulmonar (GTOP) do Hospital de
Amor de Barretos iniciou um estudo de caracterizacdo genémica de pacientes brasileiros com
CPNPC pela realizagdo de Whole-Exome Sequencing (WES), perfil de varia¢cGes no nimero de
copias, translocacdes, expressdo génica e metilacdo. Os resultados evidenciaram uma
recorréncia de variantes no gene HERC2, tanto em adenocarcinoma quanto em CEC. Este
mesmo padrdo de elevada frequéncia também foi observado em outras séries de cancer de
pulméo ndo brasileiras, mas estes resultados ndo foram explorados nos estudos e foram
encontrados somente via bancos de dados genémicos de dominio publico®.

As variantes em HERC2 reveladas por WES estdo em concomitancia com alguns genes
sabidamente importantes para cancer de pulmao. Em adenocarcinoma, variantes em HERC2
estavam presentes concomitantemente a alteracbes em TP53 (Figura 7). Além disso,
observamos uma exclusividade mdtua de variantes em HERC2 e em oncogenes como EGFR,
BRAF, ERBB2 e PIK3CA.
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Figura 7 - Heatmap dos casos avaliados de Adenocarcinoma com 0s principais genes drivers para este
subtipo histol6gico, com destaque para o gene HERC2. As diferentes cores representam categorias das mutacdes
detectadas (legenda a esquerda).

Para CEC, observamos concomitancia de variantes do gene HERC2 com os genes TP53
e CDKN2A, e exclusividade matua com PIK3CA, NOTCH1, RB1 e PTEN (Figura 8).
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Figura 8 - Heatmap dos casos avaliados de CEC com os principais genes drivers para este subtipo
histolégico, com destaque para 0 gene HERC2. As diferentes cores representam categorias das mutacOes
detectadas (legenda a esquerda).

Perda de iniciagdo

1.8 HERC2

O gene HERC2 é uma ligase E3 de ubiquitina pertencente a familia HECT, a qual se
caracteriza pela presenca de um dominio catalitico de mesmo nome (Figura 9) responsavel pela
adicdo de ubiquitinas em residuos de lisina de proteinas alvo®l. E merecedor de destaque o
dominio CPH, por meio do qual esta proteina interage com p53 regulando positivamente sua
atividade e inibindo a progressdo do ciclo celular®?, assim como participa dinamicamente da
via regulatdria p53-MDM2%, o que indica um potencial papel de HERC2 na supress&o tumoral.
Ele também esté relacionado com a modelagédo da cromatina em resposta ao dano de fita dupla
do DNA ao interagir com RNF8, Histona H3 e residuos SUMOL1 por meio de seu dominio Zinc
Finger - ZZ (Figura 9)% ¢, Além disso, a interagio de HERC2 com as helicases BLM e WRN
regula a localizacao nucleolar destas proteinas envolvidas na resolu¢do do DNA G-quadruplex
- uma estrutura secundaria do DNA relacionada a instabilidade gendmica®8. Outros estudos
ainda sugerem a interagdo de HERC2 com vias de sinalizagdo de reconhecimento de dano
celular, controle do ciclo celular e replicago®-%, além de atuar diretamente na ubiquitinizagio
de proteinas como BRCAL e XPA'> 73,
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Figura 9 - Dominios presentes na proteina HERC2. Fonte: Pfam (I1d: 095714) e adaptado de Sala-Gaston
et. al., 20201,

Este gene € altamente conservado entre mamiferos e invertebrados; a sequéncia humana
apresenta 70% de similaridade com a sequéncia de Drosophila’™. Isso indica uma funcéo
essencial no funcionamento da célula. No contexto genémico, este gene apresenta diversas
copias distribuidos nos cromossomos 15 (15g11, 15913) e 16 (16911.2), os quais podem estar
distribuidos de diferentes formas: descontinua, in tandem ou no sentido inverso™’’. Um total
de 15 sequéncias descritas como pseudogene de HERC2 estdo depositadas no NCBI, sendo 3
delas no cromossomo 1678,

Na fisiologia humana, o gene HERC2 é amplamente relacionado com pigmentacdo da
pele’, cabelos®® e cor dos olhos®l 82, especialmente a cor azul®. Polimorfismos de nucleotideos
anicos (SNPs, do inglés, single nucleotide polymorphism) localizados neste gene foram
descritos em diferentes grupos populacionais, se associando & ancestralidade europeia®* &,
africana®® 8" e asiatica®. A grande miscigenacdo da populagdo brasileira — povos originarios
indigenas, colonizacdo portuguesa, trafico da populacdo africana, migracdo de outras
comunidades europeias e asiaticas ao longo da histéria — sugere a distribuicdo dessas
caracteristicas genéticas nos individuos. Em consonancia, variantes germinativas do gene
HERC?2 também ja foram associadas a pigmentagdo em brasileiros®®.

Outra funcdo deste gene € a regulagdo indireta do metabolismo do ferro ao interagir com
proteinas como FBXL5, responsavel pelo controle dos niveis de ferro intracelular, e NCOA4,
responsavel pelo controle dos estoques de ferritina® %', Experimentos em animais knockout
demonstraram a participacdo de HERC2 no desenvolvimento embrionario; camundongos
homozigotos para a dele¢do do gene ndo foram viaveis e a letalidade ocorreu a nivel de embri&o.
Por outro lado, os camundongos heterozigotos foram viaveis, mas desenvolveram patologias
diversas®. Esses resultados sugerem a contribuicdo de HERC2 em processos essenciais para
viabilidade das células e do organismo de forma independente de p53.

Vérias evidéncias indicam a participacdo de HERC2 em desordens do desenvolvimento
neuronal - desde sindromes especificas, como a de Angelman, até o autismo®, Este gene foi

descrito, inclusive, como uma das sobreposicdes de risco existentes entre autismo e cancer®’.
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1.9 HERC2 e céncer

Variantes no gene HERC2 foram descritas em diferentes tipos tumorais, incluindo
tumores hematoldgicos (Leucemia Pro-linfocitica de células T)%. Em tumores solidos,
variantes frameshift do gene HERC2 foram relatadas em céancer géastrico e colorretal com
instabilidade de microssatélite®® e em adenocarcinoma ductal de pancreas em uma coorte latino-
americana'®. Variantes pontuais foram descritas em lipossarcoma de-diferenciado numa
frequéncia de 41,7% (5/12) na auséncia de alteragcbes em TP53'%1. Ademais, por meio de
sequenciamento de genoma completo de amostras germinativas em um estudo exploratorio, foi
observado um enriquecimento de variantes deletérias no gene HERC2 nos casos de glioma
familiar (4 variantes descobertas nos casos e nenhuma nos controles).%?

Estudos de GWAS (do inglés Genome Wide Association Studies) associaram o locus
deste gene com predisposicio a melanoma cutidneo e uveal’®1% pbem como variantes
determinantes de cor dos olhos castanha se mostraram fatores protetores para desenvolvimento
de melanoma uveal hereditario'®. Por outro lado, um estudo caso-controle em casuistica
brasileira demonstrou associacdo de um SNP (rs1129038) em HERC2 com risco aumentado de
desenvolvimento de melanomal®”. Além disso, uma maior expressio deste gene, aferida por
imuno-histoquimica e western blot, se correlacionou com fatores de prognéstico desfavoravel
nesta doenga, como pigmentacio aumentada e invaséo de corpo ciliar'®, Ja no cancer renal, o
aumento da expressio de HERC2 foi associado com uma melhor sobrevida'®.

Em cancer de pulmao de ndo pequenas células, a expressao elevada de HERC2, quando
associada a baixa expressdo de BRCA1, correlaciona-se com pior sobrevida e pior resposta a
quimioterapia; ja a combinacao da baixa expressdo de ambos 0s genes se associou a um risco
reduzido de progressdo e morte'*°. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos relacionados
a atuacao do gene HERC2 em células pulmonares — seja em sua forma selvagem ou alterada —

e a associacdo de alteracGes neste gene no cancer de pulmao.
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2 JUSTIFICATIVA

O gene HERC2 tem por funcdo primaria a participacdo na cascata de ubiquitinizagéo e
esta envolvido em processos como reparo de DNA e controle do ciclo celular ao atuar sobre
proteinas como BRCA1, XPA e USP20. As evidéncias genéticas, associadas ao seu papel
fisioldgico ja descrito, sdo indicadores de uma possivel participacdo do HERC2 na patogénese
do cancer, inclusive do cancer de pulmao. Este gene se destacou dentre os mais frequentemente
mutados em whole-exome sequencing (WES) realizado previamente por nosso grupo de
pesquisa. Nessa avaliacdo genémica de cancer de pulmdo de células ndo pequenas em pacientes
brasileiros, 0o HERC2 foi o terceiro gene mais mutado, proximo dos ja esperados TP53 e KRAS.
Em outras casuisticas, disponiveis em bancos de dados publicos, é possivel observar dados
semelhantes, porém, estes dados ndo foram explorados por nenhum artigo da literatura
disponivel.

Tendo em vista o impacto do cancer de pulméo na saude pablica e a contribuicdo dos
alvos moleculares no manejo e progndéstico dos pacientes, € indispensavel a investigacdo de
novos candidatos a contribuir para esta realidade. O subtipo histologico carcinoma de células
escamosas (CEC) ainda ndo € beneficiado por esses avancos devido a escassez de alvos
moleculares acionaveis, o que torna promissora a maior frequéncia mutacional observada no
gene HERC2 para esses casos. Nesse contexto, HERC2 se configura como potencial gene
driver, suscitando uma caracterizacdo detalhada da sua participacdo no perfil molecular do
cancer de pulmao.

Ainda nédo foram descritos estudos funcionais in vitro que abordem de forma central o
papel de HERC2 em células pulmonares. Essa abordagem permite o entendimento
contextualizado do papel de genes em diversos processos celulares e a definicdo de
especificidade tecidual. A caréncia de investigacdo deste gene em linhagens celulares
pulmonares impossibilita o estabelecimento de sua relevancia. Assim, torna-se necessario uma
avaliacdo funcional in silico e in vitro do gene HERC2, assim como da sua intera¢gdo com outros
genes. Uma ampla investigacgdo in vitro permitira avaliar a funcdo desempenhada na patogénese
pulmonar e sua possivel aplicagdo na medicina de precisdo do céncer de pulmédo de nédo

pequenas células.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a patogenicidade de variantes do gene HERC2 identificadas em uma série
brasileira de cancer de pulméo de ndo pequenas células e caracterizar in vitro o papel funcional
deste gene.

3.2 Objetivos especificos
v' Avaliar a frequéncia mutacional de HERC2 e a patogenicidade das variantes
encontradas em uma série brasileira de cancer de pulmao ndo pequenas células;
v Associar o status mutacional de HERC2 a dados clinicopatoldgicos, sociodemograficos

e sobrevida;

v Realizar andlises in silico em diferentes datasets para comparar com a presente
casuistica de cancer de pulmao de ndo pequenas células;
v Avaliar in vitro os efeitos funcionais do silenciamento do gene HERC2 em linhagem

pulmonar de carcinoma de células escamosas.



32

5 METODOLOGIA

5.1 Desenho de estudo e casuistica
Este é um estudo observacional retrospectivo que analisou um subconjunto de casos de
cancer de pulmdo de ndo pequenas células (n=13), parte de uma casuistica maior com
caracterizacdo gendmica completa (n=123). Os critérios utilizados para inclusdo de casos neste

estudo foi a disponibilidade de dados de whole-exome sequencing (WES).

5.2 Whole-Exome Sequencing (WES)

Foi extraido o DNA de amostras de tecido tumoral congelado e amostras de buffy coat
pareadas pela plataforma QIASymphony pelo Biobanco do Hospital de Amor. O WES foi
realizado nas plataformas HiSeq2500 (Mendelics; n=96) e NovaSeq (Sophia Genetics; n=27),
ambas da Illumina. A andlise das amostras pareadas foi realizada a fim de excluir as variantes
germinativas e garantir a avaliacdo apenas de variantes somaticas. O pipeline de bioinformatica
seguiu as recomendacOes descritas no Genome Analysis Toolkit - GATK versdo 4 do Broad
Institute: o alinhamento com o genoma humano de referéncia versdo 37 (GRCh37) foi realizado
pelo Burrows—Wheeler Aligner (BWA), seguido da chamada de variantes pelo GATK Mutect2
e Pindel; e anotacdo de variantes com o Annovar. Realizamos a exclusdo de variantes
germinativas também por meio da consulta ao banco de dados gnomAD e AbraOm (amostras
de individuos brasileiros saudaveis). Utilizamos também como filtros uma cobertura vertical
minima de 10x e frequéncia alélica (VAF — do inglés variant allellic frequency) minima de 2%,
com revisdo manual das variantes filtradas utilizando o Integrated Genomics Viewer (IGV).

5.3 Analise de ancestralidade genética

Para essa casuistica, também foi realizada previamente a analise de ancestralidade
genética com a avaliacdo de 46 marcadores informativos de ancestralidade (AIM, do inglés
Ancestry Informative Markers), os quais sdo polimorfismos de inserc¢éo e delegcdo (INDELS)
em tandem, cujo nimero de vezes em que cada regido se repete pode variar de um individuo
para o outro. Esses 46 marcadores foram amplificados por uma reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex. Nesse sistema, pares de primers direcionados as regides de interesse sdo
marcados com fluor6foros diferentes e identificados em uma Unica amplificacdo. Apés a
amplificacdo foi realizada a analise de fragmento por eletroforese capilar (3500 Genetic
Analyzer - ABI), a qual detecta o tamanho e fluorescéncia de cada fragmento amplificado. Esse

dado é analisado a fim de determinar os alelos presentes em cada amostra através do software
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GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems) e, posteriormente, calcular a contribuicdo das
ancestralidades europeia (EUR), africana (AFR), asidtica (ASN) e amerindia (AME) pelo
software Structure v2.3.311113,

O painel HGDP-CEPH (Human Genome Diversity Project - Center d’Etude du
Polymorphisme Humain) foi utilizado como referéncia na analise supervisionada que estimou
as proporcdes de ancestralidade nos individuos deste trabalho!? 113, As proporcdes calculadas
em porcentagem foram classificadas por tercis e avaliadas pelo teste exato de Fisher para

determinar associacéo estatistica''®. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

5.4 Predicéo de patogenicidade das variantes

A partir do WES realizado pelo grupo, foi realizada a predi¢do de patogenicidade das
alteracdes encontradas no gene HERC2 por meio da plataforma Cancer Genome Interpreter -
CGl disponivel online!*, Esta ferramenta identifica variantes oncogénicas ja validadas e prediz
o0 impacto daquelas de significado incerto. Isso é realizado através do método OncodriveMUT,
no qual dois tipos de predigdes sdo associados. Uma predicao se baseia em dados de coortes de
diversos tipos tumorais e de individuos saudaveis que quando comparados permitem a
identificacdo de sinais de selecdo positiva de genes, agrupamento de variantes somaticas,
regiGes de variantes germinativas e 0 mecanismo de acdo de genes. A outra predicdo avalia
cada alteracdo genémica individualmente, em nivel molecular, levando em consideracdo o
impacto funcional, o tipo de variante - missense, nonsense, sinbnima -, 0s éxons e dominios
proteicos envolvidos. A partir dessas informacdes, este preditor classifica as alteracbes como
driver predito nivel 1, driver predito nivel 2 e passenger predito, bem como fornece o nivel de
deleteriedade de acordo com o score CADD (ex.: Muito alta, Alta, Média-Baixa, Baixa). Com
base nestes resultados, as variantes foram divididas em potencialmente drivers/patogénicas e

provavelmente passengers/benignast®4,

5.5 Analise de bancos de dados
Bancos de dados publicos com informagdes sobre o perfil mutacional foram consultados
para determinar a frequéncia e distribuigdo de variantes no gene HERC2 em diferentes grupos
populacionais a fim de comparar com o observado em nossa casuistica. Também foram
avaliados aspectos sociodemograficos, quando disponiveis. O cBio Cancer Genomics Portal
(cBioPortal) integra dados brutos de diversas publicacfes e grandes projetos/datasets, como

TCGA, tornando-os mais acessiveis e mais facilmente manuseéveis. Esta plataforma disponivel
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online fornece tanto dados de variantes quanto de alteracdo do numero de copias (CNV),
expressio de mRNA, metilagio, entre outras, associando-as a dados clinicos®.

Outro recurso acessado foi o Integrative OncoGenomics (IntOGen), uma iniciativa que
tem por objetivo construir um compéndio de genes drivers de cancer a partir de analises da
variacdo do perfil mutacional dos tumores e selecdo positival®. Esta ferramenta também agrupa
dados da literatura, TCGA, ICGC, PCAWG, assim como do proprio cBioPortal; e foi utilizada
a titulo de comparacdo dos dados mutacionais, uma vez que ndo fornece caracterizacdo
adicional das amostras.

Também foram agrupados dados do Genomic Data Commons (GDC), um programa do
National Cancer Institute (NCI)*®. Os dados foram acessados no portal disponivel online
gratuitamente, sendo compostos por informagdes clinicas e moleculares oriundas de grandes
projetos (TCGA, ICGC, TARGET) e submetidas pelos proprios usuarios.

Para andlises de sobrevida, além dos dados disponiveis nos bancos citados
anteriormente, também acessamos o repositorio KM Plotter'!’. Nesta plataforma - disponivel
online e curada manualmente - sdo agrupados dados de expressdao génica, de sobrevida global
e sobrevida livre de recaida oriundos dos bancos de dados GEO (Gene Expression Omnibus -
NCBI) e EGA (European Genome-Phenome Archive), assim como do TCGA. E possivel inferir
o valor progndstico de genes especificos por meio da geracéo da curva de sobrevida de Kaplan

Meier e calculo do p-valor pelo teste de Log-rank.

5.6 Analises de dados sociodemograficos e sobrevida

Para analise de caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes foram empregados
os testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher. Os dados de ancestralidade foram categorizados em
tercis para as analises de associacdo'3, As analises de sobrevida foram realizadas pela curva de
Kaplan Meier, teste de Log-rank e regressao de Cox, sendo considerado como evento de
interesse 0 Gbito; os pacientes vivos com ou sem doenca bem como os pacientes que perderam
seguimento foram considerados censurados (tempo maximo de censura de 60 meses). O limite
de significancia para todos os testes foi de 95% (p<0,05). Foram utilizados os softwares
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad, San Diego, CA) e IBM SPSS Statistics (Armonk, NY: IBM
Corp).



35

5.7 Andlise funcional in vitro

5.7.1 Selecéo das linhagens celulares

Tendo como base as linhagens disponiveis no banco de células do Centro de Pesquisa
em Oncologia Molecular (CPOM), foram selecionadas as células oriundas de cancer de pulmao
humano com classificagdo histolégica de Adenocarcinoma ou Carcinoma de Celulas
Escamosas. Com o intuito de determinar o perfil mutacional das linhagens selecionadas, foi
consultado o banco de dados COSMIC - Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer!®, Este
banco é subdividido em diversos projetos, um deles sendo direcionado para a catalogacéo de
variantes em uma grande variedade de linhagens celulares de cancer. Apds avaliacdo dos
aspectos histoldgicos, mutacionais e de origem das linhagens candidatas, foram selecionadas
as seguintes linhagens: COR-L105 (adenocarcinoma, HERC2"WT): SK-MES-1 (CEC,
HERC2W"T); e H292 (carcinoma mucoepidermoide/CEC - HERC2MUT p.R4293W). A variante
encontrada nesta Gltima linhagem coincide com o cddon alterado por uma das variantes
detectadas no WES realizado pelo grupo (p.R4293L). Devido as limitagdes préaticas, no presente
estudo contemplamos apenas o silenciamento génico da linhagem SK-MES-1. Ela foi
selecionada por ser o0 modelo de estudo mais representativo da nossa populacdo de interesse:
individuos com cancer de pulmao nédo pequenas células do subtipo escamoso, selvagem para o
gene HERC2.

5.7.2 Silenciamento do gene HERC2 por esiRNA

A linhagem celular selecionada foi transfectada com RNA de interferéncia pequeno
preparado enzimaticamente (esiRNA) direcionados contra o gene HERC2 (no. catalogo:
EHUO040521) e contra o gene EGFP (no. catalogo: EHUEGFP) como controle negativo (Non-
targeting control). Esse tipo de RNA consiste em um conjunto heterogéneo de centenas de
SiRNAs direcionados contra 0 mesmo RNA mensageiro (MRNA) e produzidos por digestdo
enzimatica. Essa estratégia permite a cobertura de uma regido de até 600 bp do alvo associada
a uma menor taxa de efeitos indesejados (off-target), isso porque cada siRNA individual integra
a solugé@o em baixas concentracgdes. A transfeccao foi realizada utilizando a Lipofectamina 2000
(ThermoFisher Scientific) com as células em uma confluéncia de aproximadamente 70%. Para
esta etapa, seguimos as recomendacdes do fabricante do agente de transfeccéo, utilizando placas
de 6 pocos, 100pmol de esiRNA, 5uL de Lipofectamina em um volume de 2x 250uL de
OptiMEM. A mistura foi incorporada as células (0,35 x 10°) e incubados a 37°C por 6 horas.
Em seguida, o meio de transfec¢éo foi substituido por meio completo com SFB. A confirmacéo
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do silenciamento foi realizada por wenstern blotting. Para todos o0s ensaios subsequentes foram
comparados 3 grupos: celulas tratadas apenas com Lipofectamina 2000, células transfectadas

com esiEGFP e células transfectadas com esiHERC?2.

5.7.3 Avaliacao da expressdo proteica por Western Blotting

As analises de expressdo proteica nas linhagens celulares foram realizadas pela técnica
de western blot 48h, 72h e 96h apds o plaguemanto das células silenciadas. As proteinas foram
extraidas com utilizacdo de um tampéao de lise e dos inibidores de protease DTT, Leupeptina,
Aprotinina, EDTA e PMSF, seguido de incubagdo em gelo por uma hora e centrifugacéo a 4°C,
14000 rpm por 15 minutos. O extrato proteico foi diluido com o tamp&o Laemmli e aquecido a
95°C por 5 minutos para desnaturacdo das proteinas, as quais foram entdo submetidas a
eletroforese para separacao por peso molecular (SDS-PAGE). Utilizamos o gel gradiente Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 4-20% da Bio-Rad e, juntamente as amostras, foi
aplicado o marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (n° cat.
161-0374) também da Bio-Rad.

Apos a eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose, a qual
foi bloqueada com uma solucdo de leite a 5% (TBS-T) e, posteriormente, incubada com o
anticorpo primario (especifico para cada proteina, o anticorpo anti-HERC2 foi obtido da BD
Transduction Laboratories™ - no. catalogo: 612366) previamente diluido, em tampéo (Tris
1M; NaCl 5M; Tween 20 + BSA 1%) por 16 horas (overnight) a 4°C sob agitacdo. Apos esse
periodo, a membrana foi lavada varias vezes com tampao TBS-T (Tris 1M; NaCl 5M; Tween
20). Apos as lavagens, a membrana foi incubada sob agitacdo por 2 horas, em temperatura
ambiente, com o anticorpo secundario (Imunoglobulina 1gG conjugada a peroxidase) diluido
em tamp&o contendo 5% de leite em po desnatado e 1% de albumina bovina. A deteccédo e
quantificacdo das amostras foram feitas por quimiluminescéncia (Kit ECL Western Blotting
Detection Reagents-cod RPN2109; GE HealthCare) no sistema ImageQuant™ LAS 4000 Mini
(GE Healthcare).

5.7.4 Avaliacéo de proliferacéo celular

Para determinar a proliferacdo celular nos trés grupos experimentais, foi utilizada a
plataforma xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) da Agilent. Essa tecnologia se
baseia em placas contendo microeletrodos de ouro através dos quais passa uma corrente elétrica

que sera perturbada pela fixacdo das células no fundo dos pogos. A medida de variacdo de
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impedancia decorrente é proporcional & quantidade de células no pogo. A impedancia é medida
a cada uma hora por 20 dias, traduzindo a imagem da proliferacdo das células plaqueadas em
tempo real.

Foram plaqueadas 6 mil células (6 x 10%) de cada condigdo em quintuplicata com meio
normal para a linhagem (DMEM, 10% SFB, 1% antibiotico). Apds os 20 dias, o experimento
foi interrompido, os dados brutos foram visualizados e analisados no RTCA Software Pro
integrado a plataforma. Neste ensaio, a proliferacdo celular é avaliada em termos de cell index,
um pardmetro correspondente a taxa de adesdo das células a microplaca de eletrodos. Ele é
calculado pelo RTCA software pro por meio da variacdo de impedancia num determinado
momento menos a impedancia basal (sem células), dividido por uma constante. Assim, sao
adquiridos os valores de cell index a cada hora. Essa medicao é realizada para cada replicata
individualmente e é reportado como a média das cinco replicatas realizadas para cada repeti¢do
do experimento. As analises estatisticas e a confec¢do de gréaficos foram realizadas no software
GraphPad Prism 9.

5.7.5 Avaliacdo de migracdo e invasao

O potencial migratorio das células foi avaliado pela metodologia transwell, na qual 0,2
x 10° células sdo plagueadas em insertos que separam o poco em dois compartimentos. No
compartimento inferior colocamos meio enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e no
compartimento superior plaqueamos as células em meio sem SFB para que, dessa forma, as
células tivessem um estimulo quimico nutricional para migrar. Separando os dois ambientes,
estd uma membrana que retera temporariamente as células que migrarem. O sistema é encubado
a 37°C por 48h. Posteriormente, o experimento foi interrompido e foi realizada a montagem
das l&minas a serem fotografadas para quantificacdo das células migratorias utilizando o
software ImageJ.

Para investigacdo do potencial invasor das células, foi utilizado o reagente Corning®
BioCoat® Matrigel® Invasion Chambers. Neste ensaio, os filtros transwell séo revestidos por
Matrigel, que ¢ um material semelhante a matriz extracelular — contendo proteinas como
colageno e laminina e fatores de crescimento — o qual impede a migracdo das células através da
membrana. Células invasivas sdo capazes de secretar proteases e atravessar a barreira oferecida
pelo Matrigel. A avaliacdo da invasdo celular também foi verificada no tempo de 48h apds o

plaqueamento das células. (incluir como é a avaliado o resultado final, microscopia, fotos...)
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5.7.6 Avaliacéao de ciclo celular — citometria de fluxo

Avaliamos o efeito do silenciamento sobre o ciclo celular por meio de citometria de
fluxo nos tempos 36h e 96h apos a transfecgao das células, utilizando o kit Cycletest™ PLUS
DNA Reagent kit (BD Transduction Laboratories™ - no. catalogo: 340242). As amostras
foram analisadas no citdmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences), equipado com laser
em comprimento de onda 488nm, Software e Calculos para estimar quantas células séo de cada

fase do ciclo.

5.7.7 Avaliacédo de sensibilidade ao tratamento com cisplatina

Para determinar o 1C50 para a cisplatina dos trés grupos experimentais, as células foram
tratadas em triplicata com uma curva de concentracdo ascendente de cisplatina. Os pontos
utilizados foram: OuM (tratamento apenas com o veiculo da droga — NaCl 0,9%), 1uM, 2uM,
5uM, 10uM, 20uM, 30uM e 50uM. Apds um periodo de 72h de tratamento, as células foram
expostas ao reagente Cell Titer 96 Agueous One Solution (Promega, Madison, WI, USA) para
definicdo de viabilidade. Células metabolicamente ativas reduzem o composto MTS
tetrazolium, por meio da oxidacdo de NADH ou NADPH, dando origem a Formazan, um
composto de cor marrom soltvel no meio de cultura. A metabolizagdo do MTS é diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis e foi calculada através de espectrofotometria no
comprimento de onda de 490nm. A partir das medi¢6es das viabilidades em todos os pontos de
tratamento, conseguimos estabelecer o IC50 de cada condicio e o0 R? do ensaio, o qual reflete

a linearidade da curva dose-resposta e consequentemente a confianca do resultado.

5.7.8 Anélises estatisticas

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar 0s ensaios funcionais nos trés
grupos experimentais. Os resultados foram expressos em termos de média e desvio padrao das
medicGes dos experimentos independentes. Tais analises foram realizadas nos softwares
GraphPad Prism 9 (GraphPad, San Diego, CA) e IBM SPSS Statistics (Armonk, NY: IBM
Corp), levando em consideracdo um nivel de significancia de 95%, p-valor <0,05.

5.8 Aspectos éticos
Os estudos realizados com material e dados de origem humana foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Amor de Barretos (Projeto nimero 1139/2016;

Anexo A). Os ensaios funcionais in vitro dispensam aprovacdo no Comité de ética em Pesquisa.
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5.9 Financiamento
Este projeto foi financiado com recursos do Ministério Publico do Trabalho (MPT) e do

Hospital de Amor (Programa de Auxilio e Incentivo ao Pesquisador — PAIP).
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6 RESULTADOS
6.1 Estudos gendbmicos e in silico
6.1.1 Frequéncia mutacional

6.1.1.1 Predicéo de impacto das variantes no gene HERC2

Conforme supracitado, a descoberta das variantes detectadas no gene HERC2 foi
realizada por sequenciamento de exoma completo (WES) em 123 amostras tumorais de cancer
de pulmdo de ndo pequenas células, pareadas com amostras de sangue periférico a fim de
excluir as variantes germinativas das analises subsequentes. A cobertura média atingida no
WES foi de 450X para as amostras somaticas e 150X para as amostras germinativas do
subgrupo de amostras (n=27) sequenciadas pela Sophia Genetics (ver se¢do 5.1) e de 70x para
as amostras somaticas e germinativas sequenciadas pela Mendelics (n=96).

Das 23 variantes identificadas no gene HERC2, nove foram classificadas como drivers
nivel 1 (Figura 10) — sendo que variantes de nivel 1 sdo definidas como variantes que tem maior
indicativo de participacdo no desenvolvimento e/ou progressao tumoral, segundo o Cancer
Genome Interpreter (CGI)!“. Seis variantes foram preditas como drivers nivel 2, e foram
agrupadas as variantes drivers nivel 1, formando a categoria denominada neste trabalho como
provavelmente patogénicas. Este grupo apresentou frequéncia alélica (VAF, do inglés variant
allellic frequency) variando de 4,2% a 66,7% (Tabela 1; Figura 11). Apenas uma variante foi
classificada como polimorfismo e sete foram preditas como passengers, sendo estas duas
categorias classificadas como ndo patogénicas. Para as analises posteriores, 0s pacientes

portadores das variantes ndo patogénicas foram agrupados ao grupo de pacientes HERC2'T,
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Figura 10 - Fluxograma descrevendo a predi¢do de impacto realizada pelo Cancer Genome Interpreter
(CGI) das variantes encontradas no exoma completo realizado pelo grupo. WES: Whole-Exome Sequencing.
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Tabela 1 - Predi¢cdo de patogenicidade*, classificacdo de deleteriedade™ e frequéncia alélica (VAF) das
variantes encontradas no gene HERC2 em nossa casuistica.

Variante Predicdo Deleteriedade VAF
(Patogénicas)
€.12877C>A p.(Arg4293Leu) Driver nivel 1 ~ Muito alta 0.260
€.5656C>A p.(Gly1886Trp) Driver nivel 1 ~ Muito alta 0.298
c.978T>A p.(Asn326Tyr) Driver nivel 1 ~ Muito alta 0.132
€.7910G>C p.(Ser2637Cys) Driver nivel 1  Alta 0.183
€.11467G>C p.(Ala3823Gly) Driver nivel 1  Alta 0.235
€.9836A>G p.(Tyr3279His) Driver nivel 1  Alta 0.148
c.1876C>A p.(Val626Leu) Driver nivel 1 Alta 0.307
€.11886C>A p.(Arg3962Ser) Driver nivel 1 Alta 0.235
€.6386G>A p.(Arg2129Cys) Driver nivel 1  Alta 0.042
€.8295 8296insT p.(GIn2766ThrfsTer38) Driver nivel 2 Muito alta 0.121
€.3689 3693delCCTGT p.(Thrl197SerfsTer4) Driver nivel 2 Muito alta 0.170
C.2899T>A p.(Lys967Ter) Driver nivel 2  Muito alta 0.667
€.1557C>T p.(Trp519Ter) Driver nivel 2  Muito alta 0.106
€.12016-1C>A p.(Ter4006_splice) Driver nivel 2  Alta 0.153
C.3274T>A p.(Tyr1092Phe) Driver nivel 2 Alta 0.291
€.10595T>A p.(GIn3532Leu) Passenger Médio -
€.1562C>A p.(Cys521Phe) Passenger Médio -
€.2624C>A p.(Ser875lle) Passenger Médio -
€.2270C>A p.(Gly757Val) Passenger Médio -
€.7910G>T p.(Ser2637Tyr) Passenger Médio -
€.1257C>A p.(Lys419Asn) Passenger Médio baixo -
€.5859T>A p.(Thr1953Ser) Passenger Muito baixo -
€.4698G>A p.(Thr1566Met) Polimorfismo  Baixo -

*conforme classificacdo do CGIl. VAF, variant allelic frequency.
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Figura 11 - Integrative Genomic Viewer (IGV) demonstrando a cobertura e frequéncia alélica (VAF) de algumas variantes patogénicas, o identificador abaixo de cada
coluna (AD_X) especifica a amostra em que a variante foi observada. No painel superior, mostramos a regido analisada na amostra germinativa do individuo; no painel inferior,
temos imagens representativas da mesma regido na amostra tumoral (somatica). As cores azul, verde e laranja representam reads com as variacdes detectadas (VAF), enquanto
0s tracos cinzas representam o total de reads (cobertura vertical).
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6.1.1.2 Casuistica Hospital de Amor

Considerando a casuistica de CPNPC do WES realizado pelo grupo (n=123), a
frequéncia de casos com variantes classificadas como provavelmente patogénicas ou
patogénicas em HERC2 foi de 10.5% (n= 13; 15 variantes). De acordo com o subtipo
histoldgico, os casos de adenocarcinoma apresentaram uma frequéncia mutacional de HERC2
de 8,8% (n= 8/90; 9 variantes) (Figura 12), e os casos de CEC apresentaram uma frequéncia
mutacional de HERC2 de 15,1% (n=5/33; 6 variantes) (Figura 13). Podemos observar um
padrdo de distribuicdo uniforme destas variantes ao longo do gene — sem regido hotspot — e

cada variante foi Unica dentre os casos analisados.

[ ]
Adenocarcinoma
.
e
g
= P.YI092F
T pNz26y P-WIIX | wosrx  p.moTsts4 p.R2129C p.QZT66TIs'38  p.Y3279H
E . . . o . . .
£
30

433488

Figura 12 - Variantes preditas como patogénicas em amostras de adenocarcinoma da presente casuistica.
Na imagem esta representada a estrutura proteica da proteina HERC2, com seus dominios destacados por cores
diversas. Variantes intrénicas ndo estdo visiveis. Eixo Y, nimero de vezes em que a variante foi detectada; eixo
X, nimero dos aminodcidos e a respectiva localizaco na proteina. Figura construida com Oncoprinter®,

Carcinoma de Células Escamosas

p.R39625

p.V626L p.GIB86W p.52637C p.A3823G p.R4&293L
- . . .

Numero de Mutagdes
o ™
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Figura 13 - Variantes preditas como patogénicas em amostras de CEC da presente casuistica. Na imagem
esta representada a estrutura proteica da proteina HERC2, com seus dominios destacados por cores diversas. Eixo
Y, nimero de vezes em que a variante foi detectada; eixo X, nimero dos amino4cidos e a respectiva localizacéo
na proteina.. Figura construida com Oncoprinter®,
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6.1.1.3 Bancos de dados

Analisando todos os casos de CPNPC disponiveis no cBioPortal (n=5485) —
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas — oriundos de 15 datasets, foram
encontradas 294 variantes em 319 pacientes, em sua grande maioria classificadas como
missense, totalizando uma frequéncia mutacional de 4,7%. Segundo o0 GDC (n=12034), 223
variantes em 289 casos corresponderam a uma frequéncia mutacional de 2,4%. As variantes se
distribuem igualmente por toda extensdo do gene, ndo sendo possivel identificar nenhuma
regido hotspot, como mostrado na figura 14.

Considerando a classificacdo de acordo com o subtipo histolégico, o gene HERC2
apresentou-se mais frequentemente mutado em CEC, que variou de 8,2 a 15% nos datasets
analisados, enquanto que em adenocarcinoma, esta frequéncia mutacional variou de 1,69 a 13%
(Tabela 2). E possivel observar consistentemente uma maior frequéncia mutacional em CEC

guando comparada com adenocarcinoma em todos os datasets analisados.

Tabela 2 - Frequéncias mutacionais e total de variantes descritas para HERC2 nos bancos de dados
consultados e encontradas por WES realizado pelo grupo de pesquisa.

Adenocarcinoma _ CEC
(Noteradie) N9 voriontos (N aierade) N9 aiantes
cBioPortal ?282{; 4159 143 ?1?;/; 1176 68
IntOGen 1&%" 756 102 1?;;/" 584 80
GDC (NCI) 1(16%) 8155 111 ’(31’302/‘; 1726 104
WES (GTOP*) 8'(2()%’ 90 9 15(’51)% 33 6

N: nimero de casos. CEC: Carcinoma escamocelular. GDC, Genomic Data Commons. NCI: National Cancer
Institute. WES: Whole-exome sequencing. *GTOP: Grupo Translacional de Oncologia Pulmonar.
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Figura 14 - Distribuicdo de variantes no gene HERC2 em adenocarcinoma nos bancos de dados (A)
cBioPortal e (B) IntOgen.

6.1.2 Associagdo do status mutacional de HERC2 a dados clinicopatoldgicos e
sociodemogréficos

6.1.2.1 Casuistica Hospital de Amor

Os 13 casos com mutagOes no gene HERC2 sdo compostos, em sua maioria, por
pacientes do sexo masculino (61,5 %), fumantes (84,6 %), com diagndstico de cancer de pulméao
de ndo pequenas células do subtipo adenocarcinoma (61,5%). Nossa populacdo de estudo é
proveniente majoritariamente de pacientes do estado de S&o Paulo (78 individuos, 63,4%).
Consequentemente, a regido sudeste é a mais representada — com 102 individuos, 82,9% dos
casos — enquanto as regides Nordeste e Sul sdo as menos representadas - ambas com 2
individuos, que representam 1,6% dos casos cada.

A presenca de variantes no gene HERC2 ndo se associou com sexo, idade, cor, historico
de tabagismo e histologia. No entanto, vale ressaltar que, apesar da auséncia de significancia
estatistica, 100% dos pacientes com variantes patogénicas para HERC2 foram expostos ao
tabaco (p=0.122) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Andlise estatistica de caracteristicas sociodemograficas e histolégicas quanto ao status
mutacional para HERC2.

HERC2WT™ HERC2-MYT

Variavel Parametro Benignas Patogénicas p-valor?
(N=110) (N=13)

Masculino 70 8 10

Sexo Feminino 40 5 '
=62 Anos 54 9

Idade ~62 aNnos 56 4 0.242
Branca 86 11 10

Cor Parda 14 2 '

Historico Fumante atual 56 11

de Tabagismo Ex-fumante =15anos 22 2 0.210
Ex-fumante >15anos 7 0

Exposicéao Ativa/passada 89 13 0.122

ao tabaco Ausente 21 0 '
Cgrcinoma de 28 5

Histologia Células Esc_:amosas 0.331
Adenocarcinoma 82 8

N, nimero de casos. 1 - WT = wild-type, selvagem. 2 - Teste Exato de Fisher

Na analise de ancestralidade genética, os individuos carreadores de variantes
patogénicas no gene HERC2 apresentaram, em média, uma predominancia da ancestralidade
europeia (74,7%), seguida por 14,4% da ancestralidade africana, 7% da amerindia e 4% asiética.
Os casos nao carreadores de variantes patogénicas, apresentaram, em média, 68,9% da

ancestralidade europeia, 16,3% da africana, 8,3% da asiatica, 6,4% da amerindia (Figura 16).

1.00

oso- I [ 1] [ . . - .
0.25 J{AEN [ 1] [ ' ' - |

0.00

HERC2MVT HERC2WT

Figura 15 - Perfil da contribuigdo das diferentes ancestralidades genéticas para individuos selvagens parar
HERC2 (HERC2"T) e portadores de variantes neste gene (HERC2MVT). As cores representam cada grupo étnico
avaliado: Europeu (verde), Africano (vermelho), Amerindio (amarelo) e Asiatico (azul).

N&o observamos associacdo do status mutacional de HERC2 com ancestralidade
genética (Tabela 4), concordante com a auséncia de associacdo de variantes do gene HERC2
com cor de pele (Tabela 3).
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Tabela 4 - Associacdo do status mutacional de HERC?2 e ancestralidade genética.
HERC2-WT?!/ HERC2-mut

Variavel Benignas Patogénicas p-valor?
(N=111) (N=13)

Baixo 39 2

Intermediario 37 7 0.267
EUR Alto 35 4

Baixo 35 6
AFR Intermediario 39 3 0.506

Alto 37 4

Baixo 38 4

Intermediario 35 6 0.584
ASN Alto 38 3

Baixo 36 5
AME Intermediario 38 4 0.936

Alto 37 4

N, numero de casos. EUR, europeu; AFR, africano; ASN, asiatico; AME, amerindio. 1 - WT = wild-type,
selvagem. 2 - Teste Exato de Fisher.

6.1.2.2 Bancos de dados

De acordo com os dados disponibilizados pelo cBioPortal, as variaveis idade ao
diagnostico (p=0,877), etnia autodeclarada (p=0,316) e histologia (p=0,137) ndo se associaram
com o status mutacional de HERC2. A exposicao ao tabagismo foi uma variavel que também
ndo se relacionou a presenca de variantes no gene HERC2, apesar do p-valor limitrofe
(p=0,062).

NOs consultamos 7 estudos compreendendo as histologias adenocarcinoma e CEC com
avaliacdo mutacional ampla (exoma ou genoma completos), totalizando um nimero amostral
de 4.296, os quais evidenciaram uma associac¢ao positiva entre a alta carga mutacional, na forma
de TMB (Tumor Mutation Burden), e a presenca de variante no gene HERC2 (p-valor <0,001)
(Figura 17).
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Figura 16 - Associagdo entre HERC2 e TMB segundo dados do cBioPortal.

N&o foi possivel determinar uma correlagdo clara entre a presenca de alteracdo no gene
HERC?2 e a flutuagdo no seu proprio nivel de expressao génica.

Tendo em vista a aparente relacdo proxima entre HERC2 e TP53, sugerida pelos estudos
in vitro mencionados anteriormente, também buscamos avaliar possiveis correlacdes entre esses
dois atores no contexto in silico. Nos casos do cBioPortal, HERC2 estava mutado em 11% dos
casos, enquanto TP53 apresentou frequéncia mutacional de 55%. Segundo analise realizada
pela propria plataforma, esses dois genes apresentam uma tendéncia de co-ocorréncia
(p<0,001). Também inquerimos os estudos TCGA, CPTAC e OncoSG quanto aos niveis de
expressao génica dos dois genes. A figura 18 traz os resultados representativos do TCGA para
adenocarcinoma e CEC. Apesar de os dois tipos histol6gicos apresentarem uma tendéncia de

comportamento oposta, nao foi observada correlacdo estatistica em nenhum dos casos.
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Correlacao de Expressao génica: HERC2 e TP53
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Figura 17 - Analise de correlacao entre o nivel de expressao génica de HERC2 e TP53 segundo dados do
TCGA disponiveis no cBioPortal. A - Grafico de dispersdo com linha de regresséo em amostras de
adenocarcinoma; B - Gréfico de dispersdo com linha de regressdo em amostras de CEC.

6.1.3 Associagdo do status mutacional de HERC2 com desfecho

6.1.3.1 Casuistica Hospital de Amor

Também realizamos a analise de sobrevida comparando HERC2MYT e HERC2"T por
meio do teste de Log-rank (Figura 19). Os pacientes carreadores de variantes patogénicas no
gene HERC2 apresentaram sobrevida global mediana de 6,5 meses, enquanto os pacientes ndo
carreadores apresentaram sobrevida global mediana de 20,3 meses (p=0,271).
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Figura 18 - Sobrevida global (em meses) comparando o grupo de pacientes com variantes patogénicas no
gene HERC2 (n=13) e 0 grupo de pacientes com status selvagem para este gene ou com variantes benignas (n=110).
Valores correspondentes a mediana de sobrevida.

Esse resultado foi corroborado pela regresséo de Cox univariada em que 0 grupo
carreador de variantes patogénicas no gene HERC2 apresentou razdo de risco de dbito de 1,6
(IC 95%: 0,84 - 3,15; p-valor= 0,15). A anélise multivariada com correcao para o tabagismo
evidenciou uma razéo de risco de 1,2 (IC 95%: 0,619 — 2,33; p-valor= 0,588) (Tabela 5).

Tabela 5 - Regressdo de Cox multivariada para as varidveis tabagismo e status mutacional do gene
HERC?2.

Variavel N HR 95% ClI p-valor?
) Nunca Fumou 21 REF. REF.
Tabagismo Fumante 102 2901 1.45-5,81 0.003
HERC2WT 110 REF. REF.

Status HERC2 -~ e p ~omut 13 1201  062-2.33 0.558

N, nimero de casos. HR = Harzard Ratio. Cl = Intervalo de Confianca. 1 — Regressdo de Cox Multivariada. WT
= wild-type, selvagem. MUT = Mutado.

6.1.3.2 Bancos de dados

No cBioPortal, para os casos mutados em HERC2 com informacgdes de desfecho da
doenca foi realizada andlise de sobrevida global (n=2498), que indicou auséncia de associacdo
de variantes de HERC2 e desfecho. Na avaliacdo das duas histologias de forma conjunta, 0s

pacientes carreadores de variantes patogénicas no gene HERC2 apresentaram sobrevida global
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mediana de 47 meses, enquanto que os pacientes ndo carreadores apresentaram sobrevida global

mediana de 55 meses (p=0,546; Figura 20).
Para adenocarcinoma, observamos uma menor sobrevida nos individuos HERC2MYT,
sendo a sobrevida global mediana para os HERC2MUT de 45 meses e de 58 meses para 0s

HERC2"T (p= 0,084; Figura 20). Para CEC, ndo houve associaco entre a sobrevida global e o

status de HERC2 (p=0,371; Figura 20).

Sobrevida Global
B . C
Total CPNPC Adenocarcinoma CEC

p-valor 0.546 p-valor 0.0841 p-valor 0,371
0% "\ HERCZ\\.‘T 90% I—[ERC 2\"(‘[‘ 0% .\:‘\\ HERC f)_\l—[;-[
" (55 meses) - (58 meses) 1 e, -
o o "ﬂ\{ . (65 meses)
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Figura 19 - Analise de sobrevida global para o total de individuos com CPNPC (A), para Adenocarcinoma
(B) e para CEC (C) com HERC2WT e HERC2MVT tilizando dados do cBioPortal®.

Segundo os dados do KM Plotter, também ndo houve associacao entre sobrevida global
e presenca de variantes no gene HERC2 para adenocarcinoma (RR=1,7; IC 95% 0,68 - 1,68) e
para CEC (RR=0,91; IC 95% 0,61 - 1,36) (Figura 21).
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Figura 20 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para variantes no gene HERC2 em Adenocarcinoma
(n=508) (A) e CEC (n=488) (B) utilizando dados do KM Plotter*’.

Ja os dados de expressdo génica obtidos nesta mesma plataforma demonstram que a alta

expressdo do gene HERC2 esteve associada a maior sobrevida em adenocarcinoma de pulmao
(RR=0,73; IC 95% 0,56 — 0,96; Figura 22). Porém, o mesmo nao foi observado em CEC (RR=
0,9; IC 95% 0,64 — 1,27; Figura 22).
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Figura 21 - Curvas de sobrevida de Kaplan Meier para expressdo génica do gene HERC2 em
Adenocarcinoma (n=672) (A) e CEC (n=271) (B) utilizando dados do KM Plotter’.




54

6.2 Estudos funcionais in vitro

6.2.1 Expressao proteica basal das linhagens selecionadas
Em nivel proteico, todas as linhagens estudadas - CORL105, H292 e SK-MES-1 —

apresentaram expressdo basal para o gene HERC2 (Figura 23). Foi padronizada a diluicéo
1:1000 do anticorpo primario anti-HERC2.

NCI-H292
SK-MES-1

.

"gq COR-L105

)

HERC?2 s27kDa

a-Tubulina soxpa

Figura 22 - Expressdo proteica basal de HERC2 nas linhagens CORL105, H292 e SK-MES-1. Controle
enddgeno utilizado para normalizacdo foi a a-tubulina.

6.2.2 Silenciamento génico por esiRNA
Na avaliagcdo temporal ao longo de 48h, 72h e 96h, podemos constatar o sucesso do
silenciamento de HERC2 na linhagem SK-MES-1 em todos os pontos estudados (Figura 24).

48h 72h 96h
£ 100+ F 1004 2 2 1004 01 3 Lipofectamina
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= i = _ [ i 80.3
z 801 g 80 £ 80 B csiHERC?
@ ) L
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s 60 s 60- % 60
;‘5_" 'z 444 2
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-§ 24.4 s g
% 207 % 20- R £ 201
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= 0 T T = 0 T 0 T
e -—- --

Figura 23 - Quantificacdo proteica de HERC2 por western blot evidenciando o silenciamento desta
proteina na linhagem SK-MES-1 apés 48h, 72h e 96h.

Com este resultado, prosseguimos para 0s ensaios funcionais, considerando o
silenciamento efetivo.



55

6.2.3 Avaliacao de proliferagéo celular — xCELLigence

Os dados de proliferacdo gerados pelo XCELLigence dos trés grupos analisados —
Lipofectamina, eSiIEGFP e esiHERC2 — sdo expressos como cell index; essa métrica representa
a quantidade de células que estdo aderidas ao poco, e ela é calculada a partir da variagdo de
impedancia da corrente elétrica. A titulo comparativo, nds definimos o maior valor de cell index
do controle negativo esiEGFP como 100% de ocupacéo do poco e utilizamos esse valor como
referéncia para determinar qual a porcentagem de ocupacdo dos demais grupos. A partir da
média de dois experimentos independentes, foi possivel observar uma perda de 57,4% no
potencial proliferativo das células silenciadas com esiHERC2 em 229h (esiEGFP = 100%;

Lipofectamina = 90,8%; esiHERC2 = 42,6%) (Figura 25).

Proliferacao em tempo real (xCELLigence)

100%
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Figura 24 - Grafico de proliferacdo em tempo real até o tempo 229h, correspondente a 100% de ocupacéao
do controle negativo esiEGFP.

6.2.4 Avaliacdo de migracao e invasao
Para caracterizar o perfil migratorio e invasivo das células silenciadas, nos realizamos os

ensaios de trans-well e Matrigel. Ap6s 48h de plagueamento, ndo foi possivel observar
diferenca significava na quantidade de células que migraram (p=0,93) ou invadiram (p=0,4)
quando comparamos 0s trés grupos de estudo. As figuras 26B e 26C representam a média e

desvio padrdo de dois experimentos independentes para cada ensaio.
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Figura 25 - Ensaio de migracéo e invasdo das células silenciadas. A - Painel de imagens representativas
de cada condi¢do nos dois ensaios. B - Comparagdo da média das contagens de células que migraram nas trés
condigdes. C - Comparacdo da média das contagens de células que invadiram nas trés condicdes.

6.2.5 Avaliacdo de ciclo celular — citometria de fluxo

Nos avaliamos a proporcdo de células em cada fase do ciclo celular apds 36h e 96h de
silenciamento. N&o houve variagdo significativa entre 0s trés grupos experimentais em nenhum
dos momentos analisados (36h: p-valor = 0,156; 96h: p-valor = 0,102), esse resultado reflete a

média de dois experimentos independentes (Figura 27).
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Figura 26 — Avaliagdo de ciclo celular por citometria de fluxo. Porcentagem de células em cada fase do
ciclo celular ap6s 36h (A) e 96h (B) de silenciamento.
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6.2.6 Avaliacao de sensibilidade ao tratamento com cisplatina

As celulas silenciadas para HERC?2 apresentaram um IC50 médio de 34,67, enquanto 0s
controles negativos (esiEGFP) e de transfeccdo (Lipofectamina) apresentaram 22,6 e 24,5,
respectivamente (Figura 28). Esse resultado sugere uma possivel resisténcia ao tratamento com

cisplatina na auséncia do gene HERC2.
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Figura 27 - Determinagdo de IC50 para cisplatina. A. Curva de dose-resposta. B. Comparacdo da média
entre os IC50 determinados em dois experimentos independentes.

Na tabela 6 descrevemos os valores individuais de IC50 e R? de cada replicata experimental.

Tabela 6 - Descricdo das replicatas de definicdo de IC50 para cisplatina dos trés grupos experimentais.

IC50 R2 [ 1C50 R? | MédialC50  Desvio Padrao
Lipofectamina 26,48 09637 | 22,52  0,8897 24,5 2,80
esiEGFP 27,97 0,9801 | 17,38  0,8710 22,67 7,49
esiHERC? 38,51  0,9415 | 30,83 0,7982 34,67 5,43
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7 DISCUSSAO

Um conjunto de evidéncias existe acerca do envolvimento do gene HERC2 em diversos
processos patologicos, como desordens neuronais, contudo, essa investigacao é limitada no
contexto oncolégico®™ %. O envolvido sugestivo deste gene no cancer é respaldado,
principalmente, pelos estudos que relatam a implicacdo deste gene em processos como reparo
ao dano no DNA e controle da replicagio®-2.

No presente trabalho, descrevemos as variantes encontradas no gene HERC2 em
pacientes com cancer de pulmao de ndo pequenas células (CPNPC) tanto em casos atendidos
pelo servico de um hospital de referéncia em cancer no Brasil (Hospital de Amor), quanto em
dados publicos, de origem diversa. Observamos uma frequéncia de variantes no gene HERC2
de 10,5% nos casos do Hospital de Amor e 2,4 a 4,7% nos bancos de dados. Essa maior
frequéncia na populacdo estudada pode estar relacionada com a maior diversidade étnica da
populacdo brasileira devido a miscigenacdo, uma vez que polimorfismos neste gene estdo
associados a pigmentacdo da pele e cor dos olhos™ 88 além de estar associado a
ancestralidade africana® &7,

Curiosamente, as frequéncias mutacionais do gene HERC2 variaram entre 0s portais
consultados — mesmo havendo uma sobreposicdo de datasets utilizados. Este fato pode ser
atribuido, possivelmente, ao nimero de casos disponiveis em cada repositorio, a diferentes
algoritmos de bioinformatica utilizados pelas plataformas e a seletividade das variantes por
diferentes filtros. A despeito disso, a frequéncia mutacional observada nos bancos de dados e
na presente casuistica foi consistentemente maior em CEC que em adenocarcinoma. Esse
achado sugere uma maior relevancia de HERC2 em CEC, algo potencialmente relacionado ao
status de tabagismo, uma vez que as variantes patogénicas do gene HERC2 estiveram presentes
apenas nos pacientes fumantes ou ex-fumantes tanto em nossa casuistica brasileira quanto nos
datasets avaliados''®12!, A associa¢do do tabagismo com a mutagénese ja foi observada com
outros genes e topografias, sendo o maior exemplo o gene TP53 em céancer de cabeca e pescogo,
o qual apresenta perda de funcdo em grande parte dos tumores associados ao tabaco!??,

123 Além do cancer de cabeca e pescoco, o gene TP53 também

incluindo em casos brasileiros
se encontra frequentemente mutado em cancer de pulméo, apresentando mutagoes especificas
relacionadas ao status de tabagismo*?* 1%, A relacio entre o gene HERC2 e CEC pode entio
ter origem etioldgica. Entretanto, a existéncia de correlacdo bioldgica entre tais fatos ainda
precisa ser elucidada.

Considerando a hipotese de o HERC2 ser um gene supressor tumoral, avaliamos

também a concomitancia de alteragfes neste gene com outras alteracdes moleculares, uma vez
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que genes supressores tumorais e suas co-mutacdes tem ganhado relevancia clinica nos ultimos
anos®*. Observamos que as variantes do gene HERC2 ocorrem em concomitincia com outros
genes determinantes em cancer de pulméo, especialmente o gene TP53 em ambos 0s tipos
histolégicos — adenocarcinoma e CEC — o que pode indicar a participacdo desses genes em vias
complementares, ou o mesmo fator etiolégico induzindo este tipo de mutacdo. Essa
concomitancia foi corroborada nos dados publicos presentes no cBioPortal. A co-ocorréncia de
mutacOes somaticas evidencia a heterogeneidade genética nesses tumores, revelando possiveis
subtipos com perfil mutacional distinto com diferentes implicacdes no manejo clinico e
desfecho da doenca. Um exemplo importante da implicacdo das co-mutac¢des no manejo clinico
¢ a pior resposta a imunoterapia em pacientes com CPNPC carreadores de mutagdes no gene
KRAS concomitantes a mutacdes no gene STK11, culminando em uma menor sobrevida global
dos pacientes!?6-128,

A fim de avaliarmos uma possivel implicacdo no desfecho da doencga, também
avaliamos a sobrevida global dos pacientes com e sem variantes do gene HERC2. Nos pacientes
da presente casuistica, observamos uma maior sobrevida global em pacientes ndo carreadores
de variantes somaticas do gene HERC2 comparados a pacientes carreadores. Apesar de nao ser
estatisticamente significativo, possivelmente por limitacdo do ndmero amostral, esse dado
implica um ganho importante de sobrevida naqueles individuos sem alteracdes neste gene
(aproximadamente 13 meses). A mesma tendéncia foi observada nos casos de adenocarcinoma
dos bancos de dados publicos. Além disso, também observamos que, em bancos de dados, a
alta expressdo do gene HERC2 esté relacionada a uma maior sobrevida. Essa observagdo vai ao
encontro da nossa hipotese de provavel papel supressor tumoral (GST) do gene HERCZ2, ja que
essa classe de genes regulatorios parece atuar inibindo a tumorigénese!?®. Em estudos
funcionais, a proteina HERC2 apresentou uma interacdo fisica com p53, estabelecendo sua
participacdo na oligomerizacdo e forma ativa de p53, assim como no feedback regulatorio entre
TP53 e MDM2%3, Também foi esclarecida a relagdo entre HERC2, ATR e RPA, na qual HERC2
ubiquitina RPA fosforilada, uma proteina que participa da replicagdo e do reparo ao dano no
DNA™, Qutras caracteristicas identificadas no presente estudo também apontam para o papel
de GST do HERC2, como a distribuicdo uniforme das mutacdes ao longo da proteina sem
nenhuma regido hotspot evidente e os elevados valores de frequéncia encontrados, os quais
condizem com o fato de GSTs estarem mais frequentemente alterados que oncogenes'? 131,

Nos bancos de dados também observamos uma associagdo entre presenca de variantes em
HERC2 e a carga mutacional alta, ou alto TMB. Devemos considerar a relevancia do tabagismo

como fator confundidor nesta relacdo, uma vez que esse habito esta relacionado com alta taxa
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mutacional, e existe a hipotese de que HERC2 esteja associado com tabagismo. Dito isto,
podemos atrelar a associacdo de HERC2 e TMB a falha dos mecanismos de reparo e
conseguinte acumulo de variantes através das divisdes celulares, resultando em uma maior
instabilidade gendmica®® ™ 2. Essa observagdo possibilita duas inferéncias. Por um lado,
HERC2 pode estar sofrendo alteracdes de ganho de fungéo e assim aumentando sua poténcia
em inibir proteinas de reparo. Por outro, as atividades deste gene podem ser diversas e ndo
homogéneas e, com sua perda, diferentes mecanismos de defesa contra o dano podem, na
verdade, ficar comprometidos, bem como ele pode exercer influéncia indireta em outras
atividades celulares relacionadas, como o controle do ciclo celular. Essa relacdo se mostra
relevante uma vez que a TMB ja se estabeleceu como um marcador preditivo para a
imunoterapia com inibidores de checkpoint imunoldgico em outros tipos tumorais®>***, Para
explicar este comportamento, estudos mais aprofundados serdo necessarios.

A partir dessas evidéncias gendmicas, tanto da presente casuistica quanto dos bancos de
dados consultados, seguimos com o silenciamento génico bem-sucedido do gene HERC2 em
linhagem celular de CEC de pulmdo. Primariamente, ao silenciarmos o gene HERC2,
observamos uma reducao consideravel no ritmo proliferativo dessas células. A literatura aponta
para uma diregdo oposta, na qual a perda do gene HERC2 estaria relacionada com um aumento
na proliferacdo e crescimento celular in vitro %2, Vale ressaltar que esses resultados foram
obtidos por metodologias diferentes do presente trabalho, tanto de silenciamento (SiRNA)
quanto do ensaio de proliferacdo (MTS), além de terem sido realizados em linhagens tumorais
ndo pulmonares, por isso talvez ndo sejam comparaveis.

Um membro da familia das HERCs, a proteina HERC1, ja foi estabelecida como uma
reguladora da proliferacéo através da via das MAPK3, Por outro lado, o relacionamento de
HERC2 com esse processo nao é tdo bem esclarecido. Um estudo recente demonstrou que
HERC2 interage com a via de sinalizacdo das MAPK por meio da proteina C-RAF, a qual ela
ubiquitina. Essa interacdo, porém, ndo parece impactar a via candnica de proliferacdo celular,
e sim a cascata C-RAF/MKK3/p38, relacionada a resposta ao estresse celular®®. Analises
proteébmicas identificaram HERC2 como participante de um complexo de alto peso molecular
com NEURL4, E6AP e MAPKG6™’; a atividade desse complexo e os efeitos nos processos
celulares ainda néo foi elucidado. Essas evidéncias suscitam uma avaliagdo aprofundada da
relacdo de HERC2 com as diversas vias das MAPKs e um melhor entendimento da sua
participacdo na proliferagéo celular.

Com relacdo a resposta ao tratamento com cisplatina, nossos resultados apontam um

aumento na concentracéo inibitoria média (IC50) em células silenciadas para o gene HERC2, o
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que indica que sdo necesséarias maiores concentra¢fes da droga para atingir o mesmo efeito
citotdxico que nas células tumorais com expressao normal do gene HERC2. As platinas atuam
pela interacdo direta com o DNA e consequente dano. O papel dos diversos mecanismos de
reparo a0 DNA disponiveis na célula tumoral ja foi relacionado a eficacia dessa linha
terapéutica®®. HERC2 esta intimamente relacionado aos processos de resposta ao dano no DNA,
seja diretamente ao ubiquitinar proteinas que executam essas a¢des, como BRCAL e XPA'™> 73,
ou indiretamente, atraves da coordenacdo de fatores de reparo em resposta a radiacdo
ionizante®®. Além disso, HERC2 também influencia em outra importante variavel para os efeitos
do tratamento com platina: a regulacéo do ciclo celular; tanto pela interagdo com a proteina
Claspin e consequente inibicdo da progressio da fase S do ciclo’, quanto pela regulacdo da
atividade de p53%2 3,

Este trabalho sugere que, ao bloquearmos a a¢ao do gene, suas funcdes inibitorias sobre
proteinas de reparo sdo suspendidas e a célula é capaz de responder efetivamente aos danos
induzidos pela cisplatina. Em consonancia, a acdo positiva de HERC2 sobre a polimerizacéo de
p53 é igualmente interrompida, assim como sua acao de retencdo na fase S, contribuindo com

a progressao do ciclo celular (Figura 29).
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Figura 28 - Esquema proposto do impacto do silenciamento de HERC?2 na resposta celular ao tratamento
com platinas.

E possivel que um aumento do néimero de casos carreadores de variantes no gene
HERC2 evidencie uma associacdo de variantes no gene HERC2 e algumas variaveis, como
tabagismo e sobrevida. Nossos achados permitiram revelar HERC2 como um potencial

participante da carcinogénese do cancer de pulméo, mas evidéncias ainda mais sélidas podem
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ser atingidas pela ampliag&o da casuistica. Uma estratégia plausivel para tanto é a realizacao de
um painel de sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés next-generation sequencing)
em novos casos, uma vez que o tamanho do gene exige a utilizacdo de uma técnica em maior
escala que o sequenciamento direto por capilar. Uma abordagem ainda mais abrangente, como
0 WES ou 0 WGS, permitird a validacdo de observac@es feitas nos bancos de dados como a
associacdo entre variantes em HERC2 e TMB. Também é valido ressaltar que os depdsitos nos
bancos de dados consultados ndo sdo uniformes em relacdo a caracterizacdo clinica,
demografica e étnica dos pacientes, um grande gargalo no uso de bancos publicos, aumentando
o nivel de dificuldade para comparar informacGes geradas por diferentes fontes.

Uma das limitacGes do nosso estudo € o modelo experimental, compreendido de apenas
um tipo celular, que reflete o tipo histologico carcinoma de células escamosas. Contudo, uma
caracterizacdo mais ampla do comportamento de HERC2, tanto em outras linhagens de CEC
como em adenocarcinoma, seria ideal para a definicdo de especificidade de acordo com
histologia e tipo tumoral. Também seria importante realizar experimentos adicionais para
avaliar os mesmos aspectos funcionais utilizando metodologias diferentes, como por exemplo
ensaio colorimétrico para avaliar proliferagdo e/ou ensaio wound healing para avaliar migragéo.
Desta forma, os resultados obtidos ganhariam ainda mais robustez. Ademais, transportar 0s
nossos achados mais impactantes para o contexto in vivo contribuiria para a consolidacdo das
evidéncias observadas.

No presente estudo, originado de uma casuistica brasileira e com uma caracterizacao
funcional relevante, o gene HERC2 se mostra como um potencial gene driver com relevancia
para o cancer de pulm&o. Apesar de algumas evidéncias ainda serem especulativas e
circunstanciais, nds realizamos associacdes ndo antes discutidas e apontamos direcdes
promissoras. Um relevante aspecto é o estudo de vias moleculares de proliferacdo, dano ao
DNA e tratamento com cisplatina. Assim, um aprofundamento experimental ¢ justificado pra

esclarecer, em bases sélidas, a participacdo de HERC2 na carcinogénese pulmonar.
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8 CONCLUSAO

O gene HERC2 participa do controle fino de diversos processos bioldgicos no interior das
células. No presente trabalho, nds descrevemos o perfil mutacional do gene HERC2 em uma
casuistica brasileira de cancer de pulméo de ndo pequenas células, destacando a incidéncia
marcante nos carcinoma de células escamosas (CEC) e estratificando tais variantes quanto a
predicdo de patogenicidade. Com o auxilio de bancos de dados, tracamos potenciais relacdes
de HERC2 com caracteristicas dessa doenca, o tabagismo e a carga mutacional, e observamos
um ganho de sobrevida naqueles individuos com alta expressao do gene. Ainda, foi possivel
estabelecer o impacto de HERC2 na diminuicéo do potencial proliferativo das células tumorais
silenciadas, assim como uma aparente resisténcia ao tratamento com cisplatina, principal
estratégia terapéutica no manejo de individuos com CEC. O conjunto de evidéncias
demonstradas por este trabalho ajuda a afirmar a participacdo deste gene na carcinogénese
pulmonar, e abre caminhos promissores para a futura investigacdo dos mecanismos pelos quais

HERC?2 exerce sua influéncia.
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ANEXO A
Parecer de aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Amor de Barretos
(Projeto nimero 1139/2016).
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Andlise do Perfil Molecular do Cancer de Pulméo
Pesquisador: Leticia Ferro Leal

Area Tematica:

Versédo: 14

CAAE: 55631316.2.0000.5437

Instituicdo Proponente: Fundacgéo Pio XII

Patrocinador Principal: Fundacao Pio XII

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.941.533

Apresentagéo do Projeto:
As informacgdes elencadas nos campos denominados "apresentacdo do projeto"”, "objetivos" e "avaliagdo dos
riscos e beneficios” foram retiradas do documento intitulado

“PB_INFORMACOES_BASICAS_1813702_E8.pdf’ (submetido na Plataforma Brasil em 23/08/2021).

Resumo:

O carcinoma do pulméo esta entre as principais causas de morte em homens e mulheres por cancer em
todo o mundo. A Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer estima que cerca de 1,8 milhdes de novos
casos de cancer de pulméo e quase 1,6 milhdes de mortes tenham ocorrido em 2012, com projecdes
ascendentes em algumas partes do mundo. Apenas 15% dos casos de pulmé&o sao diagnosticados em
estagios iniciais da doenca, quando o tratamento é mais eficiente, e os pacientes apresentam taxa de
sobrevida inferior a 20%. A maioria dos casos de cancer de pulméo (85%) é do tipo carcinoma néo
pequenas células (NSCLC), que pode ser subdividido em trés principais: carcinoma de células escamosas,
carcinoma de grandes células e adenocarcinoma. H4 também o carcinoma de pulmao de pequenas células
(SCLC), de menor frequéncia, encontrado em grande parte nos brénquios primarios e secundarios,, com alto
potencial metastatico. O desenvolvimento do cancer de pulméao estd associado com extensa inflamacéao
pulmonar e fortemente associado ao tabagismo. Este tipo de neoplasia apresenta perfis mutacionais
variados e complexos, o0 que torna seu entendimento um desafio de grandes propor¢des. O presente estudo
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tem como principal objetivo avaliar uma série retrospectiva de pacientes do Hospital de Cancer de Barretos
com diferentes estagios do cancer de pulmao e investigar, nestes pacientes, o perfil molecular das amostras
tumorais e identificar alteracdes associadas a este tipo de tumor tanto em estagios iniciais como em
estagios mais avancgados e correlacionar estes perfis com as caracteristicas clinicas dos pacientes. Além
disso, pretendemos validar o perfil mutacional observado nos tumores em amostras de biépsia liquida dos
pacientes. Os resultados do presente projeto poderdo contribuir de forma significativa para elucidacdo de
mecanismos envolvidos na tumorigénese pulmonar, bem como na identificacdo de marcadores tumorais que
permitam o diagnéstico precoce da doencga e também marcadores com possivel valor prognéstico.

Hipotese:

A hipétese do presente estudo € que a identificacdo de biomarcadores por meio da analise do perfil
molecular do cancer de pulméo poderéo auxiliar na deteccdo precoce da doenca e no monitoramento da
resposta ao tratamento bem como na determinagéo do estadiamento tumoral e na predi¢do de recorréncia.
Além disso, a identificacdo destes biomarcadores abrem perspectivas para novos alvos terapéuticos que
poderdo, no futuro, ser aplicados a pratica clinica.

Metodologia Proposta:

Extracdo de DNA e RNA:i. Extracdo de DNA/RNA de tecidos em Blocos blocos de parafinaii. Extracdo de
DNA/RNA de tecido congeladoiii. Extracdo de DNA de bidpsia liquida; Perfil Molecular Perfil mutacional —
Exoma; Validacdo dos resultados por NGS (painel TruSight15); Perfil de translocacdes, CNV e expressao
génica e de miRNAs; Validagéo dos perfis de metilacdo gene-especificos; Sequenciamento gene-especifico
(Sanger); Detecgdo de mutagBes soméaticas em biopsia liquida por NGS e PCR digital. Estudos funcionais
das variantes do gene HERC2. Ver detalhamento da Metodologia Proposta no Projeto de Pesquisa
Completo (anexo). Espaco da secdo insuficiente.

Critério de Incluséo:

Tratando-se desta uma amostra de conveniéncia, serdo incluidos os pacientes com carcinoma de pulméo
nao pequenas células e pequenas células com estadiamento inicial e avancado acompanhados no Hospital
de Cancer de Barretos e que tenham disponibilidade de material parafinado e/ou tecido congelado do tumor
bem como amostra do sangue do paciente.
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Critério de Excluséo:

Amostras com material parafinado/congelado insuficiente para pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Elaborar o perfil molecular envolvendo mutagcfes somaéticas, rearranjos e alteracdes cromossdmicas,
expressao de miRNAs e dos principais genes envolvidos com a carcinogénese humana e correlacionar com
as informag@es epidemioldgicas e clinico-laboratoriais dos carcinomas de pulmao do Hospital de Cancer de
Barretos.

Objetivo Secundério:

i. Realizar o perfil mutacional somatico das amostras com cancer de pulmao em estagios iniciais (n=200) por
exoma e validar os resultados;

ii. Realizar o estudo de rearranjos (ALK, RET, ROS1 e NTRK1/2/3) e altera¢des cromossdmicas (CNV) por
NanoString em 200 casos de cancer de pulméo;

iii. Realizar o perfil de expresséo génica do painel PanCancer (770 genes), do painel Vantage Metabolism
(192 genes) e de miRNAs (800 alvos) por NanoString em 200 casos de cancer de pulméao e 20 controles
normais;

iv. Levantamento sociodemografico e clinicopatoldgico dos 200 casos a serem avaliados por meio da andlise
de prontuarios;

v. Correlacionar os achados moleculares com os achados sociodemograficos e clinicopatolégicos;

vi. Detectar as mutac6es e microRNAs mais frequentes identificadas pelo exoma em biopsia liquida destes
pacientes por NGS e PCR digital.

vii.Realizar ensaios funcionais em linhagens celulares de cancer de pulméo para avaliar a participacao de
genes relevantes evidenciados no exoma (a saber, gene HERC2) na patogénese dessa doenca.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
De acordo com os pesquisadores:

Riscos:

Nao hé risco de identificagdo de alteragdes hereditarias (muta¢des germinativas) e, portanto, ndo
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h& possibilidade de encontrar, acidentalmente, nenhum tipo de cancer hereditario. O risco principal deste
estudo é a quebra acidental de sigilo, que os pesquisadores cuidadosamente vao procurar minimizar,
tomando todo o cuidado necesséario e utilizando medidas de seguranca quanto & confidencialidade,
privacidade e armazenamento de dados. O estudo é considerado de baixo risco para o paciente por ndo
envolver procedimentos invasivos e por se tratar de um estudo retrospectivo. A analise molecular sera
realizada retrospectivamente nos tecidos de amostras de carcinomas de pulmé&o congeladas e em tecidos
de lesdes incluidos em blocos de parafina bem como tecidos de pulmé&o normal incluidos em parafina
provenientes de individuos que tiveram morte sibita ou acidental.

Beneficios:

Nao ha beneficio para o paciente participante do estudo. O potencial beneficio do estudo para a sociedade é
gue por meio do perfil de mutagdes somaticas, possa ser caracterizado molecularmente o tipo de tumor, o
gque pode propiciar o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos futuros. Além disso, este estudo pode
possibilitar subsidios para uma avalia¢do dos fatores e profissdes de risco de desenvolver o cancer de
pulméo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A presente submissao trata-se de Emenda E8 do projeto para aprovagéo dos seguintes documentos:

- PB_INFORMACOES BASICAS_1813702_ES8.pdf;
- Form_Emenda_Ass.jpg;

- Formulario_ EMENDA_Ago02021.docx;

- Projeto_CEP_EMENDA_8.docx.

O que se propde a EMENDA apresentada:
1.Inclusdo de membros da equipe (pagina 1):
Bruna Beatriz Duarte de Souza, residente e mestranda em Biomedicina, para elaboracédo do Trabalho de

Conclusédo de Residéncia (TCR) da Residéncia Multiprofissional e do Mestrado pelo Programa de Pds-
graduacdo em Oncologia, ambos do Hospital de Amor/Fundagdo PIO XIlI- Barretos, Brasil.
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2. Validagéo das alteracBes observadas no gene HERC?2 e realizacdo de ensaios funcionais (pagina 14, 15
e 18):

Devido a alta frequéncia de muta¢des no gene HERC2, especialmente em CEC, justifica-se um estudo mais
aprofundado deste gene. Para tanto, os resultados do perfil mutacional serdo validados através de
sequenciamento Sanger e a participacao de HERC2 na patogénese pulmonar sera avaliada por meio de
ensaios funcionais em células de linhagens pulmonares tumorais.

Item a ser revisado e onde localiza-lo do Projeto Completo:
As alteracdes realizadas no projeto encontram-se destacadas nas paginas 1, 10, 14, 15, 18 e 21.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Recomendacgdes:
Sem recomendagodes.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem 6bices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa da Fundag&o Pio XIl - Hospital de Amor de Barretos analisou o(s)
seguinte(s) documento(s) do projeto 1139/2016, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetida em 23/08/2021;

Apés andlise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte recomendacao:
(x) O Estudo deve Continuar;

() O Estudo dever ser Interrompido;

() O Estudo esta Finalizado;

() Solicita-se Esclarecimento.

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatorios parciais e final da pesquisa, por
meio da Plataforma Brasil, via notificacdo do tipo “relatério” para que sejam
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Rrari

devidamente apreciados no CEP, conforme Norma Operacional n°001/13, item XI.2.d.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 181370 23/08/2021 Aceito
do Projeto 2 E8.pdf 13:47:52
Outros Form_Emenda_Ass.jpg 23/08/2021 |Leticia Ferro Leal Aceito

10:51:05
Outros Formulario EMENDA _Ago2021.docx 23/08/2021 |Leticia Ferro Leal Aceito
10:50:55
Projeto Detalhado / |Projeto CEP_EMENDA_8.docx 23/08/2021 |Leticia Ferro Leal Aceito
Brochura 10:49:59
Investigador
Outros Formulario EMENDA_Jan2020_signed. | 06/01/2020 |Leticia Ferro Leal Aceito
pdf 07:23:14
Outros Formulario EMENDA Jan2020.docx 06/01/2020 |Leticia Ferro Leal Aceito
07:22:47
Projeto Detalhado / |Projeto CEP_EMENDA_7.docx 06/01/2020 |Leticia Ferro Leal Aceito
Brochura 07:22:17
Investigador
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 16/01/2019 |Maria Fernanda Aceito
12:51:28 | Santiago Gongalves
Outros Cadastro_Projeto_n200.pdf 24/10/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito
11:08:02
Outros Levantamento_material_biologico.xIsx 13/06/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
10:24:22
Outros Declaracao_ciencia_estudo_Chefia.pdf 29/04/2016 | Leticia Ferro Leal Aceito
12:52:43
Outros Declaracao_Fonte_de_Financiamento P| 25/04/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
ioXIl.pdf 14:00:26
Outros Declaracao_Responsabilidade Pesquis | 25/04/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
ador.pdf 10:36:11

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o
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BARRETOS, 30 de Agosto de 2021

Assinado por:
Maicon Fernando Zanon da Silva

(Coordenador(a))
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ANEXO B

Imagens sem cortes das membranas de Western Blot apos revelacgéo.

Basal

Revelacdo da expressédo proteica basal de HERC2 nas linhagens COR-L 105, SK-MES-1 e NCI-

H292. Na parte superior estd a membrana revelada e na parte inferior a membrana digitalizada
(luz branca).



7

Revelagdo do controle enddgeno alfa-tubulina nas linhagens COR-L105, SK-MES-1 e NCI-

H292 na condicdo basal. Na parte superior esta a membrana revelada e na parte inferior a
membrana digitalizada (luz branca).
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48h

Revelagdo da expressao proteica de HERC2 ap6s 48h de silenciamento na linhagem SK-MES-

1. Na parte superior estd a membrana revelada e na parte inferior a membrana digitalizada (luz
branca).
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o -

Revelacdo do controle enddgeno alfa-tubulina apds 48h de silenciamento na linhagem SK-

MES-1. Na parte superior esta a membrana revelada e na parte inferior a membrana digitalizada
(luz branca).
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72h e 96h

Revelacao da expresséo proteica de HERC2 apos 72h (3 colunas da esquerda) e 96h (3 colunas
da direita) de silenciamento na linhagem SK-MES-1. Na parte superior esta a membrana
revelada e na parte inferior a membrana digitalizada (luz branca). Podemos observar que havia
duas membranas sendo reveladas para o gene HERC2, a de cima funcionou e a de baixo ndo

funcionou.
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Revelacdo do controle enddgeno alfa-tubulina apdés 72h (3 colunas da esquerda) e 96h (3
colunas da direita) de silenciamento na linhagem SK-MES-1. No poc¢o do meio houve um
problema técnico, ele estava sem integridade e parte da amostra vazou para o tampdo, por este
motivo, 0 poco foi desconsiderado e a amostra reaplicada no pogo seguinte. Na parte superior

esta a membrana revelada e na parte inferior a membrana digitalizada (luz branca).
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