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RESUMO

Bellato HM. Analise de fatores do controle traducional no carcinoma invasivo da
mama e estruturacdo de metodologia de translatbmica para amostras tumorais

humanas. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Introducgdo. O cancer de mama possui uma complexidade singular, apresentando
consideravel heterogeneidade. Os tumores desta patologia sdo classificados em
subgrupos moleculares para um melhor direcionamento na conduta terapéutica.
Entretanto, mesmo entre pacientes de um mesmo grupo existe uma ampla gama de
prognosticos diferentes, o que indica a necessidade de mais estudos que possam
ampliar nosso conhecimento desta enfermidade. A compreensdo de mecanismos
moleculares associados aos tumores de mama passa pela identificagdo de perfis de
expressao génica, tradicionalmente analizados pelos niveis de mRNAs. No entanto,
essa abordagem ndo permite identificar mRNAs alvo do descontrole traducional, o
que pode alterar o perfil protéico. De fato, alteragdes em diversas vias de sinalizacao
que controlam a maquinaria de tradugdo foram observadas em tumores mamarios.
Portanto, o estudo do controle traducional permite compreender melhor a biologia da
doenca e identificar padroes de expressio génica baseados no mRNA
diferencialmente traduzido, contribuindo para uma melhor compreensdao dos
mecanismos moleculares associados ao cancer de mama. Objetivo. Padronizar ¢
aplicar a identificacio de mRNAs diferencialmente traduzidos (translatdomica) em
tumores de mama e estudar o impacto da expressdo diferencial de fatores da
maquinaria de traducdo nas caracteristicas clinico patoldgicas do cancer de mama.
Meétodos. A separagdo dos mRNAs diferencialmente traduzidos foi realizada através
de perfil polissomal desenvolvido neste projeto. Os mRNAs associados aos
polissomos foram isolados e identificados através de sequenciamento com
construgdo de biblioteca single cell (Smart-Seq2). A expressao de fatores de inicio de
tradugdo foi identificada utilizando imuno-histoquimica. Resultados. Foi
desenvolvido um gradiente ndo-linear de sacarose para o isolamento de polissomos,

otimizado para a extragdo de mRNAs em volume reduzido, permitindo a aplicacao



em pequenas amostras de tecido tumoral. O isolamento e identificacdo dos mRNAs
associados a polissomos foi realizada em 306 amostras de tumores de mama.
Também, reagdes de imuno-histoquimica foram feitas para determinar a expressao
dos fatores de tradugdo eIF4E, elF4G ¢ IFSA em uma nova casuistica de 278
amostras de todos os grupos moleculares distribuidas em 6 TMAs previamente
construidos na instituicdo. No grupo luminal a expressdo dos 3 fatores estava
correlacionada, porém sem correlacdo significativa com proliferagdo celular. Nas
amostras classificadas como triplo-negativas, elF5A e elF4E se correlacionam entre
si e com a expressdo de Ki67, no entanto, elF4G perde sua correlagdo com os demais
fatores. Conclusdes. A padronizac¢do da translatdmica e sua aplicagdo em amostras
humanas foi realizadas com sucesso. Os resultados da futura identificagdo dos
mRNAS diferencialmente traduzidos poderdo orientar a descoberta de proteinas com
expressdo diferencial, as quais podem ser importantes mediadoras de processos
tumorais. Com relagdo a expressao de fatores de inicio de traducao, no grupo triplo-
negativo, o aumento da expressdo dos fatores eIFAE e eIF5A correlaciona-se com o
aumento do marcador Ki-67, indicando um possivel papel destas proteinas da
traducdo especifica e diferencial de um grupo de mRNAs importantes para este

grupo molecular.

Descritores: Neoplasias da Mama/diagndstico/genética/patologia. 2. RNA
Mensageiro. Modificagdo Traducional de Proteinas. Biomarcadores Tumorais.

Proliferacao Celular/genética.



SUMMARY

Bellato HM. [Analysis of translational control factors in invasive breast
carcinoma and development of a translatomics methodology for human tumor

samples]. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundag@ao Antdnio Prudente].

Introduction. Breast cancer has a unique complexity, presenting great clinical
heterogeneity. Tumors within this pathology are classified into molecular subgroups
to better address therapeutic management. However, even among patients from the
same molecyular subgroup there is a wide range of different prognoses, which
indicates the necessity of further studies to increase our knowledge on this disease.
The comprehension of the molecular mechanisms associated with breast tumors
involves the identification of gene expression profiles, traditionally determined by
mRNA levels. This approach does not allow the identification of mRNAs targets of
translation control, which has a huge impact on the protein profile. In fact, changes
in several signaling pathways that control the translation machinery have been
observed in mammary tumors. Therefore, the study of translational control allows a
better understanding of breast cancer biology and identifies gene expression patterns
based on differentially translated mRNA, contributing to clarify molecular
mechanisms associated with this disease. Goal. To develop and search for
differentially translated (translatomic) mRNAs in breast tumors and to study the
impact of differential expression of translation machinery factors on clinical
pathological features. Methods. The isolation of differentially translated mRNAs
was performed through the polysomal profiling developed in this project. mRNAs
associated with polysomes were fractionated and identified by single cell library
preparation (Smart-Seq2) and RNA-seq. The expression of translational start factors
was evaluated using immunohistochemistry. Results. A nonlinear sucrose gradient
was developed from scratch for the isolation of polysomes, optimized for mRNAs
extraction in reduced volumes, allowing application of this methodology on small
tissue samples. The fractionation and mRNAs associated with polysomes

identification was performed on 306 breast cancer samples. Also,



immunohistochemistry reactions were performed on a new set of 278 breast samples
from all molecular groups distributed in 6 previously constructed TMAs to
determine the expression of elF4E, elF4G and IF5A translation factors. In the
luminal group the expression of the 3 factors was correlated, although without any
significant correlation with cell proliferation. eIF5A and eIF4E correlated with each
other and with Ki67 expression in triple-negative samples, however, elF4G lost its
correlation with the other factors on this group. Conclusions. The development of a
methodology that allows studying translatomics on human samples was successfully
performed. The results of future identification of differentially translated mRNAs
may guide the discovery of proteins with differential expression that might be
important mediators of tumor processes. Regarding the expression of translational
factors, on the triple-negative group, the increased expression of the elF4E and
elF5A factors correlated with increased Ki-67 staining, indicating a possible role of
these specific translational proteins on a group of mRNAs important to induce

proliferation in the triple-negative breast cancer molecular group.

Key-words: Breast Neoplasms/diagnosis/genetics/pathology. RNA, Messenger.

Protein Modification, Translational. Biomarkers, Tumor. Cell Proliferation/genetics



PREFACIO

O grande objetivo desta tese foi compreender melhor o controle da tradugao
em humanos, assim com o impacto deste evento celular no cancer e, mais
especificamente, nos tumores da mama. Assim, este projeto comegou com trés
objetivos principais que foram desenvolvidos de forma cronologica. O primeiro
deles teve como foco identificar as melhores condigdes que permitissem isolar
mRNA total e polissomal em amostras humanas congeladas, o que incluia
adaptacdo do gradiente de sacarose para melhorar o rendimento e construgdo de
bibliotecas para sequenciamento com pouco material genético (SmartSeq2). Assim,
seria possivel adquirir uma perspectiva inédita da biologia desta doenga. Este
objetivo ja foi publicado (LIANG et al. 2017), no qual o aluno compartilha a
primeira autoria do artigo e este capitulo encontra-se apresentado em forma de
artigo cientifico nesta tese. No segundo objetivo, aplicamos a técnica em tumores
humanos congelados, algo nunca antes descrito na literatura cientifica. Para esta
etapa, que contou com pouco mais de 300 amostras, foi estabelecida uma
colaboragdo de fundamental importdncia com o Dr. Ola Larsson, do Instituto
Karolinska (Estocolmo — Suécia). Porém, pela ampliagdo do desenho experimental,
pela alta complexidade nas andlises de bioinformatica e o grande volume de
informagdes, somente ¢ descrito ao longo do segundo capitulo da tese, o isolamento
do RNA polissomal e constru¢do de bibliotecas. As analises e futuras validagdes
serdo realizados em estudos subsequentes pelo grupo da Dra. Glaucia Hajj.

Por ultimo, o terceiro topico abordou o controle da tradu¢do em tumores



mamarios analisando a expressdo de fatores reguladores especificos. Foi possivel
encontrar associacdes previamente descritas na literatura, assim como achados
inéditos e sugestdo de um modelo hipotético, o qual propde o impacto da
traducdo especifica na progressao do cancer de mama. Os resultados e discussoes
acerca dos resultados experimentais estdo demonstrados no terceiro capitulo.
Finalmente, todas as referéncias bibliograficas completas encontram-se
alinhadas para consulta do leitor ao final da tese. Juntamente, também sdo
encontrados, como anexos, a devida aprovagdo deste projeto pelo Comité de Etica da
instituicdo (Anexo 1), todas as andlises estatisticas ndo contempladas durante o
terceiro capitulo (Apéndice 1), um capitulo de livro publicado e escrito com a
participagdo do aluno (Anexo 2), uma revisao cientifica publicada fruto da interagdo

e sinergia dos conhecimentos entre o aluno e orientadora deste projeto (Anexo 3)
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APENDICE
Apéndice 1 Este anexo contempla as demais analises estatisticas feitas e ndo
mostradas no capitulo 3 da se¢do 3 desta tese. Aqui estdo

organizadas as andlises das demais varidveis clinicas com a

expressao dos fatores estudados: eIF4E, elF4G e elF5SA



1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

O Cancer de mama ¢ mundialmente o tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres, sendo muito raro na populagio masculina (Figura 1). E considerado o
segundo tipo de tumor mais frequente na populacdo de forma geral e a quinta causa
de morte por neoplasias (FERLAY et al. 2010; TAO et al. 2014; TAO et al. 2015).
Para o Brasil, no biénio 2018-2019, sdao esperados 59.700 novos casos de cancer de
mama, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres, o que
representa mais de 20% da incidéncia total de tumores na populacdo feminina, de

acordo com o INCA.
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Figura 1 - Incidéncia dos tumores mas incidentes no sexo feminino ao redor do

globo, pelo projeto GLOBOCAN 2018. Destaque para o cancer de mama como o mais

incidente nesta populagdo ao redor do globo.
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1.1.1 A Doenca

O risco de desenvolvimento da doenga aumenta segundo a idade, sendo um
dos fatores mais importantes. Adicionalmente, a presenca de obesidade e o consumo
cronico de alcool também sdo considerados fatores de risco importantes para
incidéncia desta patologia (MCPHERSON et al. 2000). A incidéncia pode dobrar a
cada 10 anos no periodo pré-menopausa ¢ mulheres entre 80 a 85 anos apresentam
uma probabilidade 15 vezes superior ao surgimento da doenca, quando comparadas
com mulheres de 30 a 35 anos (VOGEL 2008). O histérico hormonal, como menarca
precoce (antes dos 12 anos de idade), menopausa tardia (ap6s os 55 anos) ¢ o
historico reprodutivo da mulher (nuliparidade ou idade tardia da primeira gestagao)
também representam fatores de risco importantes para o surgimento do cancer de
mama. Estes efeitos podem ser consequéncia do maior tempo de exposi¢cdo aos
hormdnios femininos endogenos, estrogeno e progesterona, os quais sdo ativadores
da proliferacao de células do tecido mamario (AKRAM et al. 2017).

A realidade da doenga também ¢ agravada pelo fato de aproximadamente 7%
das mulheres ja apresentarem metastase no momento do diagndstico, mesmo com o
aperfeicoamento das técnicas diagnoésticas. Esse quadro clinico € tipicamente
incuravel e os esquemas terapéuticos sdo aplicados com fins paliativos, com
sobrevida média de 9 meses a 3 anos (CHANG et al. 2003; MARINHO et al. 2008).
Dentre as mulheres que sdo diagnosticadas em estadios iniciais da doenga, a chance
do surgimento de metéstase pode chegar a 70% em até 5 anos, dependendo da
condugdo do tratamento e caracteristicas do tumor, como presenga de processo
inflamatorio e perfil genético associado (JUNG et al. 2012; HAM ¢ MOON 2013).

A histéria natural do cancer de mama indica que o curso clinico da doenga e



sobrevida sdo extremamente variaveis. Esta variacdo ¢ determinada por uma série
complexa de fatores tais como a diferenga na velocidade de duplicagdo tumoral
(indice mitotico, relacionado com a agressividade tumoral), estadiamento do tumor,
potencial de metastatizagdo, perfil genético da paciente, presenca de mutagdes em
genes especificos como BRCA1 e BRCA2, expressdo de determinados marcadores
como o gene MKI6G7, que expressa a proteina Ki-67 relacionada com proliferagao
celular, presenga de inflamacdo, condi¢do imunologica, hormonal e nutricional e
outros mecanismos, os quais ainda ndo sdo completamente compreendidos. Apesar
de certos aspectos anatomicos, como tamanho do tumor primario € o acometimento
dos linfonodos, continuarem a serem fatores importantes na avaliagdo progndstica,
uma série de caracteristicas histologicas e biologicas como grau nuclear, grau
histologico e dosagem de receptores hormonais sao determinantes para o progndstico

da doenca (STAFIN et al. 2012).

1.1.2 Classificacédo da doenca

O cancer de mama ndo ¢ considerado uma doenga unica, apresentando alta
heterogeneidade em niveis patologicos, moleculares e clinicos, o que reflete uma
progressdo diferente em cada paciente (WEIGELT e REIS-FILHO. 2009;
MUGGERUD et al. 2010; STAFIN et al. 2012). Esta diversidade fenotipica resulta
nas diferengas observadas em relagcdo ao crescimento tumoral, capacidade de invasao
e potencial metastatico. S3o consideradas caracteristicas demograficas da paciente
(como idade, menopausa, nuliparidade, historico oncologico na familia, etc)
caracteristicas do tumor (tamanho da massa tumoral, comprometimento linfonodal,

tipo histologico determinado pela anatomia patologica) e marcadores bioldgicos de



rotina clinica conforme descrito abaixo (ANDERSON et al. 2014):

A)

B)

9

D)

Expressdao dos receptores hormonais (estrogeno [RE — receptor de

estrogeno] + progesterona [RP — receptor de progesterona] = receptores
hormonais [RH]);

Amplificagdo do namero de copias do gene HER2 (do inglés — Human
Epidermal growth factor Receptor 2 ou ErbB2) por meio da expressao
aumentada da proteina HER-2 por determinacdo Imuno-histoquimica (IHQ)
ou técnicas de hibridizagdo in situ (Ex.: do inglés FISH — Fluorescent In Situ
Hybridization);,

Expressdao do gene MKI67 (do inglés — Marker of proliferation 67), cuja
proteina Ki-67 esta relacionada com proliferagdo celular;

Presenga de alguma mutagdo no gene TP53 (do inglés — Tumor Protein 53),
por meio do acumulo citoplasmatico da proteina p53 em reagdes de imuno-
histoquimica (atualmente o biomarcador p53 ndo ¢ utilizado de forma
rotineira, pois 0 mesmo nao ¢ considerado como fator na tomada de decisao
da conduta terapéutica. Entretanto, a funcionalidade correta da proteina ¢
classicamente descrita como fator protetor ao cancer).

O sistema de estadiamento utilizado para esta patologia ¢ o sistema TNM da

American Joint Committee on Cancer (AJCC), atualmente na 8 edigdo para o cancer

de mama, com tultima atualizacdo em 22/11/2017 (HORTOBAGYTI et al. (2017).

O tamanho do tumor (T) apresenta correlacdo estatistica com a sobrevida

global e risco de recorréncia (HORTOBAGYT et al. 2017). Pacientes com tumores

<1,0 cm tém uma sobrevida geral proxima de 99% comparado com 89% para

tumores entre 1,0 a 3,0 cm, e 86% para tumores entre 3 a 5 cm (CARTER et al.



1989). Ja em pacientes com tumores menores do que 1,0 cm, aproximadamente 90%
das pacientes ndo apresentam linfonodos comprometidos e t€m uma sobrevida livre
da doenga mediana em torno de 10 anos (FITZGIBBONS et al. 2000; NAROD
2012).

O parametro N diz respeito ao status dos linfonodos axilares e ¢ feito por
ressecgdo cirurgica e posterior analise anatomopatologica, o que permite estabelecer
0 comprometimento metastatico nestes 6rgaos (HORTOBAGYT et al. 2017). Existe
uma associacdo entre a quantidade de linfonodos positivos € o aumento da
mortalidade em pacientes com cancer de mama (SCHIFFMAN et al. 2011). Ja a
metastase a distancia ¢ descrita pelo parametro M, informando se houve ou ndo
migracdo por via sanguinea ou linfatica de células cancerosas provenientes do tumor
primario para orgaos distantes e ndo contiguos @ mama (HORTOBAGYT et al. 2017).
A heterogeneidade fenotipica percebida no cancer de mama ¢ observada
histopatologicamente, pela classificagdo da doenga em grupos significativos que
podem apresentar carater ndo invasivo e invasivo (carcinoma “in situ” e carcinoma
infiltrante ou invasivo, respectivamente) (ABREU et al. 2002). Atualmente, a WHO
reconhece a existéncia de pelo menos 17 tipos histologicos distintos de cancer de
mama invasivo (WEIGELT e REIS-FILHO. 2009). Padrdes estruturais e
morfolégicos sdo utilizados para a classificacdo histologica. Dentre os mais
frequentes apresentam-se: carcinoma ductal invasivo (CDI ou do inglés NST — No
Special Type) (50-80%), carcinoma lobular invasivo (CLI) (5-15%) e carcinoma
medular invasivo (CMI) (1-7%) (Bocker 2003).

Além da classificagdo histoldgica, sdo muito utilizadas as estratificagdes com

base no perfil de expressio de genes determinados. Os primeiros sistemas de



classificagdo genética dos tumores de mama foram criados ha mais de uma década e
distinguem a doenca, na pratica clinica, em quatro grandes grupos com diferentes
prognosticos e estratégias terapéuticas (FOCKE et al. 2016; MORIGI 2017,

CURIGLIANO et al. 2017; GNANT et al. 2017) (Figura 2).

ER-/PR-/HER2-

- el
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Fonte: RIVENBARK et al. (2013).

Figura 2 - Classificagdo molecular praticada na rotina clinica no diagnostico do
cancer de mama invasivo com base na expressdao dos biomarcadores RE, RP e

HER-2. Siao apresentados exemplos, nos quais a histologia é representada usando coloracdo com
hematoxilina e eosina (HE). A expressdo de RE, PR ¢ HER-2 ¢ identificada utilizando a técnica de
imuno-histoquimica. Os tumores de mama sdo geralmente classificados como positivos ou negativos
para os biomarcadores em questdo, resultando em quatro agrupamentos clinicos principais:
ER+/PR+/HER-2- (Luminal A), ER+/PR+HER-2+ (Luminal B), ER-/PR-/HER-2+ (HER2) e¢ ER-
/PR-/HER-2- (Triplo Negativo)



O primeiro grupo molecular ¢ denominado Luminal A (LA), sendo positivo
(em, pelo menos, 1% das células marcadas por imuno-histoquimica (IHQ)) para o
Receptor de Estrogeno (RE) e positivo (em pelo menos 20% das células marcadas
por THQ) para o Receptor de Progesterona (RP) (estes dois marcadores podem ser
agrupados em um s6 e chamado de Receptores Hormonais (RH)) e negativo para a
superexpressdo do gene HER2 (ANDERSON et al. 2014). Interessantemente,
pacientes classificadas como Luminal A apresentam expressdo para RP maior que
20%, o que indica menor comprometimento da via ativada pelo estrogeno e
também maior grau de diferencia¢do celular (MOHAMMED et al. 2015; REN et al.
2016). Considerando a biologia tumoral, ¢ descrito que tumores mais diferenciados
apresentam processos celulares mais comprometidos em funcgdes determinadas e,
consequentemente, apresentam menores indices proliferativos (PRAT e PEROU
2009; ALBERTS et al. 2010). Este fato ¢ refletido na expressao de Ki-67 ser menor
que 20% nestas pacientes, o que corresponde a um menor indice mitdtico e, assim,
um melhor progndstico esperado.

A principal forma de tratamento nesse tipo de cancer de mama ¢ a chamada
terapia enddcrina, constituida de farmacos que interferem diretamente nos receptores
hormonais ou na sintese dos ligantes. Dentre os fArmacos de primeira escolha tem-se
o Tamoxifeno, cujo mecanismo de agdo ainda ndo ¢ considerado claro, porém
acredita-se que o seu maior papel antiproliferativo nas células neoplasicas advenha
da sua funcdo antagonista no RE (HAMMOND et al. 2010). Os Inibidores de
Aromatase também correspondem a uma classe de medicamentos amplamente
utilizada contra tumores de mama classificados no grupo Luminal A. A enzima

aromatase também ¢é conhecida como estrogeno-sintetase e € responsavel pela sintese



de estrogeno nas gonadas, adipocitos e cortex suprarrenal e, muito interessantemente,
no proprio tumor (OLIN e STPIERRE 2014). Portanto o grupo Luminal A, por suas
caracteristicas, possui um crescimento mais lento, ¢ menos agressivo, com menores
taxas de recidiva e maior sobrevida livre de doenga, destacando que este é o grupo
com maior incidéncia, com valores em torno de 40% (ANDERSON et al. 2014).

Ja os tumores do tipo Luminal B (LB) sao RE positivos, entretanto
apresentam expressao para RP menor que 20%, ou expressao de Ki-67 superior a
20% ou aumento no numero de copias do gene HER2. Desta forma, apresentam um
indice proliferativo maior, pior prognostico em comparacdo ao grupo Luminal A e
menor sobrevida livre de doenga, correspondendo a cerca de 20-30% dos tumores
de mama. Os tumores do grupo Luminal B também respondem bem a terapia
endocrina e sdo tratados, como os Luminais A, por 5 anos apds a cirurgia
(ANDERSON et al. 2014).

O terceiro grupo ¢ caracterizado pela superexpressdo do gene HER2 por um
aumento no numero de copias neste gene. Estes tumores mamarios apresentam um
indice mitotico elevado e um pior prognostico. A distribui¢do dos biomarcadores de
rotina clinica s30: negatividade para a expressao dos receptores hormonais e, de uma
maneira geral, apresentam expressdo de Ki-67 superiores a 20% ou aumento da
expressdo proteica de HER2 determinada por THQ e, também, determinada pelo
aumento no numero de cdpias do gene confirmada por FISH, quando necessario.
Este grupo apresenta uma incidéncia em torno dos 10-20% Também existem terapias
dirigidas para este grupo, como anticorpos monoclonais (Ex.: trastuzumabe e
pertuzumabe) contra o produto do gene HER2, quando este ¢ expresso. (SLAMON et

al. 2001; ANDERSON et al. 2014).



O ultimo grupo ¢ conhecido como Basal-like e compreende uma consideravel
quantidade de tipos tumorais que nao se enquadram nos outros 3 grupos anteriores.
Dentre eles, o subgrupo mais conhecido ¢ o cancer de mama chamado de “triplo-
negativo” (TN), ou seja, RE negativo, RP negativo ¢ HER2 negativo. O grupo ¢
enriquecido para tumores Triplo-Negativos devido a classificagdo majoritariamente
feita por imunohistoquimica, uma vez que a classificacdo exata como basal-like deve
ser feita de forma génica. Geralmente ¢ diagnosticado em pacientes mais jovens,
apresentando um alto grau histoldgico, células com assinatura genética mais
desdiferenciada, altas taxas de recidiva e metastase apos cirurgia, progndstico ruim e
inexisténcia de terapia dirigida, sendo empregada a quimioterapia convencional a
base de antraciclinas e taxanos (PRAT e PEROU 2009; PAL et al. 2011;
ANDERSON et al. 2014; BOWER et al. 2017).

A atual classificagdo nos grupos moleculares descritos acima ¢ de essencial
importancia. Contudo, essa categorizacdo nao € precisa e também nao permite a ideal
individualizagdo terapéutica, uma vez que dentro de um mesmo subtipo molecular
existem progndsticos desiguais e respostas terapéuticas distintas frente a uma mesma
abordagem clinica. Este cenario reflete ndo somente a heterogeneidade tumoral no
cancer de mama, como também ressalta a grande importancia da identificagdo de
novos marcadores e¢ modelos de classificagdes moleculares mais acurados

(SCHNITT 2010; HIRATA et al. 2014).

1.1.3 Tratamento

O tratamento inclui cirurgia, preferencialmente com a maior conservagao do

orgao (SENKUS et al. 2015 [ESMO Guidelines]), seguida de radioterapia. A terapia
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com radiagdo total da mama por si s6 reduz o risco de qualquer recidiva em 10 anos
em 15% e o risco de mortalidade em 15 anos relacionada ao cancer de mama em 4%
(DARBY etal. 2011). A decisao sobre o tratamento adjuvante sist€émico deve basear-
se na sensibilidade prevista a determinados tipos de tratamento, ao beneficio do uso e
ao risco de recaida do paciente. A decisdo final também deve incorporar também o
perfil de seguranca do tratamento, a idade do paciente, status geral de saude e
comorbidades (LOHRISCH et al. 2006).

A terapia endocrina € indicada para todas as pacientes com expressdo para RE
com, no minimo, 1% de expressdo identificado por imuno-histoquimica,
independentemente do uso concomitante de quimioterapia convencional ou alguma
outra terapia-alvo (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG)
2005).

Nas pacientes classificados como triplo-negativo e HER2 e, também, nos
tumores luminais HER2 negativos de alto risco, a quimioterapia ¢ recomendada com
nivel de evidéncia IA. E descrito um maior beneficio clinico da quimioterapia nos
tumores RE negativos. Este fato ¢ correlacionado com o fato da quimioterapia
citotoxica ser inespecifica e eliminar células com indices proliferativos mais altos, o
que ¢ mais caracteristico dos tumores de mama triplo-negativos ¢ daqueles que
apresentam superexpressao de HER2, conforme mencionado acima (BERRY et al.
2006; CLARKE et al. 2008). Os regimes mais utilizados incluem antraciclinas ou
taxanos, principalmente em dose densa, embora, raramente, em alguns pacientes o
esquema denominado CMF (Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-Fluoruracil) possa ser

usado (SENKUS et al. 2015).
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1.2  TRADUCAO DE RNAS MENSAGEIROS

1.2.1 O processo de traducdo na célula eucariotica

O processo de traducdo de um RNA mensageiro (mRNA) ¢ altamente
conservado e pode ser dividido em 4 etapas principais: inicio, elongacdo, término e a
reciclagem dos ribossomos (ALBERTS et al. 2010). O inicio da tradugdo de mRNAs
canonicos ¢ a etapa mais regulada e considerada limitante na sintese proteica, com o
envolvimento de diversos fatores associados. Em eucariotos, os fatores de inicio de
traducdo (“eukaryotic initiation factors” — elFs) regulam o recrutamento e montagem
de um ribossomo maduro e competente em uma fita de mRNA, concomitantemente
com o escaneamento desta fita para a identificagdo da sequéncia aberta de leitura (do
inglés ORF — Open Reading Frame), conforme ilustrado na Figura 3

(HINNEBUSCH e LORSCH 2012).
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Fonte: BAHT et al. (2015).

Figura 3 - O inicio da traducdo tem um alto nivel de regulacdo que envolve

diversos fatores essenciais. O escaneamento do mRNA na busca do AUG (codon de inicio)

depende da ligagdo entre o complexo ternario (elF2a, B e vy — tRNA; — GTP) e a subunidade
ribossomal pequena 40S, com a assisténcia de fatores importantes como eIF3 a elF5, assim
resultando no complexo de pré-iniciagdo 43S. Concomitantemente, 0 mRNA maduro ¢é estabilizado
pelo complexo elF4F (elF4A, elF4B e elF4G) se ligando no m’Cap e a PABP se ligando na cauda
Poli(A). O ancoramento de eIF4F e PABP ¢é fundamental para a correta ligagdo entre o 43S e a fita de
mRNA. A formacdo do complexo de pré-iniciagdo 48S permite ao varrimento do mRNA para
identificacdo do primeiro AUG e também colocar o tRNA;Met no sitio P (peptidil) do ribossomo. elF5
induz a hidrélise de uma molécula de GTP, liberando alguns fatores de iniciacdo, tais como e¢lF3 ¢ a
ligagdo de GTP a elF5B, o que permite que este ultimo fator recrute a subunidade ribossomal 608,
formando o complexo de iniciagdo 80S completamente pronto para comegar o primeiro ciclo de

elongagao.
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A grande variabilidade nas taxas de traducdo pode ocorrer por diversos
mecanismos associados ao inicio deste processo, como presenca de estruturas
secundarias na regiao ndo traduzida 5’ (do inglés 5’UTR — 5’ Qn{ranslated Region),
regulacdo dos fatores de inicio (elFs) por vias de sinalizagdo (ex.. o eixo
PI3K/AKT/mTOR e a via de MAPK quinases) e interferéncia por micro RNAs
(miRNAs) (GAO e ROUX 2015).

O fator elF4F ¢ constituido por 3 subunidades: eIF4E (ligante do capacete de
7- metil guanosina -m’Cap- presente no mRNA), eIlF4A (fator com atividade de
helicase, atuando na remog¢do de estruturas secundarias na regido 5’UTR) e elF4G
(atua como um esqueleto molecular, tendo dominio de ligagdo quimica com as
demais estruturas) (GINGRAS et al. 1999). As principais fungdes deste fator,
portanto, sdo selecionar RNAs que contenham m’Cap, recrutar a subunidade
ribossomal menor (40S) e remover obstaculos fisicos, permitindo o escaneamento da
fita do mRNA no objetivo de encontrar o cédon de inicio da tradugdo (AUG). Além
disso, particularmente eIF4G possui um papel importante, interagindo fisicamente
com PABP (do inglés — Poly A Binding Proteins). Estas proteinas ligam-se a cauda
poli(A) e, ao interagir com elF4G, circularizam o mRNA em uma estrutura Gnica em
células eucarioticas durante a tradugdo. Acredita-se ser interessante, do ponto de
vista celular, que a tradug¢do ocorra somente nesta conformagao, pois, assim, somente
mRNA integros sdo traduzidos e, a0 mesmo tempo, sdo protegidos de possiveis
degradacoes (GEBAUER e HENTZE 2004).

Interessantemente ¢ possivel perceber que alguns fatores atuam na traducao
de forma global, como eIF4E, o qual se liga no m’Cap de qualquer mRNA.

Entretanto, outros fatores podem atuar favorecendo a tradu¢ado seletiva de um grupo
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particular de mRNAs. elF4A tem sua fun¢ao como helicase estimulada por outros
dois fatores acessorios: elF4B e elF4H. O primeiro ¢ amplamente descrito na
literatura e atua na maioria dos mRNAs ja identificados com estruturas secundarias
na 5’UTR (OZES et al. 2011; FEOKTISTOVA et al. 2013). J4 o segundo, foi
descrito mais recentemente, ¢ ndo favorece a tradugdo dos mesmos transcritos ja
identificados com a atividade de eIF4B, sugerindo que eIF4H possa atuar
seletivamente em estruturas secundarias especificas e uma populacao particular de
mRNAs (PARSYAN et al. 2011).

Concomitante a circularizagdo do mRNA e ligacdo do complexo elF4F,
ocorre a formagdo do Complexo de Pré-Iniciagdo 43S (do inglés 43S PIC — Pre
Initiation Complex 43S). Inicialmente os fatores elF1 e elF1A se ligam a um 40S
(subunidade ribossomal menor) livre. Estes fatores sdo importantes para estabilizar a
ligagdo sequencial com o0 mRNA. Também, ligam-se ao 40S os fatores elF5 e elF3.
Este ultimo, atua como arcabouco molecular na ligagdo entre 0 mRNA-eIF4F ¢ o
43S PIC (VOIGTS-HOFFMANN et al. 2012). Paralelamente ocorre a formacao do
Complexo Ternario (do inglés TC — Ternary Complex), com a ligagdo de uma
molécula de GTP, com o fator eIF2 e o tRNA iniciador (tRNA;M") que contém o
aminoacido metionina. Por fim, o Complexo Ternario liga-se ao 40S com auxilio
também dos fatores elF1 e elF1A, formando, entdo, o 43S PIC (FEKETE et al. 2005;
PASSMORE et al. 2007).

Por ultimo, ocorre o recrutamento do 43S PIC para o mRNA-elF4F. A
conexao entre estes dois complexos é estabelecida pela ligacao fisica entre elF4G e
elF3 (HINTON et al. 2007; VILLA et al. 2013). Agora, este novo e tnico complexo

¢ denominado 48S. Uma vez estabilizado, o 48S comeca a escanear a fita do mRNA
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na direcao 3’ em busca do cddon de inicio, o AUG (CIGAN et al. 1988). Quando
este momento ocorre, a molécula de GTP ¢ hidrolisada para GDP pelo fator elF2,
estimulado por eIF5, liberando os demais fatores da maquinaria (HINNEBUSCH e
LORSCH 2012). Isso permite que a subunidade ribossomal maior 60S se ligue,
finalmente, ao complexo 48S com auxilio do fator e[F6 (o qual protege a subunidade
ribossomal maior 60S de possiveis ligagdes inespecificas), formando entdo um
ribossomo competente, agora denominado 80S. Apos a formagdo do 80S e o inicio
dos demais ciclos de elongacao da tradugdo, outra fase de inicio € estruturada, o que
permite a tradu¢do de um mRNA por mais de um ribossomo ao mesmo tempo, o que
¢ chamado de polissomo ou poliribossomo (PISAREV et al. 2007).

A proxima etapa do processo de traducdo ¢ denominado de elongagdo
(RODNINA ¢ WINTERMEYER 2009). Assim que o tRNA;M estabiliza-se no sitio
P (peptidil) do ribossomo, a elongagdo da cadeia polipeptidica ¢ iniciada. O fator de
elongacdo eEF1A liga-se a um tRNA aminoacilado correspondente ao segundo
codon do mRNA na sua forma eEF1A-GTP e, assim, o posiciona no sitio A
(aminoacil). Este evento leva a hidrolise do GTP e desligamento de eEF1A do
ribossomo, permitindo a total acomodacdo do tRNA aminoacilado no sitio A.
Rapidamente, o sitio catalitico ribossomal PTC (do inglés — Peptidyl Transferase
Center) leva a formagdo da ligagdo peptidica e consequente formagdo da proteina.
Em seguida, ocorre a movimentacdo do tRNA e mRNA para posicionar o proximo
codon no sitio A com auxilio do principal fator de elongacdo da traducdo, o eEF2.
Além disso, eEF2 previne o movimento reverso do tRNA e mRNA apos esta
translocag¢do (GAO et al. 2009; CHEN et al. 2012; DEVER e GREEN 2012).

Um outro fator designado como eIF5A foi inicialmente atribuido como um
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fator de inicio de traducdo (KEMPER et al. 1976). Entretanto, estudos mostram
interagdes fisicas entre eIF5A e o fator de elongacdo eEF2, revelando um possivel
papel na etapa de elongagcdo (GREGIO et al. 2009; SAINI et al. 2009; DIAS et al.
2012). Além disso, foi descoberto que elF5A promove a tradugdo preferencial de
proteinas com residuos de poli-prolina, os quais apresentam dificuldade estérica
durante a tradu¢do (DOERFEL et al. 2013; GUTIERREZ et al. 2013), novamente
evidenciando que componentes da maquinaria podem atuar preferencialmente na
traducdo de uma subpopulagdo especifica de mRNAs.

O processo de término da tradugdo inicia-se com o posicionamento do codon
de terminag@o no sitio A do ribossomo. O fator de terminagdo eRF1 ¢ responsavel
pela alta fidelidade de reconhecimento do coédon e hidroélise do peptideo do tRNA.
Para a liberacdo do tRNA, bem como do peptideo recém sintetizado, ocorre a
participagdo do fator eRF3 (STANSFIELD et al. 1995; ZHOURAVLEVA et al.
1995; ALKALAEVA et al. 2006). Por fim, as subunidades ribossomais sao
recicladas (KAPP e LORSCH 2004).

Também existe um modelo de traducio de forma independente do m’Cap,
que ¢ mediado por estruturas unicas denominadas sitios internos para entrada de
ribossomo (do inglés IRES — Internal Ribosome Entry Site). Este modelo requer um
grupo reduzido de fatores de inicio de tradugdo e corresponde cerca de 5% de todos
os eventos de tradu¢do em uma célula eucaridtica. As IRES tém frequentemente
estruturas secundarias que promovem uma intera¢do eficiente com a subunidade
ribossomal 40S e, assim, permitem a iniciagdo da tradu¢dao sem todos os fatores de
tradugiio candnicos. Portanto, a traducdo independente de m’Cap representa uma

importante via de tradu¢do em condigdes de regulacdo negativa das vias normais
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dependentes de m’Cap (SPIRIN 2009; JACKSON 2013).

1.2.2 As principais vias de sinalizagdo que controlam a maquinaria de
traducao

O controle da traducdo tem um impacto fundamental nos niveis de proteina
encontrados dentro da célula. Diversos fendmenos celulares podem afetar a
eficiéncia da traducdo, resultando em mais ou menos proteina codificada a partir de
um mesmo transcrito. O inicio da tradugdo é a etapa mais controlada e pode ser
regulada de forma precisa por vias de sinalizac¢do distintas.

Por exemplo, a quinase mTOR (do inglés — mammalian Target Of
Rapamycin) ¢ alvo downstream da via PI3K/AKT/mTOR. Esta via é estimulada por
diversos ligantes extracelulares, como EGF (do inglés — Epidermal Growth Factor)
(OJEDA et al. 2011) e insulina (RAFALSKI ¢ BRUNET 2011). Um dos alvos da
forma ativa de mTOR ¢ a familia de proteinas denominada 4E-BPs (SUNAVALA-
OSSABHOY et al. 2004), proteinas que podem, de maneira reversivel, impedir a
ligacdo do fator eIF4E em elF4G (na formagdo do complexo elF4F), diminuindo os
niveis globais de traducio dependente do m’Cap. Quando 4E-BPs sio fosforiladas
por mTORCI, elas perdem a capacidade de ligagdo quimica em elF4E, reativando a
traducdo (MARTINEAU et al. 2014).

Outro alvo direto da quinase mTOR ¢ a proteina S6K1 (SHIMA et al. 1998),
cuja ativacdo estimula a sintese proteica por meio da fosforilagdo de diversas outras
proteinas (MAGNUSON et al. 2012; BEN-SAHRA et al. 2013). Um dos alvos de
S6K1 ¢ a proteina PDCD4, um supressor da atividade de helicase do fator eIF4A

(DORELLO et al. 2006). A fosforilagdo por S6K1 leva PDCD4 para degradagio e,
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consequentemente, deixa livre o fator de tradugdo para que o complexo de inicio
elF4F (elF4E, elF4G e elF4A) seja estruturado.

O cixo RAS/RAF/MEK/ERK também exerce controle no inicio da tradugio.
RSK ¢ um alvo downstream nesta via de sinalizac@o e esta quinase pode fosforilar
elF4B. Este fator se liga em elF4A, promovendo uma potente atividade de helicase
deste fator. A atividade de helicase de e[F4A ¢ vital para tradu¢do de mRNAs com
uma regido 5'UTR rica em G/C, uma vez que esta caracteristica confere, de uma
maneira geral, estruturas secundarias ao mRNA que impedem o acoplamento da
maquinaria de tradu¢do de maneira eficiente. Proto-oncogenes, como c-myc e ciclina
D1 somente conseguem ser traduzidos com a ativagdo de e[F4A. Interessantemente,
elF4A também pode ser ativado, de maneira mutuamente exclusiva, por outro fator
denominado elF4H. A atividade de eIF4A no desdobramento de estruturas
secundarias em mRNAs ¢ dependente da interacdo com seus parceiros fisicos eIF4B
ou elF4H, novamente evidenciando que o controle traducional pode favorecer a
expressdo de um determinado grupo de mRNAs (SVITKIN et al. 2001; DEGEN et
al. 2013).

Finalmente, outro evento envolvido no controle global da tradug¢do ¢ a
fosforilacdo da subunidade o do fator elF2. Este fator ¢ alvo de quatro quinases: a
proteina PKR, PERK, GCN2 e HRI. Cada uma delas responde, principalmente, a um
tipo distinto de estresse celular. A quinase GCN2 responde a deplecdo de
aminoacidos de cadeia ramificada; PERK ¢ sensivel a perturbagdes no reticulo
endoplasmatico; HRI responde a privagcdo do grupamento heme; ¢ PKR ¢ ativado
pela presenca de RNA de cadeia dupla. A fosforilagdo de elF2a por estas quinases

inibe a atividade do fator elF2B, reduzindo, assim, a formac¢do do complexo ternario
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(eIF2/GTPARNAM®). Em geral, a fosforilagio de eIF2a representa uma resposta
destinada a garantir a sobrevivéncia celular em relagdo a situagdes adversas. Uma
vez que o estresse celular ¢ cessado, a fosforilagcdo elF2a ¢ revertida, pois quando
sustentada por longos periodos, leva a apoptose (BAIRD e¢ WEK 2012). As
principais vias de sinalizacdo envolvidas no controle da traducdo estdo ilustradas na
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Fonte: BAHT et al. (2015).

Figura 4 - As principais cascatas de sinalizagdo que regulam a formagdo do
complexo elF4F estdao representadas pela via PI3K/mTOR e a via de MAPK

quinases. Proteinas codificadas por proto-oncogenes frequentemente mutados e genes supressores

de tumor, nestas vias, estdo ilustrados em amarelo e vermelho, respectivamente. A esquerda do
esquema, estdo representados os eventos que levam a fosforilacdo de elF2a. Também ¢é mostrada a
regulag@o transcricional da maquinaria de traducdo pelo proto-oncogene MYC, que ativa a transcri¢do
dos fatores elF4E, elF4A e elF4G. O conjunto destas alteracdes difere entre as células tumorais,
porém esta invariavelmente ligado a um aumento desproporcional na tradu¢do. Componentes da
maquinaria de traducdo que conduzem a uma transformag¢@o neoplésica, quando superexpressos, estao

com sombreamento vermelho.

1.2.3 Descontrole traducional e o impacto no cancer de mama

Diversas vias de sinalizagdo que regulam a tradugcdo encontram-se
desreguladas no cancer. Particularmente, nos tumores de mama, PI3K, por exemplo,
encontra-se mutado em 36% de todos os casos, MAPK em 8%, PTEN em 3% e AKT
em 2%. Além disso, o gene HER2 esta superexpresso por amplificagdo génica em
15% de todos os casos. A superativagdo de HER2 ¢ capaz de ativar ambas as vias
(RAS e PI3K), descontrolando os niveis traducionais ¢ promovendo crescimento
celular acelerado (THE CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012).

Além da desregulacdo das vias bioquimicas, a alteracdo de expressdo de
alguns fatores de inicio de tradugdo também tem grande impacto na patologia do
cancer de mama. Por exemplo, elF4E ¢ um fator fundamental descrito para o
desenvolvimento e progressdo do cancer de mama (SORRELLS et al. 1998). A
superexpressdo deste fator estd envolvida com autonomia celular para proliferagdo e
sobrevivéncia através da inibicdo da apoptose de forma indireta (LARSSON et al.
2007). Além disso, a deplecdo de elF4E da célula resulta no comprometimento de

diversos mecanismos celulares fundamentais ao tumor mamario, como sensibilizagao
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celular frente a alguns quimioterapicos como cisplatina, doxorrubicina e docetaxel
(ZHOU et al. 2011). Também, elF4E contribui com a tumorigénese, aumentando a
traducdo de mRNAs especificos, como ciclina D1, c-MYC e VEGF, que codificam
para proteinas-chave no crescimento celular, angiogénese e sobrevivéncia (NASR et
al. 2013). De fato, o controle celular existente entre eIF4E e a familia de 4E-BPs ¢
considerado um ponto de convergéncia entre vias de sinalizagdo alteradas no cancer
de mama e, por isso, pode ser considerado como um importante alvo terapéutico.
Como proto-oncogene e mediador da sintese proteica, eIF4E pode ser considerado
como um importante ponto de conexdo entre tumorigénese e tradugao nos tumores de
mama.

Interessantemente, os tumores de mama inflamatorios apresentam um fenotipo
que pode estar relacionado com a superexpressao de elF4G. A superexpressao deste
fator € capaz de orquestrar uma preferéncia em expressar mRNAs que sdo traduzidos
de forma independente do m’Cap, resultando em angiogénese e crescimento. De
acordo com este modelo, elF4G, quando em excesso, aumenta de forma seletiva a
traducdo mediada por IRES de uma populacdo de mRNAs que promove angiogénese
e crescimento celular descontrolado (BRAUNSTEIN et al. 2007). Outros fatores de
tradugdo também podem estar envolvidos na progressdo do cancer de mama,
entretanto o impacto global ou especifico na traducgdo celular mediada por eles ainda
ndo ¢ completamente compreendido. O Quadro 1 mostra um panorama do papel dos

principais fatores de traducao aberrantemente expressos no cancer de mama.
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res de traducdo no cancer de mama.

Fator de Funcéo celular Papel no cancer de mama
traducéo
elF1 /Auxilia na ligacao da subunidade elF1 esta envolvido na identificagdo do cédon de
ribossomal 40S ao mRNA juntamente [inicio e pouco se sabe sobre envolvimento de elF1
com elF1A no processo tumoral. Entretanto, em pacientes RE
positivos com doenca avangada, houve associagdo
significativa com beneficio clinico e PFS para
IAltos niveis do mRNA de elF1 (VAN
IAGTHOVEN et al. 2010)
elF2 Unidade do complexo ternario IAs quinases PKR e PERK estédo envolvidas no
(eIF2/GTP/tRNAiMet) desenvolvimento proliferacdo do tecido mamario
(ZANG et al. 2009)
elF2B Atua na formacdo de novos complexos |A expressdo reduzida deste fator ja foi
ternarios relacionada com redugdo do crescimento
celular, formacao de coldnia e progressdao tumoral
em linhagens isoladas de tumores mamarios
(GALLAGHER et al. 2008)
elF3 IArcabougo na formagdo do complexo |Altas expressdes de elF3 foram correlacioandas
488, interagdo com elF4G e com alto grau tumoral, invasao e proliferacao
estabiliza¢cdo da subunidade ribossomal(GRZMIL et al. 2010) e com angiogénese e
menor no mRNA formagao tumoral (CHEN et al. 2007).
elF4A Helicase componente do complexo Inibicdo de elF4A foi relacionada com efeitos
elF4F antiproliferativos e com redug¢do na incidéncia de
imetastase pulmonar (CENCIC et al. 2009; NASR
et al. 2013)
elF4E Ligacao ao cap do mRNA e parte do  [Superexpressao de eIF4E esta classicamente
complexo elF4F relacionada a proliferagdo e evasdo da apoptose
em diversos modelos de cancer de mama
(AVDULOV et al. 2004; LARSSON et al. 2007)
elF4G Maior unidade do complexo elF4F IAltas taxas de elF4G foram associadas com
responsavel pela ligagdo em eIF4E e  cancer de mama inflamatério e com tumores
IPABP para circularizacdo do mRNA [Mamarios altamente proliferativos

Fonte: BRAUNSTEIN et al. (2007)
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Ao descrever-se a maquinaria de traducdo em eucariotos, ¢ possivel notar a
vasta quantidade de fatores limitantes e reguladores deste processo. Além disso, é
possivel perceber que a desregulagdo da sintese proteica esta intimamente ligada ao
processo carcinogénico, uma vez que o tumor necessita de uma quantidade maior
de proteinas em meio ao descontrole do ciclo celular e indices proliferativos mais
elevados em relagdo aos tecidos normais, assim como o aumento do produto de
proto-oncogenes também estd diretamente relacionado ao desenvolvimento
oncogénico (RUGGERO 2013).

Analisando os fatores-chave na regulacdo da traducao, foi feita uma extensa
busca na literatura acerca do envolvimento de alguns fatores com processos tumorais
em células mamarias. Conforme descrito na introdugdo desta tese, o fator de inicio
de tradugdo eIlF4E ¢ a unica proteina da maquinaria com propriedades para interacao
fisica de ligagdo com o m’Cap. Esta carateristica conformacional faz com que eIF4E
seja uma proteina essencial para viabilidade celular, envolvida na tradugdo global da
maioria dos mRNAs que sdo traduzidos de forma dependente de cap e, quando
depletado da célula eucariotica, reduz os niveis de traducdo drasticamente
(SIDDIQUI e SONENBERG 2015).

A superexpressdo de elF4E tem sido correlacionada com altos indices
proliferativos, em modelos de cancer de mama, ao longo dos anos (PETTERSSON et
al. 2011; PONS et al. 2011; AVDULOV et al. 2015; FAGAN et al. 2017). Além
disso, ¢ descrito na literatura que a deplecdo de 50% da quantidade de eIF4E, em
modelo de camundongo geneticamente modificado, é considerado como fator
protetor na formacdo de tumores, quando na presenca de mutagdes em proto-

oncogenes, como KRAS (TRUITT et al. 2015). Este fato, corrobora a hipdtese que,
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ao considerar- se a alta heterogeneidade dos tumores mamarios, inibidores de eIF4E
seriam fortes candidatos a um tratamento eficiente nas pacientes com esta patologia,

como ilustrado na Figura 5.

»
r
o HER2 Tamoxifen &
[
elF4E | @ ER-a
@ swone
Olaparib .
7
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Tumor
elF4E Inhibiton
> No Tumor

Fonte: Adaptado de SIDDIQUI e SONENBERG (2015).
Figura 5 - Inibicdo de eIF4E na heterogeneidade do tumor. Um diagrama
esquematico que ilustra uma versdo simplificada da diversidade dentro de um

tumor de mama hipotético heterogéneo. Sio apresentadas subpopulagdes de células que

expressam HER2 (verde), RE (azul) ou apresentando mutagdes BRCA1/2 (vermelho). Em contraste,
todas as células tumorais apresentam elevados indices de eIF4E. Os tumores contendo os alvos
indicados sd@o tratados na clinica pelos medicamentos correspondentes listados na figura. Foi
hipotetizado que os inibidores diretos de elF4E serdo alvo de todos os tipos de células tumorais,

independentemente da sua assinatura genética (classificagdo molecular)

Ja elF4G ¢ uma proteina essencial para montagem do complexo elF4F
(elF4E, elF4G e elF4A) e também para traducdo dependente de cap. Entretanto,

interessantemente, elF4G também ¢ descrito como um fator fundamental para
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mRNAs cuja tradugdo seja mediada por IRES (SOSSIN e DYER 2013; REDONDO
et al. 2013). Na introdugdo desta tese, foi mencionado que existe uma populagio de
mRNAs traduzidos de forma independente de cap, como MYC, CDK 11, BCL-2,
VEGF (CORNELIS et al. 2000; SHERRILL et al. 2004). Além disso, elF4G ja foi
envolvido com cancer de mama em situagdes de hipoxia, nas quais a
superexpressdo deste fator tem papel fundamental para aumentar a tradugdo
preferencial via IRES em mRNAs envolvidos com angiogénese e sobrevivéncia
celular (BRAUNSTEIN et al. 2007). Também, a superexpressao de elF4G e o papel
em estimular a tradu¢do de mRNAs via IRES, esta envolvida na progressdo no
cancer de mama inflamatodrio. Foi identificado que elF4G esta envolvido no aumento
da expressao de proteinas, como E-caderina e p120 catenina, que sdo essenciais para
formagao de €mbolos tumorais nesta patologia, por aumentar a interagdo célula-
célula, ao invés da interagdo célula- estroma (SILVERA et al. 2009). Portanto, eIF4G
tem um papel regulador da traducdo geral por meio da formagdo do complexo elF4F,
entretanto, sua fun¢do celular em promover a traducdo de mRNAs dependentes de
IRES esta relacionada com a formacdo de tumores e, mais especificamente, em
processos tumorais em modelos de carcinomas mamarios (SILVERA e
SCHNEIDER 2009; DE LA PARRA et al. 2012; OCHNIK et al. 2016).

Por ultimo, o fator e[F5A também ¢é uma proteina essencial para viabilidade
celular, entretanto sua deplecdo resulta em uma modesta diminuigdo na sintese
proteica. Recentemente, este fator tem sido cada vez mais envolvido com a etapa de
elongacdo da traducdo e, mais especificamente, na elongagdo de um subgrupo
especifico de mRNAs, sugerindo seu envolvimento na tradugdo especifica, € nao

global. eIF5A tem se demonstrado fundamental na elongacdo de proteinas que
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conttm residuos de poli-prolina (GUTIERREZ et al. 2013; PELECHANO e
ALEPUZ 2017). Existe uma hipotese que estes mRNAs possam ser transcritos de
proto-oncogenes, uma vez que este fator tem sido cada vez mais envolvido com
diversos tipos tumorais (MATHEWS e HERSHEY 2015; BAO et al. 2015;
FUJIMURA et al. 2015; YANG et al. 2016; NAKANISHI e CLEVELAND 2016) e
com altos indices proliferativos ¢ marcadores como Ki-67, em patologias como
carcinoma de ovario (YANG et al. 2009) e de vulva (CRACCHIOLO et al. 2004).

Curiosamente, durante o breve levantamento bibliografico apresentado nesta
introdugdo, ndo foi possivel identificar na literatura algum estudo que relacionasse a
expressdo conjunta destes fatores, eIF4E, elF4G e elF5A, especialmente em cancer
de mama. Além disso, embora todos ja tenham sido correlacionados com processos
tumorais e em modelos da patologia de interesse desta tese, com exce¢do de elF5A,
também nao foram observadas correlagdes com os subtipos moleculares de cancer de
mama, assim como com dados clinicos obtidos de pacientes, comportamento
histopatologico da doenga e dados moleculares.

Desta forma, com todos os indicios apresentados decidiu-se escolher a
translatomica como ferramenta de estudo para melhor compreender a expressao de
mRNAs alvos do descontrole traducional no cincer de mama. Também, decidiu-se
ter foco em fatores especificos como elF4E, eIF4G e elF5A, devido a existéncia de
indicios na literatura com processos tumorais especificos, assim como a presenca de
uma grande oportunidade cientifica para a resposta de novas perguntas que ainda nido

haviam sido enderegadas.
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1.3 TRANSLATOMICA: ANALISE EM LARGA ESCALA POR

UMA NOVA PERSPECTIVA

1.3.1 A translatdmica

Tendo em vista a grande importancia da caracterizagdo molecular do cancer,
os métodos de rastreamento em larga escala, chamados de ‘“high-throughput”, tém
sido amplamente utilizados. Para o cancer de mama, consorcios internacionais
realizaram o sequenciamento de centenas de amostras, criando um catalogo completo
de mutacdes somaticas, alteragdes no numero de cdpias de genes e niveis de
expressdo génica da doenga. Os estudos reproduziram a separacdo nos subtipos RE
positivos ¢ RE negativos e revelaram mutagdes mais frequentes em certos subtipos
moleculares. Por exemplo, uma alta taxa de mutacdo em p53 foi encontrada nos
subtipos basal-like e HER2 positivos (superior a 70%), entretanto a proteina
encontrada como mutada em um maior nimero de amostras classificadas nos grupos
luminais foi PI3K (50% das amostras). Os estudos também demonstraram que o
perfil de expressao génica ¢ muito variavel entre o mesmo subtipo, fornecendo uma
explicagdo molecular para o fato da resposta varidvel observada na clinica, com
prognodsticos variaveis ¢ um curso heterogéneo da doenga (THE CANCER
GENOME ATLAS NETWORK, 2012; ELLIS et al. 2012; BANERIJI et al. 2012;
STEPHENS et al. 2012; SHAH et al. 2012; ELLIS e PEROU 2013).

No entanto, as técnicas de high-throughput mais utilizadas atualmente
reportam niveis de expressdo génica através da identificacdo dos niveis globais de
mRNAs. Entretanto, a expressao do mRNA nem sempre se traduz em proteina e as

taxas de traducdo gerais e especificas podem ser amplamente modificadas. De fato,
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estudos mostram claramente que existe uma discrepancia entre os niveis de mRNAs
e proteinas (LARSSON e NADON 2008), evidenciando a significativa relevancia do
controle da expressao génica em nivel traducional.

A velocidade de traducdo pode ser alterada através da modulagdo de quantos
ribossomos se associam a cada transcrito, ou seja, o numero de unidades traduzindo
cada transcrito num determinado momento. O recrutamento do ribossomo exerce
assim papel fundamental na regulagdo da eficiéncia de traducdo (MARTINEZ-
NUNEZ e SANFORD 2016). E possivel estratificar a populagdo de mRNAs com
base no numero de ribossomos ligados (o que é proporcional a taxa de traducdo),
através de uma abordagem bioquimica de preparagdo de poli(ribo)ssomos
(MIKULITS et al. 2000). Durante a preparagdo dos polissomos, amostras de
interesse sdo colocadas sobre um gradiente de densidade e ultracentrifugadas, o que
faz com que os mRNAs que estejam ligados a varios ribossomos sedimentem mais
rapido. A amostra ¢ recolhida de maneira a isolar diferentes fragdes, contendo um
numero diferente de ribossomos ligados. Apos o fracionamento bioquimico, técnicas
de sequenciamento de ultima geragdo ou “microarrays” podem ser utilizadas para a
identificagdo de cada mRNA purificado (LARSSON et al. 2010; LARSSON et al.
2011). Durante a analise de dados, a estimativa obtida a partir da fragdo de RNA
polissomal precisa ser corrigida pelos niveis de transcrigdo basal. Isto porque a
abundancia de transcritos medida em cada fracdo sera influenciada pelas diferengas
na abundancia do mRNA total. Usando uma amostra de RNA ndo separada
bioquimicamente, uma estimativa da populacdo de RNA total pode ser obtida e
utilizada para corrigir a estimativa obtida a partir do RNA polissomal. Esta medida

pode ser entdo usada para comparar diferentes amostras (LARSSON et al. 2013).
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Nessa abordagem, genes que codificam proteinas integrais de membrana, secretadas,
residentes no limen de organelas intracelulares ou de baixa representatividade ndo
sdo perdidos (STITZIEL et al. 2004; DIEHN et al. 2006). Deste modo, o isolamento
e deteccdo de mRNAs polissomais utiliza a sensibilidade das técnicas de genomica
para, a partir de pouca quantidade de, amostra, obter um perfil de sequéncias que
reflita a expressdo de proteinas, constituindo o que ¢ atualmente chamado

translatdbmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudar o impacto do controle traducional em tumores invasivos da mama,
avaliando, por um lado, o perfil de RNAs diferencialmente traduzidos, e por outro,
alteracdes em mecanismos de controle da tradu¢cdo que possam impactar diversos

aspectos da tumorigénese.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Padronizagao de metodologia que permita a aplicagdo da translatomica em

amostras tumorais mamarias advindas de BioBanco

2 Aplicagdo da translatdmica em amostras de cancer de mama invasivo

originadas do BioBanco do A.C.Camargo Cancer Center

3 Estudos do impacto da expressdo dos fatores de traducdo eIF4E, elF4G e

elF5A no curso clinico dos tumores invasivos da mama
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo estd dividido em trés partes principais, alinhadas com os
objetivos especificos apresentados anteriormente: (1) desenvolvimento de uma nova
metodologia para a translatomica, (2) aplicacdo da técnica em amostras do
BioBanco, (3) analise da expressdao de fatores de inicio de tradugdo. Vale a pena
ressaltar que o projeto que abrange estes objetivos possui aprovacao no comité de
ética em pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center, sob o nimero de registro
1844/13B. Cada capitulo contém a descri¢cao de Material e Métodos utilizados, assim
como uma explanacao acerca dos resultados obtidos com devida interpretacao sobre
os achados deste projeto.

Por fim, a terceira parte deste capitulo contempla as analises de expressao
proteica, por metodologia de imunohistoquimica, dos fatores de tradugdo eIF4E,
elF4G e elF5A. Esta avaliagdo foi feita em diversos TMAs (do inglés — Tissue

MicroArray) previamente construidos na instituicdo, somente com tumores
de mama invasivos e que contemplassem os principais grupos moleculares (Luminal
A, Luminal B, HER2 e Triplo-Negativo). As informagdes obtidas foram
correlacionadas com os diversos dados clinicos coletadas com levantamento de
prontuarios eletronicos disponibilizados pela instituicdo. Este objetivo foi feito em

colaborag¢do com a aluna de doutorado Mayara Carolinne Silva Botelho (IQ — USP).
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3.1 PADRONIZACAO DE METODOLOGIA QUE PERMITA A
APLICACAO DA TRANSLATOMICA EM AMOSTRAS TUMORAIS

MAMARIAS ADVINDAS DE BIOBANCO

O primeiro capitulo desta se¢do, correspondente a padroniza¢do de uma nova
metodologia que permitiu aplicar a translatdmica em amostras de tecido humano
congelado e estd apresentado em forma de manuscrito ja publicado. A metodologia
classica do perfil polissomal, com a utilizagdo de um gradiente de sacarose linear,
leva a separagd@o do RNA em grande volume, tornando-se inconveniente em amostras
com baixas quantidades de RNA. Por esta razdo, foi desenvolvido um gradiente de
sacarose ndo linear, o qual concentra os polissomos de interesse em um numero
reduzido de fragdes coletadas, reduzindo, portanto, o volume utilizado. A nova
técnica possibilita o isolamento de RNA polissomal com qualidade e quantidade
suficiente para implementagdo da técnica Smart-Seq2. Desta forma, torna-se possivel
o sequenciamento de RNA polissomal em amostras tumorais originadas de
BioBanco. Este capitulo ¢ apresentado na forma de artigo cientifico ja publicado no
dia 23 de outubro de 2017. O mesmo pode ser acessado de forma online no link:
https://doi.org/10.1093/nar/gkx940. A publicacdo encontra-se disponivel na revista
Nucleic Acids Research (NRA — fator de impacto 2017: 10,16) e esta na forma de

manuscrito nesta tese para facilitar a leitura.
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ABSTRACT

Polysome-profiling is commonly used to study trans-
latomes and applies laborious extraction of effi-
ciently translated mRNA (associated with >3 ribo-
somes) from a large volume across many fractions.
This property makes polysome-profiling inconve-
nient for larger experimental designs or samples with
low RNA amounts. To address this, we optimized
a non-linear sucrose gradient which reproducibly
enriches for efficiently translated mRNA in only
one or two fractions, thereby reducing sample han-
dling 5-10-fold. The technique generates polysome-
associated RNA with a quality reflecting the starting
material and, when coupled with smart-seq2 single-
cell RNA sequencing, translatomes in small tis-
sues from biobanks can be obtained. Translatomes
acquired using optimized non-linear gradients re-
semble those obtained with the standard approach
employing linear gradients. Polysome-profiling us-
ing optimized non-linear gradients in serum starved
HCT-116 cells with or without p53 showed that p53
status associates with changes in mRNA abundance
and translational efficiency leading to changes in
protein levels. Moreover, p53 status also induced
translational buffering whereby changes in mRNA
levels are buffered at the level of mRNA translation.
Thus, here we present a polysome-profiling tech-
nique applicable to large study designs, primary cells
and frozen tissue samples such as those collected in
biobanks.

INTRODUCTION

Protein levels are modulated via a series of mechanisms in-
cluding transcription, mRNA-splicing (1), -transport (2), -

localization (3), -stability (4), ~translation (2) and protein-
stability (5). Notably, mRNA translation is the most energy
consuming process in the cell (6) and its tight control is
therefore essential (7). Consistently, mRNA translation was
suggested as the predominant post-transcriptional mech-
anism impacting protein levels (8.9) although the relative
contribution of different mechanisms affecting protein lev-
els is context dependent (10,11). Moreover dysregulation of
translation is associated with pathologies as diverse as fi-
brosis (12), cancer (13) and neurodegenerative disease (14-
17). Thus, there is a need to study translatomes (i.e. the
transcriptome-wide pool of efficiently translated mRNA) to
obtain a more complete understanding of how gene expres-
sion is modulated in both health and disease.

Regulation of mRNA translation can be global, by affect-
ing mRNAS transcribed from essentially all genes; selective,
by targeting mRNAs from a gene subset; or specific, by af-
fecting mRNA copies from a single gene (14,18). Studies of
translatomes can be used to explore the latter two contexts
as global changes in translation cannot be assessed using
relative quantification methods such as RNA sequencing
(RNAseq) or DNA-microarrays (19). Translation can be di-
vided into four phases: initiation, elongation, termination
and recycling (20). Although the elongation phase can be
regulated by e.g. cellular stress (21), most described modu-
lation of translation occurs at the initiation step, where mR-
NAs are recruited to ribosomes (20,22). When translation is
regulated via changes in initiation, a change in the propor-
tion of all mRNA copies from a single gene that are effi-
ciently translated is observed (19). Such changes appear to
be mediated via two modes of regulation: a large change in
translational efficiency from almost complete association to
almost complete dissociation with polysomes (on-off regu-
lation); or a less dramatic modulation of translational ef-
ficiency largely contained within polysomes (19). For ex-
ample, following inhibition of the mammalian/mechanistic
target of rapamycin (mTOR ), mR NAs harbouring a 5" Ter-
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minal Oligopyrimidine Tracts element (TOP-mRNAs) in
their 5" un-translated regions (5UTRs) show on-off reg-
ulation while mRNAs, e.g. encoding mitochondria-related
proteins show a shift in translational efficiency while still
largely being associated with polysomes (19). Importantly,
both modes of regulation lead to a change in the proportion
of mRNA associated with >3 ribosomes (19). This prop-
erty underlies selection of mRNAs associated with >3 ribo-
somes to represent the pool of efficiency translated mRNA
during polysome-profiling.

Polysome- and ribosome-profiling are commonly used to
study translatomes (18). Polysome-profiling involves isola-
tion of cytosolic extracts followed by sedimentation in a lin-
ear sucrose gradient (commonly 5-50% sucrose). During
centrifugation, mRNAs sediment according to how many
ribosomes they associate with and, following fractionation,
efficiently translated mRNAs (i.e. those fractions contain-
ing mRNA associated with >3 ribosomes) can be identified
and pooled. The mRNA-pool is then quantified using ei-
ther DNA-microarrays or RNAseq to derive data on trans-
latomes. The >3 ribosome cutoff for isolation of efficiently
translated mRNA could potentially result in that mRNAs
whose change in translational efficiency does not involve a
transition across this threshold cannot be identified. De-
tailed studies of mTOR sensitive translation indicate that
many mRNAs will shift across the >3 ribosome cutoff (19).
Moreover, as ribosome association is normally distributed
(19), even a shift in mean ribosome association from 1 to
3 ribosomes will involve a change in the proportion associ-
ated with >3 ribosomes (i.e. as a result of the shift of the tails
of the distributions). For the same reason, shifts from e.g.
510 10 ribosomes also involves a small shift in the amount
of mRNA associated with >3 ribosomes. Thus selection of
>3 ribosomes to represent efficiently translated mRNA has
an underpinning for studies of mammalian cells but it can-
not be excluded that some shifts cannot be observed (those
largely occurring within very high ribosome association).
During ribosome-profiling, ribosome-protected fragments
(RPFs) are generated by applying a mild R Nase treatment
and isolated using gel purification (23). RPFs are then iden-
tified and quantified using RNAseq to reveal nucleotide res-
olution ribosome location. Such data is most commonly
used to decipher patterns of ribosome positioning (24.25),
but can also be used to assess changes in translational effi-
clency.

Thus, in contrast to polysome-profiling where efficiently
translated mRNAs associated with >3 ribosomes are quan-
tified (1.e. an mRNA perspective), ribosome-profiling quan-
tifies ribosome-association (i.e. a ribosome-perspective). We
recently showed that this leads to a bias during ribosome-
profiling when mRNAs showing large changes in trans-
lational efficiency and those showing smaller shifts con-
tained within polysomes are regulated under the same con-
dition. Under these settings ribosome-profiling will, to a
larger extent as compared to polysome-profiling, bias to-
wards identification of abundant mRNAs showing larger
changes as differentially translated (26). This difference
in bias between polysome- and ribosome-profiling origi-
nates from that, during ribosome-profiling. translational ef-
ficiency is indirectly inferred by the number of RPFs, and
thus the magnitude of the shift in ribosome association is
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directly proportional to the fold-changes estimated. In con-
trast, during polysome profiling, translational efficiency is
directly estimated from amounts of efficiently translated
mRNAs associated with >3 ribosomes which results in
4 less pronounced bias (26). One limitation of polysome-
profiling is that information regarding which part of the
mRNA 1s translated is lacking. Indeed, some mR NAs such
as SLC45A4 can shift between translating the main open
reading frame (ORF) to an upstream ORF (uORF) (27).
Such changes in ribosome location can only be resolved us-
ing ribosome profiling. Ribosome-profiling can in turn not
be used to link changes in translational efficiency to tran-
scription start site usage as untranslated regions (UTRs)
are degraded during isolation of RPFs (19). In contrast
polysome-profiling allows for exploration of the impact of
5'UTRs on translational efficiency (19). Thus, polysome-
and ribosome-profiling are complementary methods neces-
sary to enhance our understanding of how translatomes are
modulated where polysome-profiling is preferred for unbi-
ased studies of changes in translational efficiency.

A technical challenge during polysome-profiling, how-
ever, 1s that the pool of efficiently translated mRNA is col-
lected in a large volume (often >3 ml) spread across 5-10
fractions. Such RNA is commonly isolated from each frac-
tion separately and pooled during re-suspension of purified
RNA pellets. For small samples, however, such extensive
dilution is problematic as it may cause sample loss. More-
over, isolation of RNA from many fractions is labor inten-
sive and, in larger experimental setups (e.g. large in vitro
experiments or studies of clinical cohorts involving hun-
dreds of samples resulting in thousands of fractions that
need to be pooled), may introduce a risk of mistakes such
as erroneous pooling of fractions and sample mislabeling.
Therefore, approaches simplifying collection of efficiently
translated mRNAs (i.e. associated with >3 ribosomes) are
warranted. Herein, we describe an optimized non-linear su-
crose gradient which collects efficiently translated mRNA
(associated with >3 ribosomes) in only one or two frac-
tions to reduce sample handling 5-10-fold and time needed
for RNA extraction by 10-20-fold. By coupling isolation of
such mRNA with RNAseq methods developed for single-
cells, we show that it is possible to derive data on trans-
latomes from small tissue samples such as those collected
in biobanks. Importantly, this approach produces very sim-
ilar data on translatomes as compared to the standard linear
gradient approach (28). Thus, polysome-profiling can now
be applied to small samples from tissues or primary cells
where RNA amount is limited.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of cvtosolic lysates from cell lines

HCT-116 p53*/*, HCT-116 p33~/~ (kindly provided by
Galina Selivanova, Karolinska Institutet) and MCF7
{ATCC HTB-22") cell lines were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and 1% L-
glutamine (Gibeo, Life Technologies). Briefly, cells (1 x 10)
were seeded in 15-cm cell culture dishes (Corning), har-
vested at 80% confluency (HCT-116p53*/* and p53~/~ cells
were also serum starved [0.1% fetal bovine serum for 16
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h prior to harvest]), lysed in hypotonic lysis buffer (5 mM
Tris-HCL, pH 7.5, 2.5 mM MgCly, 1.5 mM KCI, 100 pg/ml
cycloheximide, 2 mM DTT, 0.5% Triton, 0.5% sodium de-
oxycholate; all from Sigma Aldrich) and the cytosolic ex-
tract was loaded onto the sucrose gradient. A detailed pro-
tocol described previously (28) was applied with the mod-
ification that instead of adding cycloheximide to the me-
dia, the cell media was discarded, plates were placed on
ice and immediately washed in an ice-cold solution of 1x
phosphate-buffered saline (PBS) and cycloheximide (100
pg/ml; Sigma Aldrich).

Preparation of cytosolic lysates from tissues

All breast cancer samples were collected in the A.C. Ca-
margo Cancer Center biobank (Sdo Paulo, Brazil) under
informed consent (ethical permission 1844/13). To prevent
tissue thawing and subsequent RNA degradation, all mate-
rials including tools and plastics were kept in liquid nitro-
gen during sample processing. Tissues were pulverized us-
ing a BioPulverizer (United Laboratory Plastics) followed
by grinding in a liquid nitrogen-proof container until a fine
powder was obtained. The powder was collected and kept
on dry ice or stored at —80°C. A modified hypotonic ly-
sis buffer with a 10-fold higher concentration of cyclohex-
imide (as compared to above) was used. Also the RNase in-
hibitor (RNaseOUT, Invitrogen) was replaced by Recombi-
nant RNasin(®) Ribonuclease Inhibitor (Promega). To pre-
vent clogging, a modified 1000 pl tip (cut to get a wider
entry channel) was used to add 500-1000 pl (depending
on the size of the tissue sample) ice-cold lysis buffer to the
previously collected powder and mixed until homogeniza-
tion. The sample was further homogenized using an ice-
cold Dounce homogenizer (60 strokes using both the loose
and tight pestle) in the presence of 0.5% Triton and 0.5%
sodium deoxycholate. The homogenate was centrifuged at
maximum speed (21 500 RCF) for 2 min at 4°C in a table
top centrifuge and 50 pl supernatant was collected and di-
luted in 450 ! of nuclease-free water (referred to as cytoso-
lic RNA). TRI-reagent® (Sigma Aldrich) was added and
cytosolic RNA samples were stored at —80°C. The remain-
ing cytosolic lysate was immediately loaded on sucrose gra-
dients.

Preparation of optimized non-linear sucrose gradients

A 5X gradient buffer (100 mM HEPES pH 7.6, 500 mM
KCl, 25 mM MgCly; all from Sigma Aldrich) was used to
prepare sucrose solutions needed for the gradient: 5% (w/v),
34% (w/v) and 55% (w/v) (1x final concentration of gradi-
ent buffer [v/v] adjusted with water). A gradient cylinder
(BioComp) was used to draw a line on each centrifuge tube
at the highest level of the cylinder (corresponds to about 5.5
ml when using the Open-Top Polyclear Centrifuge Tubes[14
» 89 mm, SETON Scientific, Part No. 7030]). A 1000 p!
pipette was then used to add 2 ml of the 5% sucrose solu-
tion to the tube. Then, a syringe with a layering needle (Bio-
Comp) was used to add the 34% sucrose solution at the bot-
tom of the tube (i.e. below the 5% sucrose solution) until the
surface of the 5% solution reached the drawn line. Finally,
a 55% sucrose solution was added from the bottom of the
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tube until the interface between the 34% and 55% solutions
reached the drawn line. The tubes were then capped with
rate zonal caps (BioComp) and stored at 4°C for 2 h before
use (to standardize the time between gradient preparation
and loading of samples). All reagents were nuclease-free,

Preparation of linear sucrose gradients

The linear gradients were prepared as described (28).

Sample loading onto sucrose gradients and fractionation

First, 500 pl of sucrose solution was removed from the top
of the gradient without disturbing gradient composition.
The cytosolic lysate (~500 pl) was then layered on the sur-
face of the gradient. To precisely balance the samples for
ultracentrifugation we used 1 x hypotonic lysis buffer when
needed. The samples were centrifuged at 209 815 RCF for 2
hat4°C in a SW 41 Ti rotor and a Beckman Coulter Ultra-
centrifuge Optima L-90K. Samples were eluted using either
the gradient station (BioComp) or the Biologic LP pump
(Bio-Rad) coupled to a Model EM-1 Econo UV detector
(BioRad). Fractions (~500 pl) were collected with either
a Piston Gradient Fractionator (BioComp) coupled with a
fraction collector (Gilson) or a model 2110 fraction collec-
tor (Bio-Rad). The precise location of the fractions along
the UV-tracing was monitored using either the gradient pro-
filer v1.25 (BioComp) software or the LP Data View v1.03
(Bio-Rad). TRI-reagent® was immediately added to each
fraction and fractions were kept on ice prior to storage at
—80°C.

RNA extraction

For the optimized non-linear gradient, fractions containing
the center of the peak and the fraction towards the bottom
of the centrifugation tube (referred to as fractions 0 and +1
in the results section) were pooled and RNA was extracted
using Tri-reagent(®). For cell lines profiled using linear gra-
dients, fractions corresponding to mRNA associated with
>3 ribosomes (fractions 17-25 for the current setup, result-
ing in 9 tubes with a volume of ~500 ul each) where ex-
tracted separately using Tri-reagent® (according to the pro-
tocol of the manufacturer) and then pooled during resus-
pension of RNA pellets. RNA extraction was performed
differently depending on the source of the RNA (cell line
or tissue sample). RNA from cell lines was extracted using
Tri-reagent® and further purified with RNAeasy MinElute
Cleanup Kit (Qiagen) according to manufacturer’s recom-
mendations. For tissue samples, the extraction protocol was
modified to maximize the amount of RNA recovered: Af-
ter standard phase separation with chloroform, the upper
aqueous phase was transferred to a mixture of 2 volumes of
ethanol 99.5% and linear acrylamide (15 pg/ml; Life Tech-
nologies). The mixture was centrifuged at 4°C for 40 min
in a table top centrifuge at maximum speed (21 500 RCF)
and the pellet was dissolved in 100 pl of RNase free water.
The RNA was further purified using the RNAeasy MinE-
lute Cleanup Kit (Qiagen) according to manufacturer’s pro-
tocol. RNA quantity was measured by target-specific fluo-
rescence (Qubit, Life Technologies) and its quality assessed
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with on-chip electrophoresis using an Agilent Bioanalyzer
2100. The latter applies an algorithm to assign an RNA in-
tegrity number (RIN) to each sample. An RIN of 10 indi-
cates perfectly intact RNA.

Preparation of smart-seq2 RN Aseq libraries and sequencing

Smart-seq? was performed as previously described (29)
using 10 ng (when possible, otherwise less) of RNA as
starting material from five tissue samples (cytosolic RNA
and polysome-associated RNA isolated using the optimized
non-linear gradient) and four biological replicates of HCT-
116 p53*/* and HCT-116 p33~/~ cells serum starved (0.1%
fetal bovine serum) for 16 h (cytosolic RNA, polysome-
associated RNA isolated using the optimized non-linear
gradient and polysome-associated RNA isolated using the
linear gradient). Quality of RNAseq libraries was evalu-
ated by on-chip electrophoresis using an Agilent Bioana-
lyzer 2100. Sequencing was performed on RNAseq libraries
from cell lines and tissues separately. Prior to sequencing,
all RNAseq libraries were adjusted to a concentration of 10
nM and then pooled, clustered using cBot clustering and se-
quenced on the HiSeq2500 platform (HiSeq Control Soft-
ware 2.2.58/RTA 1.18.64, Hlumina) with a 1 x 50 bases
setup using ‘HiSeq SBS Kit v4' chemistry. After each cy-
cle, image analysis and base calling was performed using
the CASAVA software suit. Technical quality of the RNA
sequencing was assessed using MultiQC (30).

Analysis of RNAseq data

RNAseq reads from the breast cancer tissues and 4 bio-
logical replicates of serum starved HCT-116 p53*/* and
HCT-116 p53~/~ cells were mapped to the human refer-
ence genome GRCh38 using Bowtie (31) (settings: -a -
m 1 ~best —strata -n 2 -1 28). The rpkmforgenes script
(32) was used to quantify gene expression (with options -
readCount, -fulltranscript and -onlycoding) based on Ref-
Seq annotation. The reads per kilobase per million mapped
read (RPKM) output from the rpkmforgenes script was
used to assess quality of breast cancer RNAseq libraries.
For analysis of HCT-116 cells, genes with zero count(s) or
overlapping gene variants were excluded from the analysis
leading to a total of 8675 quantified genes. Raw counts were
scaled using TMM normalized library sizes (33) and log2
counts per million were computed using the voom func-
tion of the limma R package (34). To explore whether the
two gradient methods led to similar gene expression pat-
terns, principal component analysis was performed after
centering per gene. Each sucrose gradient method was then
considered separately to assess differential expression of
polysome-associated mRNA between HCT-116 p53*/* and
HCT-116 p53~/~ cell lines. Differential expression analy-
sis was performed using 1-tests applying RVM (Random
Variance Model) (35), including the replicate number as
factor in the models as implemented in the anotalseq R
package (available at Bioconductor). P-values were adjusted
using the Benjamini-Hochberg (BH) method (36) and a
false discovery rate (FDR) < 0.1 was considered signifi-
cant. The correlation of log2 fold changes between HCT-
116 p33*/* and HCT-116 p53-/~ obtained using linear and
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optimized sucrose gradients was assessed using the Spear-
man rank correlation coefficient. The different modes of
regulation of gene expression associated with p33 status
were then identified using the optimized gradient data. To
this end, polysome-associated mRNA from optimized non-
linear sucrose gradients and cytosolic mRNA data were re-
normalized as described above. A previously described gene
signature of p33 transcriptional targets (37) was used to
characterize expected differences between HCT-116 p53*/*
versus HCT-116 p53~/~ cells. Anotaseq allows for iden-
tification of differences in translational efficiency affecting
protein levels and buffering. The replicate number was in-
cluded as a covariate in the linear models. Unrealistic mod-
els of differential translation and buffering were excluded
(the filtering criteria in the anota2seqSelSigGenes function
were s follows: maxSlope = 1.5, minSlope = -0.5, deltaPT
= log2(1.2), deltaP = log2(1.2) for translation and maxS-
lope = 0.5, minSlope = -1.5, deltaT = log2(1.2), deltaTP
= log2(1.2) for buffering. Genes with an FDR < 0.25 (a
relaxed FDR threshold was used to obtain a sufficiently
large number of identifiers in each regulatory pattern to al-
low for sensitive Gene Ontology [GO] enrichment analysis)
were selected for GO enrichment analysis. Only GO terms
(from the Biological Processes ontology) with 5 to 500 genes
were considered for hypergeometric tests using GOstats (35)
where ‘conditional’ was set to FALSE (the structure of the
GO graph is not considered in the tests). Only processes an-
notated to at least five genes in a regulatory pattern were
considered. The significant GO terms (FDR < 0.05) of each
set (translation up, translation down, buffering up, buffer-
ing down, abundance up [i.e. congruent up-regulation of cy-
tosolic and polysome-associated mRNA levels] and abun-
dance down) were visualized in a heatmap (row dendrogram
shows unsupervised clustering using default method of the
gplots:heatmap.2 function) (36). All analyses were done us-
ing R version 3.3.1.

RESULTS

Design of an optimized non-linear sucrose gradient for isola-
tion of efficiently translated mRNA

Because polysome-profiling with linear gradients requires
extraction of RNA from many fractions per sample to iso-
late efficiently translated mRNA (Figure 1A), we consid-
ered alternative approaches. As many mRNAs show con-
tinuous shifts in translational efficiency within polysomes,
pelleting ribosomes would not allow for estimates of their
changes in translational efficiencies as such mRNA would
be pelleted when associated with at least 1 ribosome. In-
stead we reasoned that a high percentage sucrose solution
below an intermediate concentration sucrose solution could
potentially enrich for efficiently translated mRNAs (asso-
ciated with >3 ribosomes) at the surface of the high per-
centage sucrose —if the optimal sucrose concentrations were
identified. This would allow for elution of efficiently trans-
lated mRNA in a smaller volume as compared to the stan-
dard linear gradient. While 55% sucrose essentially halts
polysome sedimentation, we searched to identify a second
sucrose concentration that would allow for such enrichment
at the 55% sucrose surface. We therefore examined the lin-
ear relationship between the log; number of associated ri-
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Figure 1. The linear and optimized non-linear gradients. (A) Polysome profiling using a linear 5% to 50% sucrose gradient. Cytoplasmic RNA is extracted
and loaded on the linear gradient. Following ultracentrifugation, 408 and 608 ribosome subunits, the 808 monosomes, and polysomes are separated
(schematics show UV tracing at 254 nm across the sucrose gradient), Efficiently translated mRNA is isolated from polysome-fractions containing mRNA
associated with more than 3 ribosomes. This corresponds to a sucrose concentration of 34%. (B) The optimized non-linear sucrose gradient is made of
layers of §%, 34% and 55% sucrose. The purpose is 10 collect mRNA associated with more than three ribosomes at the surface of the 55% sucrose solution.

bosomes and sedimentation distance (19). This allowed us
to calculate the sucrose concentration that separates mR-
NAs associated with three ribosomes from those associated
with four ribosomes in a linear gradient (Figure 1B; equals
to 34% sucrose). To facilitate entry into the gradient, we
added a third sucrose layer of 5% sucrose on the top of the
34% sucrose. We next attempted to determine the appro-
priate volumes of each of the sucrose layers. The objective
was to position the surface of the 55% sucrose close to the
top of the tube (to reduce time needed for elution) while
still allowing a sufficient volume of 34% sucrose for good
separation between efficiently (>3 ribosomes) and less effi-
ciently translated mRNA. A highly reproducible approach
for generating layers of sucrose is to start by adding the low-
est concentration of sucrose solution to the tube and then
add increasingly higher sucrose concentrations at the bot-
tom of the tube; thereby displacing the lower concentration
sucrose solution(s) towards the top of the centrifuge tube
(28). While the first layer of 5% sucrose can be added by
volume directly to the tube, additional volumes for the re-
maining layers are best determined by monitoring the in-
terface between layers and let these reach a certain posi-
tion in the tube. It is essential that this position can be re-
producibly indicated on the tube and we therefore used the
same approach as when making a linear gradient using the
BioComp gradient maker, whereby a cylinder is used to in-
dicate the desired level on the tube (28). Our initial test of
the optimized non-linear gradient indicated separation of

408, 608 ribosomal subunits and the 808 monosome fol-
lowed by a peak at the interface between the 34% and 55%
sucrose solutions (Figure 2A).

Reproducible isolation of efficiently translated mRNA using
the optimized gradient

We noticed that the width of the peak at the interface be-
tween the 34% and 55% sucrose layers increased with the
time between preparation of the gradient and centrifugation
of the sample, consistent with that a local gradient is formed
at the interface between the 34% and 55% sucrose solutions.
We therefore standardized the time between preparation of
the gradient and layering of the sample to 2 h (which is
sufficient to prepare lysates to load onto the gradient). We
next sought to explore the nature of the fractions surround-
ing the large peak at the 34% and 55% sucrose interface to
assess whether this peak indeed is enriched for mRNA as-
sociated with >3 ribosomes. To this end, we used a large
batch of cells (12 plates [15 cm] of MCF7 cells) and sedi-
mented their lysate on the optimized non-linear gradient.
The major area of the peak between the 34% and the 55%
sucrose was spread across 3 fractions (Figure 2A). We des-
ignated the fraction containing the center of the peak as 0
and those toward the 34% sucrose as —1 (etc.) while those
toward the 55% sucrose as +1 (etc.; Figure 2B). The vast
amount of RNA used asinput allowed us to collect five frac-
tions surrounding the peak between the 34% and the 55%
sucrose solutions and dilute these 7-fold to enable a run of
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Figure 2. Identification of fractions from the optimized non-linear sucrose gradient that reproducibly contain mRNA associated with >3 ribosomes, (A)

Cytosolic lysates from MCF7 cells were sedimented on an optimized non-linear sucrose

gradient or a linear sucrose gradient in parallel. Subsequently,

the nature of the large high peak from the optimized non-linear sucrose gradient was explored using a linear sucrose gradient which indicated a strong
enrichment of mRNA associated with >3 ribosomes (compare upper right tracing to lower right tracing). The positions of the sucrose layers for the
optimized non-linear gradient are indicated by arrows in the tracing. (B) Multiple fractions from the optimized non-linear gradient were evaluated on linear
gradients similar to (A). The fraction at the center of the peak was designated 0 and fractions towards the right or left of fraction 0 were assigned positive
or negative numbers, respectively. Shown is also the profile from a linear gradient processed in parallel. The vertical lines indicate fractions containing >3

ribosomes (designated ‘>3’ in figure).

each fraction separately on the standard 5-50% linear su-
crose gradient (diluted to prevent samples from sinking into
the linear gradient; Figure 2A). In addition, we generated
a new cytosolic lysate (from 2 additional plates of MCF7
cells cultured in parallel with those used for the non-linear
gradient) and loaded this on a linear gradient as control.
As shown in Figure 2B, fraction 0 and +1 are strongly en-
riched for mRNA with >3 ribosomes while fraction —1, al-
though still enriched for efficiently translated mRNA, show
relatively more mRNA associated with <3 ribosomes. This
pattern was observed in two additional independent exper-
iments (Supplementary Figure S1). We therefore concluded
that collection of fractions containing the center of the peak
(i.e. 0) and the one further towards the bottom of the tube
(i.e. +1) allows for isolation of a pool of mRNA that is
strongly enriched for those associated with >3 ribosomes.
This allows collection of efficiently translated RNA in just
two fractions. After pooling these fractions (i.e. 0 and +1)
and splitting them into one sample for processing and one

sample as backup, the procedure allows for downstream
processing of a single tube containing efficiently translated
mRNA.

The optimized non-linear gradient allows for consistent isola-
tion of high quality RNA

A concern is that application of the optimized non-linear
gradient leads to a reduction in the amount of isolated effi-
ciently translated mRNA. To assess this, and to validate that
high quality RNA can be reproducibly obtained, we used
two cell lines that differ in their p33 status (HCT-116 p53*/*
and HCT-116 p53-/~) (Supplementary Figure S2A). We
serum-starved the cells (16 h) as translation is commonly
modulated during cellular stress and this setup would al-
low us to assess whether p33 status affected such responses.
Serum starvation had a comparable effect on global trans-
lation for the two cell lines as judged by a similar reduc-
tion in polysome-associated RNA coupled with an increase
in 808 and free ribosome subunits (Supplementary Figure
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82B). To allow for a rigid comparison between the stan-
dard linear gradient and the optimized non-linear gradi-
ent, we prepared cytosolic lysates from six plates (15 cm)
from each cell type and divided the lysates equally between
the optimized non-linear gradient and the linear gradient.
We then collected fractions corresponding to mRNA asso-
ciated with >3 ribosomes from the linear gradient and peak
0 and +1 from the optimized non-linear gradient. We re-
peated the experiment four times and measured the RNA
quantity. The optimized non-linear gradient and linear gra-
dient allowed for isolation of similar amounts of efficiently
translated mRNA (Figure 3A). Assessment of the quality
of extracted mRNA by RNA Integrity Number (RIN: Agi-
lent Bioanalyzer) showed that both gradients allow for con-
sistent isolation of essentially perfectly intact RNA (RIN
> 9.5; Figure 3B). Thus, the optimized non-linear gradi-
ent and linear gradient show similar performance in terms
of quality and quantity of the isolated efficiently translated
RNA.

The optimized non-linear gradient and the linear gradient
generate similar data on translatomes

Ideally, data on translatomes from the optimized non-linear
gradient should be similar to those obtained using the stan-
dard approach employing linear gradients. To evaluate this,
we determined translatomes from serum starved (16 h)
HCT-116 cells with and without p33 (as described above).
To mimic a situation observed in tissue samples or primary
cells, where obtained RNA amounts are often limited, we
employed smart-seq2 developed for single-cell RNAseq (29)
and used 10 ng of RNA as input. Smart-seq? libraries were
prepared using efficiently translated RNA obtained using
linear gradients and optimized non-linear gradients; and
cytosolic RNA as input. Following sequencing and data
processing, we used principal component analysis to ex-
plore the major sources of variation in the data set. Absence
of a highly ranked PCA component (by percentage of ex-
plained variance) showing differences between techniques
used to prepare efficiently translated RNA would indicate
that methods are comparable. As expected during analy-
si§ of polysome-profiling data, the first component captur-
ing the main source of variance (52.1%) relates to RNA
source such that cytosolic mRNA samples separate from
polysome-associated mRNA samples. The second (16.7%
of the variance) and third (6.1% of the variance) principal
components separate samples according to replicate (no-
tably the need to adjust for run-bias during analysis was
recently identified (12)) and p53 status, respectively (Fig-
ure 4A). Thus, the absence of a highly ranked component
showing differences between the optimized non-linear gra-
dient and the linear gradient is consistent with that gradi-
ents produce similar data on translatomes. To further sub-
stantiate this observation, we compared gene expression be-
tween HCT-116 p53*/* and p53-/~ cells using data from
polysome-associated mRNA isolated from the optimized
non-linear sucrose gradient or the linear gradient separately.
At an FDR threshold of 0.1, the optimized gradient ap-
proach was associated with more differential expression as
compared to the linear gradient method (Figure 4B). More-
over, nearly all mRNAs identified by the linear gradient
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were also identified by the optimized non-linear gradient
(Figure 4C). Furthermore, the fold-changes obtained be-
tween HCT-116 p53*/* and p53-/- cells when applying the
two approaches showed high correlation (Spearman coeffi-
cient: 0.74, Figure 4D). Consistently, the difference between
the two techniques was the obtained FDRs rather than the
fold changes such that lower FDRs were obtained when us-
ing the optimized non-linear gradient (Figure 4E). This is
consistent with that the optimized non-linear gradient gen-
erated data of lower variance as compared to the linear gra-
dient. We therefore conclude that the optimized non-linear
gradient will provide similar data on translatomes as com-
pared to the standard linear gradient.

P53 status affects gene expression via multiple mechanisms
including translational buffering

Next we sought to determine how p53 status affects gene
expression under serum starvation at multiple levels includ-
ing mRNA abundance (i.e. congruent changes in cytoso-
lic and polysome-associated mRNA levels—which is con-
sistent with altered transcription or mRNA stability); and
translational efficiency affecting protein levels (i.e. a larger
change in polysome-associated mRNA as compared to cy-
tosolic mRNA) or buffering (wherein polysome-associated
mRNA levels remain largely unchanged despite altered cy-
tosolic mRNA levels). Translational buffering is distinct
in the sense that it acts to maintain protein levels con-
stant while the former two modes of regulation will influ-
ence protein levels. The recently developed anota2seq algo-
rithm efficiently identifies and separates these three regu-
latory modes and was employed for analysis. As expected,
genes whose transcription was previously identified as sen-
sitive to p53 activity (37) showed increased cytosolic mRNA
levelsin pS3*/* as compared to p53~/~ cells (Figure 5A). In-
terestingly, changes in polysome-associated mRNA quan-
tified from the optimized non-linear sucrose gradient were
more abundant, as judged by the number of mRNAs show-
ing low FDRs for p33-status dependent expression, com-
pared to changes in cytosolic mRNA levels (Figure 5B).
Consistently, more mRNAs showed modulation in trans-
lational efficiency affecting protein levels (682 mRNAs) as
compared to changes in mRNA abundance (438 mRNAs;
Figure 5C; Supplementary Table S1). Intriguingly many
changes in cytosolic mRNA levels were buffered at the level
of mRNA translation (373 mRNAs; Figure 5C; Supple-
mentary Table S1). Thus, the optimized non-linear gradi-
ent in combination with Smart-seq2 and anota2seq analy-
sis efficiently interrogates the impact on p33 status on mul-
tiple gene expression programs and highlights a key role
of mRNA translation in regulating gene expression un-
der cellular stress induced by serum starvation. To gain in-
sights into whether different modes of regulation target dis-
tinct cellular functions (i.e. a division of labor pattern) or
whether there is a large overlap with regards to which func-
tions are affected, we searched for an over-representation
of genes with shared functions as defined by the gene ontol-
ogy consortium (38). Indeed, mRNAs that showed congru-
ently increased cytosolic and polysome-associated mRNA
levels in p53*/* cells were enriched for functions includ-
ing those related to extracellular matrix, development and
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Figure 3. Assessing the quality and quantity of RNA isolated with linear or optimized non-linear gradients. (A) Mean (error bars correspond to standard
deviations) amount of RNA (loga ng) from quadruplicate experiments using linear or optimized non-linear gradients for both HCT-116 p53*/* and HCT-
116 p53™/~ cells (the cytosolic lysate obtained from three 15 cm plates of 80% confluent cells was applied to each gradient). (B) Obtained RNA integrity
numbers (RIN) for samples processed using linear and optimized non-linear gradients (same experiment as A).

migration. Moreover, genes whose cytosolic mRNA levels
were buffered at the level of translation were enriched for
neural related functions (Figure 5D; Supplementary Table
§2). Thus, there appears to be selectivity with regards to
which cellular functions are targeted by which gene expres-
sion mechanism (Figure 5D).

Polysome-profiling of bio-banked breast cancer tissues using
optimized non-linear gradients and smartSeq2

To comprehensively evaluate the non-linear sucrose gra-
dient for isolation of efficiently translated mRNA from
biobanked tissue samples, we 1dentified a cohort of 161
breast cancer tissues and applied the optimized non-linear
gradient to isolate their efficiently translated mRNA. The
sizes of the tissue samples were not recorded in the biobank
but estimated to vary between <30 to ~100 mg. We could
consistently identify the 0 and +1 fractions in the profiles
obtained from the non-linear gradient (Supplementary Fig-
ure 83). These fractions were pooled and split into one
assay- and one backup-sample. The assay-sample was then
subjected to RNA extraction and the quality of the iso-
lated cytosolic and polysome-associated R NA was assessed.
There was a correlation between the RINs of the two RNA
pools (Pearson correlation = (.66, Figure 6A). RINs for ef-
ficiently translated mRNA were higher (i.. indicating more
intact RNA) as compared to those observed in cytosolic in-
put samples (Figure 6B). This shows that a low RIN for the
pool of efficiently translated RNA is not caused by the iso-
lation technique, but rather by lower initial RNA quality
in those tissue samples. Many of these samples generated
very low RNA amounts (<1 ng/ul and <10 ng in total)
and hence application of protocols adopted for single cell
sequencing would be essential to generate translatomes. In-
deed, application of Smart-seq2 to a subset of these samples
generated RNAseq libraries amendable for RNAseq (Sup-

plementary Figure 83). To ensure that these libraries indeed
are of sufficient quality to comprehensively quantify trans-
latomes we performed RNA sequencing of efficiently trans-
lated and cytosolic RNA from the set of five breast cancer
tissues from Supplementary Figure S3 (Supplementary Fig-
ure $4). This revealed high technical quality of the result-
ing sequencing data (Figure 6C). Moreover, we obtained
high coverage of the breast cancer translatomes as judged by
that mRNAs from >12 000 genes showed an RPKM 0.2
(which represent a lower limit of detection (32)) and >10
000 genes had an RPKM > 1 (Figure 6D). Thus, combining
the optimized non-linear gradient with single cell RNAseq
protocols allows for comprehensive exploration of trans-
latomes in small tissue samples from biobanks.

DISCUSSION

Many studies show that translational control can have dra-
matic effects on the proteome (22). This mode of regula-
tion is prevalent following e.g. various stresses and modu-
lation of key cellular pathways such as the mTOR pathway
(18). Given the pivotal role of cell signaling and stress in
human diseases, the translatome is expected to be modu-
lated under a range of pathological conditions. Yet, trans-
latomes are vastly understudied as compared to transcrip-
tomes. This includes human tumors where such data are, to
our knowledge, lacking (18). This likely reflects that while
genome wide approaches for measurements of transcrip-
tomes are relatively easy to apply, methods for studying
translatomes have not scaled well to larger sample collec-
tions. Although polysome-profiling is the preferred method
for studies of changes in translational efficiency as com-
pared to ribosome-profiling when the precise location of ri-
bosomes is of lesser importance (19), both these techniques
are highly laborious and therefore challenging to apply in
large studies. Here, we focused on one aspect of polysome-
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profiling which makes it inconvenient, namely that the pool
of efficiently translated RNA is obtained in a large vol-
ume distributed across multiple fractions that need to be
collected and pooled (28). When studying translatomes in
small tissue samples or primary cells (39,40), this poses a
major limitation by leading to extensive dilution of the ef-
ficiently translated mRNA, which may cause sample loss
and technical variability that may undermine reproducible
quantification of the translatome. We addressed these issues
by introducing an optimized non-linear sucrose gradient,
which allows for consistent isolation of efficiently translated

mRNA associated with >3 ribosomes in only one or two
fractions. The ability to isolate efficiently translated mRNA
enriched for mRNA associated with >3 ribosomes is im-
portant to capture shifts in translational efficiency that are
largely contained within polysomes. Changes in translation
of such genes will be more difficult to detect using e.g. pull-
down or pelleting approaches, as association with one ri-
bosome is sufficient for isolation of such RNA. As a re-
sult, those approaches will likely be biased towards iden-
tification of mRNAs showing on-off regulation. By apply-
ing these approaches we assessed the effect of p53 status
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under cellular stress induced by serum starvation. It 18 im-
portant to consider that although the cells we used differ
1n p53 status they likely exhibit additional genetic and epi-
genetic differences accumulated during their in vitro cultur-
ing. As a result, the changes in gene expression that we ob-
serve may not be directly linked to p53. Nevertheless, con-
sistent with previous literature, we identify a prominent role
for changes in translational efficiency affecting protein lev-
els depending on p53 status/activity (41-43). In addition,
we highlight translational buffering as a prevalent mecha-
nism that will further decouple mRNA levels from protein
levels. Although translational buffering was initially identi-
fied in yeast (44-46), it has been observed in a limited set
of mammalian models (10,47). This raises the possibility
that translational buffering is an overlooked mode of reg-
ulation that the cell can utilize to maintain protein levels
constant despite fluctuations in mRNA levels. Such a role
of post-transcriptional control of gene expression was pre-
viously suggested from studies showing that protein levels
are more consistent across species as compared to mRNA
levels (48,49). Thus, translational buffering may be one un-
derlying factor for this observation, yet the mechanisms and
scope of translational buffering remain obscure.

We also introduced single-cell sequencing protocols
for quantification of efficiently translated mRNA, as the
amounts of purified RNA can be scarce. Similar to when ob-
taining translatomes from limited numbers of primary cells
(40), this 1s essential to allow for studies of translatomes us-
ing biobank tissue samples as the amount of RNA isolated
from such samples appears to be insufficient for standard
RNAseq protocols. Although the presented approach al-
leviates some of the issues with polysome-profiling it does
not circumvent the need of sucrose gradients which is still a
limiting factor when planning large studies of translatomes.
Nevertheless, this approach made it possible for us to pro-
cess > 150 tissue samples. Thus, polysome-profiling can now
be applied to collections of small tissue samples or primary
cells.
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3.2 APLICACAO DA TRANSLATOMICA EM AMOSTRAS DE
CANCER DE MAMA INVASIVO ORIGINADAS DO BIOBANCO DO

A.C.CAMARGO CANCER CENTER

Uma vez que a técnica utilizando um gradiente de sacarose nao linear foi bem
estabelecida, a técnica foi aplicada a uma abrangente casuistica com amostras de
cancer de mama invasivo foi recrutada no BioBanco do A.C.Camargo Cancer
Center. Os resultados referentes a este objetivo sdo descritos na segunda parte deste
capitulo.

Primeiramente, foram coletados todos os dados clinicos, histopatoldgicos e
moleculares de cada amostra selecionada no BioBanco da instituicdo. Paralelamente,
todas as amostras foram processadas para a aplicagdo na técnica de perfil polissomal,
com subsequente extragdo de RNA. O RNA extraido foi utilizado para a geragao de
bibliotecas para sequenciamento com a tecnologia Smart-seq2.Esta etapa foi
realizada pelo aluno durante um periodo de estigio em pesquisa no exterior
(Processo BEPE FAPESP n° 2015/11245-0) em colaboracdo com o grupo de
pesquisa do Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet). Entretanto, apos esta etapa, sao
necessarias diversas analises com técnicas de bioinformatica que, em decorréncia do
tamanho de nossa casuistica, tornaram-se extensas ¢ complexas. Por este motivo, esta
fase do projeto estd sendo realizada pelo colaborador e os resultados de expressao

génica ndo serdo apresentados nesta tese.
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3.2.1 Materiais e Métodos
3.2.1.1 Amostra
Foram incluidos 306 casos, nos quais as pacientes (somente do sexo

feminino) tenham sido diagnosticados com carcinoma ductal ou lobular da mama
entre os anos de 2000 a 2014, sem tratamento prévio (neoadjuvancia), que possuam
prontuarios eletronicos disponiveis e cuja amostra esteja presente no BioBanco do
A.C.Camargo Cancer Center. Além disso, somente foram utilizadas amostras com,
no minimo, 90% de representatividade tumoral invasiva analisada pelo patologista
responsavel do BioBanco da instituicdo (Dr. Antonio Hugo José Froes Marques
Campos).

Foram excluidas amostras de pacientes com presenga de metastase no
momento do diagndstico, casos em que as pacientes possuiam outros tumores

concomitantes, ou pacientes com idade inferior a 35 anos.

3.2.1.2 Perfil Polissomal (Preparagdo das amostras, lise e fracionamento do
MRNA polissomal)
Metodologia aplicada nos experimentos deste capitulo conforme descrito

previamente na publicacdo apresentada no Capitulo 1 desta tese (LIANG et al. 2018).

3.2.2 Resultados e discussao deste objetivo

Para este objetivo foram selecionadas um total de 306 amostras de carcinoma
mamario do tipo invasivo entre os anos de 2010 e 2014. Nestas amostras foi
realizado o fracionamento de polissomos e purificagdo do mRNA total e polissomal

conforme descrito na publicagdo descrita no Capitulo 1 desta tese. Entretanto, a etapa
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de isolamento de RNA total e polissomal apresentou degradacdo do material em
aproximadamente com 35% das amostras. Portanto, neste momento 194 amostras
encontram-se em fase de analises por bioinformatica no laboratorio do colaborador
(Dr. Ola Larsson — Karolinska Institutet) e todas as tabelas descritivas que serdo

comentadas a seguir sdo relacionadas a esta casuistica, ou seja, com n = 194,

3.2.2.1 Panorama demografico, histopatologico e molecular das amostras

Apds a selegdo dos casos incluidos no estudo, foi realizada a analise dos
prontudrios e constru¢do de uma base de dados demograficos, histopatoldgicos e
moleculares. Pelo fato de as andlises de bioinformatica ndo terem sido concluidas em
tempo habil para serem incorporadas nesta tese, os dados das pacientes aqui estdo
apresentados de forma descritiva.

Assim, o banco de dados clinicos aqui descrito conta com 194 amostras. A
média de idade ao diagnostico foi de 56,4 anos e a mediana de 55,5 anos, o que esta
de acordo com a estimativa para a maior incidéncia de cancer de mama na populacao
brasileira de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA). Também, foi
observado que a média do IMC (Indice de Massa Corpérea) das pacientes foi de
26,5, sendo que mais de 61,5% das pacientes encontravam-se acima do peso ideal
(IMC > 24,9). Embora o excesso de gordura corporal ja tenha sido correlacionado
como fator de risco para o cancer de mama, este dado ndo ¢ bem estabelecido na
literatura, podendo sofrer alteragdes dependendo da heterogeneidade populacional de
cada casuistica, habitos alimentares de cada pais, entre outras variaveis
confundidoras para este tipo de interpretagio (MCPHERSON et al. 2000). Estes

dados sdo ilustrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas.

Caracteristicas demogréficas

Variavel n (%)

Sexo Masculino 0(0,0)

Feminino 194 (100)
Meédia de idade (anos) 56,4 191 (98,4)
Mediana de idade (anos) 55,5 191 (98,4)
IMC Abaixo do peso, IMC < 18,5 4(2,5)

Peso ideal, IMC > 18,5 € <24.,9 58 (36,0)

Acima do peso, IMC > 24,9 99 (61,5)
Meédia do IMC 26,5 161 (82,9)
Mediana do IMC 26 161 (82,9)

1 — Indice de Massa Corporal (massa/altura®)

Tendo em vista o tipo histopatoldgico, do total de 194 amostras tumorais, 161
(84,3%) foram classificadas como Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) e 30
(15,7%) como Carcinoma Lobular Invasivo (CLI), o que ¢ condizente com as
proporc¢des dencontradas na literatura (LAKHANTI et al. 2012; ARPS et al. 2013). Ja
a graduacdo histoldgica é baseada no método de SBR (Scarff-Blom e Richardson)
modificado (ELSTON e ELLIS 1991), que se baseia na avaliagdo da formagdo
de tubulos e glandulas, pleomorfismo nuclear e niimero de mitoses. A classificacao
se da em graus I a III, que vao de tumores bem diferenciados a pouco diferenciados,
respectivamente. Neste quesito, a casuistica deste objetivo foi distribuida em 13,1%
para grau histolégico I, 48,6% do tipo II e 38,3% do tipo III. Acreditamos que a
baixa representatividade dos tumores de grau histolégico I em nossa casuistica se
deva a um viés, causado pela pouca disponibilidade de material desses tumores para
envio ao BioBanco, por se tratarem em geral de tumores pequenos.

O estadiamento clinico foi baseado no sistema TNM (ZANETTI et al 2017).
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Em nossa casuistica aproximadamente 43,8% dos pacientes foram estadiadas como
T1 e 44,9% como T2 (SMITH et al. 2015), como esperado pelo aumento da deteccao
de tumores em estadios iniciais. Adicionalmente, 52,5% das pacientes nao possuiam
qualquer comprometimento linfonodal e 47,5% das pacientes apresentaram
classificagao N1, N2 ou N3.

Foi observado que aproximadamente 9,1% das pacientes foram a 6bito em
decorréncia do tumor até novembro de 2017. Também, a distribuicdo das pacientes
em periodo pré (44,8%) e pos (55,2%) menopausa encontra-se bastante equilibrada.
Por ultimo, aproximadamente 22% das pacientes desta casuistica ndo tinham
engravidado até o momento do diagnostico. Todas estas informagdes encontram-se

na Tabela 2.



Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patologicas.

Clinico-patolégicas

Variavel n (%)
Gravidez Nenhuma 31 (15,9)

Pelo menos 1 108 (55,7)

Sem informagao 55 (28,4)

Total 194
Menopausa Pré 82 (42,3)

Pos 101 (52,0)

Sem informagéo 11(5,7)

Total 194
Histologia cpr' 161 (82,9)

CLI 30 (15,5)

Sem informagdo 3 (1,6)

Total 194
Grau histolégico | 24 (12,4)

11 89 (45,9)

111 70 (36,1)

Sem informagao 11 (5,6)

Total 194
Grau nuclear 1 6 (3,1)

2 51(26,3)

3 135 (69,6)

Sem informagdo 2 (1,0)

Total 194
Metastase Ausente 97 (50,0)

Linfonodo 75 (38,6)

Osso 7 (3,6)

Pulméo 8(4,1)

Outros 2 (1,0)

Sem informagao 5(2,7)

Total 194
Estadiamento
T 1 78 (40,2)

2 80 (41,2)

3 20 (10,3)

Sem informagao 16 (8,3)

Total 194
N 0 94 (48,4)

1 64 (32,9)

2 21(10,8)

Sem informagao 15(7,9)

Total 194
M 0 194 (100)

1 0(0,0)

Sem informagao 0(0,0)

Total 194

1 — Carcinoma Ductal Invasivo; 2 — Carcinoma Lobular Invasivo.
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Além de dados clinicos, também foram analisados aspectos moleculares
utilizados para a classificagdo e tratamento atuais. A expressdo imuno-histoquimica
dos receptores hormonais no carcinoma ductal e lobular da mama ¢ um marcador
molecular estabelecido como indicativo de bom progndstico, com menores indices
proliferativos e possibilidade de terapia endocrina. (HARRIS et al. 2007,
HAMMOND et al. 2010). Interessantemente, ¢ descrito na literatura que a expressao
de RE ¢ RP ¢ inversamente proporcional ao grau de diferenciagdo celular e por isso
alta expressdo ¢ associada a prognodstico melhor e tumores menos agressivos com
indice proliferativo reduzido. Por este fato, no 14° Consenso de St. Gallen foi
estabelecido que tumores luminais com expressao de RP abaixo de 20% podem ser
considerados Luminal do tipo B.

No panorama molecular tragado, representado na Tabela 3, é possivel
observar que a maioria das pacientes apresente expressao positiva para os receptores
hormonais. Por isso, foi observado que em nossa amostra, aproximadamente 71%
das amostras sdo do tipo Luminal. A diferenciacdo entre luminal A e B, atualmente,
¢ feita através da avaliagdo imuno-histoquimica da expressdo do marcador Ki67.
Porém, no periodo de 2000 a 2014 (correspondente ao periodo das amostras desta
casuistica) esta determinacdo nem sempre foi pratica da rotina diagndstica e os
tumores eram somente classificados como luminais, assim, as amostras também
foram classificadas desta maneira. Caso seja necessario, apos o sequenciamento, a
expressdo do marcador Ki67 pode ser determinada futuramente. Entretanto,
utilizando o critério de expressdo em pelo menos 20% das células com o receptor de
progesterona, ja foi possivel classificar 76 amostras como Luminal B. Também ¢

possivel observar na casuistica deste trabalho que hd um total de 41 amostras
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classificadas como triplo-negativas e 11 tumores como HERZ2 puro, ou seja, sem

qualquer expressdo de receptores hormonais.

Tabela 3 - Expressdao dos principais biomarcadores para cancer de mama
determinados por imuno-histoquimica de rotina.

MOLECULAR

Variavel n (%)
Receptor estrogeno (RE) Expressa 136 (70,1)

Nao expressa 56 (28,9)

Sem informagao 2 (1,0)

Total 194
Receptor progesterona (RP) Expressa 115 (59,3)

Nao expressa 76 (39,2)

Sem informagao 3(1,5)

Total 194
HER2 Nao amplificado 133 (68,5)

Amplificado 29 (14,9)

Sem informag@o/ Duvidoso 32 (16,6)

Total 194
p33 Negativo 58(29,9)

Positivo 103 (53,1)

Sem informagao 33 (17,0)

Total 194
Classifica¢do molecular Luminal 52 (26,8)

Luminal A 11(5,7)

Luminal B 76 (39,2)

HER2 11(5,7)

Triplo-Negativo 41 21,1)

Sem informagao 3(L95)

Total 194
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Adicionalmente, existe uma alta frequéncia de amostras com Grau
Histologico II-1II (GH II-III) com expressdo imuno-histoquimica positiva para p53.

Esta distribuicdo esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo das amostras em Grau Histoldgico (GH) e positividade
para p53 por imuno-histoquimica.

n (%) p53 negativo p53 positivo total

GHI 9(16,4) 99,9 18 (12,3)
GHII - 1T 46 (83,6) 82 (90,1) 128 (87,7)
total 55(37,7) 91 (62,3) 146 (100)

3.2.2.2 Perfil polissomal com as amostras obtidas do BioBanco do A.C.Camargo
Cancer Center

Apbs a selecdo das amostras requeridas ao BioBanco do A.C.Camargo
Cancer Center, foram feitos os perfis polissomais de acordo com metodologia
publicada e descrita no primeiro capitulo desta se¢do. Na Figura 6, esta ilustrado um
perfil polissomal representativo de uma amostra, evidenciando a presenga do
primeiro pico, que corresponde a uma concentragdo de monossomos e subunidades
ribossomais (40S, 60S e 80S) e outras particulas celulares leves, e de um segundo
pico, o qual corresponde ao concentrado de polissomos com >3 ribossomos, ou seja,
mRNAs de fato que estdo sendo preferencialmente traduzidos. Vale a pena ressaltar
que, a metodologia foi reprodutivel independente da classificacdo histologica, do
tempo de armazenamento da amostra no BioBanco da instituicdo e da classificagdo

molecular.



55

M 549T

500
ul

500
ul

AN

Absorbancia 260 nm

Fracionamento

Figura 6 - Perfil polissomal representativo do grupo de amostras selecionadas.

Foi utilizado o gradiente denominado “two-step” padronizado e apresentado no primeiro capitulo desta
sec¢do. O primeiro pico corresponde ao concentrado de particulas pequenas e sem densidade suficiente
para penetrar nas camadas mais densas de sacarose. Principalmente corresponde a0os monossosmos e
subunidades ribossomais (40S, 60S e 80S). O segundo pico corresponde as particulas mais densas que
conseguem sedimentar durante o processo de ultracentrifugacdo, correspondendo, assim, ao

concentrado de polissomos com >3 ribossomos (mRNAs preferencialmente traduzidos).

Sado coletadas duas fragdes (total de 1 ml), sendo uma das fracdes a que
contém o ponto mais alto do pico correspondente aos polissomos ¢ a fracdo seguinte
(destacado em vermelho na Figura 6) Assim, espera-se evitar a primeira metade do
pico polissomal, que pode estar enriquecido em polissomos mais leves, com mRNAs
teoricamente menos comprometidos com a traducao ou que estariam no fim deste
processo. A partir deste ponto, o isolamento de RNA (citosolico e polissomal),
construgdo de bibliotecas segundo a metodologia Smart-seq2 e sequenciamento para
determinagdo da expressdo génica em cada amostra foram feitas no laboratério do

Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet).
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3.2.2.3 Extracao de RNA e construcéo de bibliotecas segundo a metodologia
Smart-seq2

Apbs a realizacdo do perfil polissomal (fracionamento celular) com as 306
amostras, 0 RNA total e polissomal de cada uma foi isolado. O material obtido foi
quantificado utilizando o kit ®Qubit RNA HS. Em 11,4% das amostras de RNA
citosolico, a concentragdo final encontrou-se abaixo do limite inferior de detec¢do do
kit. J4 nas amostras de RNA polissomal, esta taxa foi de 44,1%. Este cenario ¢é
esperado, pois considera-se que a preparagao polissomal somente fraciona uma parte
do RNA citosdlico da célula. Foram plotados os valores das quantificagdes de RNA
total e polissomal obtidos de uma mesma amostra no grafico abaixo representado
pela Figura 7. Conforme esperado, foi identificada uma associagdo entre estas duas
variaveis (R — 0,79), sugerindo que a amostra inicial (tanto em tamanho quanto em
qualidade de armazenamento) ¢ determinante para o processo de extracdo, ou seja,
amostras tumorais muito diminutas propiciam quantidades muito baixas de
macromoléculas extraidas. Uma vez que o protocolo de Smart-Seq2 pode ser
realizado até mesmo com quantidades extremamente baixas de RNA (até¢ 10 pg, o
que corresponde com RNA citosolico de uma célula eucaridtica de mamifero), este

panorama nao foi considerado um problema impeditivo para as proximas etapas.
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Figura 7 - Grafico ilustrando a correlagdo entre as concentragdes obtidas de

RNA citosolico e polissomal de uma mesma paciente. A correlagio (R) foi de 0,79,

sugerindo um grande impacto da amostra inicial utilizada na quantidade de RNA obtida durante a

extracgao.

Para avaliar os aspectos qualitativos de material obtido, o equipamento
Bioanalyzer 2100 foi utilizado com os chips RNA 6000 Pico da empresa Agilent. Em
cada chip ¢ possivel realizar micro eletroforese capilar em gel de agarose especifico
para RNA. O Software do aparelho determina uma varidvel de qualidade
denominada RIN (do inglés — RNA Integrity Number), que varia entre 0 e 10,
considerado o quao
preciso se determina cada pico no perfil eletroforético, a propor¢ao entre 18S e 28S e
o background da corrida. De uma maneira ideal, somente amostras com RIN

superiores a 8 sdo consideradas de qualidade o suficiente para serem utilizadas para
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constru¢do de bibliotecas. Entretanto, uma vez que as amostras utilizadas neste
projeto sdo advindas de armazenamento em BioBanco e sdo amostras humanas
de tecido congelado de longos periodos, certa degradacdo foi observada. Dessa
forma, um cut-off com RIN igual ou superior a 5 foi estabelecido para sele¢do das
amostras que seriam convertidas em bibliotecas para sequenciamento. A Figura 8
ilustra o perfil eletroforético de separagdo de RNA isolado de algumas amostras
representativas. Interessantemente, pode-se observar que ao se sobrepor os perfis
originais do RNA polissomal e do RNA citosoélico isolado de uma mesma paciente, é
possivel identificar um padrdo de degradagdo muito semelhante entre ambas as
amostras. Isto sugere que o perfil de degradacdo estd mais associado as
caracteristicas intrinsecas da amostra inicial do que em relacdo a metodologia
utilizada para fracionamento e isolamento do RNA. Também, ¢ possivel observar um
grande pico, somente nas amostras de RNA total, no comego do cromatograma,
indicativo do enriquecimento por miRNA, uma vez que a coluna de silica utilizada
no protocolo de purificagdo permite o resgate de até mesmo RNAs muito pequenos

como 0s miRNA.
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Figura 8 - Dois perfis representativos advindos de amostras de RNA total e polissomal, ilustrando os picos principais dos

componentes majoritarios de rRNA amplamente utilizados na avaliagcdo qualitativa em extragdes de RNA: 18S e 28S. Além disso,

também ¢é mostrado a sobreposicdo de cromatogramas de RNA total e polissomal advindos de uma mesma paciente, revelando o pico correspondente a miRNAs e

revelando o perfil de degradagdo observado para cada amostra (RNA Citosolico — curva vermelha; RNA polissomal — curva azul).
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Em uma perspectiva qualitativa, amostras de RNA polissomal apresentam
RINs mais altos em relagdo a amostra de RNA total advindas de uma mesma
paciente. Isso se deve ao fato da maquinaria de traducdo somente acessar mRNAs
integros e, assim, durante o fracionamento pela técnica de perfil polissomal grande
parte de mRNAs degradados ¢ eliminada. Entretanto, ¢ possivel observar uma
correlacdo entre a qualidade (RIN) do RNA total e polissomal isolados de uma
mesma amostra (R = 0,83), sugerindo novamente que o estado inicial da amostra
adquirida do BioBanco da instituicdo tem grande impacto nos resultados
experimentais obtidos. Nenhuma relagdo foi encontrada entre o RIN alcangado e a
classificagdo molecular (Luminal A, Luminal B, HER ou Triplo Negativo) da
amostra. Tais consideragdes sdo ilustradas na Figura 9. Vale a pena mencionar que
foi explorada a relagdo entre o tempo de armazenamento da amostra e a qualidade
das macromoléculas extraidas. Nao foi encontrada nenhuma correlagdo, ou seja, a
metodologia € aplicdvel mesmo em amostras com intervalo maior de armazenamento

no BioBanco da institui¢ao (Lupinacci FCS, dados ainda ndo publicados).
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Figura 9 - Relacdo qualitativa do RNA (RIN) com a fracdo de origem (total ou
polissomal) e subtipo molecular e andlise da relagdo qualitativa entre RNA total

(& polissomal de uma mesma amostra. No primeiro grafico é mostrado a associagio entre o

RIN obtido por amostra de RNA isolada e a classificagdo molecular de cada paciente. Além disso, no
grafico da esquerda, é possivel observar a associagdo entre o RIN do RNA polissomal e do RNA total
advindos de uma mesma paciente, ou seja, sugerindo uma forte associagdo entre estas duas variaveis e
revelando o impacto das caracteristicas da amostra de tecido inicial nos resultados experimentais

obtidos.

Em resumo, 388 amostras (194 pacientes, ou seja, 194 amostras de RNA
citosolico + 194 amostras de RNA polissomal) com RIN igual ou superior a 5 foram
obtidas apos isolamento do RNA de todas as amostras, as quais foram integralmente
convertidas em bibliotecas para sequenciamento. Amostras com RIN inferior a 5
foram consideradas degradadas e sem qualidade suficiente para sintese de bibliotecas
representativas. Também, até mesmo as amostras com concentragdes indetectaveis
pelo sistema Qubit de quantificagdo foram utilizadas para construcao de bibliotecas.

E importante mencionar que na casuistica existiam 42 amostras de tecido
normal pareado, que foram fracionadas e tiveram RNA citosolico e polissomal
extraidos. Estes tecidos normais eram caracterizados por tecido adjacente (borda) ao
tumor. Entretanto, inesperadamente, somente 4 amostras normais ndo se encontraram

completamente degradadas e, por este motivo, ndo foram utilizadas na proxima etapa
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do projeto. Nao foram encontradas justificativas que pudessem sugerir a possivel
razdo pela qual somente as amostras advindas de tecido normal (adjacente do tumor)
foram quase 100% degradadas. Foi considerado que no tecido mamario,
normalmente o tecido adjacente ¢ tecido adiposo, caracterizado por ser menos

celular, o que pode ter contribuido para esse achado.

3.2.2.4 Sintese de bibliotecas por meio da metodologia Smart-seq2

A técnica SmartSeq2 foi desenvolvida por PICELLI et al. (2014a) e permite o
sequenciamento de alguns picogramas de RNA, tendo sido especialmente importante
para a adaptacdo da técnica de translatomica para a utilizagdo em amostras de
pequeno tamanho.

A transcrigdo reversa (TR) ¢ dedicada a converter todo RNA utilizado como
material de partida para cDNA usando oligo-dT. Com esta estratégia ¢ possivel
converter somente mRNAs para cDNA, diminuindo a contaminagdo com outro tipo
de material genético. A reagdo de TR usa a enzima Moloney murine leukemia (M-
MLYV), que adiciona 3 citosinas (C) na por¢do 3'da nova fita de cDNA. Esta
propriedade ¢ levada em consideragdo para desenhar um primer (“locked nucleic
acid (LNA)- template swtich oligo” - TSO) que contém em sua estrutura 2
riboguanosinas (RNA- rGs) na segunda e terceira posicdo € uma guanosina
modificada quimicamente na primeira posi¢do (PICELLI e colaboradores 2014),
promovendo a ligacdo de forma estavel nas 3 citosinas adicionadas durante a RT.
Assim, apods a conversdo dos transcritos para cDNA ¢ adicionado o LNA-TSO para
permitir a pré-amplificacdio do material. Apds a transcricdo reversa ser finalizada,

uma PCR convencional ¢ feita para uma segunda rodada de amplificacio do cDNA
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obtido. Quando concluidas as duas reagdes, perfis eletroforéticos sdo gerados e
revelam um enriquecimento grande na regido entre 1000-2000 pb, o que corresponde
a média de tamanho da maioria dos mRNAs presentes numa célula humana.

Depois da sintese e amplificagdo do cDNA, ¢é necessario clivar o material
obtido em fragmentos menores para permitir o sequenciamento. Entdo, ¢ realizada
uma reagdo de fragmentacdo, desenvolvida para que permita uma segunda
amplificacdo do material fragmentado. Para isso se utiliza a transposase Tn5 que ¢
capaz de clivar o DNA de forma aleatéria, gerando fragmentos de 300 pb ¢ ao
mesmo tempo incorporar elementos transponiveis de sequéncia conhecida. Quando
finalizada a reagdo de fragmentagdo, uma segunda PCR ¢ realizada, amplificando
todo material obtido. Os primers usados nesta PCR hibridizam nos elementos
adicionados pela Tn5 em cada fragmento e também possuem em suas estruturas
sequéncias Unicas chamadas de indexes, as quais permitem o rastreio dos fragmentos
e associacdo com uma amostra inicial especifica.

A primeira etapa desta metodologia ¢ sintetizar cDNA a partir do RNA
isolado previamente. A transcricdo reversa foi feita com todas as 388 amostras
selecionadas para esta etapa com sucesso. Todas as reagdes foram feitas com 2 ng de
RNA como quantidade de partida. Em amostras com concentragdes indetectaveis, 2
uL da amostra de RNA foram utilizados, uma vez que este ¢ o volume maximo de
amostra que pode ser utilizado nesta reagdo, de acordo com a metodologia
padronizada por PICELLI et al. (2014). Apds a reagdo de transcrigdo reversa, uma
reacdo de PCR ¢ feita para amplificar o material obtido (cDNA) e o nimero de ciclos
¢ baseado na quantidade, em massa, de material utilizado no inicio, uma vez que

quanto menos material disponivel maior a necessidade de se aumentar a quantidade
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em ciclos desta reagdo de PCR. Entretanto, como ¢ sabido que a eficiéncia em toda
reacdo de PCR ¢ inversamente proporcional ao tamanho do molde, ¢ recomendado
manter o numero de ciclos no menor valor possivel, evitando assim, qualquer viés
causado pelo excesso da amplificacdo, ou seja, um excesso no numero de ciclos
poderia amplificar preferencialmente uma subpopulacdo de transcritos maiores.
Portanto, 16 ciclos foram usados em todas as reacdes de PCR feitas apos a
transcri¢do reversa. A concentragdo média obtida com a maioria das amostras foi em
torno de 10 ng/ul, o que ¢ suficiente para a segunda etapa do protocolo, pois
somente 4 ng de cDNA sdo necessarios.

Apds esta primeira etapa e a quantificacdo de cada amostra, uma analise
qualitativa foi feita. Para isso, corridas do material em eletroforese capilar utilizando
chips de alta sensibilidade para DNA foram aplicados no equipamento BioAnalyzer.
No cromatograma, ¢ possivel observar uma regido enriquecida entre 1000 — 2000 pb,
revelando amplificacdo do cDNA obtido. Este tamanho corresponde com a faixa de
tamanho médio da maioria dos mRNAs de uma célula eucaritica humana. Além
disso, os perfis eletroforético obtidos de amostras de RNA total e polissomal de uma
mesma paciente foram sobrepostos nesta etapa. Com isso, foi possivel observar o
mesmo padrdo no cDNA sintetizado com ambas as amostras advindas de uma
mesma paciente, sugerindo que a reagdo de amplificacdo estabelecida ndo apresentou
distin¢do entre o0 RNA citosélico e o RNA polissomal. Este evento evidencia que os
16 ciclos utilizados nao causaram viés de amplificagdo em decorréncia da qualidade
do material, pois o RIN associado ao RNA polissomal tende a ser maior em relagdo
ao escore obtido no RNA citosdlico. Perfis representativos desta etapa do protocolo,

juntamente com as observagoes discutidas estdo ilustrados na Figura 10.
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A proxima etapa desta metodologia ¢ a fragmentagdao do cDNA sintetizado.
Conforme descrito anteriormente, para isto uma transposase mutada e hiperativa,
denominada Tn5, ¢é utilizada juntamente com fragmentos de DNA especificos. Esta
enzima foi sintetizada por Picelli e colaboradores (2014), trabalho no qual os
pesquisadores realizam mutagdes sitio-dirigidas na transposase denominada Tn5 para
melhorar o processo de construgdo de bibliotecas a base de fragmentagdes (PICELLI
et al. 2014b). Os fragmentos inseridos por esta enzima sdo considerados para sintese
dos oligonucleotideo utilizados na proxima reacdo de PCR. Apos a fragmentagdo do
material, é possivel observar uma regido enriquecida entre 200-300 pb, pois a enzima
cliva o cDNA de forma randémica a cada 250 pb aproximadamente. Esta
propriedade permite a utilizacdo da Tn5 sem que ocorra a formagao preferencial de
alguns fragmentos por algum possivel reconhecimento majoritario de algum sitio. A
qualificacdo da eficiéncia desta reagdo também ¢ avaliada em eletroforese capilar e

perfis representativos estio ilustrados na Figura 11.
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Figura 11 - Perfis representativos de preparagdes de bibliotecas finais, porém

ainda sem a inser¢ao dos indexes. A regido enriquecida em torno de 200 — 300 bp ilustra uma

boa qualidade de biblioteca com a maioria do cDNA em fragmentos pequenos para serem

sequenciados de forma eficiente.
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ApOs a reacao de fragmentacao do cDNA, uma ultima reacao de PCR ¢ feita
com primers especificos para cada amostra. Cada amostra recebe, de forma aleatoria,
um par de oligonucleotideos contendo um conjunto de indexes. Cada
oligonucleotideo contém uma sequéncia capaz de anelar no fragmento inserido pela
Tn3, seguido da sequéncia denominada index e, por fim, uma sequéncia padrdo para
que os fragmentos hibridizem na plataforma do aparelho de sequenciamento. Estas
estruturas contidas nos oligonucleotideo, denominadas de indexes, sdo ferramentas
utilizadas para que, com técnicas de bioinformatica, seja possivel determinar qual
sequéncia corresponde a qual amostra. Este ponto é importante uma vez que ¢
possivel sequenciar até 96 amostras por plataforma do sequenciador. Esta
combinagdo pode ocorrer, pois existem 12 primers forward ¢ 8 primers do tipo
reverse, resultando em 96 combinagdes possiveis. As amostras foram sequenciadas
por uma facility dentro da Infraestrutura Nacional para Gendmica (Estocolmo —
Suécia), localizada em conjunto com o Karolinska Institutet.

A molaridade de cada amostra foi calculada levando em consideragdo o
tamanho médio dos fragmentos obtidos e a concentra¢do final de cada biblioteca.
Assim, todas as amostras foram diluidas para uma concentragdo final de 10 nM e
misturadas em conjuntos de, no maximo, 96 amostras. Apds esta etapa, todo o
conteudo foi sequenciado em plataformas da empresa Illumina.

Importante ressaltar que o artigo cientifico apresentado no capitulo 1 desta
tese apresenta, na Figura 6 do artigo, resultados preliminares com algumas amostras
desta casuistica de 194 amostras. Estes resultados mostram o controle de qualidade,
ilustrando a qualidade da biblioteca sintetizada e, também, demonstram a cobertura

génica comparando o RNA citoso6lico e polissomal.
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Portanto, até este ponto foi possivel demonstrar que, de forma inédita,
conseguiu-se aplicar o conceito de translatdmica em amostras tumorais humanas
advindas de BioBanco. Uma nova metodologia de perfil polissomal foi desenvolvida,
assim como todas as adaptacdes do protocolo Smart-seq2 para este projeto, que,
inicialmente, foi desenvolvido para constru¢do de bibliotecas de células unicas.
Finalmente, foi possivel o sequenciamento, entdo, do RNA citosolico e polissomal de
194 pacientes com carcinoma mamario invasivo e que foram tratadas no
A.C.Camargo Cancer Center. Entretanto, os dados de expressdo génica resultados
deste objetivo serdo divulgados por meio de publicagdo cientifica futuramente. Tais
analises tornaram-se extremamente complexas e extensas devido ao alto nimero de
amostras contempladas neste projeto e, por esta razdo, ndo se encontram

apresentados nesta tese.

3.2.2.5 Analise das taxas de traducéo determinadas por perfil polissomal com
informacdes anatomopatoldgicas das pacientes desta casuistica

Paralelamente a construcdo das bibliotecas (isolamento do RNA e sintese de
material para sequenciamento), a taxa de traducdo das amostras foi determinada.
Conforme ilustrado na Figura 6, todas as amostras foram fracionadas pela técnica de
perfil polissomal do tipo two-step (LIANG et al. 2018). Com a realizacdo da técnica
nas amostras oriundas do Biobanco do AC Camargo Cancer Center, ¢ obtido um
cromotagroma, no qual ¢ possivel observar a presenca de dois picos. O primeiro
deles corresponde a um acimulo de monossomos, ou seja, representa a identificacao
do ribossomo maduro estruturado (80S) e uma fita de mRNA. Esta estrutura celular

corresponde aos mRNAs que ndo estdo sendo mais traduzidos ou estdo em fase de
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término de traducdo, ou seja, com baixa expressdo proteica. Ja o segundo pico
corresponde aos polissomos (fitas de mRNAs com mais de um ribossomo ancorado).
Um polissomo representa um mRNA altamente traduzido, o que pode ser
interpretado como aquela populagdo de mRNAs mais importantes para o fenoétipo
celular num determinado momento.

Esta ilustragdo grafica permite uma quantificacdo da area sob a curva. Com a

utilizagdo de um software especifico (ImageJ - https://imagej.nih.gov), é possivel

determinar matematicamente, por meio da criagdo de poligonos, a area que
representa os monossomos (baixa taxa de tradugdo — nesta tese representada pelo
termo “mono”) e a area que representa os polissomos (alta taxa de tradugdo — nesta
tese representada pelo termo “poly”). Desta forma, foram quantificados todos os
perfis seguindo esta metodologia, ressaltando que o mesmo intervalo foi sempre
considerado para quantificar o pico mono ¢ o pico poly em todos os perfis.

Finalmente, a taxa de tradug¢do global das amostras foi estimada pela razao
poly/mono. Determinando-se a razdo ¢ possivel analisar todas as amostras,
independentemente de fatores como tamanho da amostra de tecido inicial e
quantidade de material de partida para realizacdo do perfil polissomal. Além disso,
analisando-se a razdo temos que quanto maior o dividendo, ou seja, maior a area dos
monossomos em relagdo aos polissomos, menor a razao obtida, indicando menor
taxa de tradugdo global. Ao mesmo tempo, quanto maior a area dos polissomos em
relacdo aos monossomos, tem-se uma razao maior, o que indica uma maior atividade
de tradugdo nas células tumorais que compunham a amostra.

Apoés determinada a taxa de tradugdo para todas as amostras (nesta tese

representada pelo termo “poly/mono”), explorou-se a relacdo entre traducdo e
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proliferagdo celular via indice mitotico, o que esta ilustrado na Figura 12. Foi
possivel observar que ao plotar-se num grafico xy a taxa de traducdo vs. o indice
mitdtico de todas as pacientes, duas populagdes podiam ser isoladas (painel A). A
melhor separagdo ocorria quando se analisava a razao entre indice mitdtico/taxa de
tradugdo com um cut-off de 8, ou seja, existe um conjunto de pacientes que apresenta
aumento de traducdo com um leve aumento no indice mitotico (representado em
vermelho na Figura 12) e um outro conjunto de pacientes que apresenta um
pequeno aumento na taxa de traducdo com expressiva ampliagdo na contagem de
mitoses (representado em azul). Considerando-se as equagdes das retas de tendéncia
destes dois grupos, conforme ilustrado no painel A e assumindo uma taxa hipotética
de tradugdo de 1 para ambos, tem-se um indice mitdtico de 25 para a populagdo azul
e 3,7 para a popula¢do vermelha (aproximadamente 6,7 vezes maior). Este mesmo
padrdo ¢ observado ao analisar-se os grupos moleculares luminal A, luminal B ¢
triplo negativo, representados pelos painéis B, C ¢ D, respectivamente. Importante
ressaltar que, pelo pequeno niimero de amostras classificadas como HER2, este

grupo foi excluido das analises.
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Figura 12 - Analise da taxa de tradugdo vs. indice mitotico. E possivel observar o

isolamento de duas populac¢des ao analisar-se a taxa de traducdo vs. indice mitotico em graficos xy. A
populagdo em azul apresenta elevadas contagens de mitose com pequenos aumentos na taxa de
tradugdo, ao passo que a populagdo vermelha apresenta grande aumentos na taxa de tradugdo com
indices mitdticos menores. O painel A apresenta uma analise com todas as pacientes, e os painéis B,
C e D apresentam a mesma analise com os grupos moleculares luminal A, luminal B e triplo negativo

respectivamente.

Este achado permite algumas inferéncias acerca do processo de traducdo na
célula tumoral. A tradu¢cdo ¢ um mecanismo altamente onerado do ponto de vista
energético para a célula e, por isso, apresenta diversos pontos de regulagdo, os quais
sdo dirigidos por fatores de traducdo (elFs). Conforme apresentado na introdugao
desta tese, a tradugdo global contempla a leitura de mRNAs importantes para todos
os processos celulares. Entretanto, existem momentos em que algumas populacdes
especificas de mRNAs engajados em processos celulares direcionados, sdo mais
traduzidas que outras, fendomeno chamado de tradugdo especifica. Um exemplo neste

cendrio ¢ o fator de traducdo elF4E, que quando superexpresso promove uma maior
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taxa de traducdo de mRNAs envolvidos com proliferagao celular (LARSSON et al.
2007).

Assim, aplicando-se os conceitos de tradugdo global e tradugdo especifica nas
analises apresentadas na Figura 12 podemos hipotetizar que na populagdo em
vermelho (com razdo baixa entre indice mitotico/tradugdo) a tradugdo esteja
distribuida de forma global entre todos os processos celulares basicos, assim, quando
aumenta a proliferacdo existe um aumento proporcional nas taxas de tradugao global.
Estes tumores possivelmente apresentam uma distribuicdo da efetividade da
maquinaria de traducdo entre os mRNAs de forma a ndo privilegiar algum grupo
especifico, como por exemplo uma excesso na tradu¢do de mRNAs evolvidos com
proliferacdo e crescimento celular.

Ja na populac@o em azul (alta razdo entre indice mitdtico/traducdo), as células
apresentam-se altamente engajadas com a proliferagdo celular, sem uma igual
correspondéncia de aumento de tradugdo. Podemos hipotetizar para esta populagao,
que haveria um descontrole traducional, com direcionamento da tradugdo para
mRNAs associados a proliferacdo celular, um indicativo de tumores de pior
prognostico.

Por este motivo foi analisada a curva de sobrevida livre de progressdo e
sobrevida global de acordo com a razdo indice mitdtico/taxa traducional. A Figura
13 ilustra as curvas de Kaplan-Meier com a sobrevida livre de progressdo. O painel
A desta figura mostra que a populagdo vermelha apresenta um prognéstico melhor
em relagdo a populagdo azul. Assim, contribuindo com a hipdtese proposta, a
populacdo que apresenta razdes indice mitdtico/tradu¢do menores, de fato possui um

melhor prognostico. Além disso, era importante analisar se o inverso também era
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verdadeiro, ou seja, se taxas de traducdo maiores estariam relacionados com um
melhor progndstico. Esta informacdo sugere que a tradugdo global (ndo
comprometida com algum processo celular como proliferagao) estaria associada com
um melhor progndstico. Interessantemente, o painel B da Figura 13 mostra que,
utilizando-se uma linha de corte de 1,4 para esta variavel, ¢ possivel observar que as
pacientes com taxas de tradugdo menores apresentam prognosticos piores nas curvas
de sobrevida livre de progressao.

Estes resultados permitem, at¢é o momento, a sugestdo que o perfil da
maquinaria de traducdo na célula pode ser um indicativo de progndstico. Tumores
que apresentam altas taxas de traducdo sem um aumento direcionado de processos
celulares como proliferagdo, teriam um comportamento menos alterado ao nivel
traducional, sendo compativel com um melhor prognéstico determinado pela
sobrevida livre de progressdo. Ao mesmo tempo, tumores mais proéximos da tradugao
especifica de populagdes de mRNAs, teriam um maior descontrole celular, o que

estaria associado a um possivel pior prognostico.
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Figura 13 — Curvas de sobrevida livre de progressdo analisando o impacto da

taxa de tradugdo. Painel A: Analise de sobrevida livre de progressio levando-se em consideragio

as popula¢des vermelha (razdo entre indice mitdtico/tradu¢do menor que 8) e azul (razdo entre indice
mitdtico/tradugao maior que 8), ilustrando que a tendéncia da tradugdo estar relacionada a proliferagdo
celular reflete um pior prognéstico. Painel B: Analise de sobrevida livre de progressdo agora
considerando apenas a taxa de traducdo do tumor, mostrando que taxas maiores de tradugdo (azul),

quando analisadas separadamente, também refletem em um melhor progndstico.

As curvas de sobrevida livre de progressdo consistem no tempo decorrido
entre o inicio do tratamento e a progressdo de doenca ou morte por quaisquer causas.

Entretanto, a sobrevida global ¢ historicamente considerada também um desfecho



76

terapéutico de grande importancia, sendo analisado como evento de interesse a morte
por quaisquer causas. Além disso, agrega maior robustez a hipdtese aqui proposta, se
os mesmos achados fossem também confirmados na analise de sobrevida global.
Assim, a Figura 14 mostra as curvas de sobrevida global, levando-se em
consideragdo a razdo indice mitotico/traducdo (painel A) ou somente a taxa de
traducdo (painel B). Foi observado que tumores que apresentam a tradugdo mais
comprometida com a proliferagdo celular apresentam pior prognostico, conforme
ilustrado no painel A, assim como tumores que apresentam taxas de tradugdo

menores, exemplificado pelo painel B da Figura 14.
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Figura 14 - Curvas de sobrevida global analisando o impacto da taxa de

tradugao. Painel A: Analise de sobrevida global levando-se em consideragdo as populacdes

vermelha (razdo entre indice mitdtico/tradugdo menor que 8) e azul (razio entre indice
mitdtico/traducdo maior que 8), ilustrando que a tendéncia da tradugao estar relacionada a proliferagao
celular reflete um pior prognostico. Painel B: Analise de sobrevida global agora considerando apenas
a taxa de tradug@o do tumor, mostrando que taxas maiores de traducdo (azul), quando analisadas

separadamente, também refletem em um melhor progndstico.

Uma vez identificada uma relagdo entre prognostico, proliferagdo celular e
traducdo, o proximo passo foi analisar estas variaveis pela perspectiva molecular do

cancer de mama, ou seja, nos grupos luminal A, luminal B e triplo negativo.
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Inicialmente, foi analisado o indice mitdtico entre estes 3 grupos moleculares. Era
previsto, conforme observado na pratica clinica desta patologia, que tumores
classificados como luminal A tivessem indices mitoticos mais baixos, seguidos pelo
tumores do tipo luminal B e triplo negativo. De fato, estas observagdes foram
detectadas nesta casuistica, conforme ilustrado no painel A da Figura 15.

Do ponto de vista da tradugdo, pelo observado até agora, tumores com menor
taxa de traducdo apresentam maiores indices proliferativos e piores progndsticos, o
que ¢ compativel com as caracteristicas dos tumores mamarios classificados como
triplo negativos. Assim, foi analisada a taxa de traducdo nos grupos mencionados
acima. Interessantemente, as pacientes classificadas como luminal A apresentam
taxas de tradugdo maiores que as pacientes do grupo luminal B e ainda maiores
quando comparadas as triplo negativas. Estas observagdes estdo ilustradas no painel
B da Figura 15.

Desta maneira, a hipotese proposta torna-se ainda mais interessante. O grupo
luminal A, classicamente descrito com melhor prognéstico (melhor sobrevida livre
de progressao e melhor sobrevida global) em comparagdo aos demais, é o grupo que
apresenta menos indice mitdtico e maior taxa de tradugdo. Paralelamente, o grupo
triplo negativo apresenta pior porgndstico na literatura desta patologia e, nos
resultados aqui apresentados, também apresenta maiores indices mitdticos € menores
taxas de tradugdo. Finalmente, o painel C da Figura 15, ilustra a razdo entre indice
mitotico/tradugdo, sumarizando o fato dos tumores luminais A apresentarem uma

menor razao, seguido dos tumores luminais B e triplo negativos.
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Figura 15 - Analise da relagdo entre indice mitético e tradugdo por grupo

molecular do cancer de mama. Os graficos foram construpidos levando-se em consideragio

um intervalo de confianga de 95% e os testes estatisticos assim como o nivel de significancia estdo
descritos abaixo de cada grafico. Painel A: Relagdo do indice mitdtico por subgrupo molecular da
doenga. Painel B: Relagdo da taxa de traducdo (poly/mono) nos diferentes grupos moleculares. Painel

C: Razdo entre indice mitdtico/tradu¢do nos grupos luminal A, luminal B, HER2 e triplo negativo,

respectivamente.

Uma andlise adicional foi feita para corroborar a hipdtese proposta até o
momento. A taxa de traducdo (poly/mono) foi relacionada com biomarcadores
importantes (RE — receptor de estrogeno; RP — receptor de progesterona; p53). O
foco foi verificar se a relacdo ja observada que tumores do tipo triplo negativo

apresentam taxas de traducdo mais baixas, também era identificada ao analisar-se a
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taxa de tradug¢do com os biomarcadores mencionados. Assim, conforme ilustrado na
Figura 16, ¢ possivel observar que RE negativo, RP negativo e p53 mutado
apresentam uma relagcdo estatisticamente significante com taxas de tradugdo mais
baixas. Este resultado era esperando, considerando que tumores classificados como
triplo negativos ndo apresentam expressao dos receptores hormonais e apresentam

maior incidéncia de mutagdes no gene p53 em relagdo aos tumores luminais.

Taxa de tradugao vs. biomarcadores histopatolégicos
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Figura 16 — Analise da relagdo entre os biomarcadores RE, RP e p53 com a taxa

de traduc;ﬁo. O grafico mostra a relacdo da taxa de traducdo (poly/mono) com os biomarcadores
RE, RP e p53. O teste estatistico, assim como os niveis de significancia estdo descritos abaixo do

grafico.



81

Por ultimo, foi analisada uma variavel clinica importante com a taxa de
tradugdo: necrose. E observado na clinica que tumores mais proliferativos e maiores
tendem a apresentar maior incidéncia de necrose. Este resultado também foi
observado nesta casuistica, conforme apresentado no painel A da Figura 17.
Interessantemente, ao analisar a taxa de tradugdo (poly/mono), foi identificado que a
auséncia de necrose esta relacionada com uma maior taxa de tradugdo e a presenca
desta variavel com uma menor atividade traducional (painel B; Figura 17).

A relagdo entre tradug@o e necrose poderia ser explicada por duas hipoteses.
Por um lado tumores que apresentaram maiores taxas de tradugdo s3o os
correlacionados com menor proliferacdo e que justamente possuem menor incidéncia
de necrose. Por outro lado, a necrose reconhecidamente causa estresse celular, o que
poderia contribuir diretamente para uma redugdo na taxa de traducdo. Por ultimo, o
painel C da Figura 17 mostra a razdo indice mitdtico/traducdo, evidenciando que
maiores indices proliferativos e menos taxas de traducdo apresentam maior

incidéncia de necrose.
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Figura 17 — Analise da relacdo entre necrose com a taxa de tradugdo. Os graficos

foram construpidos levando-se em consideracdo um intervalo de confiangca de 95% e os testes
estatisticos assim como o nivel de significancia estdo descritos abaixo de cada grafico. Painel A:
Relagdo do indice mitdtico e incidéncia de necrose. Painel B: Relagdo da taxa de tradugdo
(poly/mono) com incidéncia de necrose. Painel C: Razdo entre indice mitotico/tradugdo e

auséncia/presenca de necrose, respectivamente.

Assim, nossos resultados sugerem nas pacientes cujo tumor apresenta taxas
de traducdo menores e indices proliferativos maiores, existe uma tendéncia de pior
prognostico. Além disso, taxas de tradu¢ao maiores sdo um indicativo de melhor
prognostico. Considerando nossa hipotese de que uma traducao especifica poderia
ser um marcador de pior progndstico no cancer de mama, analisamos a expressao
protéica de 3 fatores de inicio de tradugdo, cuja alteracdo poderia contribuir para o
fendtipo observado até o momento. Estes resultados sdo apresentados no capitulo a

seguir.
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3.3 ESTUDO DO IMPACTO DA EXPRESSAO DOS FATORES DE
TRADUCAO elF4E, elF4G E elFSA NO CURSO CLINICO DOS

TUMORES INVASIVOS DA MAMA

Finalmente, este ultimo capitulo discute a expressdo proteica, identificada por
IHQ, dos fatores de tradugdo elF4E, elF4G ¢ elF5A em TMAs somente com
amostras de carcinoma mamario invasivo. Os mesmos apresentam fortes indicios
cientificos com a hipdtese de traducdo especifica. Conforme sera mostrado nesta
secdo, tais fatores estdo diretamente envolvidos com processos carcinogénicos € ja
foram relacionados, por outros autores, com o carcinoma mamario. Estas proteinas
regulam a maquinaria de tradu¢do de formas tUnicas: eIlF4E regula a traducdo geral
dependente de cap, elF4G ¢ um fator crucial para os mRNAs traduzidos de forma
dependente de IRES e eIFSA tem sido amplamente envolvido na elongagdo da
traducdo especifica de um subgrupo de mRNAs. Estas caracteristicas serdo
discutidas detalhadamente ao longo do texto e foram os principais motivos da

escolha destes fatores para o desenvolvimento desta etapa do projeto.

3.3.1 Materiais e Método
3.3.1.1 Casuistica

Para este objetivo foram selecionados 6 TMAs previamente construidos na
institui¢ao por outros pesquisadores e ja utilizados em outros projetos de pesquisa no
A.C.Camargo Cancer Center. Apos a exclusdo de todos os spots dos TMAs que nao
possuiam representatividade tumoral, ou que nao pudessem ser quantificados (por

perda tecidual durante a técnica de IHQ) e exclusdo dos casos que nao possuiam
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dados clinicos disponiveis ou levantados, um total de 278 amostras de carcinoma

mamario invasivo, sem tratamento neoadjuvante e somente do sexo feminino

restaram para as analises e conclusdes. A distribuicdo por subtipo molecular foi de:

124 amostras do tipo Luminal A (44,6%), 91 amostras do tipo Luminal B (32,7%),

22 amostras do tipo HER2 (7,9%) e 41 amostras do tipo Triplo-Negativo (14,8%).

Vale a pena destacar que foram excluidos todos os casos tratados com quimioterapia

neoadjuvante, uma vez que esta pode modificar o padrido de expressdo global. A

distribuicdo dos TMAs utilizados foi a seguinte:

a.

TMA 41 - apenas amostras de carcinoma mamdrio invasivo,
majoritariamente composto por casos classificados como ductal invasivo e
somente tumores classificados como Triplo-Negativos;

TMA 42 e 43 — amostras de carcinoma mamario invasivo, majoritariamente
composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores
classificados como Luminais (Luminal A, Luminal B HER2 negativo e
Luminal B HERZ positivo);

TMA 45 e 46 — amostras de carcinoma mamario invasivo, majoritariamente
composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores mistos
classificados como Luminais (Luminal A, Luminal B HER2 negativo e
Luminal B HER?2 positivo), Triplo-Negativos e HER2 amplificados;

TMA HER2 — amostras de carcinoma mamadrio invasivo, majoritariamente
composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores somente

com amplifica¢do do gene HER2.
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3.3.1.2 Reacao de imuno-histoquimica (As principais caracteristicas desta
metodologia estdo resumidas na Tabela 5)

As laminas foram armazendas em geladeira até o momento da reacdo com a
finalidade de preservar a estabilidade fisico-quimica das macromoléculas do
material. Todas passaram pela série de xilol 100% por 3 vezes, imergindo os cortes
completamente por 10 minutos em cada cuba. Este processo € suficiente para retirar
o conteudo de parafina presente na ldmina. Para hidratar o material, todas as laminas
passaram pela séria de etanol (EtOH) absoluto por 4 vezes, imergindo por 1 minuto
em cada cuba. Todas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos ¢ mantidas em
agua até o momento da recuperagdo antigénica. Apds este processo, cada lamina foi
ambientada com tampao PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy, 2
mM KH,PO4, H;O q.s.p.) pH=7,2 por 2 vezes de 5 minutos. A recuperagdo
antigénica foi feita com tampao a base de citrato de so6dio (Na;CgHsO7), preparado
no momento do uso, na concentracdo de 10 mM, pH=6,0. Particularmente, para cada
anticorpo utilizado neste capitulo, foi aplicada uma metodologia fisica para
recuperacdo antigénica, conforme descrito: eIF4E (Santa Cruz Biotechnology® sc-
9976) — foi feito em banho-maria a 96°C por 40 minutos; elF4G (Santa Cruz
Biotechnology® sc-133155) — foi aplicado micro-ondas por dois periodos de 5
minutos, na poté€ncia maxima, com 5 minutos de intervalo; eI[F5A (Santa Cruz
Biotechnology® sc-390202) — foi feito em banho-maria a 96°C por 40 minutos.

Para a segunda etapa da metodologia, as laminas foram resfriadas a
temperatura ambiente ¢ lavadas com agua deionizada 2 vezes por 5 minutos,
seguindo de uma ambientagdo com solugdo PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos. A

atividade de peroxidase endogena foi bloqueada utilizando solugdo de H,O,
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(peroxido de hidrogénio) 10V, lavando cada lamina 4 vezes por 5 minutos. J& as
reacdes inespecificas foram bloqueadas com solugdo de Protein Block (abcam® -
ab64226) por 5 minutos, em temperatura ambiente, dentro de cdmara timida). Os
anticorpos primarios foram aplicados por um periodo de 12 a 16 horas (overnight) a
4°C diluido em Tris-HCI1 (50 mM) pH 7,5 + 1% BSA, na seguinte titulagdo: eI[F4E —
1:100; elF4G — 1:25; eIF5A — 1:100.

A revelagio foi feita com o sistema Kit Dako® (Liquid DAB + Substrate
Chromogen System — K3468). Cada lamina foi lavada com solugdo PBS 1X pH=7,2
por 5 minutos e aplicadas com o reagente HRP link (Dako” - K4068) 1 vez por 30
minutos em temperatura ambiente dentro de cdmara imida. Apos este processo, o
material foi lavado com solugdo PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos e foi aplicado o
reagente HRP enzyme (Dako® - K4068) 1 vez por 30 minutos. Finalmente, cada
lamina foi lavada com solu¢do PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos e aplicadas com o
reagente DAB na proporcao de 1:50, conforme recomendacdes do fabricante para
revelagdo. A reacao foi parada com H,O deionizada e todas as laminas foram coradas
com hematoxilina por 1 minuto. Para andlise em microscopio do resultado, as
laminas foram montadas utilizando meio de montagem aquoso (Dako® - S3025)

seguindo recomendagdes do fabricante.
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Tabela 5 - Sumario com as principais caracteristicas e condigdes aplicadas nas
reacdes de imunohistoquimica realizadas neste capitulo.

Recuperagao Bloqueio Tempo de  Titulo do

Anticorpo Clone Fabricante
antigénica proteico incubagdo anticorpo
elF4E Monoclonal (P-2), Tampao abcam ON"4°C  1:100 Santa Cruz
coelho (sc-9976)  Citrato 10 Protein Block Biotechnology
mM pH 6,0
elF4G Monoclonal (A- Tampao abcam ON"4°C  1:25 Santa Cruz
10), camundongo  Citrato 10 Protein Block Biotechnology
(sc-133155) mM pH 6,0
elF5A Monoclonal (H-8), Tampao abcam ON" 4°C  1:100 Santa Cruz
camundongo (sc-  Citrato 10 Protein Block Biotechnology
390202) mM pH 6,0

* 3k A
ON = overnight

3.3.1.3 Quantificacdo das reacdes de imuno-histoquimica e determinacdo do
HSCORE

As laminas foram digitalizadas no aparelho ScanScope XT (Aperio). A
intensidade de marcagdo de cada anticorpo foi avaliada na célula total através do
software ImageScope (Aperio), que verifica intensidade e porcentagem de pixels
marcados. A partir destes dados, 0o HSCORE foi calculado de acordo com a férmula:
HSCORE = X(i x Pi), onde Pi = porcentagem de pixels positivos, com variagdo de
0% a 100% e intensidade de marcagdo do pixel i= 0, 1, 2 ou 3. Desta forma, a
variagdo do HSCORE ¢ de 0 a 300. A utilizagdo do ScanScope XT (Aperio)
considera a validagdo deste equipamento realizada por (ALVARENGA et al. 2017).

Como foram utilizados TMAs em laminas independentes para abrigar todos
os casos disponiveis, realizamos uma normalizacdo adicional para contemplar
possiveis diferencas entre as laminas que poderiam ser geradas durante o

procedimento experimental. Para esta normalizac¢do, foi realizada uma média dos
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HSCOREs de todos os spots das duas laminas ¢ o0 HSCORE de cada ponto foi
dividido pela média:
HSCORE; omalizado = HSCORE /% (1score)

Os resultados foram analisados através do software Graphpad ou SPSS para
Windows (versdao 15.0) e os niveis quantitativos de expressdo das proteinas foram
correlacionados com diferentes pardmetros, como grupo molecular, expressdo de
receptores hormonais e amplificagdo de HERZ2, permitindo gerar conclusdes a
respeito da participagdo dos fatores de tradugdo elF4E, elF4G e elF5A na evolugdo

da doenga.

3.3.1.4 Analise Estatistica

Para as andlises estatisticas foi usado o programa R versdo 3.3.0 para
maximizac¢do do ponto de corte, proposta por LAUSEN e SCHUMACHER (1992) e
determina¢do das curvas de sobrevida. Consideramos a estatistica de long-rank
maximizada selecionada para pontos de corte entre 5 % e 95% de quantificacdo de
medida continua (delta T). Esta etapa ¢ fundamental para determinar, mediante a
distribuicdo dos valores em um determinado grupo, o ponto que categoriza a
distribuicdo em baixa expressdo e alta expressdo. Assim, ¢ possivel determinar o
impacto da expressdao dos fatores elF4E, elF4G e elF5A na sobrevida global e
cancer-especifica das pacientes analisadas. O programa IBM SPSS versao 23 foi
empregado para os demais testes estatisticos. Em todos os casos adotamos um nivel
de significancia para p de 5%. Na Figura 18 e Figura 19 pode-se notar os graficos
(respectivamente para as andlises de Sobrevida Livre de Doenga (SLD) e Sobrevida

Cancer-Especifica (SCE) que a metodologia de maximizagdo do ponto de corte,
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comparando todos os valores possiveis de separacao (eixo X) e a diferenca entre
os grupos gerados (eixo Y). Os demais testes estatisticos utilizados ao longo do

capitulo sdo indicados nas tabelas ilustrativas.
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Figura 18 - Demonstragao grafica da determina¢do dos pontos de corte para
distribuir as pacientes analisadas em grupos de baixa expressao e alta expressao

(SLD). Os valores estio baseados no HScore identificado para cada fator de tradugdo, sendo que

para elF4E o ponto de corte foi de 140; para eIF4G o ponto de corte foi de 126 e para eI[F5A o ponto
de corte foi de 159. Estes pontos determinam grupos de baixa ou alta expressdo para tais marcadores.

Esta informag@o foi determinante para analise de sobrevida livre doenga das pacientes.
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Figura 19 - Demonstragdo grafica da determinagdo dos pontos de corte para
distribuir as pacientes analisadas em grupos de baixa expressdo e alta expressao

(SCE). Os valores estio baseados no HScore identificado para cada fator de tradugo, sendo que para

elF4E o ponto de corte foi de 156; para elF4G o ponto de corte foi de 151 e para eIF5A o ponto de
corte foi de 144. Estes pontos determinam grupos de baixa ou alta expressdo para tais marcadores.

Esta informacao foi determinante para analise de sobrevida cancer especifica das pacientes.
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3.3.2 Resultados e discusséo deste objetivo

3.3.2.1 Descricdo da casuistica utilizada neste capitulo e ilustracdo da
morfologia tecidual marcada por imuno-histoquimica identificando os fatores
de traducdo elF4E, elFAG e el F5A

O foco deste capitulo foi avaliar o impacto da expressao diferencial de fatores
de tradugdo, previamente selecionados, na biologia do carcinoma mamario do tipo
invasivo, porém sob a 6tica dos grupos moleculares clinicamente definidos para estas
pacientes. As analises descritivas e estatisticas a seguir estdo ilustradas e discutidas
com este enfoque. Assim, a Tabela 6, descreve a distribui¢do das principais
variaveis clinicas coletadas nos 4 grupos moleculares (Luminal A, Luminal B, HER2
e Triplo-Negativo).

Jana Tabela 7, estdo organizadas as informagdes histopatologicas. Conforme
esperado para esta patologia, alguns padrdes foram observados, como a maioria das
pacientes luminais apresentam tumores classificados como T1. Além disso, estas
mesmas pacientes apresentam tumores mais diferenciados, o que ¢ refletido na
classificagdo do grau histolégico em I e II, em sua maioria. Porém, nos tumores
HER2 e triplo-negativos, formas mais agressivas e com células mais
desdiferenciadas, a maioria ¢ classificada com grau histologico III. Um maior
crescimento da massa tumoral também pode ser relacionado com uma maior
presenga de necrose, o que também foi constatado ao se verificar que 77% dos
tumores Luminais A ndo apresentavam necrose no tumor ressecado, comparados aos
44% dos tumores Triplo-Negativos que ndo apresentam necrose. Portanto, a
casuistica contemplada nos TMAs utilizados neste objetivo do projeto representam

adequadamente os grupos moleculares do cancer de mama, revelando tendéncias e
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comportamento clinicos das pacientes conforme o amplamente descrito na literatura

para esta patologia.

Tabela 6 - Distribuigdo das variaveis clinicas (histérico de cancer de mama ou
de qualquer outro tumor na familia, menopausa, estadiamento clinico,
recorréncia e 6bito) nos 4 grupos moleculares utilizados na rotina clinica do
cancer de mama.

ausente 55(443)  33(362) 7(3L8)  17(4l4) 112 (40,3)

presente 34274) 32(352)  1(318) 14 (34,1) 87 (31,3)
Historico de

cancer na familia
sem informagio 22 (17,8) 15 (16,5) 2(9,1) 6 (14,7) 45 (16,2)

68 (54,8) 52 (57,1) 11 (50,0) 16 (39,0) 147 (52,9)

1 48 (38,7) 29 (319) 1(4,5) 11 (26,8) 89 (32,0)
Estadiamento
o 3 12 (9,7) 16 (17,6) 12 (54,5) 5(12,2) 45 (16,2)
clinico
sem informagao 17 (13,7) 8(8,7) 14,7) 6 (14,7) 32 (11,5)

ocorreu 13(10,5)  14(154)  8(36,4) 9 (22,0) 44 (15,8)

viva 1139L,1)  84(923) 17(77,3)  35(854) 249 (89,6)

sem informagéo 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
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Tabela 7 - Distribuigdo das variaveis histopatoldgicas (TNM, tipo histologico,
grau histologico e nuclear, presenca de necrose e/ou inflamagdo e invasdo
endotelial, linfatica ou perineural) nos 4 grupos moleculares utilizados na rotina
clinica do cancer de mama.

Triplo-

Variavel Luminal A Luminal B HER2 Negativo Total

n (%) (n=124) (n=91) (n=22) (n = 41) (n=278)
[44,690] [32,79%0] [7,990] [14,8%)] [1009%6]

Tl 73 (58,9) 33 (36,3) 3 (13,6) 18 (43,9) 127 (45,7)

- T2 34 (27,4) 39 (42,8)  9(40,9)  18(43,9) 100 (36,0)
T3 6 (4,8) 10(11,0)  8(36,4) 2(4,9) 26 (9,3)
sem informagao 11(8,9) 9(9,9) 2(9,1) 3(7,3) 25 (9,0)

negativo 70 (56,4) 45 (49,4) 7 (31,8) 26 (63,4) 148 (53,2)

N positivo 43(34,7)  37(40,6)  13(59,1) 11(26,8) 104 (37.4)
sem informagao 11 (8,9) 9 (10,0) 2 (9,1) 4 (9,8) 26 (9,4)

negativo 109 (87,9)  73(80,2)  20(90,9)  37(90,2) 239 (85,9)
M positivo 4(3,2) 11 (12,1) 0(0,0) 12,4) 16 (5,7)
sem informagao 11 (8,9) 7(7,7) 29,1 3(74) 23 (8,4)

cpr' 104 (83,9) 81(89,0) 22(100,0) 36(87,8) 243 (87,4)
Tipo CLP 16 (12,9) 5(5.5) 0 (0,0) 0 (0,0) 21 (7,6)
histol6gico outros 4 (3,2) 5(5,5) 0 (0,0) 5(12,2) 14 (5,0)
sem informagao 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)

I 34 (27.4) 17 (18,7) 1 (4,5) 12,4 53(19,1)

Grau I 67 (54,0) 50(54,9)  5(22,7)  9(21,9)  131(47,1)
histolgico 11 21(16,9)  23(253)  16(72,7) 30(73,2)  90(32.4)
sem informagio 2 (1,7) 1(1,1) 0 (0,0) 1(2,5) 4(1,4)
1 9(7,2) 6 (6,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 15 (5,4)

2 51 (41,1) 27 (29,7) 2(9,1) 3(7,3) 83 (29,8)

Grau nuclear 3 62(50,0)  58(63,7)  20(90,9) 37(902) 177 (63,6)
sem informagao 2(1,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(2,5) 3(1,2)

ausente 111(89,5)  73(80,2)  15(68,2) 17(41,5) 216(77,7)

Necrose presente 10 (8,1) 17(18,7)  6(273) 21(512)  54(19,4)
sem informagao 3(24) 1(1,1) 1 (4,5) 3(7,3) 8(2,9)

ausente 93 (75,0) 55(60,4)  12(54,5)  6(14,6)  166(59,7)

Inflamagéo presente 28 (22,6) 35(38,5) 10 (45,5) 33 (80,5) 106 (38,1)
sem informagao 3124 1(1,1) 0 (0,0) 2 (4,9) 6(2,2)

Invasio ausente 119(95,9)  85(934)  21(955) 37(90,2) 262 (94,.2)
endotelial presente 2(1,6) 5(5.5) 1 (4,5) 3(7.3) 11 (3,9
sem informagao 32,9 1(1,1) 0 (0,0) 12,5 5(1,9)

vasio ausente 95(76,6)  74(81,3)  12(54,5) 31(756) 212(76,2)

linfatica presente 26 (20,9) 16 (17,6) 10 (45,5) 9(21,9) 61 (21,9)
sem informagao 3(2,5) 1(1,1) 0(0,0) 1(2,5) 5(1,9)

) ausente 100 (80,6)  85(934)  21(955) 37(902) 243 (87,4)

p;:i‘:] e presente 21(169)  5(5.5) 145  3(13)  30(108)
sem informagao 3(2,5) 1(1,1) 0(0,0) 1(2,5) 5(1,8)

1 — Carcinoma Ductal Invasivo; 2 — Carcinoma Lobular Invasivo
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As reagdes de imuno-histoquimica aqui apresentadas foram feitas em
colaborag¢do com a aluna de doutorado Mayara Carolinne Silva Botelho (IQ — USP).
As reagdes foram inicialmente padronizadas em cortes inteiros de carcinoma
mamario invasivo para, entdo, as reagdes finais serem realizadas nos TMA:s,
conforme descrito na secdo de Material e Métodos deste capitulo. Exemplos
representativos estao ilustrados para os fatores elF4E, eIF4G e elFSA nas Figuras
20, 21 e 22, respectivamente. E interessante observar que a marcagdo destas
proteinas ¢ exclusivamente citoplasmatica, o que ¢ esperado pela biologia da
maquinaria de tradug@o. Nao ¢ descrito na literatura qualquer processo traducional de
algum mRNA que ocorra no nticleo ou a localizagdo de componentes da maquinaria
ancorados a membrana citoplasmatica. Além disso, os fatores testados neste objetivo,
sdo componentes essenciais para qualquer célula eucaridtica, ou seja, ndo existe
tecido humano que ndo expresse estes fatores de tradugdo (eIF4E, elF4G e elF5A).
Por esta razdo, ¢ comparada a expressdo diferencial entre as amostras tumorais

utilizadas, com foco na classificagdo molecular da doenga.



elF4E

Luminal A

Luminal B

HER2

Triplo negativo

Figura 20 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcacdo com eIF4E. Ilustragio, também em campo

de maior aumento, permitindo a visualizagdo da morfologia do tecido e marcacdo predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmatica.
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elF4G

Luminal A

Triplo negativo

TMA — 6X 16X
Figura 21 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcagdo com elF4G. Ilustragdo, também em

campo de maior aumento, permitindo a visualizagdo da morfologia do tecido e marcacdo predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmatica.
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HER2

Triplo negativo

Figura 22 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcagdo com eIF5A. Tlustragdo, também em

campo de maior aumento, permitindo a visualizagdo da morfologia do tecido e marcacdo predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmatica.
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Posteriormente, as principais varidveis quantitativas foram distribuidas por
subgrupo molecular, com o objetivo de verificar, estatisticamente, alguma diferenga
relevante. Assim, idade ao diagnostico, tamanho do tumor (cm) no momento da
cirurgia, indice mitdtico, expressdo dos receptores hormonais, amplificacdo do gene
HER2, expressdo do biomarcador para proliferagdo celular Ki67 e a expressao dos
fatores de tradugdo eIF4E, elF4G e elF5SA determinada por imuno-histoquimica.
Interessantemente, todas estas variaveis, de acordo com o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis para amostras independentes, demonstraram apresentar uma
distribui¢do diferente em pelo menos um dos grupos moleculares, com exce¢do da
idade ao diagnostico que, embora ndo tenha apresentado significancia estatistica, foi
possivel observar uma tendéncia dos tumores luminais serem diagnosticados em
idades mais elevadas. Desta forma, nosso principal resultado foi identificar que, de
fato, existe uma expressdo diferencial dos fatores de traducdo testados em, pelo
menos, um dos grupos moleculares do cancer de mama. Estas observacgdes estdo

ilustradas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Distribui¢do das principais variaveis quantitativas entre os 4 grupos
moleculares utilizados na rotina clinica do cancer de mama.

iy Grupo . - . . Desvio
Variavel Minimo Média Mediana  Maximo .
Molecular Padrédo
Idade Luminal A 124 37,0 55,6 54,0 88,0 11,6 NE'
Luminal B 91 29,0 54,1 54,0 78,0 10,9
HER2 22 27,0 49,9 470 80,0 14,5
Triplo Negativo 41 36,0 51,1 49,0 82,0 11,3
Total 278 27,0 54,0 53,0 88,0 11,7
Tamanho do  Luminal A 118 04 2,0 1,5 16,0 1,9 <0,05
tumor (cm)  Luminal B 80 0,1 2.3 2,0 7,0 1,5
HER2 20 0,3 2,7 2,5 8,0 2,0
Triplo Negativo 37 0,4 2,5 2,1 7,0 1,6
Total 255 0,1 2,2 1,7 16,0 1,8
Indice mitético Luminal A 121 0,0 5,7 4,0 36,0 6,1 <0,05
Luminal B 89 0,0 9,6 6,0 57,0 10,4
HER2 22 1,0 14,3 13,0 50,0 11,9
Triplo Negativo 39 1,0 23,0 20,0 85,0 17,9
Total 271 0,0 10,2 6,0 85,0 11,9
Ki67 (IHQ) Luminal A 109 0,0 4,5 1,0 15,0 4,7 <0,05
Luminal B 67 0,0 252 20,0 75,0 20,5
HER2 19 1,0 21,7 15,0 80,0 21,5
Triplo Negativo 33 0,0 34,2 30,0 95,0 27,1
Total 228 0,0 16,3 10,0 95,0 20,3
elF4E Luminal A 102 119,3 159,0 158,1 2173 21,0 <0,05
(HSCORE) Luminal B 79 117,8 171,1  167,9 221,3 26,9
HER2 19 131,3 159,5 152,5 193,2 18,6
Triplo Negativo 31 122,1 172,2 1722 206,7 19,8
Total 231 117,8 164,9 162,0 221,3 23,6
elF4G Luminal A 96 123,9 156,9 1554 207,7 17,4 <0,05
(HSCORE) Luminal B 64 112,7 166,7 1643 207,4 23,6
HER2 19 133,4 161,1 162,5 190,8 17,2
Triplo Negativo 36 72,9 147,4 1439 210,9 33,6
Total 215 729 158,6 156,5 210,9 23,5
elF5A Luminal A 107 109,9 147,0 1432 200,4 17,8 <0,05
(HSCORE) Luminal B 67 1214 1624 158,1 2243 22,4
HER2 21 118,3 152,6 156,8 191,1 16,9
Triplo Negativo 33 129,3 160,1 1552 225,5 22,8
Total 228 109,9 1540 1504 225,5 21,0

1 — Nao estatistico
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Uma abordagem estatistica, em relacao as variaveis qualitativas, também foi
feita. Porém, ndo se encontrou nenhum resultado relevante a ser discutido e
apresentado neste capitulo. O leitor, caso tenha interesse em uma visdo geral destes
resultados, podera encontrar as tabelas e descrigdes reunidos no Apéndice 1 desta

tese.

3.3.2.2 Analise da expressao proteica diferencial dos fatores de traducgdo elF4E,
elFAG e elF5A nos subgrupos moleculares do carcinoma mamario

Uma vez identificada a expressao diferencial dos componentes da maquinaria
de tradugdo aqui estudados, a proxima etapa foi avaliar a correlagdo dos fatores com
biomarcadores importantes para a biologia do cancer de mama: RE, RP e HERZ2.
Para esta finalidade, foi determinado inicialmente o coeficiente 16 de Spearman (R)
em todas as amostras, sem distingdo por subgrupo molecular. Esta correlagdo inicial
ilustrou resultados interessantes descritos a seguir. Os resultados mostrados abaixo
foram estatisticamente significativos e o leitor pode encontrar uma visao global desta
analise na Tabela 9.

O fator elF4E se correlacionou positiva e fortemente com o fator elF4G (R =
0,61) e com o fator eIF5A (R =0,69), o que esta destacado em amarelo na Tabela 9.
A expressao elFSA também se correlacionou de forma positiva e forte com elF4G (R
= 0,53), destacado em perde na mesma tabela. Este resultado indica que o aumento
da expressao de elF4E ¢ acompanhado de forma positiva com um aumento
concomitante na expressao de elF4G e também eIF5A. Este resultado sugere que,
por estes fatores serem cruciais para a traducdo de populagdes importantes de
mRNAs, ¢ coerente que todos aumentem de forma proporcional, uma vez que a

maquinaria de tradugdo esta atuando de forma mais acelerada nas células tumorais
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em relagdo as células normais.

Tabela 9 - Correlagdo entre a expressao dos fatores eIF4E, elF4G e elF5A com
os principais biomarcadores no cancer de mama (analise estatistica calculada por
meio do coeficiente ro de Spearman).

r6 de Spearman elF4E  elF4G elF5A
Coeficiente de Correlagdo 1 ,610%*  686**
cIF4E n 231 190 195
Coecficiente de Correlagdo ,610%* 1 ,529%*
elF4G n 190 215 197
Coeficiente de Correlagdo ,686%*  [520%% |
elF5A n 195 197 228
Coeficiente de Correlagao -0,009  ,150% -0,062
RE n 230 215 228
Coeficiente de Correlagao -,140* 0,07 - 151*
RP n 230 214 227
Coeficiente de Correlagdo -0,036 0,123 0,083
HER?2 n 230 215 228

* - a correlagdo ¢ significativa no nivel 0,05 (bilateral); ** - a correlagdo ¢ significativa no nivel

0,01 (bilateral).

Posteriormente, as mesmas correlagdes foram analisadas de forma especifica
por subgrupo molecular. Nas pacientes classificadas como Luminal A, o fator de
traducdo elF4E se correlacionou de forma positiva e forte com os marcadores elF4G
e elF5A (R = 0,76 ¢ R = 0,72, respectivamente), destacado em turquesa na Tabela
10. O mesmo ¢ observado com eIF5A, que também se correlacionou com eIF4E e
elF4G (R = 0,72 e R = 0,70, respectivamente), destacado em turquesa na mesma
tabela. E interessante observar que os indices de correlagdo para este subgrupo
molecular sdo mais altos que os observados quando a populacdo total ¢ avaliada.
Estes resultados sugerem que, principalmente em tumores mamarios mais

diferenciados e de melhor progndstico, como os luminais A, com alta expressdo de
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receptores hormonais, existe uma correlagdo geral entre os fatores de traducao, ou
seja, a expressdo de eIF4E, elF4G e elF5A esta modulada de forma proporcional e
conjunta.

Nos tumores classificados como Luminal B, também existe uma associagao
positiva entre os fatores de tradugdo. Este subgrupo molecular ¢ composto com
tumores menos diferenciados, com reducdo na expressdo de RP e/ou com indices
proliferativos mais elevados, o que resulta em piores progndsticos. elF4E também se
correlacionou de forma positiva e forte com os marcadores eIF4G ¢ eIF5A (REEIONM
e _, respectivamente), destacado em na Tabela 10. O mesmo ¢
observado com eIF5A, que se correlacionou com eIF4E e e¢lF4G (REEN0I08 ¢ RIS
068, respectivamente), destacado em 088 na mesma tabela. E interessante destacar
que neste grupo, as correlagdes sdo as mesmas encontradas no grupo luminal A,
entretanto o nivel de correlagdo ¢ levemente mais baixo.

J& os tumores classificados como HER2 apresentam um padrdo diferente
entre os fatores de traducdo aqui estudados. Neste grupo, igualmente aos tumores
luminais, nenhum dos fatores de tradugao se correlacionou com proliferagao celular
via Ki67 ou indice mitotico. Além disso, destacado em amarelo na Tabela 10, o fator
elF4E se correlaciona com elF4G (R = 0,80) e o fator elF4G se correlaciona com
elF5A (R = 0,52), igualmente os tumores luminais. Entretanto, particularmente neste
grupo, a correlagdo entre os fatores eIF4E e eIF5A ndo ¢ mais identificada. Além
disso, entre todos os grupos observados, os tumores classificados como HER2 sdo os
que apresentam a correlacdo positiva mais forte entre eIF4E e elF4G.

Estas observagdes neste grupo podem ser explicadas pela biologia do tumor e

impacto da amplificagdo no nimero de copias do gene HER2. As vias de sinalizacao
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que se tornam majoritariamente super ativas com o aumento dos receptores HER2 na
membrana celular sdo: PI3K -> AKT -> mTOR (sobrevivéncia celular) e RAS ->
RAF -> MEK -> ERK (proliferacao celular). Estas vias de sinalizagdo culminam no
aumento da transcricdo de genes alvo. Assim, ¢ possivel inferir que o excesso de
mRNAs neste grupo gerados pela amplificacio de HER2 apresentem tradugdo
dependente de cap, ou seja, dependente da formac¢do do complexo de tradugdo
elF4F, que é composto por elF4E e elF4G, justificando a correlagao positiva tao
forte neste grupo. Além disso, o fator eIFSA ¢ classicamente envolvido na literatura
com a traducdo de mRNAs especificos (facilitador na tradugdo de residus de poli
prolina). Assim, neste grupo, a correlagdo entre elF5A e elF4G poderia ser um
indicio da existéncia de uma populacdo de mRNAs traduzidos via IRES, ou seja, de
forma independente de cap, uma vez que esta modalidade de tradugdo requer elF4G,
porém ndo ¢ dependente de elF4E.

Surpreendentemente, ao analisar-se as correlacdes dos fatores nas amostras
classificadas como Triplo Negativo, o fator de tradugdo elF4G perdeu todas as
correlagcdes com os demais componentes da maquinaria de tradugdo, assim como nao
se relacionou com nenhum biomarcador utilizado na rotina clinica. Ja o fator eI[F4E
se relaciona com elFSA (_), 0 que estd destacado em - na Tabela
10. Este panorama sugere uma possivel hipotese de que os fatores eIF4E e elF5SA
tém alguma fun¢do singular nos tumores mais desdiferenciados, que ja ndo
expressam receptores hormonais e estdo relacionados com pior prognostico, como o
subgrupo triplo negativo.

E interessante observar que eIF4E, eIF4G e eIF5SA se correlacionaram de

forma positiva somente nos tumores luminais. J& os tumores que superexpressam
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HER2 nao mantém o padrdo luminal, uma vez que eIF4E e eIF5A nao se relacionam
mais. Porém, no grupo triplo negativo somente os fatores elF4E e eIF5A se
correlacionam. Portanto, estes resultados sugerem uma hipétese na qual, a traducao
se comporta de forma diferente entre os grupos moleculares no cancer de mama.
Além disso, nos tumores luminais, estes fatores atuam de forma global na maquinaria
de traducdo, ao passo que em amostras menos diferenciadas citologicamente, eIF4E
e elF5A podem estar atuando em conjunto na traducao diferencial de uma populacao
de mRNAs, os quais podem contribuir com algum evento celular especifico. Todas
as associacdes mencionadas, categorizadas por subgrupo molecular, estdo ilustradas

na Tabela 10.
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Tabela 10 - Correlagao entre a expressao dos fatores eIF4E, elF4G e eIF5A com
os principais biomarcadores no cancer de mama (analise estatistica calculada por
meio do coeficiente r6 de Spearman) categorizados por subgrupo molecular.

Subgrupo . . Indice
molecular ro de Spearman elF4E elF4G elF5A RE RP HER?2 Ki67 mitético

Negativo

n 31 36 36 36 29 36
n 33 33 33 27 32

* - a correlagdo ¢ significativa no nivel 0,05 (bilateral); ** - a correlacdo ¢ significativa no nivel 0,01

(bilateral).
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3.3.2.3 Anélise da correlacéo entre os fatores de traducéo elF4E, elF4G e elF5A
na proliferacdo celular no cancer de mama

Baseando-se na hipotese sugerida acima, os fatores de tradugdo estudados
estariam relacionados com o grau de diferenciagdo celular em algum nivel e,
consequentemente, com as taxas proliferativas do tumor. E interessante obervar que
a relacdo entre elF4E, elF4G e elF5A e marcadores de proliferagdo celular como
Ki67 e indice mitdtico, muda dependendo do tipo molecular nos tumores mamarios.
Estes resultados foram apresentados somente Tabela 10 acima, porém, devido ao
grau de importincia destes achados para o projeto, decidiu-se, para melhor
compreenssao do leitor, prover uma analise separada em maior profundidade.

Considerando-se todas as amostras envolvidas neste objetivo (n=278), o
unico fator que se correlacionou com o biomarcador para proliferagdo celular Ki67
foi o fator eIFSA (R = 0,24), destacado na Tabela 11. E uma correlagdo fraca,
entretanto, este fator de traducdo tem sido amplamente relacionado com proliferacao

e progressao celular (CRACCHIOLO et al. 2004; YANG et al. 2009).

Tabela 11 - Analise da correlagdo entre os fatores de traducdo eIF4E, elF4G e
elF5A com a expressao do biomarcador para proliferagao celular Ki67.

Variavel ro de Spearman Ki67 elF4E elF4G elF5A
Ki67 Coeficiente de Correlagio 1 0,127 0,023 ,238%%
n 228 191 187 200

** _ a correlacdo ¢ significativa no nivel 0,01 (bilateral).

Concomitantemente, ¢ interessante que estas analises sejam realizadas
também com o Indice Mitotico. Existe uma tendéncia, mesmo que fraca, dos fatores

elF4E e elF5A se relacionarem com IM. Entretanto, o fator eIF4G nao apresentou
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nenhuma tendéncia de correlagdo com os dois marcadores de proliferacao aqui
apresentados: Ki67 e IM. Este achado pode sugerir que a expressao deste fator nao
tem uma relevancia celular para tradugdo especifica de mRNAs relacionados a
proliferacdo celular. As correlagdes entre os fatores de tradugdo e IM estdo re-

apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Analise da correlag@o entre os fatores de tradugdo eIF4E, elF4G e
elF5A com a determinacao do indice mitético.

Variavel ro de Spearman indice mitético elF4E elF4G elF5A
o Cocficiente de 1 AS51% 0,064 ,163*
Indice mitético Correlagdo

N 271 228 213 224

* - a correlagdo € significativa no nivel 0,05 (bilateral);

Uma vez identificada uma possivel correlacao fraca e ainda genérica entre os
fatores de traducdo eIF4E e elF5A com os marcadores para proliferagdo celular
(Ki67 e IM), é fundamental que esta analise seja categorizada, agora, nos subgrupos
moleculares da doenca. Primeiramente, foi revelado que os fatores eIF4E e elF5A
somente se correlacionavam com os marcadores de proliferagdo celular (Ki67) nos
tumores classificados como triplo negativos. Ao categorizar-se os resultados nos
grupos moleculares, elF4E revelou uma correlagdao positiva ¢ moderada com Ki67
somente nos tumores triplo negativos (R = 0,53), o que esta destacado em amarelo
na Tabela 13. Concomitante, o fator e[F5A que antes apresentava uma correla¢do
positiva e fraca com Ki67 (R = 0,24 — Tabela 11), agora passa a ter uma
correlagdo positiva e muito mais forte (R = 0,68 — destacado em amarelo na Tabela
13), também somente nos tumores triplo negativos. Este resultado, reforca a hipotese

que o aumento da expressao destes fatores pode estar relacionada com a tradugdo de
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um grupo de mRNAs mais envolvidos com tumores ndao luminais, menos
diferenciados, com indices proliferativos maiores e, consequentemente, com tumores
mamarios de pior prognoéstico. Além disso, € importante destacar que o fator elF4G
ndo se correlaciona com Ki67 em nenhum grupo molecular.

Interessantemente, os trés fatores t€ém expressdo correlacionada em conjunto
no grupo luminal, ou seja, eIF4E correlaciona-se com elF4G e elF5A e, também,
elF4G correlaciona-se com eIF5A, porém sem correlagio com marcadores de
proliferacdo celular, como Ki67 e indice mitotico. Esta observagdo coloca elF4E,
elF4G e eIF5A num cenario de traducdo global, ou seja, sem algum impacto
especifico na tradugdo diferencial que pudesse resultar no aumento da proliferacao
celular, reforgando que o aumento do processo traducional estaria contribuindo para
o aumento do fendtipo proteico de todos os eventos celulares de forma geral, sem
predilecdo para alguma via especifica. Além disso, este resultado sugere, conforme
mencionado acima, que o inicio do processo tumorigénico satura a maquinaria de
tradugdo, uma vez que o tumor necessita de um quantitativo proteico superior que
uma célula normal para diversos processos celulares. Por esta razdo, estes fatores-
chave na traducdo tém sua quantidade celular aumentada de forma conjunta. Porém,
nos tumores nao luminais (triplo negativos), somente os fatores elF4E e eIF5A se
correlacionam de forma positiva, sugerindo que estes dois ultimos fatores podem
estar relacionados com proliferacdo celular e pior prognostico. Estas correlagdes
estdo apresentadas na Tabela 13.

Relembrando os resultados apresentados no capitulo 2, foi identificada uma
relacdo entre taxas traducionais maiores e melhores progndsticos. Além disso,

tumores luminais apresentam taxas de traducdo superiores aos tumores nao luminais



109

e indices mitdticos mais baixos. Ou seja, ¢ possivel tragar um paralelo com os
resultados apresentandos acima. Aqui, ¢ ilustrado que os fatores eIF4E, elF4G e
elFSA correlacionam-se entre si nos tumores luminais e nenhum deles se
correlaciona com variaveis que traduzem proliferagdo celular (Ki67 ou indice
mitotico). Portanto, esta observacao corrobora que em tumores luminais, com células
mais diferenciadas, a traducao celular aumenta de forma conjunta e global ndo dando
preferéncia a tradug¢do de populacdes de mRNAs associados a algum evento celular
especifico, como proliferagdo. Esta hipdtese tem como fundamento o exposto até o
momento acerca das correlagdes ja descritas entre elF4E e proliferagdo celular, assim
como os indicios recentes que elF5A atua de forma preferencial, favorecendo a

tradugdo especifica de uma subpopulagdo de mRNAs.

Tabela 13 - Analise da correlagdo entre os fatores de traducdo eIF4E, elF4G e
elF5A com a expressdao do biomarcador para proliferacao celular Ki67, agora
categorizada por subgrupo molecular da doenca.

Subgrupo ro de Spearman Ki67 elF4E elF4G elF5A
molecular
St Ki67 Cocficiente de 1 0,025 -0,091  -0,002
correlagdo
n 109 89 86 97
Luminal B Ki67 Coeﬁcwntf, de 1 20203  -0,013 0017
correlagao
n 67 59 55 58
HER2 Ki67 Coeﬁ01ent~e de 1 0,157 0,148  -0,031
correlagao
n 19 16 17 18
Triplo Negativo Ki6T Coeficiente de 1 531%%  -0,174 ,681**
correlagdo
n 33 27 29 27

* - a correlagdo € significativa no nivel 0,05 (bilateral); ** - a correlagdo ¢ significativa no nivel 0,01

(bilateral).
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Finalmente, foram feitas correlacdes entre os fatores de traducao de eIF4E,
eIF4G e eIF5A com o Indice Mitdtico. De forma congruente com a hipotese
proposta, o fator elF4E apresentou uma correlagdo positiva com IM somente no
grupo classificado como triplo negativo (R=0,54), destacado em yerde na Tabela 14.
Este resultado ¢ interessante, pois ecoa com a correlagdo deste fator com o
biomarcador Ki67 também no mesmo subgrupo molecular. Estes resultados
sindnimos entre os marcados Ki67 e IM reforcam que elF4E, juntamente com elF5A,
possui um papel mais importante na proliferagdo celular de carcinomas mamarios do
tipo triplo negativo. Com estas observagdes ¢ possivel sugerir uma associagdo entre
um aumento de expressdo positiva e concomitante de e[F5A e elF4E, sem estar em
associagcdo com elF4G, com um pior prognostico, por serem relevantes na traducao
de grupos de mRNAs associados a um aumento na prolifera¢ao celular e tumores de

menor grau de diferenciag@o. Estas informagoes foram organizadas na Tabela 14.

Tabela 14 - Analise da correlagdo entre os fatores de traducdo ¢IF4E, elF4G e
elF5A com a determinacao do indice mitético, agora categorizada por subgrupo
molecular da doenga.

Subgrupo 5 4o gpearman Indice eIF4E  elF4G  elF5A
molecular mitotico
T 1 0,048 0015 -0,008
Luminal A correlagdo
n 121 101 95 105
_ Indicomitotico. < oonoiente de 1 0,032 01155 0,05
Luminal B correlagao
n 89 77 63 66
oo thtey S OGIDE 1 0201 0,182 0,174
HER2 correlagdo
n 2 19 19 21
Triolo indice mitotico  Cocticlente de 1 S540%% 0207 0,305
p! correlagao
Negativo n 39 31 36 32

* - a correlacdo ¢ significativa no nivel 0,05 (bilateral); ** - a correlagdo ¢ significativa no nivel 0,01
(bilateral).
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Novamente, ¢ fundamental mencionar os resultados apresentados no final do
capitulo 2 desta tese. Ao passo que os tumores luminais apresentaram taxas de
traducdo maiores e indices proliferativos menores, os tumores classificados como
triplo negativos se comportavam diferente. Estes tumores apresentam taxas de
tradugcdo menores, entretanto indices proliferativos muito mais altos, sugerindo que a
traducgdo poderia estar envolvida favorecendo este processo celular especificamente.

Também, os resultados sumarizados nas Tabelas 13 e 14 mostram, em uma
nova casuistica, que os tumores triplo negativos foram os unicos que apresentaram
uma conexdo entre tradugdo e proliferacdo celular. As taxas de tradugdo menores,
associadas a indices proliferativos maiores e pior progndstico, podem ser reflexo da
atuacdo especifica e conjunta de alguns componentes chave da maquinaria de
traducdo com algum fendmeno celular. Assim, estes tumores foram os Unicos que
apresentaram uma correlagao singular entre eIF4E e eI[F5A com proliferagao celular
(via Ki67 e indice mitdtico), sugerindo que atuacdo destes fatores de forma sinérgica
e nao global, pode ser responsavel por direcionar a tradu¢do do global para o
especifico.

Portanto, ¢ possivel a proposicdo de uma hipotese mais robusta e elaborada
com os resultados apresentados neste e no capitulo anterior, considerando que foram
obtidos em populagdes diferentes. Foi observado que razdes maiores entre indice
mitotico/taxa de traducdo e taxas de tradugdo mais baixas sdo relacionados com pior
prognoéstico e ambas varidveis também sdo caracteristicas reveladas nos tumores
classificados como triplo negativos. Paralelamente, somente este mesmo grupo
apresenta uma correlacdo Unica entre elFSA e eIF4E (sem relacdo com elF4G) com

indices proliferativos. Esta informacdo sugere um possivel papel destes fatores na
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traducao especifica de mRNAs associados a proliferacao celular em tumores triplo

negativos.

3.3.2.4 Analise da relacdo entre os fatores de traducdo elF4E, elF4G e elF5A no
grau de diferenciacéo celular e incidéncia de necrose no cancer de mama
Seguindo a hipotese proposta, foi analisada a correlagdo das expressdes dos
fatores de traducdo eIF4E, elF4G e elF5A com as varidveis Grau Histologico e
Necrose nos tumores de mama aqui estudados. O grau histoldgico, conforme descrito
anteriormente, baseia-se na somatodria dos escores de trés fatores histologicos: a
formagao de tubulos e glandulas (maioria do tumor (> 75%); quantidade moderada
(10-75%); pouca ou nenhuma (< 10%), o pleomorfismo nuclear (células pequenas,
regulares e uniformes; variagdo moderada do tamanho do ntcleo e marcada variagdo
com a presenca de nucléolos proeminentes) e a contagem mitdtica em 10 campos de
grande aumento (essa, dependente da area de campo microscopico). Um sistema de
escore numérico de 1 a 3 ¢é utilizado para cada fator independentemente. A somatoria
dos trés valores atribuidos para cada fator varia de 3 a 9, correspondendo finalmente
ao grau histoldgico, assim designado: 3-5 pontos (grau 1, bem diferenciado); 6-7
pontos (grau 2, moderadamente diferenciado) e 8-9 pontos (grau 3, pouco
diferenciado). Portanto, é possivel, também, relacionar esta variavel com o grau de
diferenciagdo celular e, consequentemente, agressividade do tumor.
A Tabela 15 ilustra com clareza uma associa¢do positiva ¢ estatisticamente
significante entre um aumento na expressao dos fatores eIF4E e el[FSA com graus
histoldgicos maiores. E possivel observar que o aumento na expressdo de eIF4E esta

em linha com o aumento do valor atribuido ao grau histoldgico das pacientes
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(p<0,05), assim como com o fator e[F5A (p<0,01). Estes resultados contribuem com
a hipdtese em construcdo até este momento, pois mais um resultado indica que o
aumento conjunto da expressdo destes fatores, quando ndo correlacionados com
elF4G, esta relacionado com um menor grau de diferenciacdo celular. Portanto, altas
expressoes destes fatores (eIF4E e elF5A) poderiam estar associadas com pior
prognoéstico e um crescimento tumoral mais acelerado, como foi visto que nos
tumores Triplo-Negativos existe uma associagdo com o marcador Ki67.
Interessantemente, o fator elF4G ndo atingiu alguma diferenga com significancia
estatistica na comparacgao entre os diferentes graus histologicos (1, 2 ou 3), o que vai
de encontro aos resultados obtidos anteriormente, que excluem uma possivel
associagdo deste fator com o grau de diferenciagdo celular e uma assinatura genética

de pior prognostico com presenca de taxas proliferativas superiores.

Tabela 15 - Analise dos diferentes grupos da variavel Grau Histologico (1, 2 ou

3) com a expressdo dos fatores elF4E, el[F4G e elF5A. E possivel observar que existe
uma diferenca significativa nos fatores eIF4E e eIF5A com um intervalo de confianga de 95%.

Grau Desvio Teste

L n Minimo  Média Mediana Maximo - o p
histoldgico Padréo estatistico
1 46 120,29 160,9 154,35 216,4 26,76
2 107 11934 163,38 160,37 221,33 22,63 <0,05
elFAE
77 117,84 168,86 168,07 217,32 21,93
Total 230 117,84 164,72 161,96 221,33 23,38
1 35 12889 1586 15475 20737 1931 Teste nao
parametrico
4G 106 112,74 156,77 15339 206,43 19.83 | para amostras  0:17
74 7291 16121 16573 210,89 29,4  independentes:
Kruskal-
Total 215 72,91 158,6 156,46 210,89 23,48 )
Wallis
1 40 109,88 149,19 144,56 194,74 19,41
113 118,08 151,57 14927 212,03 19,99 <0,01
elF5A

73 121,33 160,59 158,07 225,5 22,26
Total 226 109,88 154,06 150,64 225,5 21,07
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J& a variavel Necrose Tumoral, pode ser relacionada com um crescimento do
cancer em ritmo acelerado, correlacionando-se com indices proliferativos maiores e,
particularmente no cancer de mama, mais incidente em pacientes classificadas como
triplo-negativos. Esta correlagdo ocorre justamente por este subgrupo molecular
apresentar indices mitdticos mais altos e tumores, de uma maneira geral, maiores, em
tamanho (cm), ao diagnoéstico. Estas informacdes sdo descritas na literatura (PAL et
al 2011) e, também, foram identificadas neste trabalho, como foi observado na
Tabela 7. Por estes motivos, ¢ interessante avaliar a correlagdo das expressoes
proteicas dos fatores de traducao elF4E, elF4G e elF5SA com a presenca ou auséncia
de necrose no tumor. O panorama identificado nestas analises corrobora a hipotese
elaborada com este trabalho, ou seja, espera-se que um aumento na expressdao dos
fatores elF4E e elF5A esteja relacionada com uma maior incidéncia na presenga de
necrose tumoral, uma vez que estes fatores foram correlacionados, até agora, com
indices proliferativos mais altos (indice mitdtico e Ki67) e com graus de
diferenciagdo celular menores (maior expressdo no subgrupo triplo-negativo e
relacdo com aumento no grau histologico).

Os resultados advindos desta analise corroboram de forma positiva a hipdtese
proposta. Como esperado pelo panorama identificado até o momento, o aumento da
expressdo do fator elF4E estd associado com uma maior incidéncia de necrose
identificada no tumor (p<0,05), assim como o fator e[F5A (p < 0,05), entretanto nao
com o fator eIF4G (Tabela 16). Estes achados ecoam ndo somente com a hipdtese
construida neste capitulo, como também com o cendrio clinico esperado, o que torna
a conjectura proposta mais solida. At¢é o momento ambos foram relacionados com

tumores ndo luminais (principalmente o subgrupo molecular triplo negativo), com
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maiores taxas de proliferacdo (conforme associacdo com Ki67 e IM) e com grau de

diferenciagdo celular (sugerido pela variavel grau histolégico).

Tabela 16 - Analise dos diferentes grupos da variavel Necrose Tumoral (ausente

ou presente) com a expressao dos fatores elF4E, elF4G e elF5A. E possivel observar

que existe uma diferenca significativa nos fatores eIF4E e eIFSA com um intervalo de confianga de
95%.

o o ] . Desvio Teste
Necrose n  Minimo Media Mediana Maximo . . p
Padrdo  estatistico

Ausente 181 117,84 162,94 158,86 221,33 23,8
elF4AE  Presente 46 122,08 171,95 170,65 212,29 22,32

<0,05

Total 227 11784 16477 16181 22133 2374 P

amostras
Ausente 164  107,2 157,74 155,27 207,65 20
independentes: 0,33
elF4G = Presente 46 72,91 162,53 166,27 210,89 31,46
teste-t para
Total 210 7291 158,79 156,33 210,89 23 .
igualdade de

Ausente 176 109,88 151,84 149,49 212,03 20,21
elF5A  Presente 47 128,12 159,73 158,07 225,5 21,69
Total 223 109,88 153,51 150,17 225,5 20,73

médias <0,05

Portanto, os resultados encontrados até agora permitem sugerir que o aumento
da expressdo dos fatores elF4E e elF5A de forma concomitante e desvinculada
de elF4G esta associado com uma possivel assinatura de pior progndstico,
principalmente para os tumores nao luminais, particularmente os classificados como
triplo negativos. Além disso, estes fatores podem ser testados na clinica para uma
possivel relevancia no diagnostico, determinacdo do prognoéstico da paciente e como
alvos drogaveis para futuras novas moléculas, como resultado da medicina
translacional e foco na terapia personalizada em grupos ainda tratados com

quimioterapia citotoxica.
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3.3.2.5 Analise da sobrevida (livre de doenga e cancer-especifica) levando-se em
consideracdo a baixa e alta expressao dos fatores elFAE, elFAG e elF5A

Uma vez identificada uma relacdo coerente entre as expressdes dos fatores de
tradugdo aqui estudados e diversos parametros clinicos e moleculares, os quais
predizem o comportamento clinico do cancer de mama, foi avaliado o impacto da
expressao diferencial de eIF4E, elF4G e elFSA na sobrevida livre de doenga (SLD)
e cancer-especifica (SCE) das pacientes. Conforme apresentado e discutido neste
capitulo, os fatores elF4E e eIFSA foram correlacionados com fatores de pior
prognoéstico para a doenga, como menor grau de diferenciacdo celular, subtipos
moleculares mais agressivos (triplo-negativo) e com indices proliferativos maiores.
Assim, espera-se observar que pacientes com maior expressdo destes fatores
apresentem uma diferenca negativa na sobrevida observada.

Para isto, conforme descrito na metodologia estatistica deste capitulo, foram
determinados pontos de corte para a expressdo (determinada por IHQ) dos fatores de
traducdo estudados, os quais permitem a categorizagdo das pacientes em alta ou
baixa expressdo para cada um destes marcadores. Vale a pena ressaltar que os
modelos e algoritmos estatisticos utilizados nesta determinagdo foram aplicados pelo
Dr. Vinicius Fernando Calsavara, do Nucleo de Epidemiologia e Estatistica da
instituicdo. Assim, foi possivel a determinagdo do ponto de corte, considerando as
expressoes de cada proteina em valores numéricos que sdo traduzidos pelo HScore, o
qual foi calculado conforme mencionado na metodologia deste capitulo.

Apbs a realizacdo do teste de maximizacao dos pontos de corte para todos os
fatores de traducdo com relagdo a recorréncia, foram realizadas as curvas de

sobrevida livre de doenca utilizando o método de Kaplan-Meier. Para o fator el[F4E
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foi determinado um ponto de corte no valor de 140, ou seja, amostras tumorais que
apresentassem expressdes deste fator acima de 140 foram consideradas como
pacientes de alta expressdo e abaixo de 140 de baixa expressao. O mesmo foi feito
para o fator eIF4G, com o valor de corte de 126 e para o fator eIF5A com o valor de
corte de 159.,5.

A Figura 23 ilustra as curvas de SLD determinadas para os fatores elF4E,
elF4G e eIF5A. Foi somente observada alguma diferenga estatisticamente
significante na curva relacionada a expressdo diferencial do fator eIF4E (p<0,05).
Este resultado sugere que pacientes que apresentam uma expressdo aumentada do
fator eIF4E no tumor primdario, apresentam uma maior probabilidade de recidiva da
doenga em comparacao as pacientes do grupo de baixa expressao para este fator. Este
fator esta classicamente envolvido com proliferagdo celular, com resultados descritos
na literatura, conforme apresentados na introdugdo desta tese, assim como os
resultados identificados neste trabalho. Portanto, ¢ possivel inferir que exista uma
correlacdo entre um aumento da expressdo deste fator com uma maior possibilidade
de recidiva da doenca. Ja os marcadores eIF4G e eIF5A ndo apresentaram resultados
significantes em relacdo a recidiva da patologia.

Também foi feita a realizacdo do teste de maximizagdo dos pontos de corte
para todos os fatores de traducdo com relagdo ao 6bito, foram realizadas as curvas de
sobrevida cancer-especifica utilizando o método de Kaplan-Mayer. Para o fator
elF4E foi determinado um ponto de corte no valor de 156, ou seja, amostras tumorais
que apresentassem expressoes deste fator acima de 156 foram consideradas como
pacientes de alta expressdo e abaixo de 156 de baixa expressao. O mesmo foi feito

para o fator eIF4G, com o valor de corte de 151 e para o fator eIF5A com o valor de
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corte de 144.

Interessantemente, ao se analisar a SCE, conforme esperado, eIF4E e elF5A
atuam como fatores de pior prognostico, o que pode ser observado com curvas de
sobrevida piores e com relevancia estatistica, o que pode ser observado na Figura
24. Estes fatores foram relacionados com diversos aspectos clinicos de pior
progndstico, como indices proliferativos maiores (Ki67 e IM), graus histoldgicos
maiores, reducdo na expressao de RP, maior presenga de necrose e uma correlagido
positiva em subtipos moleculares mais agressivos, como o triplo negativo. Desta
forma, faz sentido biologico identificar que estes fatores também atuem como
marcadores de pior prognéstico para o cancer de mama, o que ¢ revelado com as
curvas de SCE. Também, o fator e[F4G ndo apresenta relevancia estatistica nesta

analise.
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Portanto, levando-se em consideragao todos os resultados apresentados neste
capitulo, € possivel estabelecer uma hipoétese robusta acerca do reflexo da expressao
diferencial dos fatores de traducdo e¢IF4E, eIF4G ¢ elF5A no cancer de mama. Os
trés fatores apresentam uma correlagdo positiva e significativa em tumores mamarios
mais diferenciados e de bom prognéstico (Luminais), indicando que existe um
aumento nos componentes gerais da maquinaria de tradugo, pois a célula tumoral
necessita de uma maior aporte proteico a fim de suprir os resultados de acumulo de
mutagdes e descontrole de processos celulares vitais, como o ciclo celular.
Entretanto, a medida que observamos o comportamento destes fatores, foi possivel
identificar que somente elF4E e eIF5A estdo relacionados com graus de
diferenciagdo menores e maiores indices proliferativos. Este resultado também ¢
corroborado pelo fato de elF4G perder a correlagio com os demais fatores no
subgrupo molecular triplo-negativo, o que ndo ocorre nos tumores luminais.
Finalmente, tumores com alta expressdo para eIF4E e elF5A estdo, de fato,
relacionados com um pior progndstico, o que ¢ traduzido nas curvas de sobrevida
cancer-especifica. Portanto, ¢ de grande importancia para uma melhor compreensao
da biologia tumoral, a determinagdo das populagdes de mRNAs preferencialmente
traduzidas no aumento da expressdo proteica destes componentes da maquina de
traducdo no cancer de mama. Além disso, ¢ importante destacar que novos estudos
podem reforcar a possibilidade de eIF4E e eIF5A serem alvos possivelmente
interessantes para futuras terapias-alvo, principalmente para o subgrupo molecular
triplo-negativo, o qual ¢é ainda ¢ tratado majoritariamente por esquemas

quimioterapicos citotoxicos muito agressivos.
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4 CONCLUSOES

Este trabalho teve como foco ampliar a relevancia do controle traducional na
melhor compreensdo da biologia tumoral no cancer de mama.

Este aspecto foi abordado inicialmente com o desenvolvimento de uma
metodologia experimental que permitisse a aplicacdo da translatdmica, por meio da
adaptacdo de um novo gradiente para aperfeicoamento da técnica de perfil
polissomal, em amostras de tecido humano. Uma vez estabelecido este novo
protocolo, o mesmo pode ser aplicado em um conjunto de tecidos de carcinomas
mamarios congelados, os quais foram fornecidos pelo BioBanco do A.C. Camargo
Cancer Center.

Como pode ser observado no primeiro capitulo da se¢do 3 (Resultados e
Discussdo), o qual foi apresentado na forma de manuscrito ja publicado (LIANG et
al. 2017), um novo gradiente foi determinado para utilizacdo em técnicas de perfil
polissomal. O desenvolvimento de um gradiente nao-linear permite que o
fracionamento gravitacional acumule os polissomos mais pesados em um nimero
menor de fracdes a serem coletadas. Este ponto ¢ fundamental para que,
metodologicamente, a extracdo de mRNAs associados a polissomos (RNA
polissomal) seja otimizada. Tal modificagdo € crucial para analises de translatomica
em amostras de tecido humano congelados, pois, de uma forma geral, sdo amostras
muito pequenas e que fornecem uma quantidade reduzida de macromoléculas.
Também, foram comparados os resultados de expressdo génica em gradientes

lineares e ndo-lineares, sem a identificacdo de alteracdes significativas. Portanto,
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conclui-se com este primeiro capitulo que o gradiente ndo-linear desenvolvido ¢ de
grande relevancia, pois permite a futura aplicagdo da translatdmica em outras
patologias e amostras de tecido humano congelado e armazenado em biobancos.

Além disso, apos fracionamento celular por meio de perfil polissomal, as
amostras puderam ser transformadas em bibliotecas para determinagdo de novos
padroes de expressdo génica, os quais encontram-se em analise no laboratorio do
colaborador, Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet — Estocolmo), para futuras
publicagdes. Finalmente, o controle da maquinaria de tradu¢do em tumores mamarios
foi abordado com a analise da expressdo proteica de componentes-chave neste
processo. Assim, esta tese amplia os horizontes para estudos de translatomica em
tecidos congelados provenientes de biobancos, fornece, de forma inédita, a
possibilidade da aplicacdo da translatomica em tecidos humanos de carcinoma
mamario e analisa o impacto da expressdo diferencial de fatores de tradugdo
importantes na progressao e no prognoéstico do cancer de mama.

Ja o segundo capitulo ilustra a aplicagdo do perfil polissomal descrito acima
em amostras do BioBanco desta institui¢dao, com isolamento do RNA citosdlico ¢
polissomal e construgdo de bibliotecas. Esta etapa ¢ de grande importancia, porque
contemplou a adaptagdo de uma metodologia denominada Smart-seq2, a qual foi
inicialmente construida para sequenciamento de RNA advindo de células
eucarioticas unicas, para o material isolado apds o perfil polissomal. Entretanto,
devido a alta complexidade na analise dos dados obtidos apds o sequenciamento, os
resultados de expressdao génica determinados por uma abordagem translatdmica ndo
sdo mostrados nesta tese, pois ainda se encontram em desenvolvimento no

laboratério do colaborador. Desta forma, ¢é possivel observar a descricao
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metodologica que permite o isolamento e sequenciamento do RNA polissomal desde
a retirada do BioBanco até a biblioteca final pronta para que possa ser sequenciada.

Além disso, neste capitulo foi analisada a relagdo quantitativa da tradugdo nas
células que compunham as amostra de tecido tumorais utilizadas com proliferacao
celular e progndstico. Foi possivel observar que tumores mais diferenciados,
apresentam taxas de tradugdo maiores, melhor prognostico ¢ menor indice
proliferativo. Ao mesmo tempo, tumores menos diferenciados, apresentam indices
mitoéticos maiores ¢ taxas de traducdo menores, sugerindo um maior
comprometimento da maquinaria de tradugdo com proliferacao celular. Assim, estes
dados colocam a traducdo especifica como fator importante de pior prognostico e
tumores mamarios mais proliferativos.

Por ultimo, o terceiro capitulo desta secdo descreve a escolha de trés fatores
de traducao fundamentais para a maquinaria deste processo: eIF4E, e[F4G e elF5A.
Foi possivel observar que todos os fatores aumentam a expressdo de forma conjunta
em tumores luminais, que apresentam crescimento celular mais lento em comparacao
com outros grupos moleculares, como o triplo-negativo. Além disso, nenhum destes
componentes da maquinaria de traducdo de relaciona com proliferagdo celular (IM
ou Ki67) no grupo luminal. Entretanto, os fatores eIF4E e elF5A parecem atuar em
conjunto em tumores mamarios mais agressivos, como foi o caso das amostras
classificadas como triplo-negativas, nas quais elF4G perdeu a correlagio com os
outros fatores estudados. elF4E e elF5A apresentaram correlagdes positivas com
Ki67, IM, presenca de necrose, grau histolégico ¢ uma correlagdo negativa com o
RP. Além disso, ao classificar as amostras em grupos luminais e nao-luminais,

elF4G aumenta nos grupos luminais e elF4E e IFSA apresentam uma tendéncia de
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aumento da expressao em grupos nao-luminais. Finalmente, estes dois ultimos
fatores foram associados com um pior prognostico ao analisar-se as curvas de
sobrevida cancer-especifica.

elF4E ¢ descrito na literatura como um proto-oncogene € que uma expressao
aumenta deste fator esta relacionada com processos tumorigénicos, inclusive no
cancer de mama, porém foi a primeira vez que ele foi envolvido mais diretamente
com tumores mamarios menos diferenciados e de prior progndstico. eI[F5A também ¢
envolvido com proliferagdo celular, entretanto este ndo existe evidéncia na literatura
que correlaciona este fator com o cancer de mama, e este trabalho identificou uma
relacdo deste fator como marcador de pior prognostico e uma expressdo aumentada
também em tumores menos diferenciados. Este fato também abre espaco para
possibilidade de novos estudos que correlacionem eIF4E e elF5A como possiveis
candidatos para terapias-alvo no cancer de mama triplo-negativo, o qual ainda ¢
majoritariamente tratado com esquemas quimioterapicos inespecificos e altamente

citotoxicos.
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Abstract

In this chapter, the comparative effectiveness leaves the therapeutic focus to enter the field of diagnosis of some tumors.
Overexpression or amplification of epidermal growth factor receptor-2 (HER2) is present with prognostic and predictive roles
for therapeutic response, and has a crucial position regarding molecular classification of some high incidence tumors, such as
Breast Cancer (BC). Currently, the large number of available anti-HER2 agents makes necessary the comparison of their
effectiveness on diagnosis, with emphasis on breast cancer and tumors in which HER2 has recently been described, such as
Gastrointestinal Stromal Tumors (GIST). Many of these drugs have important differences related to mechanisms of how they
act on patients and possible reactions they can cause. Taking into account the main advantages and disadvantages of each
approach, this chapter aims to provide a comprehensive analysis of the available diagnostic methods in clinical practice, and to
identify the main existing gaps between current molecular research and the needs of medical practice.
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Apéndice 1 - Este anexo contempla as demais analises estatisticas feitas e nao

mostradas no capitulo 3 da secdo 3 desta tese. Aqui estdo organizadas as analises das

demais variaveis clinicas com a expressdo dos fatores estudados: elF4E, elF4G e

elFSA

Tabela de Avaliacdo estatistica da relacdo entre os fatores de traducdo estudados

(elF4E, elFAG e elF5A) com variaveis clinicas (TNM, grau nuclear, inflamagéo,

invasdo vascular, invasdo linfatica, invasdo perineural e recorréncia).

Estadiamento ] o ] . Desvio Teste
- n Minimo Média Mediana Méaximo Padrio  estatistico p
elFAE 1 102 119,34 162,12 159,62 217,32 24,17  Teste ndo 0,25
2 87 117,84 166,79 163,87 221,33 22,44  paramétrico
3 23 131,30 161,17 156,37 199,35 22,37  para amostras
Total 212 117,84 163,93 161,88 221,33 23,30  indepentes:
elF4G 1 96 72,91 154,90 15428 207,65 23,79  Kruskal- 0,35
2 78 86,52 160,64 161,38 210,89 25,14  Wallis
3 20 134,55 159,48 157,62 190,75 16,70
Total 194 72,91 157,68 155,45 210,89 23,79
elF5A 1 105 109,88 150,93 148,30 209,60 20,84 0,09
2 87 121,33 156,29 153,09 225550 19,28
3 17 126,25 155,97 156,85 212,03 22,89
Total 209 109,88 153,57 150,48 22550 20,45
Estadiamento o o ) . Desvio Teste
N n Minimo Média Mediana Maéaximo Padrio  estatistico p
elFAE  ausente 124 117,84 162,87 160,08 217,32 23,23  Teste para 0,43
presente 88 119,34 165,43 163,65 221,33 23,45  amostras
Total 212 117,84 163,93 161,88 221,33 23,30  independentes:
elFAG  ausente 117 72,91 153,79 153,07 210,89 2459  teste-t para 0,01
presente 77 123,89 163,59 162,54 209,62 21,33 igualdade de
Total 194 72,91 157,68 155,45 210,89 23,79 médias
elF5A  ausente 124 109,88 152,73 150,19 22550 20,50 0,47
presente 85 118,08 154,81 150,79 209,60 20,43
Total 209 109,88 153,57 150,48 225550 20,45




Estdiamento n Minimo Meédia Mediana Maximo Desvio Teste p
M Padrdo  estatistico
elF4E  ausente 203 117,84 163,79 160,95 221,33 23,44  Teste ndo 0,17
presente 12 129,34 172,95 173,19 216,40 23,82  paramétrico
Total 215 117,84 164,30 161,95 221,33 23,50 para amostras
elF4G  ausente 186 72,91 157,71 155,59 210,89 24,05 indepentes: 0,47
presente 10 132,56 162,53 163,57 188,22 19,66  Teste U de
Total 196 72,91 157,96 155,59 210,89 23,83 Mann-
elF5A  ausente 198 109,88 153,49 150,37 22550 20,52  Whitney 0,48
presente 13 123,79 155,77 156,04 199,53 18,48
Total 211 109,88 153,63 150,79 225550 20,36
Grau nuclear n Minimo Média Mediana Méaximo Desvio Teste p
Padrdo  estatistico
elF4E 1 13 121,26 159,77 15454 207,09 27,88  Teste ndo 0,31
2 71 120,29 163,42 157,94 221,33 25,76  paramétrico
3 147 117,84 166,13 164,91 217,32 22,11 para amostras
Total 231 117,84 164,94 161,97 221,33 23,58 indepentes:
elF4G 1 9 142,07 161,55 153,82 207,37 19,74  Kruskal- 0,6
2 63 125,96 157,21 154,59 206,43 19,48  Wallis
3 143 72,91 159,02 160,36 210,89 25,33
Total 215 72,91 158,60 156,46 210,89 23,48
elF5A 1 10 121,25 150,12 149,18 185,25 17,67 0,12
2 66 109,88 150,57 146,78 209,60 20,47
3 151 118,26 155,82 154,13 225550 21,36
Total 227 109,88 154,04 150,48 225550 21,03
Inflamacéo n Minimo Meédia Mediana Maximo Desvio Teste
Padrdo  estatistico
elFAE  ausente 141 119,34 164,37 159,44 221,33 23,98  Teste para 0,84
presente 87 117,84 165,00 166,17 217,32 22,83  amostras
Total 228 117,84 164,61 161,88 221,33 23,50 independentes:
elF4G  ausente 126 123,73 160,59 156,68 209,62 20,30 teste-t para 0,14
presente 86 72,91 155,76 155,44 210,89 25,66 igualdade de
Total 212 72,91 158,63 156,33 210,89 22,70  médias
elF5A  ausente 134 109,88 153,33 150,11 224,33 21,76 0,79
presente 90 118,26 154,06 150,37 225,50 19,03
Total 224 109,88 153,62 150,22 22550 20,67




Invasédo n Minimo Meédia Mediana Maximo Desvio Teste p
vascular Padrdo  estatistico
elF4E  ausente 220 117,84 164,75 161,88 221,33 23,29  Teste ndo 0,76
presente 9 122,08 162,45 163,87 212,29 27,73  paramétrico
Total 229 117,84 164,66 161,95 221,33 23,42 para amostras
elF4G  ausente 206 72,91 158,18 155,90 210,89 23,70  indepentes: 0,22
presente 8 148,51 167,06 165,99 198,89 16,15  Teste U de
Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50 Mann-
elF5A  ausente 217 109,88 153,59 150,17 22550 20,72  Whitney 0,26
presente 9 129,32 162,83 159,15 224,33 27,52
Total 226 109,88 153,96 150,37 225550 21,03
Invasao n Minimo Média Mediana Maximo Desvio Teste p
linfatica Padrdo  estatistico
elF4E  ausente 176 117,84 164,99 161,16 221,33 23,67  Teste para 0,69
presente 53 122,08 163,55 163,80 212,43 22,74  amostras
Total 229 117,84 164,66 161,95 22133 23,42 independentes:
elF4G  ausente 167 72,91 158,26 155,61 210,89 24,20  teste-t para 0,75
presente 47 123,73 159,39 159,93 204,04 21,02 igualdade de
Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50 médias
elF5A  ausente 180 109,88 154,42 150,93 225550 20,83 0,53
presente 46 118,26 152,15 149,73 22433 21,97
Total 226 109,88 153,96 150,37 22550 21,03
Invasédo n Minimo Meédia Mediana Maximo Desvio Teste p
perineural Padrdo  estatistico
elFAE  ausente 202 117,84 165,16 161,88 221,33 23,66  Teste ndo 0,59
presente 27 119,34 160,92 163,43 194,34 21,58  paramétrico
Total 229 117,84 164,66 161,95 221,33 23,42  para amostras
elF4G  ausente 192 72,91 158,45 155,45 210,89 24,16  indepentes: 0,78
presente 22 123,89 159,02 159,52 192,83 17,08  Teste U de
Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50 Mann-
elF5A  ausente 204 109,88 154,42 151,45 22550 21,04 Whitney 0,23
presente 22 118,36 149,71 145,99 194,46 20,94
Total 226 109,88 153,96 150,37 22550 21,03




Recorrencia n Minimo Meédia Mediana Maximo Desvio Teste p
Padrdo  estatistico
elF4E  N&o ocorreu 194 117,84 164,53 160,66 221,33 24,24 Teste para 0,48
Ocorreu 37 120,14 167,11 163,80 216,40 19,91  amostras
Total 231 117,84 164,94 161,97 221,33 23,58 independentes:
elFAG  Nao ocorreu 185 78,74 158,71 156,19 210,89 23,05  teste-t para 0,87
Ocorreu 30 72,91 157,89 158,35 203,78 26,40 igualdade de
Total 215 72,91 158,60 156,46 210,89 23,48 medias
elF5A  N&ao ocorreu 195 109,88 153,54 150,05 225,50 21,13 0,46
Ocorreu 33 121,41 156,41 156,04 195,17 20,51
Total 228 109,88 153,96 150,37 22550 21,02
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