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Vamos relembrar...

Germinativo ≠ somático

Germinativo é herdado, está em todas as células 

(inclusive normais) e se lê comparando o tumor a um 

tecido normal do mesmo paciente.

Somático é adquirido apenas pelo tumor. 

A fração de reads que sustentam o alelo (VAF) é o dado 

quantitativo que ajuda a distinguir os dois.
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Germinativo

• Só se distingue do somático comparando o tumor 

ao tecido normal PAREADO do mesmo paciente. 

• VAF esperada ≈ 50% (heterozigoto) ou ≈100% 

(homozigoto).

Somático

• Não aparece no tecido normal pareado. 

• VAF reflete pureza tumoral, ploidia e fração de 

células que carregam a mutação (subclonalidade), 

raramente exatos 50%.

NUMA ANÁLISE DE BIOINFO

VAF ~50% num painel somático levanta suspeita de origem germinativa; 

VAF muito baixa (~1-2%) pode ser subclone raro OU artefato técnico.

Vamos relembrar...



Nem toda variante é biologia: artefatos técnicos

Amostras FFPE: sofrem deaminação de citosina 

ao longo do tempo de armazenamento

Gera excesso artificial de trocas C>T (e G>A na 

fita complementar): pode ser confundido com 

mutação somática real de baixa VAF.

Wong, S.Q., Li, J., Tan, A.YC. et al. Sequence artefacts in a prospective series of formalin-fixed tumours tested for mutations in hotspot regions by massively parallel sequencing. BMC Med 
Genomics 7, 23 (2014). https://doi.org/10.1186/1755-8794-7-23



Tipo de alteração genética



Duas distinções importantes

Oncogenicidade ≠ acionabilidade

• Oncogenicidade pergunta se a alteração 

contribui para o câncer. 

• Acionabilidade pergunta se existe uma conduta 

clínica (droga, ensaio) associada a ela. 

São perguntas diferentes, respondidas por sistemas diferentes - e uma variante 

pode ser fortemente oncogênica sem ser acionável.



Johnson, A., Ng, P.KS., Kahle, M. et al. Actionability classification of variants of unknown significance correlates with functional effect. npj Precis. Onc. 7, 67 (2023). https://doi.org/10.1038/s41698-023-00420-w

Oncogenicidade ≠ acionabilidade



O que significa "precisão" em oncologia?

Tumores não são iguais

Tumores do mesmo órgão podem apresentar alterações moleculares muito diferentes 

entre pacientes e entre regiões do mesmo tumor.

Fu, YC., Liang, SB., Luo, M. et al. Intratumoral heterogeneity and drug resistance in cancer. Cancer Cell Int 25, 103 (2025). https://doi.org/10.1186/s12935-025-03734-w

Paliwal A, Faust K, Alshoumer A, Diamandis P. Standardizing analysis of intra-tumoral heterogeneity with 
computational pathology. Genes Chromosomes Cancer. 2023; 62(9): 526-539. doi:10.1002/gcc.23146

https://doi.org/10.1002/gcc.23146
https://doi.org/10.1002/gcc.23146
https://doi.org/10.1002/gcc.23146


Biomarcadores

Genes, proteínas e outras características moleculares 

ajudam a caracterizar o tumor e a orientar perguntas 

clínicas específicas.

Zhou, Y., Tao, L., Qiu, J. et al. Tumor biomarkers for diagnosis, prognosis and targeted therapy. Sig Transduct Target 
Ther 9, 132 (2024). https://doi.org/10.1038/s41392-024-01823-2

O que significa "precisão" em oncologia?



Não é definitivo

Encontrar um biomarcador 

compatível não garante que 

exista uma terapia adequada, 

nem que ela vá funcionar 

naquele paciente.

Soragni, A., Knudsen, E.S., O’Connor, T.N. et al. Acquired resistance in cancer: towards targeted therapeutic strategies. Nat Rev Cancer 25, 613–633 (2025). https://doi.org/10.1038/s41568-025-00824-9

O que significa "precisão" em oncologia?



Tumor Mutational Burden - TMB

• Densidade de mutações somáticas por megabase (Mb)

• Indica imunoterapia em tumores TMB-high (≥10 mut/Mb) 

- é um proxy: muitas mutações não geram peptídeos 

apresentados em HLA, não são clonais, não são 

expressas no RNA ou não ativam células T

• TMB alto pode refletir etiologias com significado distinto: 

exposição UV, tabaco, APOBEC, quimioterapia..

• Tipo tumoral muda a interpretação

Biomarcadores probabilisticos

Budczies, J., Kazdal, D., Menzel, M. et al. Tumour mutational burden: clinical utility, challenges and emerging improvements. Nat Rev Clin Oncol 21, 725–742 (2024). https://doi.org/10.1038/s41571-024-00932-9



MSI = Instabilidade de microssatélites (reparo de repetições curtas do DNA) 

• MSI e dMMR não são sinônimos: dMMR é a causa (MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2); MSI é a 

consequência

• MSI é um fenótipo molecular mensurado por PCR ou NGS

• dMMR pode ser inferido por IHQ pela perda de proteínas MMR;

• MSI depende de bioinformática e qualidade de amostra

Pureza tumoral baixa, cobertura insuficiente, DNA degradado por FFPE, baixa quantidade de loci 

informativos e algoritmos/plataformas distintos podem gerar falsos negativos, falsos positivos ou 

resultados indeterminados;

• MSI-H frequentemente acompanha TMB alto, mas não são intercambiáveis

• MSI-H prediz resposta, mas não garante resposta

Biomarcadores probabilísticos



HRD: Deficiência de recombinação homóloga

• Alterações em BRCA1/BRCA2, PALB2, RAD51C, 

RAD51D e outros genes da HR: não são 

equivalentes..

• Sensibilidade a inibidores de PARP (PARPi) – 

porém, não obrigatoriamente...

• “Fotografia” retrospectiva: o tumor pode restaurar a 

função HR e não responder mais aos PARPi

HRD: Telli ML et al. Clin Cancer Res. 2016;22(15):3764-3773. doi:10.1158/1078-0432.CCR-15-2477

Biomarcadores probabilísticos



https://civicdb.org/welcome



CIViC (Clinical Interpretation of Variants in Cancer) 

1. Base de conhecimento (knowledgebase) aberta e colaborativa;

2. Interpretações para fins de PESQUISA – não substituem validação clinica, diretrizes, etc

3. Curadoria rastreável e dados reutilizáveis;

4. Interpretam o genoma DO TUMOR (somático). 

• Qual biomarcador está sendo discutido;

• Em qual doença/contexto tumoral;

• Qual desfecho clínico ou biológico foi observado;

• Qual terapia está envolvida, quando aplicável;

• Qual estudo sustenta a afirmação;

• Qual é a robustez da evidência;

• Se a evidência suporta ou não suporta determinada interpretação;

• Se há uma síntese interpretativa que integra múltiplas evidências.

Griffith M, Griffith OL, Coffman AC, et al. CIViC is a community knowledgebase for expert crowdsourcing the clinical interpretation of variants in cancer. Nat Genet. 2017;49(2):170-174. doi:10.1038/ng.3774





Nem toda evidência tem o mesmo peso

Nível Ideia Exemplo de leitura

A Associação validada Evidência forte, base de guidelines

B Evidência clínica Dados clínicos, ainda não plenamente validados

C Caso clínico Evidência limitada, relato individual

D Pré-clínica Modelo experimental (in vitro/in vivo)

E Inferencial Inferência / hipótese, sem teste direto

As estrelas do CIViC avaliam a qualidade/confiabilidade daquele Evidence Item específico



• Sucessora da PharmGKG

• Organiza e traduz evidências sobre como 

variantes genéticas influenciam eficácia, 

toxicidade, metabolismo e dose de 

medicamentos

• Integra a base curada da PharmGKB, as 

diretrizes CPIC e a ferramenta PharmCAT

• Interpreta o genoma DO PACIENTE 

(germinativo, constitutivo). A pergunta: essa 

variante herdada muda a dose ou o risco de 

toxicidade a um fármaco?

• Importante: nem toda relação gene-

fármaco disponível na base é 

imediatamente acionável.

Plataforma de farmacogenômica clínica



Como ler uma diretriz CPIC no ClinPGx 

1. Qual gene e qual fármaco? 

2. Qual resultado genético foi obtido? 

3. Qual diplótipo/fenótipo ele 

determina? 

4. Qual recomendação corresponde a 

esse fenótipo? 

5. Em qual população e situação clínica 

a recomendação foi validada? 

6. Que fatores clínicos e limitações 

ainda precisam ser considerados?

Plataforma de farmacogenômica clínica



Paciente com câncer colorretal metastático iniciará CAPOX ou FOLFOX.

O painel farmacogenômico identificou um diplótipo de DPYD associado à 

atividade reduzida de DPD.

O que o resultado muda ou não muda na conduta?
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cBioPortal: explorar o tumor

Exploração interativa de dados genômicos multidimensionais de câncer.
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Do perfil molecular à paisagem tumoral

1 · O que está alterado?

SNV/indel · CNA · expressão · outros perfis moleculares.

2 · Onde?

Frequência entre casos/pacientes, subgrupos, coocorrência.

3 · Em que contexto?

Atributos clínicos, sobrevida, subtipo tumoral.



Do perfil molecular à paisagem tumoral



Como ler um OncoPrint?



Uma alteração molecular não existe sozinha

Contexto tumoral

Onde aparece? Em quais tipos de tumor, com que frequência?

Significado Biológico

O que essa alteração pode significar mecanisticamente?

Evidência clínica

O que essa alteração pode significar mecanisticamente?

Possível ação

Há alguma implicação terapêutica, prognóstica ou de ensaio clínico?



Intervalo — 15 minutos
Voltamos com o hands-on em R
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R + maftools: escalar a pergunta

20



O que vamos analisar hoje

Dataset 1: TCGA-LAML (embutido no 

maftools)

193 amostras reais. Entender a MECÂNICA 

(oncoplot, TMB, coocorrência) numa coorte de 

verdade.

Dataset 2: caso didático BRAF 

(arquivo que enviei)

5 amostras dummy, centradas no par 

melanoma × colorretal. Entender o 

RACIOCÍNIO do caso (VAF, lollipop, tumor 

board).
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Primeiro: que objeto eu tenho?

library(maftools)

maf_file  <- system.file("extdata", "tcga_laml.maf.gz",

                          package = "maftools")

clin_file <- system.file("extdata", "tcga_laml_annot.tsv",

                          package = "maftools")

laml <- read.maf(maf = maf_file, clinicalData = clin_file)

getFields(laml)

getSampleSummary(laml)

getGeneSummary(laml)

Perguntas antes do gráfico

• O que representa uma linha?

• O que representa uma amostra?

• Que tipos de alteração existem?

• Qual é o denominador?

• Quais variáveis clínicas estão disponíveis?



Oncoplot: genes × amostras

oncoplot(

  maf = laml,

  top = 15,

  clinicalFeatures = "FAB_classification"

)

O oncoplot responde

• Quais genes são mais alterados?

• Em quais amostras?

• Quais tipos de alteração?

• Existem padrões visuais?

Por que DNMT3A, NPM1, FLT3 aparecem no 

topo? (drivers clássicos de LMA)



Analisando TMB 

laml_tmb <- tcgaCompare(

  maf = laml,

  cohortName = "Exemplo (LAML)",

  logscale = TRUE

)

Por que usar?

tcgaCompare() plota o TMB da SUA coorte ao 

lado de ~30 coortes do TCGA já embutidas no 

pacote. LAML tem TMB tipicamente baixo vs. 

melanoma/pulmão (fumo/UV geram muito mais 

mutações de fundo), conecta com assinaturas 

mutacionais.



Coocorrência e exclusividade mútua no R

somaticInteractions(

  maf = laml,

  top = 15,

  pvalue = c(0.05, 0.1)

)

Interpretação

Teste exato de Fisher pareado: 

associação entre eventos na 

coorte. Associação estatística 

não prova causalidade nem 

mecanismo.
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Lollipop plot: a mesma posição, dois tumores diferentes

caso <- read.maf(maf = "tumor_board_case.maf")

lollipopPlot(

  maf      = caso,

  gene     = "BRAF",

  AACol    = "HGVSp_Short",

  labelPos = 600

)

O que o gráfico mostra

MEL-01 e CRC-01 têm a MESMA 

variante (p.V600E): o gráfico mostra 

dois lollipops empilhados exatamente 

na mesma posição. Evidência visual 

de que a alteração é idêntica nos dois 

tumores.



VAF: germinativo × somático × possível artefato

dados <- caso@data[, .(Tumor_Sample_Barcode, Hugo_Symbol,

                        HGVSp_Short, t_ref_count, t_alt_count)]

dados$VAF <- dados$t_alt_count /

             (dados$t_ref_count + dados$t_alt_count)

dados

BRCA2 (VAF ~50%, BRCA-01) → suspeita 

germinativa, encaminhar confirmação. 

TTN (VAF ~1,5%, MEL-01) → gene enorme 

+ VAF baixa → artefato ou subclone raro. 

BRAF V600E (~40-45%) → somático 

clonal.



TCGAbiolinks

query <- GDCquery(

  project = "TCGA-SKCM",

  data.category = "Simple Nucleotide Variation",

  data.type = "Masked Somatic Mutation",

  access = "open"

)

Mesmos conceitos

Projeto

Categoria

Tipo de dado

Acesso
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COSMIC: contexto somático

• Em quais tumores aparece, com que frequência?

• Qual o contexto somático? Hotspot recorrente ou 

achado raro?

• Genes de câncer curados (Cancer Gene Census), 

catálogo de mutações, literatura.

Tate JG, Bamford S, Jubb HC, et al. COSMIC: the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer. Nucleic Acids Res. 2019;47(D1):D941-D947. doi:10.1093/nar/gky1015

31



Assinaturas mutacionais: do espectro ao modelo

Alexandrov LB, Kim J, Haradhvala NJ, et al. The repertoire of mutational signatures in human cancer. Nature. 2020;578(7793):94-101. doi:10.1038/s41586-020-1943-3



Oncogenicidade: ClinGen / CGC / VICC

• Um sistema de PONTOS (evidência funcional, populacional, in silico, recorrência somática) que soma para 

5 categorias finais: oncogênica, provavelmente oncogênica, VUS, provavelmente benigna, benigna.

• Antes deste consenso, cada laboratório classificava oncogenicidade de forma própria, gerando 

variabilidade clínica real entre serviços que analisavam a MESMA variante

Horak P, Griffith M, Danos AM, et al. Standards for the classification of pathogenicity of somatic variants in cancer (oncogenicity): ClinGen/CGC/VICC. Genet Med. 2022;24(5):986-998. doi:10.1016/j.gim.2022.01.001



Acionabilidade

Sistema Categorias O que responde

AMP/ASCO/CAP Tier I–IV Significância clínica do achado (I: forte; IV: benigna)

ESCAT (ESMO) Tier I, II, III, IV (A/B), V, X
Prontidão para uso clínico do alvo (I: rotina; X: sem 

evidência)

OncoKB Níveis 1-4, R1-R2 Evidência terapêutica curada, com trilha para aprovação FDA

Li MM et al. J Mol Diagn. 2017;19(1):4-23. doi:10.1016/j.jmoldx.2016.10.002 — Mateo J et al. Ann Oncol. 2018;29(9):1895-1902. doi:10.1093/annonc/mdy263 — Chakravarty D et al. JCO 
Precis Oncol. 2017. doi:10.1200/PO.17.00011





Evidência ≠ decisão clínica



Melanoma Colorretal (CRC)

Oncogenicidade Idêntica: mesma variante, mesma classificação
Idêntica: mesma variante, mesma 

classificação

Acionabilidade
Direta: BRAFi + MEKi 

(dabrafenibe+trametinibe)

BRAFi em monoterapia falha 

(reativação via EGFR)

Conduta real Inibidor duplo, resposta robusta Encorafenibe + cetuximabe (BEACON)
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Atividade: mini-relatório molecular

Campo Resultado

Gene BRAF

Alteração p.V600E

Tipo (alteração/origem) A preencher

Contexto tumoral Melanoma/Colorretal

Frequência / coorte A preencher (cBioPortal)

Evidência biológica A preencher 

Evidência clínica A preencher (CIViC)

Terapia / ação A preencher (OncoKB)

Nível da evidência A preencher

Fonte + data/release A preencher - sempre registrar versão



O que a bioinformática acrescentou?

Sem integração

"Foi encontrada uma variante."

Com integração

"A alteração foi identificada, contextualizada, 

comparada, anotada e integrada a dados 

clínicos e evidências."
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Gravem:

• Uma alteração encontrada NÃO é automaticamente patogênica ou oncogênica.

• Uma alteração frequente NÃO é necessariamente causal.

• Uma associação estatística NÃO é causalidade.

• Uma variante acionável em uma base NÃO determina a conduta para qualquer 

paciente.

• Um resultado de uma única coorte NÃO é universal.



TAREFA DE CASA

Mini tumor board: classifiquem cada amostra

Amostra Variantes (painel somático)

TB-MEL-01 - Melanoma BRAF p.V600E · TP53 p.R175H · NOTCH1 p.V1578M (VUS) · TTN p.T12345M (VAF ~1,5%)

TB-CRC-01 - Colorretal BRAF p.V600E · APC p.R1450* · MSH2 p.E159fs (MSI-H)

TB-LUAD-01 - Adenoca. 

pulmão
EGFR p.L858R · TP53 p.R273H

TB-CRC-02 - Colorretal KRAS p.G12C · TP53 p.R175H

TB-BRCA-01 - Mama HR+ PIK3CA p.H1047R · BRCA2 p.Q1000* (VAF ~50%)

1) Classifiquem oncogenicidade (ClinGen/CGC/VICC) e acionabilidade (AMP/ASCO/CAP, ESCAT ou OncoKB) de cada variante. 

2) Proponham uma conduta, ou 'sem alvo acionável’. 

3) Sinalizem achados que exijam cuidado especial (artefato, suspeita germinativa, biomarcador composto). Consultem: cBioPortal, OncoKB, 

CIViC, ClinPGX
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