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Resumo

Introdugao: O mechanistic target of rapamycin (mTOR) é uma proteina quinase
serina/treonina que regula as células em todos os processos catabdlicos e anabdlicos
como o crescimento, a proliferagdo, a motilidade e a sobrevivéncia celular, a sintese de
proteinas, a autofagia e a transcrigdo. O estudo da via de sinalizagdo mTOR, que se
encontra alterada em mais de 70% dos cancros humanos, é importante para entender

o desenvolvimento de um tumor maligno.

Objetivos: Sistematizar as mutagbes encontradas no gene mTOR em cancro e
determinar se existem hotspots mutacionais que possam influenciar a eficacia de

inibidores da proteina.

Metodologia: Foram seguidas as normas PRISMA 2020. Foi consultada a base de
dados PubMed, onde se obteve um total de 2207 artigos. Foram aplicados critérios de

inclusdo e exclusao, restando os 33 artigos relevantes para o tema.

Resultados/Discusséao: A grande maioria dos estudos utiliza amostras de tecido fixado
em formol e embebido em parafina para a pesquisa de mutacgoes, utilizando o NGS
como tecnologia de pesquisa. Foram encontradas 161 mutag¢des, a grande maioria
missense com potencial patogénico e com dominios mais mutados o FAT e quinase.
Sao encontradas mutagbes no gene mTOR em varios tipos de cancro, muitas em

cancros renais.

Consideragoes finais: As posicoes 1450 do dominio FAT; 2215, 2419 e 2427 do
dominio quinase; e 2500 da proteina mTOR s&o hotspots mutacionais do gene mTOR

e podem influenciar a eficacia de inibidores desta proteina.

Palavras-chave: “mTOR”, “mutagéo de genes”, “cancro humano”
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Abstract

Introduction: The mechanistic target of rapamycin (mTOR) is a serine/threonine protein
kinase that regulates cells in all catabolic and anabolic processes such as growth,
proliferation, cell motility and survival, protein synthesis, autophagy and transcription.
The study of the mTOR signaling pathway, which is altered in more than 70% of human

cancers, is important to understand the development of a malignant tumor.

Objectives: Systematize the mutations found in the mTOR gene in cancer and
determine if the are mutational hotspots that could influence the effectiveness of protein

inhibitors.

Methodology: The PRISMA 2020 standard were followed. The PubMed database was
consulted, where a total of 2207 articles were obtained. Inclusion and exclusion criteria

were applied, 33 articles are relevant to the theme.

Results/Discussion: The majority use formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
samples for mutation screening, using NGS as the screening technology. 161 mutations
were found, the vast majority missense with pathogenic potential and with more mutated
domains FAT and kinase. Mutations in the mTOR gene are found in several types of

cancer, many in kidney cancers.

Final considerations: Positions 1450 of the FAT domain; 2215, 2419 and 2427 of the
kinase domain and 2500 of the mTOR protein are mutational hotspots of the mTOR gene

and may influence the effectiveness of inhibitors of this protein.

Keywords: “mTOR”, “gene mutations”, “human cancer”
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1. Introducgao

A presente revisdo sistematica foi realizada no ambito da unidade -curricular
Projeto/Tese/Estagio do 2° ano do Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais
ministrado pela Escola Superior de Tecnologias da Saude de Lisboa (ESTeSL) do
Instituto Politécnico de Lisboa e tem como tema “Revisao Sistematica das mutacdes no
gene mTOR em cancro e determinagao de hotspots mutacionais”.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, cancro é o termo genérico para
um grande grupo de doengas que podem afetar qualquer parte do corpo. Uma
caracteristica que define as neoplasias é a rapida criacdo de células anormais que
crescem além dos seus limites e que podem invadir partes adjacentes do corpo e
espalharem-se para outros 6rgdos — metastases. O cancro € uma das principais causas
de morte em todo o mundo, com quase 10 milhdes de mortes em 2020. Os mais comuns,
em 2020, foram o cancro da mama (2,26 milhdées de casos), pulméo (2,21 milhées de
casos), colorretal (1,93 milhdo de casos), prostata (1,41 milhdo de casos), pele, que nao
melanoma (1,20 milhdo de casos) e estbmago (1,09 milhdo de casos). No entanto, as
causas mais comuns de morte por cancro foram do pulméao (1,80 milhdo de mortes),
colorretal (916 000 mortes), figado (830 000 mortes), estdbmago (769 000 mortes) e
mama (685 000 mortes). As causas do surgimento de cancro resultam da interagao
entre os fatores genéticos dos individuos e trés categorias de agentes externos (agentes
carcinogénicos fisicos, como a radiagao ultravioleta e ionizante; agentes carcinogénicos
quimicos, como o amianto, componentes do tabaco, alcool, aflatoxina — um
contaminante alimentar e arsénio — um contaminante da agua potavel; e agentes
carcinogénicos bioldgicos, como infegdes por certos virus, bactérias ou parasitas). O
risco de cancro pode ser reduzido ao nao fumar, evitar ou reduzir o consumo de alcool,
manter uma dieta saudavel, fazer exercicio fisico regularmente, entre outros. O
diagnéstico precoce é importante, pois a mortalidade por cancro é reduzida quando os
casos sao detetados e tratados precocemente (Organization, 2023).

O estudo da via de sinalizagao do mechanistic target of rapamycin (mTOR), que se
encontra alterada em mais de 70% dos cancros humanos, é importante para entender
o desenvolvimento de um tumor maligno. Como tém sido encontradas diversas
mutagdes no gene mTOR sem que, contudo, sejam definidas posi¢cdes proteicas

comumente mutadas, o objetivo desta revisdo sistematica é sistematizar essas mesmas
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mutacdes e determinar se existem hotspots mutacionais que possam influenciar a
eficacia de inibidores da proteina, uma vez que nao existe nenhum estudo anterior que
contenha todas as mutagdes do gene mTOR encontradas até ao presente.

Esta dissertacdo esta dividida em seis capitulos, comecando pela introducédo ao
tema, onde se encontra a pertinéncia do estudo e o seu objetivo, seguido do
enquadramento tedrico no segundo capitulo. O terceiro capitulo, denominado
“Metodologia”, apresenta o método utilizado, a estratégia de pesquisa e os critérios de
inclusdo e exclusdo dos artigos. No quarto e quinto capitulos sdo apresentados os
resultados, que serdo discutidos posteriormente. Por fim, no sexto capitulo é

apresentada uma reflexao final referente aos resultados obtidos.
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2. Enquadramento Teérico

2.1 Gene mTOR (MTORC1 e mTORC2)

Em 1972, durante uma expedicao a llha de Pascoa (também conhecida como Rapa
Nui), com o objetivo de identificar produtos naturais de plantas e solo com potencial
terapéutico, Shegal et al., identificaram, numa amostra de solo, um componente de uma
bactéria  (Streptomyces  hygroscopicus) com  propriedades  antifungicas,
imunossupressoras e anti-tumorais, que mais tarde se veio a chamar de rapamicina
(Martel et al., 1976). Varias analises a este componente revelaram que atua, em parte,
devido a formacgao de um complexo com peptidil-prolil-isomerase FKBP12 para inibir as
vias de sinalizagao necessarias ao crescimento celular e proliferacdo. Apesar das ideias
estabelecidas até a data, o mecanismo de acdo completo da rapamicina permaneceu
ilusério até 1994, quando estudos bioquimicos identificaram o mechanistic (antigamente
conhecido como “mammalian”) target of rapamycin (mTOR) como o alvo direto do
complexo rapamicina-FKB12 em mamiferos (Chung et al., 1992).

O mTOR ¢é uma proteina quinase serina/treonina que regula as células em todos os
processos catabolicos e anabdlicos dependentes de nutrientes como o crescimento, a
proliferagéo, a motilidade e a sobrevivéncia celular, a sintese de proteinas, a autofagia
e a transcrigao.

O peso molecular do mTOR é de 289%Da e este existe em dois complexos
multiproteicos, mTORC1 e mTORC2. O mTORC1 é um complexo proteico
heterotrimérico, constituido por cinco subunidades, além do mTOR, RAPTOR, mLST8,
PRAS40 e DEPTOR. Este complexo é sensivel a rapamicina e a sua funcdo esta
relacionada com a sintese de proteinas. O RAPTOR é necessario para a localizagéo
subcelular correta do mTOR e facilita o recrutamento de substrato para o mTOR,
ligando-se a TOS no substrato mTORC1. mLST8 foi proposto para associar ao dominio
catalitico do complexo e estabilizar o lago quinase, ndo sendo essencial para a
sinalizagdgo mTORC1. As suas subunidades restantes, PRAS40 e DEPTOR, foram
caracterizadas como reguladores negativos. Dessa forma, quando a atividade do
mTORC1 é reduzida, as duas subunidades sdo recrutadas para o complexo e
promovem a inibigdo do mTORC1 (Seeboeck et al., 2019). O mTORC2 é constituido
pelas proteinas mTOR, DEPTOR, RICTOR, mLST8 e mSIN1, PROTOR, envolvidas na
regulagéo das fungbes do citoesqueleto, estimulam fibras de actina, paxilina, RhoA,

RAC1 e proteina quinase C (PKCa). Este complexo néo € sensivel a rapamicina, a ndo
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ser com tratamentos prolongados (Jiang & Liu, 2008). A figura 2.1 diz respeito aos dois
complexos onde o mTOR existe, mMTORC1 e mTORC2.

mTORCA1

Factors Acids

Cell growth & proliferation

Growth Amino Energy Stress

Cap-\, dependent Jtranslation

mTORC2

Growth
Factors

®_©

AGC
Kinase;

Actin cytoskele?on organization
Cell proliferation & survival

Figura 2. 1 — A proteina mTOR existe em dois complexos, m"MTORC1 e mTORC2

Fonte: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925820548515

2.1.1 Dominios mTOR

O mTOR contém 2549 aminoacidos e compreende diferentes dominios estruturais

ao nivel da proteina, que o distingue de outras proteinas quinases. Do N-terminal ao C-

terminal, possui repeticdes do dominio HEAT com aproximadamente 40 aminoacidos

cada, o dominio FAT (FRAP-ATM-TRAP), que consiste em quatro hélices o, 0 dominio

de ligagcdo FKBP12-rapamicina (FRB), o dominio quinase (KD), onde o ATP e os

substratos a serem fosforilados se ligam e o dominio FATC (FAT-C-terminal) (Uniprot,

2023). Na figura 2.2 é possivel observar a proteina mTOR, assim como o aminoacido

onde comega e acaba cada dominio. Na figura 2.3 esta representado o gene mTOR e

os exdes onde comegam e acabam cada dominio.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925820548515
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1 mTOR 1345 1382 1982 FRB FATC 2549
= P, e T
20122144 2156 2469 2517

Figura 2. 2 - Dominios da proteina mTOR: HEAT, FAT, FRB, KD e FATC

Adaptado: https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/cmb.2015.0103

HEAT FAT QUINASE FATC
4035 4146 5946 6036 6432 6468 7407 7551 7647

DOODTDBDDDA

Figura 2. 3 - Correspondéncia dos exdes com os dominios mTOR

Adaptado: https://thenounproject.com/browse/icons/term/gene/

2.1.2 Tipos de mutagao

Uma mutagao € qualquer alteracao estavel na cadeia de DNA que pode passar a

descendéncia. Existem varios tipos de mutagdes, entre os quais:

1. Mutacgbes sinénimas: onde ocorre uma mudanca de uma das bases do DNA,

que muda o tripleto de nucleétidos da sequéncia, mas acaba por codificar o

mesmo aminoacido. Isto porque uma das caracteristicas do cédigo genético &
ser “redundante”;
2. Mutacbes missense: onde ocorre uma mudanga de uma das bases do DNA, que
muda o tripleto de nucledticos da sequéncia, passando a codificar um
aminoacido diferente do que seria esperado;
3. Mutagdes nonsense: onde ocorre uma mudanca de uma das bases do DNA, que
muda o tripleto de nucleétidos da sequéncia, passando a codificar um codéao de
terminacao. Ou seja, a proteina é cortada prematuramente;
4. Mutagbes frameshift. onde ocorre uma alteragédo na grelha de leitura, por

insergao, duplicagédo ou delegao de bases do DNA (Oiseth et al, 2022).


https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/cmb.2015.0103
https://thenounproject.com/browse/icons/term/gene/
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2.1.3 Inibidores mTOR

Os inibidores de mTOR mais conhecidos sdo a rapamicina e os seus analogos,
também chamados de rapalogs, que demonstraram algum efeito na terapia anti-tumoral.

A rapamicina (representada na figura 2.4) € uma lactona macrociclica, produzida
pela bactéria Streptomyces hygroscpicus e foi o primeiro inibidor de mTOR a ser
descoberto (Eng et al., 1984). Esta entra nas células e liga-se ao recetor FKBP12,
formando, assim, um complexo inibidor. Esse complexo inibidor liga-se a regido C-
terminal de proteinas denominadas TOR FRB, onde exerce um efeito citotdxico, inibindo
as fungdes de sinalizagéo TOR para alvos a jusante (Oshiro, 2004).

A rapamicina apresenta como grandes desvantagens a sua fraca solubilidade em
agua e a sua baixa estabilidade fisico-quimica. Foi para ultrapassar essas limitagdes
que foram desenvolvidos os seus analogos, com propriedades farmacocinéticas
melhoradas, como o temsirolimus, que atua inibindo a fosforilagdo do mTOR ao nivel
de S6K1 e 4E-BP1, e o deforolimus, que diminui a fosforilagao também de 4E-BP1.
Contudo, o sucesso clinico dos analogos da rapamicina tem sido limitado a alguns
cancros raros e as taxas de resposta em grandes tumores tém sido modestas, uma vez
que é cada vez mais reconhecido que este mecanismo ¢ insuficiente na obtencao de
um efeito anticancerigeno forte quando utilizados sozinhos (Zhou et al., 2010). Apesar
da constante procura, ainda nao foi desenvolvida uma molécula enzimaticamente

estavel que consiga a inibigao total da via mTOR.

O'_ O o

Figura 2. 4 - Rapamicina: um inibidor mTOR

Fonte: https://www.chemwhat.pt/rapamicina-cas-53123-88-9/

Atualmente, estdo a ser desenvolvidas outras classes de inibidores de mTOR como

os inibidores competitivos ATP, que se encontram em fase de ensaios clinicos. O


https://www.chemwhat.pt/rapamicina-cas-53123-88-9/
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desenvolvimento de novos farmacos capazes de inibir mMTOR por processos diferentes
da rapamicina apresenta uma abordagem mais eficaz e consegue contornar problemas
relacionados com a utilizagado de analogos que s6 inibem o complexo mTORC1. Entre
eles, pode-se destacar moléculas como a PP242 e PP30, que inibem tanto p70S6K1
como 4E-BP1 (Schenone et al.,, 2011). Outras moléculas em fase de estudo sdo os
chamados inibidores seletivos, que também inibem ambos os complexos mTOR. Elas
sao o INK128 e o AZD8055, ambos em fase | de ensaios clinicos e com grandes
resultados em leucemias (pela indugao da apoptose) e carcinomas hepatocelulares em

estado avangado, respetivamente (Garcia-Echeverria, 2010).

2.2 Via de sinalizagao mTOR

A via de sinalizagao PI3K/AKT/mTOR tem sido considerada uma via fundamental
nos processos que envolvem a proliferagdo, migragdo, invasao, crescimento,
diferenciagao, sobrevivéncia e metabolismo celular, sendo que a desregulagao do gene
que codifica o mTOR implica graves consequéncias para a mesma (Corradetti & Guan,
2006). A figura 2.5 representa um esquema abrangente da via de sinalizagéo
PISBK/AKT/mTOR.
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Figura 2. 5 Esquema geral da via de sinalizagdo mTOR

Fonte: https://aacrjournals.org/clincancerres/article/17/24/7518/205022/Targeting-the-mTOR-
4E-BP-Pathway-in-Endometrial

2.2.1 Sinalizagao a montante de mTOR

A montante do mTOR, os principais reguladores de atividade sdo PI3K/PTEN/AKT
e Ras/Raf/MEK/ERK:

A PI3K é uma enzima lipidica heterodimérica composta por uma subunidade
catalitica e uma subunidade reguladora/adaptadora. Uma fungéo da PI3K é fosforilar o
fosfoinositol, o que resulta na formagao de lipidos, que estdo envolvidos em varios
processos intracelulares, incluindo a proliferagéo, sobrevivéncia celular, reorganizagao
do citoesqueleto, transporte de membrana, adesdo celular, motilidade celular,
angiogénese e acao da insulina (Cortot et al, 2006).

A PTEN é uma fosfatase que tem a funcao de fazer produzir enzimas que atuam
como supressores de tumor, o que significa que ajuda na regulagao da diviséo celular,
impedindo que as células crescam e se dividam muito rapidamente ou de forma

descontrolada. Alteragbes ao nivel da PTEN (mutagées de inativagao), estdo implicadas
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no cancro da prostata, colorretal, mama, tiroide, rim, linfomas, melanomas e
glioblastomas.

A PI3K e a PTEN séo proteinas implicadas na perda de sensibilidade a insulina de
tumores malignos. Mutag6es no gene que codifica a PTEN sé&o verificadas em algumas
doencgas benignas congénitas, bem como em varios tumores, enfatizando o papel da
PTEN e consequentemente do PI3K na carcinogénese (Cortot et al, 2006).

A proteina AKT é uma quinase serina/treonina que desempenha fungcdes em varios
processos celulares como metabolismo da glicose, apoptose, proliferagéo, transcrigao
e migragao celular. Existem trés tipos (AKT 1, 2, 3), cada um codificado por um gene
diferente e a sua expressdo varia, sendo a AKT2 a mais abundante nos tecidos
sensiveis a insulina. Anomalias ao nivel da AKT (amplificagdo) estdo envolvidas no
cancro da proéstata, ovarios e mama. Também aparece frequentemente ativada em
tumores do pancreas, representando um indicador biologico da agressividade tumoral.
A AKT é o principal elo de ligagao entre o PI3K e o complexo TSC, sendo que a inibigao
de AKT pode ser suficiente para o bloqueio da ativagdo de mTORC1, sendo a AKT a
molécula-chave para a ativagéo deste complexo (Cortot et al, 2006).

Avia Ras/Raf/MEK/ERK é ativada por muitos fatores de crescimento e citocinas que
sdo importantes para a proliferacao celular e apoptose. Esta via tem como alvo o
complexo TSC2, uma vez que o Ras ativado induz a fosforilagdo da TSC2. A Ras ativa
a Raf, depois de estimulada por fatores de crescimento, hormonas ou citocinas (Roux
et al, 2004). A Raf fosforila a MEK, que ativa a ERK e esta fosforila substratos essenciais
para a regulagado da expressao, metabolismo e rearranjos do citoesqueleto (Jiang & Liu,
2008).

2.2.2 Sinalizagao a jusante de mTOR

Como dito anteriormente, a via mTOR desempenha um papel crucial na sintese de
proteinas e sobrevivéncia celular. O mTORC1 regula o crescimento celular, no entanto,
este é realizado por intermédio de reguladores de tradugédo como 0 4EBP1 e 0 p70S6K1.

O 4EBP1 atua como repressor da tradugao por ligagao e inativagao de elF4E. O
mTOR fosforila diretamente e inibe a atividade de 4EBP1, podendo também,
indiretamente, inibir a fosfatase da proteina, que por sua vez, desfosforila 4EBP1
durante as etapas do ciclo celular G1 para S (Sonenberg & Gingras, 1998).

O elF4E é um fator de iniciagao, que é ativado por varios estimulos mutagénicos. A

fosforilagdo do 4EBP1 faz com que haja libertagédo de elF4E, que juntamente com outros
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fatores de iniciagéo, vao permitir que haja a identificagdo do codao de iniciagdo AUG,
permitindo o inicio da tradugao. O elF4E aumenta a proliferacéo, sobrevivéncia celular
e angiogénese. Este processo sofre regulagdo através da proteina RAPTOR, pois
quando esta esta presente no complexo mTOR, este fosforila 0 4EBP1 e o p70S6K1
(Ciuffreda et al, 2010).

O p70S6K1 é uma quinase serina/treonina importante a jusante do mTOR, podendo
também ser ativada por PDK1 e MAPK. O mTOR fosforila o p70S6K1, conduzindo a
recolha de subunidades 40S dos ribossomas, aumentando, consequentemente, a
tradugdo de mRNAs. A amplificagéo da regidao do DNA que codifica o p70S6K1 e a sua
sobrexpresséo sdo encontradas em algumas linhas celulares do cancro da mama (Jiang
& Liu, 2008).

2.3 mTOR e o cancro

A via de sinalizagdo mTOR é frequentemente ativada em cancros humanos, sendo
que estudos demonstram que mutagdes ao nivel desta via provocam perturbacdes no
crescimento celular e no metabolismo que contribuem significativamente para o
desenvolvimento de tumores (Yecies & Manning, 2011).
Existem varios artigos que relacionam a via mTOR e o cancro, dando uma viséo
geral dos niveis proteicos dos varios genes pertencentes a via em varias neoplasias
distintas:
1. PTEN reduzida ou inativada em gliomas, melanomas, cancro da prostata e da
mama (Schenone et al., 2011);

2. TSC e quinase de ligagao GTP K-Ras mutadas no cancro da bexiga (Jiang &
Liu, 2008);

3. Varias proteinas da via mTOR com atividade de tirosina quinase sobreexpressas
em tumores gastrointestinais, do figado, do pancreas e do pulméo e

desreguladas em carcinomas de células renais (Schenone et al., 2011).

A ativagao exagerada da sinalizagdo mTOR contribui significativamente para o inicio
e desenvolvimento de tumores, sabendo-se que a atividade mTOR ¢é desregulada em
muitos tipos de cancro, incluindo carcinomas da mama, préstata, pulméo, melanoma,
bexiga, cérebro e renal. As razdes para a ativagdo sado varias, entre as mais comuns
estao mutagdes no gene PTEN (supressor de tumor) e o aumento da atividade PI3K e

AKT. Além disso, a sobreexpressdo a jusante de mTOR, também leva a um mau
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prognostico do cancro. Demonstrou-se que o aumento da atividade do mTOR
impulsiona a progressao do ciclo celular e aumenta a proliferagao celular, principalmente
devido ao seu efeito na sintese de proteinas. Além disso, o mTOR ativo suporta o
crescimento do tumor e inibe a autofagia. Este, fornece oxigénio e nutrientes as células
do carcinoma, aumentando a tradugao e a angiogénese.

O objetivo desta reviséo sistematica € sistematizar as mutagdes encontradas no
gene mTOR em cancro e determinar se existem hotspots mutacionais que possam

influenciar a eficacia de inibidores da proteina.
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3. Metodologia

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura do tipo qualitativo, seguindo
as normas Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA). As diretrizes PRISMA 2020 consistem numa checklist com 27 items (Anexo
1) e um fluxograma constituido por quatro fases, denominadas identificagao, selegéo,
elegibilidade e inclusdo (Anexo 2), que tém o objetivo de reunir e sintetizar resultados

de varios estudos.

Fase de identificagao

Nesta primeira fase, foi consultada a base de dados PubMed. A estratégia de
pesquisa foi definida por meio do operador booleano “AND”, com a seguinte chave de
pesquisa: (MTOR) AND (gene mutation) AND (human cancer). A pesquisa obteve um
total de 2207 artigos identificados. Nesta fase, foram também excluidos os artigos

duplicados (5), ficando um total de 2202 artigos.

Fase de selegao
Na segunda fase, realizada de 11 de novembro de 2022 a 06 de fevereiro de
2023, com o objetivo de limitar os resultados, foram aplicados critérios de inclusédo e de

exclusdo, descritos na Tabela 3.1:

Tabela 3. 1 - Critérios de inclusao e de exclusio

Critérios de inclusao Critérios de exclusao
Ano de publicagao A partir de 2010, inclusive Antes de 2010
Idioma Inglés Outros
Humanos/animais Humanos Animais
Genes mTOR Outros

Fonte: autor

Através da leitura dos resumos (abstract), no fim desta fase, foram excluidos
2091 artigos, por serem revisdes sistematicas ou artigos publicados antes de 2010, em
idiomas que nao inglés, em animais e sobre outros genes da via que ndao mTOR, ficando

assim 112 que seguiam para a fase de elegibilidade.
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Fase de elegibilidade

Nesta fase, realizada de 07 de fevereiro a 10 de junho de 2023, os 112 artigos
que satisfaziam os critérios de inclusdo foram analisados de forma integral. Foram
excluidos 78 artigos, 71 porque ndo continham, pelo menos, uma mutacdo do gene

mMTOR e 7 por nao ter sido encontrado o artigo completo.
Fase de inclusao

Foram incluidos 33 artigos relevantes para o tema desta revisdo sistematica.

Todo o processo de pesquisa bibliografica encontra-se representado na Figura 3.1:
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Figura 3. 1 - Processo de pesquisa bibliografico de acordo com as diretrizes PRISMA 2020
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4. Resultados

Na tabela abaixo sao apresentados os artigos selecionados, considerando para cada um, o autor e ano, a amostra (n), o tipo de cancro,
a amostra analisada, a tecnologia utilizada para a pesquisa das muta¢des, as mutagdes encontradas, o dominio da proteina mutado, o tipo
de mutacgéo e o seu significado bioldgico.

Tabela 4. 1 — Resumo dos estudos incluidos com evidéncias sobre as mutagdes do gene mTOR em cancro e os seus hotspots mutacionais (n=33),
2010-presente

Tecnologia
Autor | Amostra Tipo de Amostra utilizada Mutaca Dor:mlo Tipo de Significado biolégico
(ano) (n) cancro analisada pequaJias: de utagao prot:ina mutacgao da mutagao
mutagoes
Mutagbes p.Glu2014Lys
e p.Glu2419Lys sao
mutacdes ativadoras e
Bellmun . 1. NM_004958.3:¢c.6040G>A FRB Missense forgm observadas no
t J.. et Carcmqma Amostras NG,S‘(DNA (NP_004949.1:p.Glu2014Lys) paC|‘ente com resp_osta
’ a.l, 2/19 urotelial de tecido exonico de e NM_004958.3:c.7255G>A quinase | Missense total a terapia combinada
(201.8) metastatico | de bexiga | 400 genes) (NP_004949.1:p.Glu2419Lys) everolimus e pazopanib.
2. HEAT 29 | Splicing Mutagéo ¢.3654+3G>A
NM_004958.3:¢.3654+3G>A observada em paciente
com resposta parcial a
terapia
Brugarol Carcinoma . Essas mutacdes
as, J. 5/100 de células - - (NI|\:>IM0_(§)45,)944?95 ?2?_:'317 jg(;gr 0) FAT Missense | aumentam a atividade do
(2014) renais do - e mTORC1, ndo
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tipo de NM_004958.3:c.6644C>A quinase | Missense | parecendo aumentar do
células (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr) mTORC2. Nas mutagdes
claras NM_004958.3:c.7514G>C N.A Missense p.Leu1460Pro e
(ccRCC) (NP_004949.1:p.Arg2505Pro) p.Ser2215Tyr, a
sensibilidade ao
serolimus foi preservada
Amostras Foram gerados mutantes
. NGS (DNA
de tecido - mMTOR p.Leu2427Arg e
Carcinoma | congelado exog';g de NM_004958.3:¢.5917A>T FAT | Missense p.Val2475Met, que
de células e oncogenes (NP_004949.1:p.1le1973Phe) . . sug~eriram que as
Chen, Y- renais com | amostras enes ’ NM_004958.3:¢.7280T>G quinase | Missense | mutacoes p.lle1973Phe
B., et al. 5/62 histologia fde tecido supgressores (NP_004949. (1 3:p).Leu2427Arg) e p.Lel|1242t7Arq
2016 nao ixado em X provavelmente sao
( ) classificada | formol e de tqmor © NM_004958.3:c.7423G>A N.A. Missense patogénicas, enquanto
(URCC) | embebido Cons}’ézfa das | (NP_004949.1:p.Val2475Met) que a mutagéo
em acionaveis) p.VaI2475IYIet pode ser
parafina uma mutacao passenger
. A mutagdo mTOR
Adﬁg?nC:rC' g‘;nfeséirgos ativadora surgiu como
Colema . , um mecanismo de
nN,et | | ondomenal| fxadoem [ NS OFA 1 Nm 004958 3:c.4376C>A AT | Missonse | reSisténcia adquirido a
al. IB grau Il embebido | 143 genes) (NP_004949.1:p.Ala1459Asp) inibicdo AKT (ARQ751)‘e
(2021) | resposta subsequente a
(pulmonar) em inibicdo dos complexos
parafina mTORC1 e mTORC2
Amostras A mutacéao
Carcinoma | de tecido NM_004958.3:¢.1832_1881del . p.Leu611Profs*18 teve
Cui. M da de 10 um NGS (DNA (NP_004949.1:p.Leu611Profs* HEAT 15 | Frameshift uma muQanga na grelha
et,al " 119 paratireoide | fixado em excnico de 18) de Ielturg, onFIe 0
(2019') recorrente formol e 560 genes) NM_004958.3:¢.4850dupA EAT Frameshift Leu6j1 f10|.o primeiro
(10) ou embebido (NP_004949.1:p.lle1618Aspfs* aminoacido a ser
metastatico em 31) alterado para Pro. O
(6 pulmao, parafina novo codao stop é na
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1 figado, 1 posicao 18. A mutacao
linfonodo e p.lle1618Aspfs*31 teve
1 tecido uma mudanc¢a na grelha
subcutaneo de leitura, onde o
) lle1618 foi o primeiro
aminoacido a ser
alterado para Asp. O
novo codao stop é na
posicao 31 —
provavelmente seréo
patogénicas
Carcinoma A t
urotelial de | ~ootas i}
bai de tecido A mutagdo mTOR
aixograu | o - tivad . rtant
da bexiga e ixado em ativadora € importante
um tumor formol e para a metastase
Every, . N embebido . . | ] pulmonar. O inibidor de
M. J.. et simultaneo em Sequenciam Metastase pulmonar: . mTOR everolimus inibiu
-a I" 1 do trato parafina ento do NM_004958.3:c.4448G>T FAT Missense a sinalizagdo mTOR a
(2018) Suurg:;r;ode (dos dois exoma (NP_004949.1:p.Cys1483Phe) jusante e induziu a
b tumores e citotoxicidade nas
alto grau ) .
com da células tumorais
metastase metastase metastaticas
pulmonar )
NM_004958.3:¢.7280T>G quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Leu2427Arg) ~
o NG (ONA @) S Do TR
M., et al. 8/19 e - exonico de | NM_004958.3:c.7257_7259del | quinase | Frameshift
eosinofilico . provavelmente
(2022) 592 genes) insTGT -
(EVT) patogénicas

(NP_004949.1:p.Glu2419_Ala

2420delinsAspVal)
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NM_004958.3:c.7280T>A quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Leu2427GIn)
(2x)
NM_004958.3:¢.5930C>A FAT Missense
(NP_004949.1:p.Thr1977Lys)
NM_004958.3:¢.7280T>C quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Leu2427Pro)
NM_004958.3:c.4343 4363del FAT Frameshift
(NP_004949.1:p.Thr1448_Glu
1455delinsLys)
Amostras O unico paciente que
Carcinoma de tecido NGS (DNA NM_004958.3:¢c.7257A>C teve uma resposta
Gao, X,, de células fixado em exonico de NM_004958.3:c.7257A>T quinase | Missense parcial ao everolimus
et al. 2/14 renais formol e 300 genes e | (NP_004949.1:p.Glu2419Asp) abrigou uma mutagéo
(2018) metastatico embebido 113 intrbes NM_004958.3:c.6644C>A quinase | Missense | mTOR p.Glu2419Asp na
em de 35 genes) | (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr) amostra metastatica pré-
parafina tratamento
NM_004958.3:c.7257A>C . Mi
Tecido NM_004958.3:c.7257A>T | duinase | Missense
embebido (NP_004949.1:p.Glu2419Asp)
Hu, Y., et Adenoma em NM_004958.3:c.6644C>T . . O mTOR é um gene
al. 4/41 da soluggo | =9 AV\S’SqS) € | (NP_004949.1:p.Ser2215Phe) | duinase | Missense | .o 4o adenoma da
(2021) paratireoide | RNAlater NM_004958.3:¢.4079T>C NA Missense paratireoide
e sangue (NP_004949.1:p.Leu1360Ser) o
periférico NM_004958.3:c.7501A>T NA. Missense

(NP_004949.1:p.lle2501Phe)
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Ichimura
, K., et
al.
(2016)

11/
19

Tumor de
células
germinativa
s do
sistema
nervoso
central (70
germinoma
S puros e
54 tumores
de células
germinativa
S ndo
germinomat
0sas)

65

Tumor de
células
germinativa
s
testiculares
(39
seminomas
e 26 GCTs
nao
germinomat
0S0s)

Tumor de
células
germinativa
s
metastatico
para o
sistema

194
amostras
de tecido
congelado

, 3
amostras
de tecido
fixado em
formol e
embebido

em
parafina e

68
amostras

de sangue

Sequenciaca
o de Sanger
(WES)

NM_004958.3:¢.3238C>T
(NP_004949.1:p.Arg1080Cys)
NM_004958.3:c.4358T>C
(NP_004949.1:p.Leu1453Pro)
NM_004958.3:¢.5912C>T
(NP_004949.1:p.Ala1971Val)
NM_004958.3:c.5941A>G
(NP_004949.1:p.Lys1981Glu)
NM_004958.3:c.6643T>C
(NP_004949.1:p.Ser2215Pro)
NM_004958.3:c.6644C>T
(NP_004949.1:p.Ser2215Phe)
NM_004958.3:c.5997T>A
(NP_004949.1:p.Cys1999fs)
NM_004958.3:c.6725A>G
(NP_004949.1:p.His2242Arg)
NM_004958.3:c.6981G>T
NM_004958.3:c.6981G>A
NM_004958.3:c.6981G>C
(NP_004949.1:p.Met2327lle)
NM_004958.3:c.7000T>G
(NP_004949.1:p.Leu2334Val)
NM_004958.3:c.7247C>A
(NP_004949.1:p.Ala2416Asp)

HEAT 26
FAT
FAT
FAT

quinase

quinase
N.A.
quinase

quinase

quinase

quinase

Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Frameshift
Missense

Missense

Missense

Missense

Todas as mutacdes
MmTOR foram
encontradas nos
tumores de células
germinativas do SNC
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nervoso
central
Hiperplasia
ductal usual
(UDH) da
mama nao
associada a
quaisquer
9 alteracdes
neoplasicas
atualmente | Amostras A mutaggo p.Val2406Met
reconhecida | de tecido foi encontrada na UDH
oahn, S| 41 s (papiloma | fixado em | NGS (ONA 1y 004958.3:c.7216G>A quinase | Missense | 02 mama dentro do
(5016) | 6 e cancro da embebido | 409 genes) (NP_004949.1:p.Val2406Met) papiloma intraductal e é
mama g considerada uma
invasivo) em mutag&o driver
parafina
Hiperplasia
ductal usual
(UDH) da
7 mama
dentro do
papiloma
intraductal
NGS para NM_004958.3:c.7280T>A quinase | Missense
Tumor renal Amostras esquisa e (NP._004949.1:p.Leu2427Gin) As mutagcdes mTOR
Kapur, ” de tecido pesq NM_004958.3:c.6644C>A quinase | Missense ¢ ~
oncocitico PCRe ) relatadas serao
P, etal. a/7 de baixo de 3-5 um sequenciaca (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr) rovavelmente
(2022) fixado em | >°9 93 | NM_004958.3:c.7237_7238del | quinase | Missense prov
grau (LOT) formol e o de Sanger insCT ativadoras
embebido para (NP_004949.1:p.Ser2413Leu)
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em validacao NM_004958.3:c.4354 4365del FAT Frameshift
parafina (WES) (NP_004949.1:p.Lys1452_Glu
1455del)
NM_004958.3:¢.3383C>T
(NP_004949.1:p.Pro1128Leu) | HEAT 27 | Missense
(2x)
NM_004958.3:¢.3824T>C
(NP_004949.1:p.Val1275Ala) | HEAT 31 | Missense
210 Melanoma (2x) . L
acral NM_004958.3:¢.3907T>C MutagGes nao sinonimas
Amostras (NP_004949 1:p.Cys1303Arg) | HEAT 31 | Missense | 9° MTOR om pacientes
de tecido | Sequenciaga (2x) bagtoa thﬁj;feﬂ?eee o
Kong, | 43/ fixadoem | o de Sanger NM_004958.3:¢c.5506G>A mTOR pode, portanto
Y, etal. | 41 formol e (DNA (NP_004949.1:p.Ala1836Thr) FAT Missense rum alv d’e otenciél
(2016) | 2 embebido | exénico de (2x) serd f °t . P i
em 58 genes) NM_004958.3:c.5741G>C d‘?a aate dap a
105 | Melanoma | orafing (NP_004949.1:p.Gly1914Ala) FAT | Missense direcionada em
mucosal (2x) pacientes asiaticos com
NVelanoma NM_004958.3:.5499_5510del melanoma
na pele com (NP_004949.1:p.Thr1834_Thr | FAT | Frameshift
dano 1837del) (2x)
30 | rénico NM_004958.3:c.5484 5496del
induzido (NP_004949.1:p. FAT Frameshift
pelo sol 1830_1833delATTA) (2x)
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58

Melanoma
na pele sem
dano
cronico
induzido
pelo sol

Desconheci
do

NM_004958.3:c.514C>G
(NP_004949.1:p.Leu172Val)
NM_004958.3:c.643G>T
(NP_004949.1:p.Ala215Ser)
NM_004958.3:c.696G>T
NM_004958.3:c.696G>C
(NP_004949.1:p.GIn232His)
NM_004958.3:c.931C>T
(NP_004949.1:p.Arg311Cys)
NM_004958.3:c.1115A>T
(NP_004949.1:p.GIn372Leu)
NM_004958.3:c.1437T>C
(NP_004949.1:p.Asp479=)
NM_004958.3:c.2147G>A
(NP_004949.1:p.Gly716Asp)
NM_004958.3:c.2997C>T
(NP_004949.1:p.Asn999=)
NM_004958.3:c.3366T>G
NM_004958.3:c.3366T>A
NM_004958.3:c.3364T>C
(NP_004949.1:p.Phe1122Leu)
NM_004958.3:c.3401C>T
(NP_004949.1:p.Ala1134Val)
NM_004958.3:c.3415G>A
(NP_004949.1:p.Val1139Met)
NM_004958.3:¢.3550C>G
(NP_004949.1:p.Leu1184Val)
NM_004958.3:c.3703C>T
(NP_004949.1:p.Arg1235Trp)
NM_004958.3:c.3913G>A
(NP_004949.1:p.Ala1305Thr)
NM_004958.3:¢c.3462G>C
(NP_004949.1:p.Arg1154=)

HEAT 5

HEAT 6

HEAT 7

HEAT 9

HEAT 11

HEAT 17

HEAT 24

HEAT 27

HEAT 27

HEAT 27

HEAT 28

HEAT 30

HEAT 31

HEAT 28

HEAT 30

Missense

Missense

Missense
Missense
Missense
Sinénima
Missense

Sindnima

Missense

Missense
Missense
Missense
Missense
Missense

Sindnima
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NM_004958.3:¢c.3752A>C HEAT 30 | Missense
(NP_004949.1:p.Glu1251Ala)
NM_004958.3:¢.3802G>A HEAT 32 | Missense
(NP_004949.1:p.Ala1268Thr)

NM_004958.3:¢.3986T>C N.A. Missense
(NP_004949.1:p.Leu1329Pro)
NM_004958.3:¢.4070T>C FAT Missense
(NP_004949.1:p.Leu1357Pro)
NM_004958.3:¢c.4330G>A FAT Missense
(NP_004949.1:p.Glu1444Lys)
NM_004958.3:c.4731G>A FAT Sinénima
(NP_004949.1:p.Ala1577=)
NM_004958.3:¢c.4680C>T FAT Sinénima
(NP_004949.1:p.Ala1560=)
NM_004958.3:c.4487A>T FAT Missense
(NP_004949.1:p.GIn1496Leu)
NM_004958.3:¢.5044T>C FAT Missense
(NP_004949.1:p.Ser1682Pro)
NM_004958.3:c.5107A>G FAT Missense
(NP_004949.1:p.Asn1703Asp)
NM_004958.3:¢.5469C>T FAT Sinénima
(NP_004949.1:p.Ala1823=)
NM_004958.3:¢.5553C>T FAT Sinénima

(NP_004949.1:p.Ser1851=)
NM_004958.3:¢.5772G>T
NM_004958.3:¢.5772G>A FAT Sinénima
NM_004958.3:¢.5772G>C

(NP_004949.1:p.Val1924=)

NM_004958.3:¢.5745C>T FAT Sinénima
(NP_004949.1:p.His1915=)
NM_004958.3:¢c.5432G>A FAT Missense

(NP_004949.1:p.Arg1811His)
NM_004958.3:c.5217T>G

25




Revisao sistematica das mutagées no gene mTOR em cancro e determinagdo de hotspots mutacionais

NM_004958.3:¢.5217T>A FAT Missense
(NP_004949.1:p.His1739GIn)
NM_004958.3:c.5106A>G FAT Sinénima
(NP_004949.1:p.Lys1702=)
NM_004958.3:c.5794A>G FAT Missense
(NP_004949.1:p.lle1932Val)
NM_004958.3:¢.5902C>T N.A. Missense
(NP_004949.1:p.His1968Tyr)
NM_004958.3:c.6026C>T N.A. Missense
(NP_004949.1:p.Ala2009Val)
NM_004958.3:¢.5971G>C N.A. Missense
(NP_004949.1:p.Ala1991Pro)
NM_004958.3:¢.5972C>T N.A. Missense
(NP_004949.1:p.Ala1991Val)
NM_004958.3:¢.6047T>C N.A. Missense

(NP_004949.1:p.Leu2016Pro)
NM_004958.3:c.6141G>T
NM_004958.3:c.6141G>A N.A. Missense
NM_004958.3:c.6141G>C
(NP_004949.1:p.Met2047lle)
NM_004958.3:c.6381C>G
NM_004958.3:c.6381C>A N.A. Sinénima
NM_004958.3:c.6381C>T
(NP_004949.1:p.Ser2127=)
NM_004958.3:¢c.6386A>G quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Lys2129Arg)
NM_004958.3:¢.6637C>T quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Pro2213Ser)
NM_004958.3:¢.6565C>T quinase | Missense
(NP_004949.1:p.His2189Tyr)
NM_004958.3:¢.6520C>T quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Leu2174Phe)
NM_004958.3:c.6909G>T
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NM_004958.3:¢c.6909G>A quinase | Sinénima
NM_004958.3:¢.6909G>C
NM_004958.3:¢c.6907C>T
(NP_004949.1:p.Leu2303=)
NM_004958.3:¢.6953C>T quinase | Missense
(NP_004949.1:p.Thr2318lle)
Amostras NGS par
de tecido o u'iosaa i A mutaggo p.Leu2209Val
Lasota Tumor de 5 um P PqCR + também ja foi relatada
’ estromal fixado em L NM_004958.3:¢c.6625C>G . . num carcinoma urotelial
J., etal. 114 trointesti | f sequenciaca NP 004949 1:0.Leu2209Val quinase | Missense ;
(2019) gastrointesti ormoll e o de Sanger (NP_ .1:p.Leu al) e num carcinoma
nal (GISTs) | embebido ara neuroenddcrino de
em fp ~ grandes células
parafina confirmacgao
Amostras
de tecido
Adenoma | congelado | PCR digital e ]
Lee, S. colorretal fixado em | sequenciaga NM_004958.3:c.6644C>T . . 0 ’?’TOR € um gene
H., et al. 112 de alt f | de S NP 004949 1'0.Ser2215Ph quinase | Missense driver do adenoma
(2017) € a’lo grau ormol € o de Sanger | (NP_ -1-p-ser €) colorretal de alto grau
(HGCA) embebido (WES)
em
parafina
13 Cancro Amostras | NCGS para Cancro gastrico — A prevaléncia dos genes
gastrico | LD o | pesquisa NM_004958.3:c.4261A>G FAT | Missense | "P o tados 9
I\k im, S. | 5 Carcinoma | £ 240 em (DNA (NP_004949.1:p.Asn1421Asp) recorrentemente e a sua
., etal 15 | de células exonico de ~
9 - formol e . correlacdo com o
(2016) renais . 409 genes) e Angiossarcoma — o
embebido T ) . beneficio clinico
Cancro da em sequenciaca NM_004958.3:¢.5312A>G FAT Missense sugerem fortemente que
2 tiroide o de Sanger | (NP_004949.1:p.Lys1771Arg)
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conferem sensibilidade

Cancroda | parafinae para Carcinoma de células renais —
2 cabeca e sangue confirmacgao NM_004958.3:c.5917A>T FAT Missense ao everolimus
pescoco (NP_004949.1:p.lle1973Phe)
7 Sarcoma
As trés mutagdes mTOR
Amostras relatadas foram
de tecido NM_004958.3:c.7550A>G . L
: FATC Missense | encontradas no tecido ja
. . | de 20 um (NP_004949.1:p.Asp2517Gly) .
Lupini, Adenocarci | NGS (DNA . com doencga maligna.
fixado em - NM_004958.3:3328T>C . ~
L., etal. 3/8 noma exoénico de : . HEAT 27 | Missense Nao foram relatadas
. formol e (NP_004949.1:p.Tyr1110His) ~
(2019) endometrial . 50 genes) , mutacdes mMTOR em
embebido NM_004958.3:4376C>A . .
] FAT Missense | tecidos coletados meses
em (NP_004949.1:p.Ala1459Asp)
cafin ou anos antes do
parafina aparecimento do tumor
Amostras
de tecido
Mohanty Tumor renal | ~
. S.K., oncocitico | fxadoem | NGS (DNA NM_004958.3:7281G>A . . A mutagdo
1/18 . formol e exonico de i quinase | Missense p.Leu2427Arg é
et al. de baixo embebido | 324 genes) (NP_004949.1:p.Leu2427Arg) atoaénica
(2022) grau (LOT) o 9 patog
parafina
NGS para NM_004958.3:c.6644C>T | duinase | Missense
Amostras es Sisa (NP_004949.1:p.Ser2215Phe) NA Missense As mutacdes
o tocido P (DqN A NM_004958.3:c.7499T>A A p.Tyr1450Asp,
Morini Tumor renal fixado em exénico de (NP_004949.1:p.lle2500Asn) uinase | Missense p.Ser2215Phe,
’ oncocitico NM_004958.3:c.6644C>A q p.Ser2215Tyr,
A, etal. 710 : formol e 26 genes) e )
(2022) de baixo embebido | sequenciacs (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr) EAT Missense p.Leu2427GIn,
grau (LOT) o ) ge <o ir NM_004958.3:c.4348T>G p.lle2500Phe,
parafina para 9 (NP_004949.1:p.Tyr1450Asp) p.lle2500Asn sao
confirmagéo NM_004958.3:¢.320_323delin HEAT 3 | Frameshift patogénicas ativadoras

SATTT
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(NP_004949.1:p.Phe107_Ala1
08delinsTyrPhe)
NM_004958.3:c.7280T>G
(NP_004949.1:p.Leu2427GIn)
NM_004958.3:c.7498A>T
(NP_004949.1:p.lle2500Phe)

quinase

N.A.

Missense

Missense

Muruga
n, A. K,,
et al.
(2015)

116

63

Neoplasias
da tiroide
que incluem
10 bocios
multinodular
es benignos

41

Cancro da
tiroide
papilifero

Variantes
foliculares

Variante de
células
altas

Cancro de
células
hurthle

Variante de
células
colunares

Cancro da
tiroide mal
diferenciado

Amostras
de tecido
fixado em
formol e
embebido
em
parafina

Sequenciaca
ode 19
exdes

NM_004958.3:¢.663C>G
(NP_004949.1:p.Thr221=)
NM_004958.3:¢.5333C>T

(NP_004949.1:p.Ser1851=)

HEAT

FAT

Sindnima

Sindnima

Nestas mutagdes, o
codao foi trocado, no
entanto o aminoacido
produzido € o mesmo

Muruga
n, A. K,,
et al.
(2019)

2/5

20

Cancro da
tiroide
anaplasico
(ATC)

Linhas
celulares
e

Sequenciaca
ode 30
exdes

Linha celular ATC C643 —
NM_004958.3:¢.1256A>G
(NP_004949.1:p.His419Arg)

HEAT 10

Missense

As mutagbes mTOR
podem resultar na
alteracao conformacional
da proteina, com
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Linhas amostras Melanoma — consequéncias
celulares de | de tecido NM_004958.3:c.7076G>A quinase | Missense | funcionais significativas
cancro da (NP_004949.1:p.Gly2359GlIu) para a atividade quinase
12 tiroide e interacéo das
(incluindo 8 Mutacdes mTOR ativadas proteinas a montante e a
linhas introduzidas: jusante da via de
celulares NM_004958.3:¢c.6817C>T quinase | Missense sinalizagdo mTOR
ATC) (NP_004949.1:p.Pro2273Ser) (confirmado pelas
23 | Melanomas NM_004958.3:¢c.6862G>A quinase | Missense | mutagdes introduzidas).
(NP_004949.1:p.Glu2288Lys) A analise funcional das
Linhas duas novas mutacoes
3 | celulares de mostrou que ambas
melanoma eram de ganho de
funcao
Carcinoma A mutacgdo p.Tyr1974His
Rodrigu . foi adquirida no inicio do
ez- de cglu:jas S . desenvolvimento do
Moreno, 1 recgiﬁase Tecido e Oe(;q;gr;cr:]lagf NM_004958.3:¢.5920T>C EAT Missense tumor como responsavel
J.F., et claras sangue (WES)g (NP_004949.1:p.Tyr1974His) pela sensibilidade ao
al. metastatico temsirolimus. E uma
(2017) (ccRCC) mutag&o ativadora do
complexo mTORC1
Amostras
de tecido
da
Robbins Tumores da n?é?:st?étﬁc NGS (3508 A mutacéo
,C.M,, 1/6 prostata as exdes de 577 NM_004958.3:¢.6809G>T quinase | Missense p.Arg2270Leu é
et al. metastatico congelada genes) (NP_004949.1:p.Arg2270Leu) provavelmente
(2011) s sistémicos . patogénica
s e tecido
normal de
varios
locais
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anatomico
s
NM_004958.3:¢c.6644C>T quinase | Missense
78 (NP_004949.1:p.Ser2215Phe) As mutagdes
mostras NGS (DNA NM_004949.3:c.7498A>T N.A. Missense p.Ser2215Phe,
de tecido ex6nico de (NP_004949.1:p.lle2500Phe) p.lle2500Phe,
Roldan- 8/87 (3 Carcinoma | fixado em 42 genes + NM_004958.3:c.7501A>T N.A. Missense p.lle2501Phe e
Romero, com de células formol e 250 (NP_004949.1:p.lle2501Phe) p.Val2006Phe foram
J. M., et tast renais embebido letid NM_004958.3:c.6016G>T N.A. Missense descritas como
al. Metastas | cromsfobo em nuc eto ! . OZ 2| (NP_004949.1:p.Val2006Phe) ativadoras. A maioria das
(2020) €) (chRCC) parafina e ImorI\ gn © do NM_004958.3:¢.7280T>G quinase | Missense mutagdées mTOR eram
17 tecidos gzatragulgéf)l()) (NP_004949.1:p.Leu2427Arg) variantes patogénicas,
congelado (x3) sendo as restantes com
s NM_004958.3:¢.4837G>C FAT Missense | significado desconhecido
(NP_004949.1:p.Glu1613GlIn)
NM_004958.3:c.6644C>A quinase | Missense
Carcinoma | Amostras (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr)
de células de tecido NM_004958.3:¢.7280T>A quinase | Missense Mutagdes mTOR sao
Shah. R renais com | fixado em NGS (DNA (NP_004949.1:p.Leu2427GIn) frequentes nos
B et,al. 6/14 ostroma formol e exdnico de NM_004958.3:c.7498A>T N.A. Missense | RCCLMS, o que sugere
('2’020) ) (angio) embebido 170 genes) (NP_004949.1:p.lle2500Phe) fortemente que essas
leiomiomato om NM_004958.3:¢.4348T>G FAT Missense mutacdes sdo
f (NP_004949.1:p.Tyr1450Asp) patogénicas
S0 paratina NM_004958.3:c.1145A>G HEAT9 | Missense
(NP_004949.1:p.Asn382Ser)
Shanmu NGS (DNA A mutagio mTOR
gam, V., Sarcoma exonico e NM_004958.3:c.6644C>A . . X
et al. 228 | |istiocitico - intronico de | (NP_004949.1:p.Ser2215Tyr) | duinase | Missense p'Se{22T5.Tyr €
(2019) 447 genes) patogenica
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O sequenciamento
subsequente mostrou
que a mutacdo mTOR

Shi, Y., Cancro da Biopsia .
et al. 1 mama liquida NGS NM—004958'_3'C'4624G>T FAT Missense desaparecg u, o que
(NP_004949.1:p.Asp1542Tyr) revela o efeito curativo
(2018) avancado (ctDNA) ) L ~
apo6s administracdo do
inibidor de mTOR
everolimus
Shull, A cle_;;ﬂlr;ar::s iec?etj gr;cr:]lagf NM_004958.3:c.7327C>T uinase | Nonsense As mutagoes mTOR
53 Melanoma ; 9 (NP_004949.1:p.Arg2443%) | 9 estdo envolvidas na
Y., et al. 68 - tumorais (DNA ; ~
(2012) metastatico de exonico de NM_004958.3:¢.1654C>T HEAT 13 | Missense progressao do
(NP_004949.1:p.Leu552Phe) melanoma metastatico
melanoma 31 genes)
3 com
doenca Sequenciaca
. ressecav : o completa _ .
Sivapala Adenocarci . NM_004958.3:c.4991G>A ; O mTOR é um gene
nL,et | %% |nomaductal| TeCdoe | doexomado | \p 604949 1:p.Gly1664Asp) | | Missense driver do
com " sangue gDNA : .
al. doenca pancreatico eriférico | tumoral e do NM_004958.3:¢.2063C>T HEAT 17 | Missense adenocarcinoma ductal
(2022) néog (PDAC) | P SDNA (NP_004949.1:p.Ala688Val) pancreatico
ressecav plasmatico
el
A mutagdo mTOR
p.Thr1977Arg
g‘;nfeséirgos demonstrou ativar a
. Neoplasias ; NM_004958.3:c.7280T>A . . sinalizagdo mTORC1 in
MT";tta;, 18 renais f'f’é??n%fg“ glgiig'\‘d/g (NP_004949 1:p.Leu2427GlIn) | duinase | Missense | i A mitacio mTOR
(5020) ) eosinofilica embebido | 1213 genes) NM_004958.3:¢.5930C>G EAT Missense p.Leu2427GlIn é critica
] em 9 (NP_004949.1:p.Thr1977Arg) na manutencao da
: integridade estrutural do
parafina

dominio de adesao do
mTOR
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1

NM_004958.3:c.439A>G FAT Missense
(NP_004949.1:p.Lys1466Glu)
Tumor de .e . Varias observacbes
Wu, S., células NGS (DNA NP_004949415.ga'(l;)|/r1450_Trp1 FAT Frameshift sugeriram que o mTOR
et al. 2/4 claras do Tecido exonico de pode contribuir para o
(2021) pulmao 416 genes) desenvolvimento e
(CCLT) > progressao do tumor
NP_004949.1:p.Phe2421fs e | quinase | Frameshift
NM_004958.3:¢.7255G>T
(NP_004949.1:p.Glu2419fs) quinase | Frameshift
Carcinoma NGS para
Yamagu neuroendéc . pesquisa e
chi, H., inode | 1°090€ | sequenciaca | NM_004958.3:c.6625C>G | . O mTOR pode ser
etal 1 grandes sangue o de Sanger | (NP_004949.1:p.Leu2209Val) quinase | Missense considerado um
) ) periférico - T oncogene de “boa-fé”
(2015) células para
(LCNEC) confirmacao
Antes do tratamento:
NM_004958.3:¢.5253C>G
NM_004958.3:¢c.5253C>A FAT Missense
NM_004958.3:¢.5251T>C
(NP_004949.1:p.Phe1751Leu)
Cancro do (2x) O mTOR foi
Zhang, pulméo de Tecido e NGS (DNA NM_004958.3:c.5687G>A FAT Missense significativamente
H., etal. 21 células nao sangue exoénico de (NP_004949.1:p.Arg1896GiIn) rgelacionado a0
(2022) pequenas periférico | 1000 genes) NM_004958.3:¢c.941C>T HEAT 8 | Missense ‘stico
(NSCLC) (NP_004949.1:p.Thr314lle) prognos
Depois do tratamento com
osimertinib:
NM_004958.3:¢.4350T>G
NM_004958.3:¢.4350T>A FAT Missense
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(NP_004949.1:p.Tyr1450Ter)
NM_004958.3:c.910A>C
NM_004958.3:c.910A>T HEAT 7 | Missense

(NP_004949.1:p.Met304Leu)

Legenda: N.A. — Nao Aplicavel
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4.1 Caracteristicas dos artigos

Os resultados permitiram perceber que mutagdes no gene mTOR s&o encontradas
em varios tipos de cancro, como no carcinoma urotelial metastatico, adenocarcinoma
endometrial metastatico, melanomas, tumores estromais gastrointestinais, cancro da
tiroide e paratiroide, tumores da préstata, cancro da mama, adenocarcinoma ductal
pancreatico, cancro de células claras e cancro de células ndo pequenas do pulmao, mas
com especial atengdo a cancros renais (n=11), mais especificamente, carcinoma de
células renais do tipo de células claras, carcinoma de células renais com histologia ndo
classificada, carcinoma de células renais metastatico, tumor renais oncocitico de baixo
grau, carcinoma de células renais croméfobo, carcinoma de células renais com estroma
(angio)leiomiomatoso e neoplasias renais eosinofilicas, como €& possivel verificar na

figura 4.1.

Tumor renal oncocitico de baixo grau
Carcinoma de células renais

Carcmoma de células renais metastatico

Carcmoma de células renais do tipo de células claras
/v Carcinoma de células renais com histologia ndo classificada
— Carcinoma de células renais de células claras metastatico
— Carcinoma de células renais croméfobo

— Carcinoma de células renais com estroma (angio)leiomatoso

ﬁ Neoplasias renais eosinofilicas

\\

Figura 4. 1 — Tipo de cancro

Fonte: autor

Quanto ao tipo de amostra analisada, a grande maioria utiliza amostras de tecido
fixado em formol e embebido em parafina com o NGS utilizado como tecnologia de

sequenciagao (figuras 4.2 e 4.3).
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19
8
7
5
2
: ] .
.

Amostras de Amostras de Amostras de  Tecido embebido Sangue Linhas celulares ctDNA
tecido tecido congelado tecido fixado em em solugdo
formol e RNAlater
embebido em
parafina

Figura 4. 2 — Tipo de amostra analisada

Fonte: autor

= NGS = Sequenciagdo do exoma Sequenciagdo de Sanger PCR

Figura 4. 3 — Tecnologias de sequenciagao utilizadas

Fonte: autor

Ao longo dos 33 artigos foram encontradas 161 mutagdes no gene mTOR (figura
4.4), das quais p.Leu2427Arg apareceu com uma frequéncia de 9/161 (5,6%),
p.Ser2215Tyr com uma frequéncia de 6/161 (3,7%), p.Leu2427GlIn e p.Ser2215Phe com

36



Revisao sistematica das mutagdes no gene mTOR em cancro e determinagao de
hotspots mutacionais

uma frequéncia de 5/161 (3,1%) e p.lle2500Phe com uma frequéncia de 3/161 (1,9%).

Além dessas, também apareceu uma mutagao p.Leu2427Pro e p.Ser2215Pro (0,6%).

Também foram encontradas mutacbes em duas posicdes bastante mutadas,

p.Tyr1450Ter  (0,6%),

p.Tyr1450_Trp1456del

(0.6%).

p.Tyr1450Asp

(1,2%),

p.Glu2419_Ala2420delinsAspVal (0,6%), p.Glu2419Asp (1,2%), p.Glu2419fs (0,6%) e

p.Glu2419Lys (0,6%).
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Figura 4. 4 — Mutagbes encontradas

Fonte: autor

A grande maioria das mutagdes encontradas no gene mTOR sdo missense, com

a codificagdo um aminoacido diferente do que seria esperado, 134/161 (83,3%). No

entanto, também existem mutagbes frameshift com uma frequéncia de 11/161 (6,8%),

mutagdes sindnimas com uma frequéncia de 14/161 (8,7%), e uma mutagao nonsense

e uma de splicing, com uma frequéncia de 2/161 (1,2%), como € possivel observar na

figura 4.5.
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134

1 1

Missense Frameshift Sinédnima Nonsense Splicing

Figura 4. 5 — Tipo de mutag¢des encontradas

Fonte: autor

Quanto aos dominios da proteina em que ocorrem mais frequentemente
mutacdes, é possivel destacar os dominios FAT e quinase. Das 161 mutacbes
encontradas, 52 (32,3%) localizam-se no dominio FAT (1382-1982), 53 (32,9%) no
dominio quinase (2156-2469), 35 (21,7%) no dominio HEAT (16-1345), uma (0,6%) no
dominio FRB (2012-2144) e uma (0,6%) no dominio FATC (2517-2549). 19 mutagbes
(N.A.) ndo tém um dominio associado (11,9%), figura 4.6.

HEAT 35

a2 N I R

FRB

1

FATC 1

NA. 19

Figura 4. 6 — Dominios mutados

Fonte: autor
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Ao longo dos 33 artigos foram relatadas diversas mutagdes ativadoras, ou seja,
mutagdes que irdo desencadear o desenvolvimento do tumor e que séo frequentemente
utilizadas como alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos, como 0s
inibidores da atividade da proteina mTOR. Entre elas, p.Glu2014Lys e p.Glu2419Lys
ativadoras no carcinoma urotelial metastatico, p.Ala1459Asp ativadora no
adenocarcinoma endometrial metastatico que surgiu como um mecanismo de
resisténcia adquirido a inibigdo AKT, p.Cys1483Phe ativadora importante nas
metastases pulmonares, p.Leu2427GIn, p.Ser2215Tyr, p.Ser2413Leu, p.Tyr1450Asp,
p.Ser2215Phe, p.lle2500Phe e p.lle2500Asn ativadoras do tumor renal oncocitico de
baixo grau, p.Tyr1974His ativadora do complexo mTORC1 no carcinoma de células
renais de células claras metastatico e p.Ser2215Phe, p.lle2500Phe, p.lle2501Phe e
p.Val2006Phe ativadoras no carcinoma de células renais cromofobo. Também foram
relatadas varias mutagbes patogénicas, como p.lle1973Phe, p.Leu2427Arg,
p.Leu611Profs*18, p.lle1618Aspfs*31, p.Glu2419_Ala2420delinsAspVal, p.Tyr1450Asp,
p.Ser2215Phe, p.Ser2215Tyr, p.Leu2427GIn, p.lle2500Phe, p.lle2500Asn e
p.Arg2270Leu.

Quanto ao efeito da administragdo de inibidores mTOR, um paciente com
mutagdo mTOR p.Glu2419Asp na amostra pré-tratamento teve uma resposta parcial ao
everolimus e as mutagdes p.Asn1421Asp, p.Lys1771Arg e p.lle1973Phe também sao
sensiveis ao everolimus. Uma mutagdo p.Tyr1974His foi adquirida no inicio do
desenvolvimento de um carcinoma de células renais de células claras metastatico como
responsavel pela sensibilidade ao temsirolimus. A mutacdo p.Asp1542Tyr é
completamente sensivel ao everolimus, uma vez que desapareceu apdés a

administracdo do inibidor num cancro da mama avangado.

39



Revisao sistematica das mutagdes no gene mTOR em cancro e determinagao de
hotspots mutacionais

40



Revisao sistematica das mutagdes no gene mTOR em cancro e determinagao de
hotspots mutacionais

5. Discussao

O presente trabalho consistiu numa revisédo sistematica da literatura que teve
como objetivo a sistematizagdo das mutagdes encontradas no gene mTOR até ao
presente, assim como a determinagao de hotspots mutacionais que possam influenciar
a eficacia de inibidores da proteina.

Dos 2207 artigos identificados na base de dados PubMed, através da chave de
pesquisa (MTOR) AND (gene mutation) AND (human cancer), apenas 33 artigos
corresponderam aos critérios de inclusdo, nomeadamente serem publicados a partir do
ano de 2010, inclusive, escritos em inglés e em humanos. Assim, o intervalo de anos
dos artigos selecionados é entre 2010-2022.

Os resultados permitiram perceber que mutagbes no gene mTOR sao
encontradas em varios tipos de cancro, mas com especial atencdo a cancros renais
(n=11). Esta informagéo veio a confirmar o porqué de inibidores mTOR terem sido
utilizados pela primeira vez e continuarem a ser utilizados em cancros renais.

Quanto ao tipo de amostra analisada, a grande maioria utilizou amostras de
tecido fixado em formol e embebido em parafina, uma vez que a primeira andlise é o
processamento histolégico e posteriormente utiliza-se o material para testes
complementares. A fixacao interrompe o processo de autélise pelo qual qualquer tecido
passa ao ser retirado do organismo. O processo de fixagdo faz com que a autdlise nao
ocorra e seja possivel analisar-se os tecidos com o seu aspeto original. Além disso, a
fixagdo também estabiliza estruturas bioquimicas intra e extracelulares, permite a
penetragao de outros reagentes necessarios para o processamento histologico (como a
coloragao) e impede que o tecido seja colonizado por microrganismos. A parafina é
utilizada na fase da impregnacgaol/inclusdo, que faz com que a pega de tecido adquira
rigidez suficiente para que seja possivel a realizagdo de cortes finos (Nunes & Cinsa,
2016).

No que diz respeito a tecnologia utilizada para a pesquisa de mutagdes, a grande
maioria dos artigos utilizou o Next-Generation Sequencing (NGS), caracterizado como
uma sequenciacdo de DNA e RNA automatizada de alto rendimento, pois esta
tecnologia permite sequenciar o DNA de forma muito mais rapida e barata em
comparagao com tecnologias utilizadas antigamente. No entanto, a sequencia¢do de
Sanger continua a ser utilizada, mas numa perspetiva de apenas confirmar os resultados
obtidos pelo NGS, uma vez que se torna num método caro e ineficiente para larga

escala.
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O tipo de mutacdo apresentada tem elevada importancia, uma vez que, a
depender do tipo de mutagdo e do local em que ela ocorre, a variante tera maior
potencial em alterar a fungéo da proteina e portanto, ser patogénica. Mutagbes que
ocorrem em regides do DNA que nao sao fundamentais para a estrutura e fungdo da
proteina, como os intrbes, bem como aquelas que, mesmo que ocorram em regides
essenciais, mas que ndo comprometam a estrutura e funcido da proteina sintetizada,
como as sindnimas, terdo baixo potencial patogénico. Neste caso, como as mutagdes
missense estdo em maior frequéncia, é possivel afirmar que estas tém grande
probabilidade de serem patogénicas.

Ao longo dos 33 artigos foram encontradas 161 mutagbes no gene mTOR,
p.Leu2427Arg, p.Ser2215Tyr, p.Leu2427GIn, p.Ser2215Phe, p.lle2500Phe com maior
frequéncia. Estas mutacdes podem ser consideradas mutagdes driver uma vez que
induzem a doenca e estdo descritas como mutacdes ativadoras na maior parte dos
artigos analisados. Também foram encontradas mutagdes em duas posi¢cdes bastante
mutadas, p.Tyr1450Ter, p.Tyr1450_Trp1456del, p.Tyr1450Asp,
p.Glu2419_Ala2420delinsAspVal, p.Glu2419Asp, p.Glu2419fs e p.Glu2419Lys.
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6. Consideragoes finais

Em suma, dos 2207 artigos identificados na base de dados PubMed, apenas 33
corresponderam aos critérios de inclusao.

Os resultados permitiram perceber que mutagbes no gene mTOR sao
encontradas em varios tipos de cancro, sendo que 33% dos artigos com mutagdes
mTOR dizem respeito a cancros renais.

Quanto ao tipo de amostra analisada, a grande maioria utiliza amostras de tecido
fixado em formol e embebido em parafina para a pesquisa de mutagdes, com o NGS
como tecnologia de pesquisa.

Nos 33 artigos foram encontradas 161 mutacdes no gene mTOR, a grande
maioria sdo missense com potencial patogénico e com dominios mais mutados o FAT e
quinase.

As mutagbes mais frequentes foram p.Leu2427Arg, p.Ser2215Tyr,
p.Leu2427GlIn, p.Ser2215Phe, p.lle2500Phe. Sendo que também existem mais duas
posicdes bastante mutadas, 1450 e 2419. Estas mutagdes podem ser consideradas
mutagdes driver uma vez que induzem a doenca.

E, portanto, possivel afirmar que os aminoécidos tirosina (Tyr) na posigéo 1450,
serina (Ser) na posigao 2215, glutamato (Glu) na posigéo 2419, leucina (Leu) na posigao
2427 e isoleucina (lle) na posicéo 2500 da proteina mTOR s&o hotspots mutacionais do

gene mTOR e podem influenciar a eficacia de inibidores desta proteina.
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8. Anexos

8.1 Anexo 1

Tabela 8. 1 — PRISMA 2020 Checklist

: : Item _ Locatic_m
Section and Topic " Checklist item yvhere item
is reported
TITLE
Title 1 Identify the report as a systematic review.
ABSTRACT
Abstract 2 See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.
INTRODUCTION
Rationale 3 Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge.
Objectives 4 Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review addresses.
METHODS
Eligibility criteria 5 Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were grouped for the syntheses.
Information sources 6 Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and other sources searched or
consulted to identify studies. Specify the date when each source was last searched or consulted.
Search strategy 7 Present the full search strategies for all databases, registers and websites, including any filters and limits
used.
Selection process 8 Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of the review, including how
many reviewers screened each record and each report retrieved, whether they worked independently, and
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Location
Checklist item where item

Item

Section and Topic

#

is reported
if applicable, details of automation tools used in the process.
Data collection 9 Specify the methods used to collect data from reports, including how many reviewers collected data from
process each report, whether they worked independently, any processes for obtaining or confirming data from

study investigators, and if applicable, details of automation tools used in the process.

Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all results that were compatible
with each outcome domain in each study were sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if
not, the methods used to decide which results to collect.

10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g. participant and intervention
characteristics, funding sources). Describe any assumptions made about any missing or unclear

information.
Study risk of bias 11 Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including details of the tool(s)
assessment used, how many reviewers assessed each study and whether they worked independently, and if

applicable, details of automation tools used in the process.

Effect measures 12 Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, mean difference) used in the synthesis or
presentation of results.

Synthesis methods 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible for each synthesis (e.g. tabulating the
study intervention characteristics and comparing against the planned groups for each synthesis (item #5)).

13b | Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis, such as handling of
missing summary statistics, or data conversions.

13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual studies and syntheses.

13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale for the choice(s). If meta-analysis
was performed, describe the model(s), method(s) to identify the presence and extent of statistical
heterogeneity, and software package(s) used.

13e | Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among study results (e.g.
subgroup analysis, meta-regression).

13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the synthesized results.
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. : Item . Locatic_m
Section and Topic 4 Checklist item where item
is reported
Reporting bias 14 Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a synthesis (arising from
assessment reporting biases).

Certainty assessment | 15 Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of evidence for an outcome.
RESULTS

Study selection 16a | Describe the results of the search and selection process, from the number of records identified in the
search to the number of studies included in the review, ideally using a flow diagram.

16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were excluded, and explain why
they were excluded.

Study characteristics 17 Cite each included study and present its characteristics.

Risk of bias in studies | 18 Present assessments of risk of bias for each included study.

Results of individual 19 For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group (where appropriate) and
studies (b) an effect estimate and its precision (e.g. confidence/credible interval), ideally using structured tables or
plots.

Results of syntheses 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among contributing studies.

20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis was done, present for each the
summary estimate and its precision (e.g. confidence/credible interval) and measures of statistical
heterogeneity. If comparing groups, describe the direction of the effect.

20c | Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity among study results.

20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the robustness of the synthesized results.

Reporting biases 21 Present assessments of risk of bias due to missing results (arising from reporting biases) for each
synthesis assessed.

Certainty of evidence | 22 Present assessments of certainty (or confidence) in the body of evidence for each outcome assessed.
DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence.
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Item
#

Location
Checklist item where item

is reported

23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review.

23c | Discuss any limitations of the review processes used.

23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future research.
OTHER INFORMATION
Registration and 24a | Provide registration information for the review, including register name and registration number, or state
protocol that the review was not registered.

24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was not prepared.

24c | Describe and explain any amendments to information provided at registration or in the protocol.
Support 25 Describe sources of financial or non-financial support for the review, and the role of the funders or

sponsors in the review.

Competing interests 26 Declare any competing interests of review authors.
Availability of data, 27 Report which of the following are publicly available and where they can be found: template data collection

code and other

materials

forms; data extracted from included studies; data used for all analyses; analytic code; any other materials
used in the review.

Fonte: Page, et al., 2020.
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8.2 Anexo 2
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Fonte: Page, et al., 2020.

Figura 8. 1 — PRISMA 2020 Flow diagram
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