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RESUMO

Nakamura KDM. Aspectos moleculares envolvidos no surgimento do Tumor
Triplo-Negativo de Mama em pacientes portadoras ou nio de mutacio
germinativa em BRCAL. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antonio
Prudente]

O Cancer de Mama Triplo-Negativo (CMTN), caracterizado pela perda de expressao
dos receptores de estrogeno (RE), de progesterona (RP) e pela ndo super-
expressao/amplificagdo do receptor do fator de crescimento epidermal humano do
tipo 2 (HER-2), ¢ considerado um subtipo bastante agressivo e heterogéneo
molecularmente. Clinicamente, o CMTN apresenta progndstico ruim, altas taxas de
recorréncia e menor sobrevida global em relagdo aos outros subtipos de cancer de
mama. Ele corresponde a aproximadamente 15% dos casos de cancer de mama e ndo
apresenta nenhuma terapia alvo efetiva. Mutacao patogénica germinativa nos genes
BRCAL e BRCAZ2 leva a um aumento de risco para o desenvolvimento de Cancer de
Mama e Ovario, sendo que mutagdo germinativa em BRCA1 esta associada ao
desenvolvimento de CMTN, especialmente em pacientes diagnosticadas antes dos 50
anos. A deficiéncia de BRCAL leva ao mecanismo ineficiente do reparo do DNA e ao
desenvolvimento do tumor. Recentemente, nosso grupo classificou as pacientes
diagnosticadas com CMTN em grupo Hereditirio (com mutagdo patogenica
germinativa em BRCAL) e grupo Esporadico (sem mutagdo germinativa em BRCAL).
Estes foram ainda classificados em tumores BRCAl-deficiente (com hipermetilagdo
no promotor de BRCA1l) e em tumores BRCAl-proficiente (sem hipermetilacdo no
promotor de BRCALl e sem mutacdo germinativa em BRCAL). As diferencas
moleculares entre esses grupos de CMTN sao de grande interesse clinico e biologico,
embora ainda ndo sejam conhecidas. Dentro desse contexto, nosso objetivo foi
investigar o perfil transcricional de CMTN sob diferentes aspectos de deficiéncia de
BRCAL. Para isso, foi avaliado o sequenciamento do RNA (RNA-Seq) de 37 casos
de CMTN em idade jovem (< 50 anos), sendo 9 casos Hereditario (com mutagdo

patogénica germinativa em BRCAL) e 28 casos Esporadico. Dos casos Esporadicos, 9



foram BRCA1-deficiente (com o promotor de BRCAL hipermetilado) e 19 BRCA1-
proficiente (com o promotor de BRCAL nao hipermetilado). Utilizamos o RNA total
a partir das 37 amostras tumorais e 25 amostras normais pareadas adjacentes ao
tumor. As bibliotecas de cDNA foram construidas a partir do RNA total através do
método de deplecdao do rRNA e sequenciadas na plataforma NextSeq (Illumina). Para
a normalizacdo dos dados de expressao de cada gene, foi aplicada a medida FPKM.
Os critérios para a obtencdo dos genes diferencialmente expressos (GDEs), nas
amostras tumorais em relag@o as normais, foram fold change > 4,0 e <- 4,0 e p valor
ajustado < 0,05). Para classificagdo molecular dos tumores TN, foi utilizada a
ferramenta online TNBCtype. As curvas de sobrevida global de acordo com essa
classificagdo molecular foram calculadas através do método de Kaplan-Meier. Para
verificar os processos bioldgicos envolvidos com a tumorigénese do CMTN, os
GDEs foram submetidos a uma analise funcional in silico através do programa
Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Em média, 48.627.204 milhdes de sequéncias
foram geradas por amostra, das quais 79,5% foram mapeadas no genoma humano
referéncia, revelando, em média, 15.071 genes expressos com pelo menos 10
sequéncias Unica mapeada por amostra. O perfil transcricional das amostras CMTN
permitiu a classificacao nos 7 subtipos moleculares de CMTN, sendo a maioria das
amostras classificadas no subtipo imunomodulador (IM) e mesenquimal (M). No
grupo das amostras BRCA1-deficiente, observamos um predominio do subtipo IM
enquanto que, nas amostras BRCAl-proficiente, houve um maior numero de
amostras classificadas em M. Nao observamos diferenca nas curvas de sobrevida
global entre os dois grupos de amostras. Porém, os resultados mostraram que o
subtipo IM parece ter uma tendéncia de melhor sobrevida global comparado com os
outros subtipos, independente do status de BRCALl. A expressdo diferencial das
amostras tumorais em relagdo as amostras normais no grupo de CMTN Hereditario
revelou 1965 GDEs, sendo 589 mais expressos € 1376 menos expressos no tumor; e,
no grupo de CMTN Esporadico, a analise revelou 1837 GDEs, sendo 645 mais
expressos ¢ 1192 menos expressos no tumor. A partir dos GDEs de cada grupo, a
analise do [PA mostrou que os dois grupos apresentaram vias candnicas enriquecidas
comuns significantemente ativadas e envolvidas, de forma geral, com a Regulagdo do

ciclo celular. Entretanto, as vias candnicas significantemente inibidas mostraram-se



exclusivas em cada grupo: a via de Sinalizacao do receptor do glutamato foi a mais
significativa (z-score = -2,12) nas amostras de CMTN Hereditario; ¢ a via de
Ativacdo de LXR/RXR foi a mais significativa (z-score = -2,98) nas amostras CMTN
Esporadico. Além disso, observamos reguladores transcricionais significantemente
ativados e inibidos exclusivamente em cada grupo. Os genes TNF ¢ E2F1 foram os
mais significantemente ativados apenas nas amostras de CMTN Hereditario (z-score
=4,06) e de CMTN Esporadico (z-score = 2,22), respectivamente. Por outro lado, o
microRNA mir-21 e o gene PPARG foram os reguladores inibidos exclusivamente
nas amostras CMTN Hereditéario (-score = -4,68) e nas amostras CMTN Esporadico
(z-score = -4,24), respectivamente. Esse estudo, de forma geral, revelou potenciais
vias e genes reguladores de cascatas de sinalizagdo envolvidos na tumorigénese do
CMTN no contexto da deficiéncia de BRCAIL, contribuindo na elucidacao da

complexidade funcional de tumores TN.

Descritores: Neoplasias de Mama Triplo Negativas/genética. Mutacdo em Linhagem
Germinativa. Genes BRCA1. Andlise de Sequéncia de RNA. Neoplasias da Mama.

Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala.



SUMMARY

Nakamura KDM. [Molecular aspects involved in development of triple-negative
breast cancer in patients with or without germline mutation in BRCAL]. Sao

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

Triple-negative breast cancer (TNBC), characterized by lack of expression of the
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2), results in aggressive biology, early peak of recurrence, and
shorter overall survival than other subtypes. It comprises approximately 15% of
breast cancer cases and yet there is no effective therapy. Mutations in the BRCAL and
BRCAZ2 genes are associated with increased risk of breast and ovarian cancers since
germline mutation in BRCAL is associated with the development of TNBC,
especially in patients diagnosed before age 50. BRCA deficiency leads to impaired
DNA repair and tumor development. Recently, our group classified TNBC patients
into hereditary BRCAl-mutated and sporadic BRCA1-proficient. These were further
classified into BRCAl-deficient tumors (with BRCALl promotor hypermethylation)
and BRCAl-proficient tumors (no BRCA1l promoter hypermethylation neither
BRCAL germline mutation). Molecular differences between hereditary and sporadic
TNBC groups are clinically and biologically interesting although it remains unclear.
In this context, we aimed to investigate the transcriptional profile of TNBC-
associated or not with BRCA1 deficiency. For that, RNA sequencing (RNA-seq)
from 37 early-onset TNBC (< 50 years old) was evaluated, comprising 9 Hereditary
(with BRCA1 germline pathogenic mutation) and 28 Sporadic cases, of which 9
BRCA1-deficient and 19 BRCAl-proficient. Total RNA from 37 tumors samples and
25 adjacent normal samples of paired cases were used to constructed RNAseq
libraries by depleting ribosomal RNA and sequenced on Illumina NextSeq 500
platform. Expression values were normalized by FPKM. Differentially expressed
genes (DEGs) between tumor and normal samples were obtained using fold-change >
|4| and p value adjusted < 0.05 as statistical criteria. The TNBC samples were

subtyping using the web-based prediction tool TNBCType. Overall survival curves



were calculated using the Kaplan.Meir method. IPA software was used to detect
activated/inactivated canonical pathways and relevant upstream regulators,
considering a z-score <-2.0 and > 2.0, respectively. On average, 49 million reads
were generated per sample, of which 79.5% were mapped to the human reference
genome revealing 15,071 expressed genes with at least 10 reads per sample. From
the transcriptional profile of TNBC samples we classified into seven TNBC subtypes
being the majority of tumors classified as immunomodulatory (IM) and
mesenchymal (M) subtype. We detected no difference in overall survival for both
groups. However, trends towards better overall were observed for TNBC samples
classified as IM compared with other subtypes, without associations with BRCAL
status. Differential gene expression analysis between tumor and normal samples in
the hereditary group revealed 1,965 DEGs, being 589 upregulated and 1,376
downregulated; and in the sporadic group, the analysis revealed 1,837 DEGs, being
645 upregulated and 1,192 downregulated. Using the DEGs of each group, the IPA
analysis revealed that Cell Cycle Regulation signaling was activated in both groups.
Regarding inactivated pathways, we detected the Glutamate Receptor signaling (z-
score = -2,12) in hereditary TNBC and the LXR/RXR activation in sporadic TNBC
(z-score = -2,98). Also, the IPA analysis revealed relevant specific transcription
regulators of each group. The TNF and E2F1 were the most significantly activated
genes in hereditary- and sporadic-TNBC, respectively. On the other hand, the mir-21
and PPARG were the most significantly unique inhibited regulators in hereditary and
sporadic, respectively. In general, this study unveiled potential pathways and
regulatory genes for signaling cascades involved in TNBC tumorigenesis considering
the deficiency of BRCAL, contributing to the elucidation of the functional complexity
of the tumorigenic process of TNBC patients.

Key-words: Triple Negative Breast Neoplasms/genetics. Germ-Line Mutation.
Genes, BRCA1. Sequence Analysis, RNA. Breast Neoplasms. High-Throughput

Nucleotide Sequencing.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 Incidéncia e mortalidade

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de tumor mais frequentemente
diagnosticado depois do cancer de pulmao, correspondendo a 11,6% de todos os
novos casos do mundo. Ele estd na quarta posicdo de causa de morte e representa
6,6% de todas as mortes por cancer no mundo. Entre as mulheres, o cincer de mama
¢ o mais comumente diagnosticado e a principal causa de morte por cancer (BRAY
et al. 2018). Enquanto que nos paises mais desenvolvidos o cancer de mama ¢ a
segunda causa de morte, depois do cancer de pulmlo, nos paises menos
desenvolvidos ¢ a causa de morte mais frequente entre as mulheres (BRAY et al.
2018).

No Brasil, o cancer de mama ¢ o tipo de tumor mais frequente entre as
mulheres, depois do cancer de pele ndo melanoma, correspondendo por cerca de
29,5% dos novos casos de cancer a cada ano. De acordo com as estimativas do
Instituto Nacional do Cancer - INCa, sdo estimados 59.700 casos novos de cancer de
mama para o biénio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100
mil mulheres (Ministério da Satde 2018) (Figura 1). Em todas as regides do Brasil,
ele ¢ o mais incidente, exceto na regido Norte, onde o cancer do colo do utero estd na
primeira posicdo. E, apesar do avango no diagnodstico precoce e no tratamento, as

taxas de mortalidade e de sobrevida média para esta neoplasia continuam elevadas na



populagdo feminina brasileira (Ministério da Saude 2016). Porém, estudos mostram
que o cancer de mama ¢ uma neoplasia que apresenta um bom progndstico quando
analisada a sobrevida média das pacientes nos primeiros cincos anos pés-diagnostico

(PARKIN 2001; Ministério da Satude 2018).

Localizacao Primaria Casos Localizagao Primaria Casos

Prostata 68.220 31.7% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmio 18.740 8,7% . Gélon e Reto 18.980 9.4%

Cdlon e Refo 17.380 8,1% S Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6,3% A Traqueia, Bronquio e Puimao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% | Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Esdfago 8.240 3,8% 1 Estdmago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% | Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3.0% u Ovdrio 6.150 3.0%

Leucemias 5.940 2.8% \ Sistema Nervoso Central 2910 2,7%

Sistema Nervoso Central 2.810 2,7% | Leucemias 4.860 24%

Fonte: Ministério da Saude (2018).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

1.1.2 Fatores de risco

Os fatores de risco para cancer de mama, assim como para outros tipos de
cancer, tém crescido nos ultimos anos devido, em sua grande maioria, as mudangas
no estilo de vida da populacdo brasileira, tais como alimentagdo hipercaldrica,
consumo de 4lcool e tabaco, sedentarismo, obesidade e exposicdo a radiacdo
ionizante. Diversos outros fatores também estdo associados com o aumento de risco
para desenvolver o cancer de mama, tais como: idade da primeira menstruagdo antes
dos 12 anos; uso de alguns anticoncepcionais e da terapia de reposi¢ao hormonal na
menopausa; mulheres que nunca engravidaram ou nunca tiveram filhos
(nuliparidade); menopausa tardia, apos os 55 anos; e predisposi¢do genética e

hereditaria, onde o historico familiar ¢ de grande importancia para o aumento de



risco (STEWARD e WILD 2014; American Cancer Society-ACS 2017; Ministério
da Saude 2018).

Estima-se que cerca de 5-10% dos canceres de mama sdo causados,
principalmente, por alteragdes genéticas nas linhagens germinativas, as quais sao
transmitidas ao longo das geragdes e que caracterizam as sindromes hereditarias
(PHAROAH et al. 2002). A principal sindrome hereditaria associada ao cancer de
mama ¢ a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC, do inglés
Hereditary Breast and Ovarian Cancer), a qual representa cerca de 10% dos casos
de cancer de mama e ovario. Os principais genes para essa sindrome sdo os genes de
alta penetrancia BRCAL (do inglés breast cancer 1, early onset) ¢ BRCA2 (do inglés
breast cancer 2, early onset) (MIKI et al. 1994; WOOSTER et al. 1995;
ANTONIOU et al. 2003).

A mutagdo patogénica germinativa em BRCAL esta associada a uma maior
predisposi¢do para o desenvolvimento de cancer de mama, conferindo um risco de
85%, enquanto que mutagdo patogénica germinativa em BRCAZ2 aumenta o risco de
desenvolvimento do cancer de mama de 45% em relacdo a populagdo geral que ndo
apresenta nenhuma alteracdo genética (ANTONIOU et al. 2003; CHEN e
PARMIGIANI 2007). O mecanismo que leva as portadoras de mutagdo germinativa
em hetorozigose, com perda de fungdo da proteina (do inglés LOF - Loss of function
mutation), a terem um maior risco de desenvolver tumores na mama ¢ no ovario
ainda nao estd completamente esclarecido. Uma das hipoteses que explica essa alta
associacdo ¢ que a funcdo de reparo da quebra de fita dupla por recombinagdo
homologa nos tecidos da mama e ovario ¢ extremamente importante durante o

estresse oxidativo gerado a cada ciclo menstrual. Assim, esses tecidos tornam-se



sensiveis ao dano causado a cada ciclo menstrual, estando propensos a carcinogénese
j& que o reparo do DNA estd ineficiente devido a perda de fungdo das proteinas
BRCAI1/BRCA2 (ROY et al. 2012; YU e SHAO 2012). Além disso, tumores
associados com mutagdes nos genes BRCAL/2 parecem estar restritos a malignidades
epiteliais (PETRUCELLI et al. 2010).

Algumas diferencas s3o observadas nos tumores que carregam mutacao
germinativa em BRCAl daqueles com mutagdes em BRCAZ2. Tumores que
apresentam mutacdo em BRCAL acometem mulheres a desenvolverem cancer de
mama em idade mais jovem que os tumores com mutacdo em BRCA2
(BREKELMANS et al. 2007). Uma outra caracteristica importante dos tumores que
carregam mutacdo germinativa em BRCAL é que, em sua grande maioria, sdo
tumores com baixa ou ausente expressdo protéica do receptor de estrogeno (RE)
(LAKHANT et al. 2005; FACKENTHAL e OLOPADE 2007; MAVADDAT et al.
2013), estando, por isso, associado a um risco aumentado para o desenvolvimento de
Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN) (60 - 80%), o qual ndo expressa RE ¢
nem o receptor de progesterona (RP) (FACKENTHAL e OLOPADE 2007
MAVADDAT et al. 2013). Diferentemente, a maioria dos tumores associados com
mutagdo germinativa em BRCAZ2 apresentam expressdo protéica positiva para o RE
(SORLIE et al. 2003; MAVADDAT et al. 2013).

Mutagdes germinativas em BRCAL também predispdem os individuos ao
aumento de risco para desenvolver outros tipos de cancer, como o melanoma. Ja
mutagdes em BRCA2 foram observadas por estarem associadas a uma maior
predisposi¢cdo de desenvolver cancer de pancreas, prostata ¢ de mama em homens

(THOMPSON et al. 2002; GALLAGHER et al. 2010; MERSCH et al. 2015).



Além dos genes BRCAl1 e¢ BRCAZ2, mutacdes em outros genes de alta
penetrancia, tais como CDH1, PTEN, STK1 e TP53, também podem elevar o risco
para o desenvolvimento de sindromes de susceptibilidade ao cancer de mama
(MAXWELL e DOMCHECK 2013). Além disso, a suscetibilidade ao cancer de
mama também esta associada as mutacdes em genes de penetrancia moderada como

ATM, CHEK2 e PALB2 (ANTONIOU et al. 2014).

1.1.3 Classificagao molecular

O cancer de mama ¢ uma doenga que tem sido descrita por ser bastante
heterogénea a nivel molecular, apresentando diferentes subtipos caracterizados por
distintos perfis de expressdo génica, os quais implicam diretamente no prognéstico e
na sobrevida das pacientes (PEROU et al. 2000). Os tumores de mama sdo, portanto,
classificados de acordo com o perfil de expressao imunohistoquimica de marcadores
moleculares e de expressdo génica. Além disso, a taxa de proliferacdo das células
tumorais, através da expressdo dos marcadores de proliferagdo celular, como do
Ki67, bem como variaveis clinico-patolégicas, incluindo tamanho, tipo e grau do
tumor, também s3o usadas para classificar os tumores de mama e auxiliar nas
propostas terapéuticas (BERNHARDT et al. 2016). Estudos cléassicos realizados por
PEROU et al. (2000) e SORLIE et al. (2001), com base na analise de expressao
génica, caracterizaram o cancer de mama em cinco principais padroes moleculares
com diferentes implicag¢des clinicas: Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo, Basal-
like ¢ Normal-like. Entre cada um desses subtipos ha diferengas significativas na

sobrevida geral e livre de doenga.



Os dois primeiros subtipos, como 0 nome sugere, tem maior expressao de
genes caracteristicos do tecido luminal além de apresentarem marcagao positiva dos
receptores hormonais de estrogeno (RE) e progesterona (RP). O luminal A ¢
caracterizado pela alta expressao dos RE a RP e das citoqueratinas luminais 8 ¢ 18
assim como auséncia de expressdo do gene ERBB2 que codifica o receptor do fator
de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER-2, do inglés Human Epidermal
growth factor Receptor-type 2). E o subtipo mais comum, representando 50-60% de
todos os casos de cancer de mama. Pacientes diagnosticadas com esse subtipo tem
um bom prognostico, apresentam maior sobrevida geral e livre de doenga comparada
com os outros subtipos. O tratamento ¢ baseado principalmente em terapias
hormonais com adi¢do de quimioterapia, dependendo do estadio clinico. Ja os
tumores Luminal B s3o caracterizados pela baixa expressdo dos RE e RP, alta
positividade para o Ki67, e apresentam um alto grau histoldgico comparado com os
tumores Luminal A. Eles compreendem 15-20% de todos os casos de cancer de
mama ¢ respondem bem a quimioterapia, alcangando resposta patologica completa
(pCR - definida como doenga invasiva nao residual na mama e nos linfonodos) em
16% dos tumores comparado com 6% dos tumores Luminal A. Os tumores HER-2
positivo, Basal-like e Normal-like, apresentam baixa ou nenhuma expressdo dos RE e
RP. Os tumores HER-2 positivo apresentam aumento de expressio do HER2 e,
assim, o tratamento ¢ feito com o uso do anticorpo monoclonal contra o HER2, o
trastuzumabe, junto com a quimioterapia. Eles representam 15-20% de todos os
casos de cancer de mama e tém um bom progndstico e boa sobrevida geral. Os
tumores Basal-like apresentam alta expressdo das citoqueratinas basais ¢

contabilizam 5-10% de todos os casos de cancer de mama. Os basal-like ndo



apresentam positividade para RE e RP e sdo negativos para aumento de expressao ou
amplificacdo de ERBB2 (HER2), o que, por sua vez, sdo frequentemente associados
com os tumores triplo-negativos (TN). Embora os termos basal-like e TN nao sejam
sinénimos, cerca de 80% dos tumores TN sdo basal-like assim como a maioria dos
basal-like sio TN (BERTUCCI et al. 2008; FOULKES et al. 2010). Além disso, os
tumores Basal-like sdo associados com um comportamento clinico agressivo e
maiores taxas de metastase. Pacientes diagnosticadas com tumores Basal-like t€ém um
pior prognostico e menor sobrevida geral e livre de doenga comparado com os outros
subtipos. E o subtipo normal-like apresenta elevada expressdo de genes
caracteristicos de tecido adiposo e de outros tipos celulares ndo epiteliais (PEROU et
al. 2000; SORLIE et al. 2001, 2003).

Além da classificagcdo baseada no perfil imunofenotipico dos marcadores RE,
RP, HER-2 ¢ Ki67, em 2011, o Consenso Internacional de Especialistas de Saint
Gallen acrescentou a andlise de amplificacdo do gene que codifica para HER-2,
adotando-se as deliberagdes sobre as estratégias terapéuticas. Assim, os tumores de
mama foram reclassificados em luminal A/B, hiperexpressio de HER2 e TN
(GOLDHIRSCH et al. 2011). De maneira geral, sdo oferecidos tratamentos com
hormonioterapia para os tumores luminais, anticorpo monoclonal anti-HER-2
(trastuzumab) para os tumores que expressavam HER-2 e quimioterapia para os
triplo-negativo.

Além desses subtipos, HERSCHKOWITZ et al. (2007) propuseram um outro
subtipo, claudin-low, caracterizado por uma baixa expressdo de genes envolvidos
com proteinas de adesdo célula-célula, como as claudinas, ou até auséncia da

expressao de marcadores de diferenciagdo luminal e moderada expressdo de genes de



proliferagdo. Sao tumores com alta expressdao de marcadores da transi¢dao epitélio-
mesenquima, marcadores endoteliais e linfociticos e de células tronco tumorais. E
um subtipo que apresenta um padrio imunofenotipico triplo-negativo ndo basaloide,
mas que ainda ndo possui marcadores imunohistoquimicos protocolados para a sua
caracterizagdo e nenhuma terapia especifica (HERSCHKOWITZ et al. 2007; PRAT

et al. 2010).

1.2 CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO (CMTN)

1.2.1 Aspectos clinicos

O CMTN ¢ caracterizado pela auséncia de expressdo dos receptores
hormonais RE e RP através da andlise de imunohistoquimica, especificamente com <
1% de expressdo nos nucleos das células tumorais, e por ndo apresentar aumento de
expressdo do receptor HER2, especificamente com positividade 1+ ou 2+ pela
imuno-histoquimica, e/ou ndo amplificacdo do gene ERBB2 pela Hibridagdo
Fluorescente In Situ (FISH, do inglés fluorescence in situ hybridization) (CAREY et
al. 2006; DENT et al. 2007; BIANCHINI et al. 2010). Ele compreende 10-20% de
todos os casos de cancer de mama e sdo tumores maiores em tamanho, de alto grau
histologico, biologicamente mais agressivos que 0s outros subtipos de cancer de
mama e comumente acometem mulheres jovens com idade inferior a 50 anos e de
origem afro-americana (BAUER et al. 2007; DENT et al. 2007; CAREY et al. 2007;
STURTZ et al. 2014). Comparado com outros subtipos de cancer de mama, o CMTN
estd associado ao risco significantemente aumentado de recaida e morte e piores

taxas de sobrevida global nos primeiros 5 anos de seguimento (LI et al. 2017).



Metastases a distancia, preferencialmente para o6rgdos solidos como pulmdo e
cérebro, também tendem a ocorrer dentro dos 3 a 5 primeiros anos apos o diagnostico
(CAREY et al. 2006; BAUER et al. 2007; LIEDTKE et al. 2008). A média de
sobrevida global das pacientes com CMTN metastatico ¢ bem curta, de 12 a 18
meses (DENT et al. 2009). Razdes para esse desfavoravel prognostico incluem a
natureza heterogénea e agressiva da doenca bem como auséncia de terapias alvo bem
definidas, ja que sdo tumores que ndo expressam o0s alvos terapéuticos
convencionais, como os receptores hormonais (RE e RP) e HER-2, ndo sendo
elegiveis para tratamento com terapias hormonais e anti-HER2, respectivamente, que
sdo terapias bastante efetivas para os demais subtipos de cancer de mama. Assim, as
opcdes de tratamento tornam-se, de forma geral, limitadas a quimioterapia
convencional sistémica na neoadjuvancia, adjuvancia e na doenca mestastatica
(BAUER et al. 2007; CAREY et al 2007, 2012; LEHMANN et al. 2011).

Apesar do comportamento clinico bastante agressivo do CMTN, cerca de
30% a 40% dos pacientes atingem pCR sem evidéncia de doenca no momento da
cirurgia ap6s quimioterapia neoadjuvante com altas taxas de sobrevida (LIEDTKE et
al. 2008; GLUCK et al. 2012). Entretanto, pacientes que apresentam doenca residual
apds a neoadjuvancia tem seis vezes mais chances de ter recorréncia e doze vezes
mais probabilidade de morte devido a doenga metastatica (LIEDTKE et al. 2008;
ESSERMAN et al. 2012; MASUDA et al. 2013).

A quimioterapia baseada em antraciclinas (doxorrubicina, epirrubicina),
acrescida de taxanos (docetaxel, paclitaxel), foi evidenciada por conferir um maior
beneficio as pacientes com CMTN quando comparado com aquelas ndo TN, sendo,

portando, usada, rotineiramente, no contexto da quimioterapia neoadjuvante
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(HAYES et al. 2007; OAKMAN et al. 2010; VON MINCKWITZ et al. 2012). Nesse
sentido, os estudos mostram que as taxas de pCR, depois da quimioterapia
neoadjuvante, sdo bem maiores nas pacientes com tumores TN com excelente
sobrevida quando comparado com aquelas que ndo sdo TN. Contudo, mais da metade
das pacientes TN ndo alcangam pCR e apresentam ruim sobrevida, principalmente
nos primeiros 3 anos apos o diagnostico (LIEDTKE et al. 2008; DENT et al. 2009;
VON MINCKWITZ et al. 2012; HATZIS et al. 2016). Com base nesses dados,
houve um maior interesse das pesquisas para o desenvolvimento de efetivas terapias
alvo para os tumores TN (SILVER et al. 2010; VON MINCKWITZ ¢ MARTIN
2012; BASELGA et al. 2013).

O uso dos agentes de platinas, como carboplatina e cisplatina, que induzem
dano ao DNA, tem se mostrado eficiente para diversos canceres. Um estudo clinico
randomizado de fase II evidenciou um aumento de 21% na pCR entre as pacientes
TN que receberam a quimioterapia neoadjuvante baseada em paclitaxel e
doxorubicina com a adi¢do de carboplatina (VON MINCKWITZ et al. 2013).
Recentemente, outro estudo clinico também demonstrou um aumento de 16% na taxa
da pCR para as pacientes com TN quando submetidas ao tratamento quimioterapico
baseado em doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel acrescido com carboplatina
(SIKOV et al. 2015).

O aumento na pCR causada pela carboplatina tem sido observado ainda maior
em pacientes com mutagdo germinativa ou somatica nos genes BRCAL1 ou BRCA2
(BYRSKI et al. 2012, 2014; VON MINCKWITZ et al. 2014). Um recente estudo
clinico de fase III mostrou um efeito positivo da carboplatina em pacientes de CMTN

com mutagdo germinativa em BRCAL, porém o mesmo ndo foi observado em
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pacientes com deficiéncia no reparo do DNA devido a metilagdio em BRCAL e ao
baixo nivel de expressdo de BRCAL (TUTT et al. 2018). Células com mutagdes nos
genes BRCAL/2 apresentam mecanismo de reparo de quebra de fita dupla do DNA
deficiente, o que, por sua vez, as tornam sensiveis aos agentes de platina
(ROTTENBERG et al. 2007). Por exemplo, estudos tém mostrado que pacientes TN
portadoras de mutacdo em BRCAL alcancam altas taxas de pCR apo6s quimioterapia
neoadjuvante combinada com cisplatina (BYRSKI et al. 2010). Esses resultados
alertam para a importancia de melhor investigar pacientes TN no contexto da
deficiéncia do mecanismo de reparo do DNA para melhor manejo clinico dessas
pacientes. Embora o uso dos agentes de platina tenha sido associado com qCR nas
pacientes com CMTN no contexto da mutacdo em BRCAL, esses estudos mostram
sua alta toxicidade hematoldgica e neurologica além de ser incerta a eficacia desse
tratamento nesse subgrupo de pacientes com CMTN (BYRSKI et al. 2014;
CLIFTON et al. 2018; CARAMELDO et al. 2019). Considerando isso, outros estudos
tétm focado na identificagdo de alvos moleculares para um tratamento mais
individualizado, o que permitira uma abordagem terapéutica personalizada e menos
citotoxica.

A terapia combinada com anticorpos monoclonais estd sendo objeto de
grande interesse. O bevacizumab, o inibidor do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor), esta sendo estudado
para o tratamento do CMTN, uma vez que o VEGF tem sido altamente
correlacionado com a progressao tumoral, invasao e angiogénese nesses tumores (SU
et al. 2016). Os estudos mostram que a neoadjuvancia baseada em docetaxel e

antraciclinas, combinada com o bevacizumab, significantemente aumenta a pCR nas
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pacientes com CMTN (BEAR et al. 2011; GERBER et al. 2013; SIKOV et al. 2015).
Em contrapartida, VON MINCKWITZ et al. (2013) reportaram que esse aumento na
taxa de pCR foi observado significantemente nas pacientes positivas para os
receptores hormonais (RHs) e ndo para as pacientes TN. Logo, os resultados
avaliando o papel dessa terapia combinada nos tumores TN ainda sdo incertos.

Outro alvo molecular, que tem sido foco de estudos clinicos para tratamento
em CMTN, ¢é o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés
epidermal growth factor receptor) (NAKAI et al. 2016). O EGFR ¢é amplificado em
2% dos canceres de mama (The Cancer Genome Atlas Network 2012) e sua
expressdo aumentada é frequentemente observada no subtipo basal-like do cancer de
mama (CAREY et al. 2012; BASELGA et al. 2013). Em CMTN, PARK et al. (2014)
reportaram que, embora a mutagdo em EGFR seja um evento raro, alteragdo em
numero de copia em EGFR foi encontrada como um fator progndstico independente
para uma ruim sobrevida livre de doenga. Contudo, os resultados ainda ndo mostram
significativa melhora das pacientes tratadas com o seu inibidor, o Cetuximab, em
combinagdo com agentes de platina (CAREY et al. 2012; BASELGA et al. 2013).

Recentemente, varias outras terapias alvo t€ém sido emergentes e estdo sendo
abordadas como modalidade terapéutica para CMTN, uma vez que sdo alvos de
cascatas de sinalizacdo ativas nesse subgrupo de cancer de mama
(PAPADIMITRIOU et al. 2017). Esses incluem agentes alvo das vias de sinalizagao
de Notch (LOCATELLI e CURIGLIANO 2017), da sinalizagdo de Wnt/p-catenina
(POHL et al. 2017), da via Hedhehog (HABIB ¢ O'SHAUGHNESSY 2016), da via
de PI3K/Akt/mTOR (MASSIHNIA et al. 2016), da polimerase poli ADP-ribose 1

(PARP1, do inglés poly adenosine diphosphate-ribose  polymerase)



13

(ANDREOPOULOU et al. 2017; SZEKELY et al. 2017; GEENEN et al. 2018) e do
receptor de androgeno (RA) (AYCA e TRAINA 2010; RAMPURWALA et al.
2016).

Dentre esses alvos para modalidade terapéutica, o crescente nimero das
pesquisas clinicas estd sendo focado na enzima polimerase poli ADP-ribose 1
(PARP) para o tratamento do CMTN com mutagio nos genes BRCA1/2, uma vez que
essa enzima atua no reparo ao dano simples-fita do DNA. No contexto de tumores
com mutacdo em BRCAL (80% dos casos de CMTN), que exibem deficiéncia no
sistema de reparo dupla-fita do DNA, os inibidores de PARP tém a principal fungao
de levar a letalidade sintética (FARMER et al. 2005; BRYANT ¢ HELLEDAY
2006). A inibicdo de PARP leva ao acimulo de quebras de fita simples do DNA,
que, durante o processo de replicagdo do DNA, levam a formagao de quebras de
dupla fita do DNA, as quais, por sua vez, ndo podem ser reparadas com precisao nos
tumores com recombinagdo homologa deficiente devido a proteina BRCA1 ndo
funcional (ASHWORTH 2008). Portanto, nos tumores TN com mutacdo em
BRCAL/2 que perdem a capacidade do reparo dupla-fita do DNA por recombinagio
homologa, os inibidores de PARP tém sido avaliados como uma promissora terapia
alvo de baixa toxicidade (DEDES et al. 2011; PAPADIMITRIOU et al. 2017;
GEENEN et al. 2018). Como observado por GELMON et al. (2011) e por PAHUJA
et al. (2014), os inibidores de PARP mostraram taxas objetivas de resposta ao tumor
entre 10% e 30% no CMTN metastatico com muta¢do germinativa em BRCAL, com
menor ou nenhuma atividade no CMTN sem mutagdo em BRCAL1 (GELMON et al.
2011; PAHUIJA et al. 2014). Varios sdao os inibidores de PARP que estdo sendo

avaliados. Dentre eles, o Olaparibe tem apresentado maior beneficio com taxas de
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resposta ao tumor em 54% das pacientes com CMTN BRCA1l-mutado (TUTT et a.
2009). Estudos clinicos de fase I observaram que o Olaparibe teve efeito antitumoral
em pacientes com CMTN associado com mutagdo em BRCA1 (FONG et al. 2009;
TUTT et al. 2010). Esse inibidor também tem sido combinado com agentes de
platina (cisplatina ou carboplatina) em CMTN com mutagdo em BRCA1L, induzindo
uma elevada taxa de resposta global de 88% (DENT et al. 2013; BALMANA et al.
2014; LEE et al. 2014). Dados in vitro ja mostraram melhores respostas ao
tratamento com agente de platina na presenca de mutagdo em BRCAL/2
(ROTTENBERG et al. 2007; TASSONE et al. 2009), o que ¢ corroborado pelos
estudos clinicos onde pacientes portadoras de mutacdo em BRCA exibem melhor
sobrevida livre de progressdo com o tratamento combinado de inibidor de PARP e
componente de platina (HUANG et al. 2009; SILVER et al. 2010; HU et al. 2015;
MYLAVARAPU et al. 2018). Com todos esses dados, recentemente, o Olaparibe foi
aprovado pela agéncia regulatoria norte-americana FDA e, no Brasil, pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como tratamento para pacientes com
cancer de ovario seroso de alto grau recidivado com mutac¢do nos genes BRCA1/2 e
com doenga sensivel a platina, apds publicacdo do estudo randomizado de fase II que
mostrou que terapia com Olaparibe prolonga de forma significativa a sobrevida livre
de progressaio (LEDERMANN et al. 2014). Ele também foi aprovado, mais
recentemente, para o tratamento de CMTN em pacientes com mutagdo germinativa
em BRCAL/2, que ja foram previamente submetidas a quimioterapia neoadjuvante,
adjuvante ou no cenario metastatico. Essa aprovacao foi baseada no estudo de fase
III que avaliou 302 pacientes com cancer de mama HER2-negativo, portadoras de

mutagdo germinativa em BRCAL/2, tratadas com quimioterapia ou com Olaparibe.
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Os autores demonstraram uma reducdo estatisticamente significativa no risco de
progressdo de doenca ou morte, maior taxa de resposta, menores efeitos adversos e
menores taxas de descontinuagdo do tratamento por toxicidade no grupo das
pacientes que receberam o tratamento com Olaparibe em comparagdo as pacientes
tratadas apenas com a quimioterapia (ROBSON et al. 2017).

Entretanto, algumas pacientes portadoras de mutacdo germinativa ou
somatica nos genes BRCAL/2, tratadas com o inibidor de PARP1, podem adquirir
resisténcia ao tratamento pois os tumores podem reverter a mutacdo e apresentarem
uma mutac¢do secundaria nos genes BRCAL1/2 capaz de restaurar suas fungdes e,
consequentemente, gerar resisténcia a essa terapia (EDWARDS et al. 2008;
DHILLON et al. 2011; BARBER et al. 2013). Essa resisténcia tem sido reportada em
pacientes com cancer de ovario avangado que desenvolveram progressdo da doenga
durante o tratamento com inibidor de PARP (SWISHER et al. 2008; SAKAI et al.
2009; NORQUIST et al. 2011).

De forma geral, a aprovacdo do Olaparibe, mesmo que em cendrios mais
restritivos, abre expectativas positivas para a utilizacdo de inibidores de PARP em

pacientes que apresentam resisténcia ao tratamento convencional.

1.2.2 Caracteriza¢ao molecular

O CMTN ¢ um subgrupo de cancer de mama que apresenta uma grande
heterogeneidade biologica e clinica. Varios grupos de pesquisas motivados pela
necessidade de contribuir com a caracterizacdo molecular do CMTN, dada a grande
heterogeneidade molecular, usaram varias ferramentas como imunohistoquimica,

analise global de expressdo génica e de metilagdo, entre outras.
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Usando analises de expressao génica, LEHMANN et al. (2011) estabeleceram
assinaturas génicas e ontologias a partir de 587 tumores TN e identificaram 6
distintos subtipos moleculares: dois subtipos basal-like (BL1 e BL2), um
imunomodulador (IM), um mesenquimal (M), um mesenquimal stem-like (MSL) e
um luminal receptor de andrégeno (LRA). O subtipo BL1 foi caracterizado pela alta
expressao de genes envolvidos com a regulagdo do ciclo celular, proliferacao celular
e resposta a dano ao DNA. Essa caracteristica explica como esses tumores
apresentam uma alta pCR quando tratados com quimioterapia baseada em taxanos
(BAUER et al. 2010; JUUL et al. 2010; LEHMANN et al. 2011). O subtipo BL2
apresentou ontologia génica enriquecida para vias de sinalizagdo ativadas por fatores
de crescimento, como a via do EGFR e da Wnt/B-catenina. Além disso, apresentou
alta expressdo de marcadores mioepiteliais e basais (LEHMANN et al. 2011). O
subtipo IM foi caracterizado pelo enriquecimento de processos bioldgicos da
resposta imune celular, tais como via de sinalizagdo das células do sistema imune,
vias de sinalizagdo de citocinas e processamento e apresentacao de antigenos. Ja os
subtipos M e MSL compartilhavam elevada expressdao de genes envolvidos com
motilidade e diferenciacdo celular e vias de sinalizagdo ativadas por fatores de
crescimento. Porém, foi observado que alguns fatores de crescimento estavam
expressos apenas no MSL, como o EGFR, PDGF, dentre outros. Além disso, alta
expressdo de genes envolvidos com a angiogénese e¢ de marcadores de células-
tronco, assim como a baixa expressdo de genes envolvidos com a proliferagdo
celular, também foram observadas apenas no subtipo MSL (LEHMANN et al. 2011).
O subtipo LRA foi o mais diferente de todos os subtipos. Apesar de serem tumores

RE negativos, esse subtipo demonstrou enriquecimento de vias de sinalizagdo
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reguladas por hormonios, incluindo sintese de esterdides, metabolismo de porfirina e
metabolismo de androgeno/estrogeno através do receptor de androgeno que foi
encontrado estar 9 vezes aumentado nesse subtipo em relagdo aos outros. Além
disso, esse subtipo apresentou um padrao aumentado de expressdo de genes luminais
(LEHMANN et al. 2011).

Além dos autores caracterizarem cada subtipo molecular do CMTN, eles
identificaram alvos moleculares em modelos de linhagens celulares para todos os
subtipos que podem fornecer plataformas pré-clinicas para o desenvolvimento de
terapias efetivas no futuro (Quadro 1). Por exemplo, os autores mostraram que as
linhagens celulares dos subtipos BL1 e BL2 tiveram boa resposta a cisplatina. E os
subtipos M e MSL foram sensiveis ao NVP-BEZ235 (inibidor de PI3K/mTOR) e ao
dasatinib (inibidor de Src/Abl) (LEHMANN et al. 2011; LEHMANN e PIETENPOL
2014). Todas essas caracteristicas moleculares e os alvos potencialmente terapéuticos

estdo resumidas no quadro 1.
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Quadro 1 - Caracteristicas moleculares e alvos terapéuticos dos subtipos do CMTN
de acordo com a classificagdo molecular de LEHMANN et al. (2011) e do estudo

LEHMANN e PIETENPOL (2014).

Subtipo

molecular Alteragdes moleculares

Potenciais alvos terapéuticos

BL1 Ciclo celular Inibidores de PARP
Reparo do DNA (ATR; BRCA) Agentes genotoxicos
Proliferagdo celular
Sinalizac¢do dos fatores de crescimento (EGFR, MET, NGF,Wnt/B-catenin,

BL2 IGF-1R) Inibidores de mTOR
Glicolise, gliconeogénese Inibidor dos fatores de crescimento
Marcadores mioepiteliais
Processos do sistema imune (Vias CTLA4, IL12, IL7, processamento e

™M apresentacdo de antigenos) Inibidores PD1/PD-L1
Assinatura génica para 0 CM medular (raros CMTN com progndstico
favoravel)

M Motilidade celular Inibidores de mTOR
Diferenciagdo celular Tratamento alvo da TEM e CSC
Sinalizac¢do de fator de crescimento
Transi¢do epitélio-mesénquima (TEM)

MSL Similar ao M Inibidores de PI3K
Baixa proliferagéo celular Terapia antiangiogénica
Angiogénese Antagonista de Src

LRA Receptor de androgeno (RA) Terapia antiandrogénica

Padrdo de expressdo génica Luminal

Subtipo apdcrino molecular

Abreviagoes: BL, basal-like; CSC, cancer stem cells; EGFR, epidermal growth factor receptor; TEM,
transi¢do epitélio-mesénquima; IGF-1R, insulin-like growth factor | receptor; IL, interleukin; 1M,
imumodulador; LAR, luminal androgen receptor; M, msesenquimal; MET, hepatocyte growth factor;
mTOR, mammalian target of rapamycin; MSL, mesenquimal stem-like; NGF, nerve growth factor;
PARP, poly ADP ribose polymerase; PD1, programmed cell death 1; PD-L1, programmed death-
ligand 1; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; CMTN, cancer de mama triplo-negativo.

MASUDA et al. (2013) também investigaram a aplicabilidade clinica da
classificagdo molecular de LEHMANN et al. (2011), tendo corroborado com os
dados deste estudo, mostrando que o subtipo BL1 apresenta maior pCR (51%) em
comparac¢do ao BL2 (0%) e LRA (10%) ap6s quimioterapia neoadjuvante baseada em
antraciclina e ciclofosfamida seguida de taxanos.

Mais recentemente, LEHMANN et al. (2016) realizaram uma andlise de

validagdo mais acurada dos subtipos previamente estabelecidos e observaram que o
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perfil de expressdao dos subtipos IM e MSL foi influenciado pela alta presenga dos
linfocitos infiltrantes do tumor, TILs (do inglés, tumor-infiltrating lymphocytes)
presentes nos tumores IM, e das células estromais associadas ao tumor e vistas nos
tumores MSL. Assim, eles propuseram uma nova classificagdo do CMTN, sendo as
mesmas resumidas em basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2), mesenquimal (M) e
luminal receptor de androgeno (LRA). Esses resultados sugerem, portanto, que o
microambiente desses tumores, como observado pelos marcadores do sistema imune
e pelo estroma, pode influenciar na classificagdo molecular do CMTN.

Nesse contexto, temos observado que, nos ultimos anos, a contribuicdo do
sistema imune no CMTN tem sido alvo de muitas pesquisas pois sdo tumores que
apresentam uma alta imunogenicidade devido a alta infiltragao de células do sistema
imune, como os TILs e os macréfagos associados ao tumor (TAM, do inglés tumor
associated macrophages). Além disso, ¢ conhecido que a presenga dos TILs e dos
TAMs nos tumores pode levar ao bom progndstico e altas taxas de pCR, como
observado por muitos estudos (WEST et al. 2011; LOI et al. 2014; ADAMS et al.
2014; TUNG e WINER 2015; KARN et al. 2015; SIKANDAR et al. 2017). Assim,
diferentes estratégias estdo sendo desenvolvidas para a modulagdo da resposta imune
para melhor resposta terapéutica no CMTN (STANTON et al. 2016). Os marcadores
PD-1 (do inglés, Programmed cell death protein 1), expressos nas células T ativas, e
PD-L1 (do inglés, Programmed cell death ligant 1), expressos em células no sistema
imune, como as células apresentadoras de antigenos, ¢ também em células tumorais,
representam promissores inibidores do checkpoint do sistema imune para diversos
tipos de cancer, principalmente para o CMTN cuja expressio de PD-L1 ¢

frequentemente encontrada (MITTENDORF et al. 2014; HERSEY e
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GOWRISHANKAR 2015; LEE et al. 2016; FELD e HORN 2016; NANDA et al.
2016; SU et al. 2016). Assim, o CMTN caracterizado por um perfil de expressdo
imunogénica pode representar tumores que melhor responderdo a imunoterapia
(BONSANG-KITZIS et al. 2016; BROCKHOFF et al. 2017), embora apenas 8 a
20% dos tumores TN possam se beneficiar com imunoterapias anti-PD-1 e anti-PD-
L1 (SOLINAS et al. 2017).

Para melhor clucidacdo das caracteristicas moleculares do CMTN, temos
visto um crescente numero de pesquisas que avaliam o perfil global de expressdo
génica através da tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés
Next Generation Sequencing) como uma importante abordagem para investigar a
complexidade molecular desse subgrupo de cancer de mama (WUSHOU et al. 2015;
JIANG et al. 2016). Com o avango do NGS, o perfil de expressao global através do
sequenciamento do RNA (RNA-Seq) tem sido uma medida quantitativa de grande
abrangéncia e sensibilidade que permite o acesso da alta diversidade das espécies de
RNAs e, portanto, do transcriptoma completo de uma célula (WILHELM e
LANDRY 2009; KUKURBA ¢ MONTGOMERY 2016). Com suas vantagens em
termos de um maior alcance dinamico e da capacidade de descobrir novos RNAs,
dentre outras aplicagdes, junto ao seu crescente avango, a metodologia do RNA-Seq
tem esclarecido a complexidade do genoma humano em diversas doengas, incluindo
do CMTN (ILOTT e PONTING 2013; DING et al. 2014).

Recentemente, BURSTEIN et al. (2015) analisaram o perfil gendmico e do
transcriptoma completo por RNA-Seq de 198 tumores TN, classificando o CMTN
em 4 subtipos: luminal receptor de androgeno (LRA), mesenquimal (MES), basal-

like imunosupressor (BLIS) e basal-like imunoativador (BLIA). Dentre estes, o BLIS
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apresentou pior prognoéstico € o BLIA foi o que mostrou melhor sobrevida livre de
doenga. Os autores também identificaram alvos especificos de cada subtipo: para o
LRA, os alvos foram o receptor de androgeno (RA) e a mucina de superficie celular
(MUCI); para o MES: o receptor de fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) e c-Kit; BLIS: uma molécula imunosupressora (VTCNI1); e para BLIA:
moléculas de transi¢do de sinal como STAT3 e citocinas (BURSTEIN et al. 2015).
Outros trabalhos ja mostraram que o perfil de expressdo global dos tumores BLIA ¢
caracterizado pelo enriquecimento das fungdes das células do sistema imune, como
das células B, células T e das natural-killer (LOI et al. 2014; PARK et al. 2017). Em
outras pesquisas também foi observado, através do perfil de expressao global de 165
pacientes com CMTN, que os tumores TN podem ser classificados em 4 subtipos:
imunomodulador (IM); luminal receptor de andréogeno (LRA); mesenquimal (M) e
basal-like imunosupressor (BLIS), cada um apresentando seu unico padrao de
expressdo. Dentre esses subtipos, o BLIS foi o que apresentou pior sobrevida livre de
recaida quando comparado com os outros subtipos (LIU et al. 2016). Nesse ultimo
estudo, eles observaram que esses 4 subtipos tiveram associagdo significativa com os
subtipos da classificacdo molecular de LEHMANN et al. (2011). JIANG et al. (2016)
também definiram uma assinatura génica a partir do perfil de expressao global como
uma ferramenta de valor preditivo e prognéstico para pacientes com CMTN. De
acordo com cada assinatura génica, as pacientes foram classificadas em baixo e alto
risco. Estas tultimas tiveram maior probabilidade de recidiva e alcangaram menor
beneficio da quimioterapia baseada em taxanos, o que demonstra a importancia do
conhecimento do padrdo de expressdao global, ou seja, do transcriptoma completo

desses tumores para melhor manejo clinico das pacientes com CMTN (JIANG et al.
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2016). Assim, elucidar o perfil do transcriptoma completo do CMTN ¢ de grande
contribui¢do para uma maior compreensdo da heterogeneidade dessa neoplasia, a
qual suporta a necessidade de investigar genes potencialmente alvos terapéuticos ou
vias alteradas dentro de cada subtipo molecular.

Apesar do crescente numero de pesquisas envolvendo o perfil transcricional
por RNA-Seq do CMTN, ainda s3o poucos aqueles que investigam 0s processos
bioldgicos envolvidos com a tumorigénese da doenca (CRAIG et al. 2013;
KODURU et al. 2017; LIU et al. 2017). A pesquisa desenvolvida por CRAIG et al.
(2013) revelou que o CMTN ¢ enriquecido com genes que controlam o ciclo celular
e mitose. Entre os genes mais diferencialmente expressos nos tumores TN estd o
FOXML1 e, entre as ontologias génicas, estdo o enriquecimento de vias relacionadas
com o sistema imune, metabolismo do RE, do RA e metabolismo de pentose e
glicorunato.

Recentemente, KODURU et al. (2017) desenvolveram um estudo com o
objetivo de avaliar a diferenca do perfil transcricional dos tumores TN em relagao ao
tecido normal da mama adjacente ao tumor através do RNA-Seq. Nesse estudo, eles
identificaram genes diferencialmente expressos (GDEs) no CMTN em relagdo as
amostras normais que podem servir de novos biomarcadores para a precoce deteccao
da doenga. E, dentre as vias de sinalizagdo desreguladas pelos GDEs, a do TGF-beta
foi a mais significantemente afetada no CMTN. Isso ressalta a importancia do
desenvolvimento de trabalhos de NGS que sejam promissores para o conhecimento

do surgimento e progressao do CMTN.
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1.2.3 Caracterizacio genética

Recentes avangos na analise do genoma completo por NGS tém revelado com
precisdo uma grande variedade de alteragdes gendmicas, permintindo o
conhecimento da grande complexidade do perfil mutacional do CMTN (DING et al.
2010; CURTIS et al. 2012; SHAH et al. 2012; The Cancer Genome Atlas Network
2012; NIK-ZAINAL et al. 2016).

Os genes mais mutados somaticamente no cancer de mama, PI3K e TP53, sdo
também predominantemente mutados no CMTN. Mutagdes nos genes NRAS, EGFR,
USH2A, MYO3A, MLL2, BRCAL, RB1, PTEN também tém sido reportadas como
frequentes em CMTN (The Cancer Genome Atlas Network 2012; SHAH et al. 2012;
KOBOLDT et al. 2012; JUDES et al. 2016; WEISMAN et al. 2016). Mutacdes em
genes envolvidos com a forma e motilidade celular e genes importantes da matrix
extracelular também foram reportadas no CMTN (SHAH et al. 2012) assim como
amplificacdo e aumento de expressao de MYC (CURTIS et al. 2012).

Embora mais de 80% das pacientes com CMTN carreguem mutagdes
deletérias no gene TP53 e um grupo menor de pacientes carreguem mutagdes
pontuais de ganho-de-funcdo em genes que controlam a via de sinalizagdo de PI3K
(PTEN; PI3KCA e IMPP4B) (The Cancer Genome Atlas Network 2012),
aproximadamente 10% apresentam mutagdes pontuais de ganho-de-fungdo que sdo
mais comuns em outros canceres, tais como encontrada nos genes BRAF, KRAS e
EGFR (SHAH et al. 2012; STEPHENS et al. 2012; NIK-ZAINAL et al. 2016). Além
das mutagdes de perda de fung¢do de TP53, eventos de perda de fungdo em outros

genes envolvidos com a maquinaria de reparo do DNA, como em RB1 ¢ BRCA1,
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também sao comuns em CMTN (ANDRE et al. 2009; ESTELLER et al. 2000; The
Cancer Genome Atlas Network 2012; NIK-ZAINAL et al. 2016).

Outra caracteristica genética do CMTN ¢ a alta instabilidade genomica. Isso
pode ser devido a diversos fatores, tais como: inativagdo precoce de p53; aberrante
expressao de c-myc; mutagdo ou expressdo aberrante de genes do checkpoint do ciclo
celular (RBI), de genes envolvidos com a divisdo celular (amplificacdo de ciclinas) e
de genes responsaveis pela manutengdo do genoma (reparo do DNA por
recombinagdo homologa; perda de PTEN), os quais podem contribuir
significantemente para esse cenario (XU et al. 2014). Além disso, fun¢des como
ciclo celular, recombinacdo homodloga e motilidade celular estdo supostamente
desreguladas em CMTN devido a outras alteragcdes genéticas como expressao
monoalélica associada a perda de heterozigosidade e alteragdo em numero de cépia
(HA et al. 2012). Estudos mostram que alteracdes em niimero de copia afetando a
expressao génica nio sdo eventos comuns nesse subtipo de cancer de mama, embora
essas alteragdes ja tenham sido observadas em genes supressores de tumor como RB1
(5%) e PTEN (3%) e em genes que podem ser alvos terapéuticos como o receptor do
fator de crescimento epidermal (EGFR) (5%) e o receptor do fator de crescimento do
fibroblasto tipo 2 (FGFR2) (3%) (HAN et al. 2008; TURNER et al. 2010; SHAH et
al. 2012; HA et al. 2012).

Dentre os genes citados acima e que apresentam um papel importante na
manuntenc¢ao da estabilidade genomica nos tumores TN, o BRCA1 tem uma posi¢ao
de destaque por ser um fator genético de risco associado ao desenvolvimento do
CMTN (GONZALEZ-ANGULO et al. 2011; SHARMA et al. 2014; COUCH et al.

2015; AFGHAHI et al. 2016; BUYS et al. 2017). Dados mostram que 70% das
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pacientes com mutagdo germinativa em BRCA1 desenvolvem preferencialmente
CMTN e, dentre as pacientes diagnosticadas com CMTN, 10 a 20% carregam
mutagdo germinativa em BRCA1 (FOUKLES et al. 2010; GONZALEZ-ANGULO et
al. 2011; MAVADDAT et al. 2013; CARRARO et al. 2013; RUMMEL et al. 2013;
PELLEGRINO et al. 2016; BRIANESE et al. 2018).

Em um estudo prévio, realizado pelo nosso grupo, foi observado 50% de
mutagdo germinativa em BRCA1 em pacientes diagnosticadas com CMTN em idade
jovem (menor que 35 anos de idade), ¢ a taxa de detec¢ao de mutacdo aumentava
para 83% quando associava com historia familiar positiva para cancer de mama
hereditario (CARRARO et al. 2013). Mais recentemente, outro estudo do nosso
grupo, que avaliou 130 amostras de TN, detectou mutagdo germinativa em BRCAL
em 11,5% em mulheres diagnosticadas com CMTN em qualquer idade, sendo este
percentual aumentado, significativamente, em mulheres diagnosticadas em idade
jovem, passando para 26%. Esse dado corroborou com a alta frequéncia de mutagao
germinativa em BRCAL em mulheres diagnosticadas com CMTN antes dos 35 anos
de idade (CARRARO et al. 2013), confirmando o alto percentual de cancer
hereditario em CMTN (BRIANESE et al. 2018). Esses dados mostram que o CMTN
diagnosticado em mulheres jovens ¢ fator de risco para presenca de mutagdo
germinativa em BRCA1 (ROBERTSON et al. 2012; RUMMEL et al. 2013;

CARRARO et al. 2013; BRIANESE et al. 2018).
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1.3 GENE BRCA1 E A DEFICIENCIA NA RECOMBINACAO

HOMOLOGA

O gene BRCAL ¢ composto por 24 éxons, dos quais 22 codificam a proteina
nuclear BRCA1 de 1.863 aminoacidos, e estd localizado no brago longo do
cromossomo 17 (MIKI et al. 1994). BRCA1 ¢ funcionalmente caracterizada por
conter trés dominios principais: o dominio N-terminal, o dominio de localizacao
nuclear (NLS) e um dominio C-terminal (ROSEN et al. 2003; HUEN et al. 2010). E
uma proteina cujas fungdes sdao primordiais nos principais processos celulares,
incluindo reparo a danos causados na fita dupla do DNA e regulagdo dos genes
envolvidos nesse processo, controle do ciclo celular ¢ manutengdo da estabilidade
cromossomica (YOSHIDA e MIKI 2004; VENKITARAMAN 2014). Um dos
principais mecanismos responsaveis pelo reparo do DNA a danos causados na fita
simples do DNA, que levam a quebra da dupla fita do DNA (QDF) exercida por
BRCALI, juntamente com diversas outras proteinas, ¢ a recombina¢do homodloga
(RH). A RH ¢ um processo essencial utilizado pelas células para a manutengdo da
estabilidade gendmica durante a replicagdo do DNA, uma vez que a QDF pode
induzir o desenvolvimento de rearranjos cromossdmicos e, consequentemente, levar
a instabilidade genomica (ROY et al. 2012; CAESTECKER ¢ VAN DE WALLE
2013). Basicamente, a RH acontece em muitas etapas e por diversas proteinas.
Inicialmente, ocorre o reconhecimento da QDF pelas quinases ATM e ATR, que
fosforilam e recrutam as proteinas CHEK2, TP53, BRCA1 e H2AX. BRCAI,
juntamente com as proteinas BARDI e BRIPI, formam um complexo de

ancoramento que organiza a montagem das proteinas de reparo exercendo, portanto,
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um papel essencial para a ativagao da resseccdo do DNA. Na etapa seguinte, o
complexo MRN, formado pelas proteinas MRE11, RAD50 e NBSI, ¢ responsavel
pela resseccao das extremidades da QDF que sdo ligadas e revestidas pela proteina
RPA. Posteriormente, BRCA2 ¢ recrutada com o auxilio de PALB2 para recrutar e
fazer o carregamento da proteina RADS1 na extremidade da QDF revestida pela
RPA, com a participagdo das proteinas RAD51B, RAD51C e RADS51D. Depois, a
RADS1 executa a invasdo da fita homologa do DNA, permitindo o parecamento da
regido danificada com a cromatide-irma ndo danificada, a qual servird como um
molde para o processo de reparo do DNA e efetiva manuntengdo da replicacio.
Todas essas etapas estdo resumidas na Figura 2. Além do seu papel na etapa inicial
da RH, BRCAI1 também pode ativar a transcri¢do de varios genes envolvidos em
outros mecanismos de reparo do DNA como o reparo por excisdo de bases (ZHU et

al. 2011).
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1. Reconhecimento e montagem das proteinas de reparo da quebra de fita-dupla do DNA

ATM ATR Reconhecimento da quebra de fita-dupla do DNA pelas quinases

CHEK2 P33 H2AX Proteinas fosforiladas

BRCAI age como um ancoramento no recrutamento das proteinas de reparo

BARDI1 BRIP1 Interagdo com BRCAL1

2. Ressecciio do DNA

MREI11l RAD30 NBS1 Ressecgdo do DNA pelo complexo MRN

3.Carregamento da RADS1

RPA Ligacfo da extremidade 3’ da fita simples de DNA
— RADS1 Carregamento do DNA coberto pela RPA
RAD51IB  RADSIC RADSID PALB2

4.Invasiao da fita homoéloga do DNA

—

5. Sintese e reparo do DNA

Fonte: Adaptado de WALSH (2015)
Figura 2 - Representacao esquematica da funcdo das proteinas envolvidas com o

reparo de quebra de dupla fita do DNA através da recombina¢dao homoéloga
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Sendo assim, uma vez que BRCA1 ¢ um gene supressor de tumor primordial
que exerce um papel crucial no reparo de quebra de fita dupla do DNA por
recombinagcdo homologa (WALSH 2015), alteragdes genéticas, como inativagao
germinativa em heterozigose acompanhada por uma inativacdo somatica do segundo
alelo, como perda da heterozigosidade, silenciamento epigenético e outros
mecanismos que levam a perda de fungdo da proteina, resultardo em limitadas
capacidades de reparo do DNA pela célula, uma RH deficiente e, consequentemente,
maior susceptibilidade a uma transformagdo maligna (SEVERSON et al. 2015,
LORD e ASHWORTH 2016).

Um achado clinicamente relevante em tumores TN ¢ alta taxa de deficiéncia
do reparo do DNA por recombina¢do homologa similarmente observada nos tumores
de pacientes que carregam mutagdo em BRCA1l (FOULKES et al. 2010). Essa
caracteristica genética tem sua importancia clinica pois a deficiéncia na
recombinagdo homologa leva a um padrdo mutacional especifico que pode beneficiar
os pacientes ao uso de alguns agentes terapéuticos, como quimioterapia a base de
platina ou inibidores de PARP (GEYER et al. 2017).

Além disso, estudos mostram que tumores TN esporddicos (sem mutagao
germinativa em BRCAL) podem exibir caracteristicas moleculares semelhantes aos
tumores hereditario (que apresentam mutacdo germinativa em BRCAL), sugerindo
que outros mecanismos podem estar envolvidos com o processo tumorigénico do
CMTN (TURNER et al. 2004; JOOSSE et al. 2011; HA et al. 2012; SHAH et al.
2012; LIPS et al. 2013). No recente trabalho do nosso grupo, BRIANESE et al.
(2018) observaram que o promotor do gene BRCAL esta hipermetilado em 20,6% de

toda a casuistica, ¢ 39% em tumores de mulheres diagnosticas antes dos 40 anos,
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novamente apresentando maior percentual no grupo de mulheres jovens. Destaque-se
que nossos dados mostraram que todos os TN classificados como hipermetilados
eram classificados como esporadicos (sem mutagdo germinativa em BRCAL),
sugerindo que mutagdo germinativa ou hipermetilagdo do promotor no tumor sio
eventos excludentes. Esses dados revelam ainda que a deficiéncia de BRCA1L parece
ser um evento desencadeador do tumor para um percentual significativo dos casos de
TN esporadicos.

Dentro desse contexto, esse trabalho mostra a importincia de investigar
aspectos moleculares, como o perfil transcricional completo, do CMTN
diagnosticado em pacientes jovens, antes dos 50 anos de idade, sob diferentes
aspectos da deficiéncia de BRCAL. Para isso, avaliamos as alteragdes qualitativas e
quantitativas dos tumores TN Hereditario (com mutacdo germinativa em BRCAL) e
TN Esporadico (negativos para mutagdo germinativa em BRCAL/2 e com deficiéncia
ou ndo em BRCA1 por hipermetilacdo no promotor) e do tecido normal adjacente ao
tumor com o intuito de melhor entender os processos biologicos envolvidos com a
tumorigénese do CMTN Hereditario e do CMTN Esporadico.

Portanto, os resultados deste estudo, juntamente com outros aspectos
genéticos e moleculares investigados no nosso grupo destes grupos de amostras,
contribuird para melhor compreensao molecular do CMTN no contexto de BRCA1 e,
por conseguinte, possibilitardo novas descobertas nos diferentes subgrupos de TN,
colaborando com o entendimento da heterogeneidade desse subtipo de cancer de

mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil transcricional do CMTN diagnosticado em pacientes

jovens, antes dos 50 anos de idade, sob diferentes aspectos da deficiéncia de BRCA1.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar diferencas no padrio de expressdo global de tumores TN
Hereditario (com muta¢do germinativa em BRCAL) e TN Esporadico (com
deficiéncia ou nao em BRCA1 por hipermetilagdo no promotor) e do tecido
normal adjacente ao tumor;

o Verificar os processos bioldgicos envolvidos com a tumorigénese do CMTN

Hereditario e do CMTN Esporadico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo teve a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
A.C.Camargo Cancer Center sob o numero 1746/13C (Anexo 1) e esta vinculado ao
projeto tematico aprovado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) (n° 2013/23277-8), sob a responsabilidade da Dra. Dirce Maria

Carraro.

3.2 CASUISTICA

Foram selecionados casos de CMTN de pacientes diagnosticadas no
A.C.Camargo Cancer Center em idade de até¢ 50 anos a partir do levantamento
realizado pelo nosso grupo dos 131 tumores de mama triplo-negativo (TN) (Quadro
2). No mais recente trabalho do grupo, BRIANESE et al. 2018, esses tumores foram
rastreados para mutagdo patogénica germinativa dos genes BRCAL e BRCAZ2 através
da metodologia de Next Generation Sequencing (NGS) e para altera¢do em niimero
de copias de BRCA1L através da abordagem de Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA). O silenciamento somatico de BRCA1 também foi avaliado
pela anélise de metilagdo do promotor de BRCAL através do método de conversao
por bissulfito de so6dio do DNA tumoral. Entdo, todos esses casos de CMTN foram

classificados em CMTN Hereditario ¢ CMTN Esporadico como sendo tumores
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diagnosticados em pacientes portadoras de mutagdo patogénica germinativa em
BRCAL ¢ nao portadoras de mutagdo germinativa em ambos genes BRCAL/2,
respectivamente. Os tumores TN Esporadicos foram ainda classificados em BRCA1-
deficiente ¢ BRCAl-proficiente, correspondendo, respectivamente, a tumores com 0
promotor de BRCA1 hipermetilado e tumores com o promotor de BRCAL ndo
hipermetilado (BRIANESE et al. 2018).

Para aumentar o nimero de amostras de CMTN em idade jovem, também
incluimos 3 amostras (MJ2021; MJ2026; e MJ2003) de um outro projeto do grupo,
diagnosticadas com cancer de mama em idade jovem com historico familiar de
cancer de mama, previamente rastreadas para mutacdo pontual (por sequenciamento
capilar) e rearranjos genomicos (por MLPA) nos genes BRCA1, BRCA2, TP53 ¢

CHEK2 (CARRARO et al. 2013; SILVA et al. 2014) (Quadro 2).



Quadro 2 - Caracteristicas moleculares dos casos de CMTN selecionados para o estudo

Frequéncia alélica da

Grupo Casos  Idade Variante patogénica germinativa BRCAL . o Metilagio no promotor de BRCA1  Classificacéo final de BRCAL
variante no tumor (%)

Hereditario M256T 35 c.1A>G; p.(Metl?) >60 (sanger) BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1l-mutado
Hereditario M280T 36 c.1123_1124delinsA; p.(Leu375Lysfs*19) 67.0 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario M282T 38 ¢.2405_2406delTG; p.(Val802Glufs*7) 67.42 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario M287T 44 ¢.4183C>T; p.(GIn1395%) 51.01 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario M292T 34 ¢.4096+1G>A; splice site donor 60.53 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario M303T 41 ¢.4484G>T; p.(Argl495Met) 89.52 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario M355T 43 ¢.181T>G; p.(Cys61Gly) 91.37 BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario MJ2021 27 ¢.181T>G; p.(Cys61Gly) NA BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Hereditario MJ2026 31 ¢.3331_3334del; p.(GIn1111Asnfs*5) NA BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-mutado
Esporadico BRCAL-Def MI15T 46 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCAL-Def M299T 38 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCA1-Def =~ M347T 44 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCAL-Def M357T 36 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCAl-Def ~ M365T 50 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCA1-Def =~ M366T 34 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCA1-Def ~ M377T 46 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCAL-Def M379T 32 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCAl-Def ~ M385T 33 - BRCA1-hipermetilado BRCA1-deficiente
Esporadico BRCA1-Prof  M7T 36 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCAl-Prof ~ M214T 43 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCAL1-Prof  M217 41 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCAL-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M269T 29 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M275T 36 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCAl1-Prof ~ M277T 45 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof  M278T 41 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M283T 42 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCAl-Prof ~ M284T 44 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M286T 39 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof =~ M290T 31 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M291T 50 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof ~ M298T 38 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
Esporadico BRCA1-Prof  M312T 48 - BRCA1-ndo-hipermetilado BRCA1-proficiente
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Cont/ Quadro 2

Grupo

Casos

Idade

Variante patogénica germinativa BRCA1

Frequéncia alélica da
variante no tumor (%)

Metila¢io no promotor de BRCA1

Classificacio final de BRCAL

Esporadico BRCA1-Prof
Esporadico BRCA1-Prof
Esporadico BRCA1-Prof
Esporadico BRCA1-Prof
Esporadico BRCA1-Prof

M348T
M351T
M358T
MIC20T
MJ2003T

46
47
47
50
26

BRCA1-ndo-hipermetilado
BRCA1-ndo-hipermetilado
BRCA1-ndo-hipermetilado
BRCA1-ndo-hipermetilado
BRCA1-ndo-hipermetilado

BRCA1-proficiente
BRCA1-proficiente
BRCAL-proficiente
BRCA1-proficiente
BRCA1-proficiente

Hereditario: CMTN Hereditario BRCA1- mutado Esporadico BRCA1-Def.: CMTN Esporadico BRCA1-hipermetilado; Esporadico BRCA1-

Prof.: CMTN Esporadico BRCA1-nao-hipermetilado; -

alélica no tumor ndo avaliada.

Fonte: CARRARO et al. (2013); SILVA et al. (2014); BRIANESE et al. (2018).

Nao foi detectada variante patogénica germinativa em BRCA1; NA: frequéncia
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3.3 EXTRACAO DE RNA

As moléculas de RNA total, disponiveis no sistema do Biobanco do
A.C.Camargo Cancer Center, foram selecionadas a partir de todos os casos de
CMTN, tanto dos casos pareados com o tecido normal adjacente ao tumor como dos
casos ndo pareados. A extracdo do RNA total do tecido tumoral e normal adjacente
ao tumor, ambos tecidos congelados, foi realizada pelo Banco de Macromoléculas do
A.C.Camargo Cancer Center de acordo com o protocolo operacional padrdo do
Banco de Macromoléculas (OLIVIERI et al. 2013). Resumidamente, até 30mg de
tecido foram homogeneizados utilizando o equipamento Precellys® (Bertin
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Franga) com 400 ul do tampao RLT com [-
Mercaptoethanol (B-ME) de acordo com as recomendacdes do fabricante para o kit
de extragdao QIAsymphony RNA (Qiagen, CA, EUA). A extra¢do do RNA foi feita
de forma automatizada no equipamento QIASymphony (Qiagen, CA, EUA)
utilizando o protocolo miRNA CT 400 V8. Neste protocolo ¢ recuperado o RNA
total, inclusive o0 miRNA, e é feito o tratamento do RNA total com a enzima DNase
fornecida pelo kit durante o processo de purificagdo. A concentragdo e a pureza do
RNA foram avaliadas no equipamento Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific,
DE, EUA) e a integridade foi determinada pelo equipamento Bioanalyzer Agilent
2100 (Agilent Technologies, CA, EUA). O Bioanalyzer fornece um nimero de
integridade do RNA (RIN-RNA Integrity Number) que varia de 1 a 10, onde 1
refere-se a um RNA degradado e 10 a um RNA integro (SCHROEDER et al. 2006).
A quantificagdo do RNA foi realizada pelo método fluorométrico Qubit®

Fluorometer, usando o kit Qubit RNA BR Assay (Thermo Fisher), que ¢ um método
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de quantificacao baseado em fluorescéncia que emprega fluordforos especificos que
se ligam ao RNA simples fita, levando a uma quantificacdo mais especifica e exata
quando comparada com métodos baseados em espectrometria.

Selecionamos as moléculas com uma boa integridade medida pelo valor do
RIN (do inglés, RNA Integrity Number), priorizando aquelas com o RIN maior ou
igual a 4 (RIN > 4.0). Todas as moléculas selecionadas para o estudo estdo descritas
no Quadro 3, o qual mostra as caracteristicas da avaliacdo anatomopatoldgica e os
dados de extragdo e quantificacdo das moléculas de RNA total dos casos utilizados

no estudo.



Quadro 3 - Dados da avaliagdo anatomopatologica de todas amostras tumorais € normais e da extracao e quantificacao das
moléculas de RNA total a partir dos casos de CMTN utilizados no estudo.

Amostra Avaliacao H&E RIN R260/280 R260/230 Concentrac¢io (ng/ul)
ID _M256N Nao neoplasico em 100% da amostra 8,4 2,3 0,9 101
ID _M256T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,9 2,1 1,6 985
ID _M280N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,2 2,0 0,8 49,7
ID _M280T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 8,1 2,1 1,8 481
ID _M282N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,6 2,1 0,8 39,3
ID M282T Carcinoma ductal invasivo em 90% da amostra 9,6 2,0 1,8 27
ID _M287N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,7 2,2 1,3 23,4
ID M287T Carcinoma ductal invasivo em 30% da amostra 9,6 2,1 1,8 102,3
ID _M292N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,8 2,1 1,6 40,9
ID M292T Carcinoma mamario invasivo em 100% da amostra 7,1 2,1 2,0 372
ID M303N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,9 2,1 1,4 73,7
ID M303T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 7,5 2,1 1,9 887
ID _M355N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,6 2,1 1,7 67,7
ID M355T Carcinoma mamario invasivo em 30% da amostra 8,7 2,0 1,8 82,8
ID MJ2026N Nao neoplasico em 100% da amostra 6,3 2,1 1,6 241
ID MJ2026T Carcinoma ductal invasivo em 90% da amostra 7,2 1,8 1,9 853
ID MJ2021T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 8.7 2,0 1,9 83,7
ID MI15N Nao neoplasico em 100% da amostra 6,4 2,1 1,4 83,2
ID MI15T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,2 2,2 2,0 153
ID _M299N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,5 2,0 0,5 454
ID_M299T Carcinoma lobular pleomorfo em 100% da amostra 9,8 2,1 1,8 1270
ID _M365N Nao neoplasico em 100% da amostra 42 2,2 1,2 35,6
ID M365T Carcinoma mamario invasivo em 90% da amostra 6,9 2,1 1,6 144
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Amostra Avaliacio H&E RIN R260/280 R260/230 Concentragio (ng/ul)
ID M377N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,7 2,1 1,6 15
ID M377T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,7 2,1 1,8 40,2
ID M347T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 8,9 2,1 1,8 200
ID _M357T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,7 2,0 2,0 1300
ID M366T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,1 2,1 1,7 481
ID M379T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,7 2,1 2,0 1180
ID M385T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,9 2,1 1,8 414
ID M7N Nao neoplasico em 100% da amostra 5,6 2,1 1,8 126
ID M7T Carcinoma ductal invasivo em 90% da amostra 8,2 2,1 2,2 850
ID M214N Nao neoplasico em 100% da amostra 9,8 2,1 1,5 175
ID M214T Carcinoma ductal invasivo em 50% da amostra 9,1 2,1 1,6 288
ID M269N Nao neoplasico em 100% da amostra 9,1 2,1 1,6 278
ID M269T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 10,0 2,0 1,7 876
ID M275N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,2 1,9 0,6 40,8
ID M275T Carcinoma ductal invasivo em 60% da amostra 5,6 2,0 1,8 150
ID M278N Nao neoplasico em 100% da amostra 49 2,1 1,1 121
ID M278T Carcinoma ductal invasivo em 30% da amostra 9,9 2,0 1,7 202,5
ID M284N Nao neoplasico em 100% da amostra 5,9 1,9 1,3 20,8
ID M284T Carcinoma medular atipico em 90% da amostra 9,0 2,0 1,8 1,13
ID _M286N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,2 2,1 0,6 52,9
ID _M286T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,2 2,0 1,6 377
ID_M290N Nao neoplasico em 100% da amostra 7,7 2,1 1,7 104
ID_M290T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,7 2,1 1,9 381
ID M291N Nao neoplasico em 100% da amostra 8,4 2,03 1,72 31,1
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Amostra Avaliacio H&E RIN R260/280 R260/230 Concentragio (ng/ul)
ID M291T Carcinoma ductal invasivo em 40% da amostra 9,6 2,11 1,71 145,6
ID _M298N Nao neoplasico em 100% da amostra 8,2 2,1 1,5 39,1
ID _M298T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 8,7 2,1 1,62 239
ID M312N Nao neoplasico em 100% da amostra 8,1 2,1 1,76 28,9
ID M312T Carcinoma ductal invasivo de 60% da amostra 8,3 2,1 1,3 432
ID M358N Nao neoplasico em 100% da amostra 4.6 1,97 0,93 25,5
ID _M358T Carcinoma mamario invasivo em 100% 9,0 2,11 1,93 175,2
ID _MJ2003N Nao neoplasico em 100% da amostra 9,7 2,1 1,7 451
ID MJ2003T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 6,3 2,1 2,2 226
ID M217T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,2 1,98 1,88 212
ID M277T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 7,6 2,11 0,8 221,6
ID _M283T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,5 2,03 1,61 190
ID _M348T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 8,6 2,05 1,42 44,5
ID M351T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 9,0 2,05 1,86 416
ID MIC20T Carcinoma ductal invasivo em 100% da amostra 6,8 2,12 2,01 110
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3.4 PREPARO DAS BIBLIOTECAS DE cDNA

Para o sequenciamento do RNA de todas as amostras do estudo, foram
construidas bibliotecas de cDNA utilizando o kit TruSeq Stranded Total RNA LT -
Set A (Illumina), o qual contém 12 distintos adaptadores, e seguindo o protocolo
TruSeq Stranded Total RNA Sample Preparation LS (Illumina), cujas etapas estdo
descritas, resumidamente, a seguir e esquematizadas na Figura 3. Considerando que
mais de 90% da massa de RNA total de uma tipica célula humana é composta de
RNA ribossomal (rRNA) (PALAZZO e LEE 2015), nds escolhemos a metodologia
da deplecdo do rRNA antes de iniciar a constru¢do das bibliotecas de cDNA. Essa
metodologia de deple¢do do rRNA ¢ uma abordagem de maior aplicabilidade para se
obter uma quantificacdo mais acurada do transcriptoma completo humano pois
permite a identificacdo e quantificagdo de uma grande variedade de especies de
RNAs, como dos RNA poli-adenilados codificadores de proteinas (mRNAs) e dos
RNAs ndo poli-adenilados ndo codificadores de proteinas (ncRNAs), dentre outras
aplicabilidades (HUANG et al. 2011).

Para um rendimento satisfatério das bibliotecas, a recomendac¢do do protocolo
para a massa inicial de RNA total de 6tima integridade (RIN > 7.0) esta entre 100 e
1000 nanogramas (ng). Neste estudo, nés utilizamos 300 ng de RNA total inicial que
foram submetidos a deple¢do do rRNA através do kit Ribo-Zero Human Gold
(Illumina). Essa etapa baseia-se na hibridizacdo dos rRNAs (28S; 18S e 5S) a
sequéncias complementares ligadas as esferas magnéticas (rRNA Removal Beads -
[llumina). A eficiéncia da deplegdo foi analisada pela plataforma Agilent Bioanalyzer

2100 utilizando o kit Agilent RNA 6000 Pico. Para as amostras que nao tiveram uma
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deplecao eficiente, esse procedimento foi repetido a partir do RNA total inicial.
Porém, caso ainda fosse verificada a presenga do rRNA, foi realizada uma
purificagdo em coluna da molécula de RNA total inicial com o intuito de melhorar a
qualidade da mesma através do kit RNeasy MinElute Cleanup (Qiagen).

Posterior mensuragdo da deplegdo total do rRNA, seguiu-se o protocolo com
a purificacdo do RNA livre de rRNA com esferas magnéticas especificas para RNA,
Agencourt RNAClean XP (Beckman Coulter), seguindo com a fragmentagao a 94°C
por 8 min para a obten¢ao dos fragmentos com tamanho médio de 155pb, conforme
recomendacao do fabricante. Apds a fragmentacdo, seguiu-se a sintese da primeira
fita do cDNA, usando a transcriptase reversa ¢ primers randomicos e a sintese da
segunda fita do ¢cDNA com a incorporagao do deoxy-UTP (dUTP) no lugar de
deoxy-TTP (dTTP) a 16°C por 1 hora. O uso do dUTP é uma metodologia utilizada
para preservar a informacdo da fita original do RNA e, assim, manter a
especificidade da fita (LEVIN et al. 2010). Isso é garantido durante a etapa de PCR
da biblioteca final onde a polimerase ndo incorpora o dUTP e, assim, ndo ocorre a
amplificacdo da segunda fita do cDNA. Ao final da etapa da sintese da segunda fita
do cDNA, foram gerados fragmentos com extremidades 3" abruptas (blunt end).
Posteriormente, as extremidades 3" foram adeniladas com a adi¢do do nucleotideo
adenina (A) a 37°C por 30 minutos e 70°C por 5 minutos, para impedir que esses
fragmentos se liguem entre si € os preparar para a etapa seguinte na ligacdao aos
adaptadores, pois a adenina fornece complementariedade a timina presente nas
extremidades 3° dos adaptadores. Assim, ap6s a adenilagdo, foi feita a ligacdo dos
adaptadores (P5 e P7) a 30°C por 10 minutos, os quais contém sequéncias que

identificam cada amostra (barcodes) e sequéncias complementares aos iniciadores da
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etapa de amplificacao por PCR e do sequenciamento da plataforma Illumina (Rd1SP
e Rd2SP) (Figura 3A). Em seguida, ocorreu a amplificacao por PCR da biblioteca de
cDNA. Entre cada uma dessas etapas, a purificagdo e selecdo de tamanho dos
fragmentos foram realizadas utilizando esferas magnéticas para DNA, Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter), com o objetivo de eliminar fragmentos de
nucleotideos de tamanho fora do esperado (abaixo de 200pb). Em seguida, as
bibliotecas finais de ¢cDNA foram analisadas quantitativamente pelo método
fluorométrico Qubit com o kit Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher) e
qualitativamente através da plataforma Agilent Bioanalyzer 2100 com o kit High
Sensitivity DNA (Agilent Technologies). Apds essa analise quantitativa e qualitativa,
as bibliotecas seguiram para a etapa de normalizagdo para o sequenciamento. Todas

essas etapas estdo esquematizadas, resumidamente, na Figura 3B.
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Figura 3 - Esquema representativo da biblioteca final de cDNA. (A) Adaptadores
Illumina P5 e P7. (B) Etapas da construgio da biblioteca de cDNA de acordo com o protocolo TruSeq

Stranded Total RNA Sample Preparation LS - Illumina (Adaptado de TruSeq Stranded Total
RNA Sample Preparation LS protocol).
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3.5 SEQUENCIAMENTO DO RNA (RNASeq)

Apds a construgdo das bibliotecas de cDNA, o sequenciamento foi realizado
através da plataforma NextSeq 500 (Illumina). Inicialmente, as bibliotecas foram
quantificadas por PCR em Tempo Real (qPCR), utilizando o kit Kapa Library
Quantification (KAPA Biosystems) para a mensuragdo da molaridade. Assim, com o
tamanho médio obtido pelo Bioanalyzer e a quantificagcdo por qPCR, as quantidades
equimolares de cada biblioteca foram calculadas a fim de normalizd-las a uma
concentragdo molar inicial de 4nM necessdria para iniciar o protocolo do
sequenciamento NextSeq System Denature and Dilute Libraries Guide Protocol A.
Uma vez normalizadas, desnaturadas e diluidas a 1.8pM, o pool das bibliotecas foi
sequenciado (8 bibliotecas em cada pool por corrida de sequenciamento), no formato
paired-end, usando o kit NextSeq™ 500 Mid Output - 150 ciclos (Illumina), cujo
rendimento esperado ¢ de 260 milhdes de sequéncias por corrida. Na abordagem de
sequenciamento paired-end de 150 ciclos, sdo sequenciados até 75 nucleotideos no
sentido forward e até 75 nucleotideos no sentido reverse além da regido da sequéncia
que identifica a origem de cada fragmento (barcode), garantindo que ambos sentidos
de cada fragmento sejam sequenciados com alta qualidade.

O sequenciamento pela plataforma NextSeq 500 baseia-se na hibridizac¢do das
moléculas de ¢cDNA fita simples a oligonucleotideos que estdo ligados a flowcell.
Nesta, ocorre a amplifica¢do por ponte dos fragmentos hibridizados. Na amplificacao
por ponte, a molécula molde de DNA ¢ removida a partir de lavagens com tampdes
especificos, e a fita que foi amplificada faz uma “ponte” devido a diferentes

temperaturas e reagentes adicionados, permitindo que a extremidade livre do
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fragmento se ligue a um outro nucleotideo complementar a esta regido fixado na
flowcell ¢ iniciando um novo ciclo de amplificagdo que se repete, formando um
conjunto de fragmentos clonais, os clusters, na mesma regido da flowcell. A
formagdo dos clusters, portanto, permite amplificar o sinal, possibilitando a leitura
das fluorescéncias pelo sequenciador (Figura 4). A leitura dos fragmentos ¢ realizada
base a base, onde, em cada incorporagdo de um nucleotideo, ocorre um bloqueio do
sinal, fazendo com que o equipamento leia um nucleotideo por vez. O equipamento
NextSeq 500 ¢é capaz de realizar a leitura dos nucleotideos incorporados em duas
cores: a incorporacao de timinas (T) emite florescéncia de cor verde, e as citosinas
(C) emite cor vermelha. Para adenina (A), ocorre emissdo da cor amarela, que ¢ a
mistura das cores verde e vermelha, e, para a guanina (G), a identificagdo ¢ feita pela

auséncia de fluorescéncia (BRONNER et al. 2014).
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Fonte: https://www.dkfz.de/gpct/hiseq technology.html

Figura 4 - Representagdo esquematica das etapas do sequenciamento na plataforma

Illumina. 1: Biblioteca de cDNA simples fita delimitada em suas extremidades pelos adaptadores P5

(destacado pela cor lilas) e P7 (destacado pela cor azul), os quais se ligardo aos nucleotideos fixados
na flowcell (quadrado cinza); 2: Amplificagdo em ponte por PCR; 3: Formagdo dos clusters; 4:
Representagdo da leitura das fluorescéncias dos nucleotideos pelo equipamento HiSeq, o qual ¢é capaz
de identificar e ler quatro cores (o equipamento NextSeq, utilizado nesse estudo, ¢ capaz de

reconhecer ¢ ler duas cores).

3.6 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Apbs o sequenciamento das bibliotecas de ¢cDNA, os arquivos FASTQ
gerados pelo NextSeq 500 foram analisados pelo pipeline desenvolvido pela equipe
do Laboratorio de Biologia Computacional do CIPE, coordenada pelo Dr. Israel
Tojal da Silva, e, resumidamente, descrito a seguir e representado na Figura 5.

Inicialmente, as sequéncias foram alinhadas contra sequéncias de RNA
ribossomais (28S; 18S e 5S) utilizando o algoritmo BWA MEM 0.7.17 (LI, 2013). As
sequéncias referentes aos rRNAs com MAPQ (qualidade de mapeamento) > 20
foram removidas das analises seguintes. Apos essa filtragem, as sequéncias foram

alinhadas no genoma humano referéncia Hg 19 (Genome Reference Consortium
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GRCh37), utilizando o programa STAR 2.5.3a (DOBIN et al. 2013) (do inglés,
Spliced Transcripts Alignment to a Reference). Os arquivos gerados referentes ao
alinhamento unico das sequéncias foram convertidos do formato SAM para BAM
utilizando o programa SAMtools 1.9 (LI et al. 2009). A partir do mapeamento foi
realizada a contagem de sequéncias Unicas por gene e anotagdo dos genes utilizando
o programa HTSeg-count 0.9.1 (ANDERS et al. 2014) e anotagdes do banco de
dados RefSeq (GRCh37.p13 de 2017-04-19) (O'LEARY et al. 2016). Com relacdo a
contagem das sequéncias Unicas por gene, identificamos aqueles que foram
representados com pelo menos 1 sequéncia (1x), 10 sequéncias (10x), 50 sequéncias
(50x) e 100 sequéncias (100x).

Para analise de genes diferencialmente expressos (GDEs) foi usado o
programa DESeq2 1.16.1 (ANDERS e HUBER 2010), o qual utiliza uma
normaliza¢do interna baseada no tamanho da biblioteca de cada amostra. Apods
obtencdo dos valores de expressdo de cada gene, foram considerados como GDEs
nas amostras tumorais em relagdo as amostras normais adjacentes aqueles cuja
analise dos niveis de expressdo apresentou aumentada ou diminuida em mais de 4
vezes (fold change > 4,0 e < - 4,0, respectivamente) e cuja analise estatistica
corrigida (pelo método Benjamini-Hochberg) (BENJAMINI e HOCHBERG 1995)
apresentou menor ou igual a 0,05 (p valor ajustado < 0,05).

Para a classificagdo dos GDEs em codificadores de proteina, nao
codificadores de proteina e pseudogene foi utilizado o banco de dados Ensembl

(GRCh37 release 87) (AKEN et al. 2016).
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BWA MEM Remogdo do contaminante IRNA

STAR Alinhamento das sequéncias Q20 ao genoma humano Hg 19

HTSeq-count | Contagem absoluta das sequéncias iinicas por gene

DESeq? Expressdo diferencial

Figura 5 - Fluxograma das etapas do pipeline desenvolvido pela equipe do
Laboratorio de Biologia Computacional do CIPE, coordenada pelo Pesquisador Dr.
Israel Tojal da Silva, para a andlise das sequéncias geradas do RNA-Seq pela

plataforma NextSeq 500 da Illumina.

Com o intuito de avaliar nossos dados de expressdo diferencial em uma nova
coorte de amostras de CMTN, realizamos uma analise de sobreposi¢do com os dados
de expressdo diferencial das amostras de CMTN gerados por RNASeq pelo The
Cancer Genome Atlas (TCGA) (The Cancer Genome Atlas Network 2012). Para isso,
analisamos os GDEs concordantes, considerando toda casuistica do nosso estudo
(CMTN_Estudo), bem como nos grupos separadamente (CMTN Hereditario Estudo
e CMTN Esporadico Estudo), e os GDEs da casuistica do TCGA, a qual separamos
por grupo de idade (CMTN_TCGA; CMTN_TCGA < 40 anos; CMTN_TCGA > 41
< 50 anos; CMTN_TCGA > 51 anos). Os critérios para a filtragem dos GDEs do
TCGA foram os mesmos utilizados neste estudo (fold change > e < |4 | e p valor

ajustado < 0,05).
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3.7 CLASSIFICACAO MOLECULAR DAS AMOSTRAS DE CMTN

BASEADA NA CLASSIFICACAO DE LEHMANN

Para classificagdo molecular dos tumores TN, foi utilizada uma ferramenta
online, TNBCtype (http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc/). Essa ferramenta correlaciona
os dados de expressdo génica das amostras a serem analisadas com as assinaturas
génicas previamente estabelecidas por LEHMANN et al. (2011), que sao baseadas
em genes diferencialmente expressos e ontologias génicas de cada subtipo de
CMTN. Na pesquisa realizada por CHEN et al. (2012), foi observada que a
expressdo positiva do receptor de estrogeno (RE) avaliado por Microarray de
amostras RE positivo foi falsamente identificada como negativa pela imuno-
histoquimica, o que afetou na normalizagdo da expressdo génica de amostras de
CMTN. Assim, considerando que a expressao positiva do RE a nivel transcricional
pode impactar na classificacdo molecular dos subtipos de CMTN, os autores
desenvolveram o filtro RE-positivo que ¢ baseado no calculo do percentil de
expressao do RE entre todos os genes para cada amostra. Amostras cuja expressao do
RE estd maior que o percentil 75 de expressao génica de todos os genes sdo
removidas pois sdo identificadas como amostras com expressdo positiva do RE a
nivel transcricional. Essa etapa de controle de qualidade realizada pela ferramenta
TNBCtype ¢ uma efetiva abordagem para identificar e remover amostras RE positivo
e, assim, garantir a acuracia da classificagdo molecular das amostras CMTN (CHEN
et al. 2012). Logo, passando por este controle de qualidade, as amostras tornam-se
aprovadas para serem classificadas nos 6 subtipos moleculares se tiverem um

coeficiente de correlacdo com cada subtipo molecular > 0,2 e p valor ajustado < 0,05,
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os quais s3o: imunomodulador (IM), basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
mesenquimal (M), mesenquimal stem like (MSL), luminal receptor de androgeno
(RA). Amostras cujo coeficiente de correlagdo ¢ < 0,2 e sem significancia estatistica
(p valor > 0,05) sdo classificadas como instaveis (INS). Portanto, a partir dos valores
de expressao normalizados de todos os genes identificados nas amostras tumorais da
nossa casuistica, realizamos a classificacdo molecular das mesmas através dessa
ferramenta.

Realizamos também andlise de sobrevida global pelo método de Kaplan-
Meier, usando o test de Log-rank para calcular as curvas de sobrevida das amostras
de CMTN em relagdo aos subtipos moleculares nos quais elas foram classificadas.
Consideramos a sobrevida global como sendo o tempo, em dias, decorrido do dia do
diagndstico histopatologico até a data do dbito, por alguma causa, ou até a data do
ultimo segmento. Inicialmente, geramos as curvas de sobrevida global de cada
subtipo molecular classificado para todas as amostras. Assim, a comparagao foi feita
entre as curvas de sobrevida de todas as amostras que foram classificadas no subtipo
imunomodulador (IM), nos subtipos basal-like 1 e basal-like 2 (BL1 ¢ BL2) e nos
outros subtipos (M, MSL, LRA, INS). Comparamos também as curvas de sobrevida
global das amostras classificadas no subtipo IM e nos outros subtipos (M, BL1, BL2,
MSL, LRA, INS) considerando dois grupos de amostras: tumores TN com
deficiéncia em BRCAL (TN BRCAl-mutado ou TN BRCAl-hipermetilado) e tumores
TN com BRCAL proficiente (TN BRCAL-ndo-hipermetilado). Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p valor < 0,05.
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38 ANALISE FUNCIONAL IN SILICO DOS GENES

DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS (GDEs)

Para melhor compreensao da tumorigénese do CMTN, todos os GDEs nas
amostras tumorais em relacdo as amostras normais adjacentes foram submetidos a
uma analise funcional in silico através do programa Ingenuity Pathway Analysis
(v8.0 IPA, Sistemas Ingenuity, Redwood City, CA, EUA; http://www.ingenuity.com),
que utiliza o banco de dados Knowledge Base como repositorio de dados biologicos.
Com o objetivo de anotar os processos bioldgicos estatisticamente significativos,
realizamos uma abordagem exploratéria que incluiu o enriquecimento génico em
vias canodnicas, redes de interagdo génicas e analise dos reguladores upstream. Toda
essa analise foi feita em colaboragdo com o Dr. Fabio A. Marchi do A.C.Camargo
Cancer Center.

Para essa andlise, os critérios para considerar os estados de ativacdo e inibigao
preditos em cada analise foram considerados significativos quando o z-score foi>2 e
< -2, respectivamente. Resumidamente, as analises realizadas estdo descritas a
seguir:

1 Enriquecimento das vias candnicas: esta andlise identificou as vias candnicas
significativamente ativadas e inibidas a partir do conjunto de genes analisados;
2 Redes de interagdo génica: esta andlise mostrou as redes de interagdo
biologica entre os genes identificados de acordo com dois critérios definidos
pelo programa: genes focais e pontuacdo. Genes focais sdo os genes
analisados do estudo e que foram identificados na rede, ¢ a pontuacio ¢

definida por um valor (p-score) derivado do p-valor do enriquecimento da
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rede para determinadas categorias bioldgicas, considerando o nimero de genes
da rede ¢ o nimero de genes analisados que constam na rede. Como os p-
valores identificados sdo tipicamente baixos (por exemplo: 10*), a pontuagio
(p-score) ¢ definida como -logl10(p-valor). Assim, essa analise pode ajudar a
entender as atividades biologicas ativadas e inibidas no processo da
tumorigénese do CMTN;

Anadlise reguladores upstream: esta analise possibilitou a identificagdo de
possiveis reguladores transcricionais que poderiam explicar as mudangas nos
niveis de expressdo dos genes analisados. Ela nos permite observar a relagao
regulador-alvo (Target molecules in dataset) bem como uma relagao causal
entre importantes reguladores com seus alvos (Mechanistic network) através
da qual ¢ possivel predizer cascatas de sinaliza¢do ativadas ou inibidas onde
os reguladores com seus alvos estdo envolvidos. Tudo isso ¢ baseado no valor

de expressao dos genes reguladores e dos alvos analisados no estudo.
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4 RESULTADOS

41 SELECAO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE RNA

Foram utilizados neste estudo 37 casos de pacientes diagnosticadas com
CMTN em idade jovem (< 50 anos), sendo 9 casos de CMTN Hereditario (com
mutagdo patogénica germinativa em BRCAL) e 28 casos de CMTN Esporadico,
sendo 9 casos BRCAl-deficiente (com o promotor de BRCAL hipermetilado) e 19
casos BRCAl-proficiente (com o promotor de BRCA1 ndo hipermetilado), mostrados
no Quadro 2 descritos na metodologia.

Como podemos observar no Quadro 3, na sessdo 3.3 de Materiais ¢ Métodos,
a grande maioria das moléculas de RNA total foi de o6tima integridade, como
mostrado pelo RIN > 7, e puro (livre de contaminantes, como proteinas, sais, fenol, e
outros compostos), como observado pelas razdes 260/280 e 260/230 em torno de 2.0,

valor de referéncia que representa um RNA puro (Thermo Fisher Scientific 2016).

4.2 SEQUENCIAMENTO DO RNA

4.2.1 Construcio das Bibliotecas de cDNA
Conforme descrito na sessao 3.3 de Materiais ¢ Métodos, antes de seguirmos
o protocolo da construcdo das bibliotecas, a eficiéncia da deplecio do RNA

ribossomal (rRNA) foi avaliada pela plataforma Agilent Bioanalyzer 2100.
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Para 45,2% (28/62) das amostras de RNA total, a deplecdo do rRNA foi

eficiente, o que permitiu a construcio das bibliotecas seguidamente (Figura 6).
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Figura 6 - Perfil da amostra de RNA tumoral ID_M256T analisado pelo Agilent
Bioanalyzer 2100, demonstrando as etapas de construcdo da biblioteca realizadas
eficientemente, como exemplo. (A) Eletroferograma do RNA total inicial, revelando 6tima

relagdo entre os picos de rRNA 18s e 28s (RIN 9.9); (B) Eletroferograma do RNA total apos etapa de
deplegao, mostrando deplecado total do rRNA; (C) Eletroferograma do produto final da biblioteca de
cDNA, mostrando maior porcentagem dos fragmentos de 255 nucleotideos e baixa porcentagem (1%)
de produtos com tamanho de 130 nucleotideos (dimero de adaptador).

Porém, 54,8% (34/62) das amostras ndo apresentaram deple¢dao total do
rRNA. Para essas amostras, a etapa inicial da deple¢do foi repetida a partir do RNA
total e, para a maioria delas (26/34), a deple¢ao do rRNA foi eficiente. Contudo, para
8 amostras (destacadas no quadro 4 com um asterisco*), a deplecio do rRNA
continuou ineficiente. Para estas amostras, realizamos uma purificagdo em coluna
das moléculas de RNA total inicial antes de repetir o protocolo da deplecdo do rRNA

com o objetivo de melhorar a qualidade das moléculas para obter a eficiéncia na

deplecdo, como descrito na sessdo 3.3 de Materiais e Métodos. ApoOs essa
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purificacao, nova deplecdo do rRNA foi realizada e, através da avaliagdo pelo
Bioanalyzer, as mesmas tiveram deplegdo total do rRNA. Apds a verificagdo da
eficiéncia da deplecdo do rRNA para todas as amostras de RNA total pelo Agilent
Bioanalyzer 2100, seguimos com as etapas do protocolo da construgdo das

bibliotecas de cDNA, como exemplificado na Figura 7.
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Figura 7 - Perfil da amostra de RNA total ID _M284N analisado pelo Agilent

Bioanalyzer 2100 da nao deplegdo total do rRNA, como exemplo. (A) Eletroferograma
do RNA total inicial, revelando a relacdo entre os picos de rRNA 18s ¢ 28s (RIN: 5.9); (B)
Eletroferograma do RNA total ap6s etapa de deplecdo, mostrando a ndo deplegdo total do rRNA pela
presenca dos picos de rRNA 18s e 28s (RIN:5.3); (C) Eletroferograma do RNA total apds a
purificagdo, mostrando a integridade do RNA total através da presenga dos picos 18 s e 28s (RIN:5.3);
(D) Eletroferograma do RNA total purificado apds etapa de deplecdo, mostrando a deplecdo total do
rRNA.

Como podemos observar no Quadro 4, as 62 bibliotecas finais de cDNA
apresentaram, em média, fragmentos com tamanho médio de 274pb, proximo do

esperado conforme protocolo (260 pb). O perfil do tamanho dos fragmentos de

algumas bibliotecas estd representado na Figura 8, como exemplo.



Quadro 4 - Dados das bibliotecas finais de cDNA construidas a partir do RNA total de todas as amostras tumorais € normais.

Amostra Adaptador Concentracao da bibli.oteca Tamanho médi(? da biblioteca Molaridade biblio'teca Molaridade biblioteca
final (ng/uL - Qubit) final (pb - Bioanalyzer) final (nM - Qubit) final (nM - qPCR)

ID M 256N ARO002 4,38 247 21,26 44,68
ID M 256T ARO15 0,12 255 6,02 3,76
ID M 280N ARO13 4,99 293 23,99 48,00
ID M 280T ARO16 0,25 252 1,09 3,38
ID M 282N ARO006 11,10 260 51,44 128,80
ID M 282T* ARO007 26,50 239 127,40 222,54
ID M287N*  AR004 3.39 257 17,70 10,18
ID M 287T ARO12 0.47 247 2,42 23,55
ID M 292N ARO14 3,98 252 0,56 13,84
ID M 292T ARO019 1,41 294 6,98 2421
ID M 303N ARO002 6,93 293 32,50 61,69
ID M 303T ARO13 3,56 323 17,01 21,16
ID M 355N ARO18 1.4 311 6,90 12,47
ID M 355T* ARO19 1,65 257 8,52 12,26
ID MJ2026N ARO013 1,04 266 5,06 7,78
ID MJ2026T ARO016 0,30 244 1,54 7,84
ID MJ202IT ARO004 43,80 277 200,55 175,91
ID M 15N ARO002 13,50 258 80,90 69,91
ID M 15T ARO004 12,00 318 55,11 84,32
ID M 299N ARO004 37,40 258 155,09 347,54
ID M 299T ARO007 6,88 255 32,67 69,72
ID M 365N ARO006 30,50 293 139,24 236,83
ID M 365T ARO007 16,20 292 79,88 101,54
ID M 377N*  ARO002 8,11 294 40,12 66,62
ID M 377T* ARO004 9,90 290 48,71 66,19




Cont/ Quadro 4

Amostra Adaptador Concentracao da bibli.oteca Tamanho médi(? da biblioteca Molaridade biblio'teca Molaridade biblioteca
final (ng/uL - Qubit) final (pb - Bioanalyzer) final (nM - Qubit) final (nM - qPCR)

ID M 347T ARO007 27.4 275 130,10 166,09
ID M 357T ARO14 29.1 298 134,85 132,06
ID M 366T ARO15 15.1 253 75,42 64,85
ID M 379T ARO16 38.9 275 178,11 194,60
ID M 385T ARO18 34.7 279 156,55 184,00
ID M7N ARO16 3,27 259 16,18 22,13
ID M7T ARO13 2,86 257 14,47 16,36
ID M214N ARO006 6,39 240 33,10 62,94
ID M214T ARO007 9,35 288 46,55 66,90
ID _M269N ARO15 2,28 270 11,97 10,93
ID M269T ARO19 6,86 249 34,72 40,00
ID M 275N ARO014 2,84 279 14,09 15,03
ID M 275T ARO18 0,30 258 1,48 3,85
ID M278N ARO005 6,17 250 31,12 43,64
ID M278T ARO12 5,75 247 29,39 34,46
ID M 284N*  ARO002 10,80 272 53,25 97,50
ID M 284T ARO007 6.11 271 29,01 60,42
ID M 286N ARO002 11,00 260 53,22 38,28
ID M 286T ARO006 5,70 247 28,20 54,79
ID M 290N ARO13 2,02 268 9,80 18,54
ID M 290T ARO14 0,75 294 3,70 4,98
ID M29IN*  ARO005 5,95 271 30,61 39,32
ID M 291T ARO15 0.74 280 3,58 22,74
ID M 298N ARO005 2,88 235 13,55 21,16
ID M 298T ARO12 12,00 291 56,29 135,15




Cont/ Quadro 4

Amostra Adaptador Concentracao da bibli.oteca Tamanho médi(? da biblioteca Molaridade biblio'teca Molaridade biblioteca
final (ng/uL - Qubit) final (pb - Bioanalyzer) final (nM - Qubit) final (nM - qPCR)

ID M 312N*  ARO006 4,97 260 25,40 58,52

ID M 312T ARO16 0,74 248 3,77 18,82

ID M 358N ARO19 12,40 275 57,12 81,06

ID M 358T ARO005 16,60 316 73,60 69,49

ID MJ2003N ARO15 1,00 291 4,93 8,70

ID MJ2003T ARO019 0,14 305 0,68 5,77

ID M217T ARO005 17.6 296 82,05 79,80

ID M277T ARO006 10,50 313 49,25 89,59

ID M 283T ARO006 2.56 278 12,46 11,24

ID M 348T ARO12 26.4 296 119,46 100,11

ID M351T ARO13 17.5 315 80,61 65,14

ID MIC20T  ARO019 35.5 275 156,50 159,36

*amostras de RNA total que foram purificadas para obter eficiente deplegdo do rRNA durante etapa da construgdo da biblioteca.
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Figura 8 - Perfil da distribuicdo dos fragmentos de 9 bibliotecas finais de cDNA
analisado pelo Agilent Bioanalyzer 2100, como exemplo. (A) Imagem digital do gel,

mostrando a maior porcentagem das bandas dos fragmentos em torno de 260 pb. (B) Eletroferogramas
mostrando o perfil de distribui¢do dos fragmentos por tamanho (eixo X) e quantidade por unidades de
fluorescéncia (eixo Y).

4.2.2 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA na plataforma NEXTSEQ 500

Apds andlise quantitativa por qPCR ¢ qualitativa pelo Agilent Bioanalyzer
2100 das 62 bibliotecas finais (Quadro 4), as mesmas foram sequenciadas na
plataforma NextSeq 500, totalizando 11 corridas de sequenciamento, pois para
algumas bibliotecas o sequenciamento foi repetido com o objetivo de aumentar o
numero de sequéncias mapeadas por amostra.

O sequenciamento das 62 bibliotecas de cDNA gerou, em média, 48.627.204
milhdes de sequéncias por amostra. Apods filtragem para retirada das sequéncias
referentes ao rRNA e andlise de qualidade, 33.611.903 milhdes de sequéncias sem
contaminantes ¢ Q>20 foram obtidas, em média, por amostra, das quais 79,5%
(26.736.816 / 33.611.903) foram mapeadas no genoma humano referéncia versao Hg
19 com o software STAR. Através do programa HTSeg-count, identificamos 18.928

genes expressos, em média, por amostra, com pelo menos 1 sequéncia Unica

mapeada, de acordo com o bando de dado RefSeq (Tabela 1 e Figura 9A ¢ B).



Tabela 1 - Dados do sequenciamento das bibliotecas de cDNA gerado pela plataforma NextSeq 500.

Total de Total de o i Total de Total de Total de Total de Total de  Total de
Amostra Adaptador sequéncias sequéncais livre roR;’;e sequéncias % map. genes>=  genes>= genes >=  genes>= genes>=
geradas rRNA mapeadas 1x 10x 20x 50x 100x
ID_M256N ARO006 74.987.072 42.050.782 56,1 27.935.216 66,4 19.553 15.111 13.592 10.980 8.434
ID_M256T ARO007 35.806.248 32.037.458 89,5 26.251.490 81,9 18.785 15.084 13.616 11.537 9.450
ID_M280N ARO13 78.709.778 39.662.222 50,4 26.956.622 68,0 20.090 15.476 13.799 11.121 8.335
ID_M280T ARO16 50.430.580 27.114.646 53,8 23.021.794 84,9 19.382 15.262 13.805 11.661 9.532
ID_M282N ARO18 39.092.374 35.947.986 92,0 31.086.414 86,5 20.360 15.900 14.421 12.256 10.098
ID_M282T ARO19 82.435.610 17.474.968 21,2 15.064.520 86,2 19.011 14.203 12.803 10.505 8.096
ID_M287N ARO13 63.132.808 29.615.920 46,9 25.577.320 86,4 19.101 15.477 14.081 12.001 9.723
ID_M287T ARO005 47.090.388 36.626.284 77,8 23.460.146 64,1 13.914 13.326 12.212 9.563 7.109
ID_M292N ARO006 54.341.496 45.234.938 83,2 24.798.524 54,8 18.300 13.956 12.189 9.114 6.385
ID_M292T ARO007 43.716.946 41.480.166 94,9 31.915.830 76,9 17.499 14.728 13.575 12.093 10.716
ID_M303N ARO005 69.137.234 48.273.604 69,8 42.437.758 87,9 20.343 16.517 15.084 13.030 11.020
ID_M303T ARO012 86.147.500 80.796.270 93,8 69.342.214 85,8 19.055 16.203 15.007 13.481 12.298
ID_M355N ARO15 39.699.436 37.988.672 95,7 33.052.226 87,0 16.396 16.060 14.543 12.247 10.007
ID_M355T ARO019 42.001.748 39.519.136 94,1 32.235.236 81,6 18.425 15.265 13.984 12.294 10.811
ID MJ2026 N AR002 100.825.210 31.624.408 314 25.443.596 80,5 20.217 15.198 13.543 10.961 8.300
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Cont/ Tabela 1

Total de Total de o i Total de Total de Total de Total de Total de | Total de

Amostra Adaptador sequéncias sequéncais livre r‘}{;’;e sequéncias % map. | genes>= | genes>= genes >= | genes > = | genes>=
geradas rRNA mapeadas 1x 10x 20x 50x 100x
ID MJ2026T ARO006 106.928.898 73.015.240 68,3 59.394.818 81,3 17.257 16.951 15.530 13.618 11.982
ID_MJ2021T ARO004 16.571.851 12.485.181 75,0 11.429.032 92,0 19.419 14.898 13.626 11.893 10.059
ID_MI5N ARO002 41.331.216 18.465.602 44,7 13.113.078 71,0 18.505 12.872 10.719 6.898 3.862
ID_MIS5T ARO15 31.537.812 28.744.108 91,1 24.573.506 85,5 19.532 14.904 13.514 11.602 9.672
ID_M299N ARO014 204.390.928 14.996.502 7,3 4.119.976 27,5 16.808 10.275 7.562 3.625 1.548
ID_M299T ARO18 53.856.778 39.330.132 73,0 27.992.466 71,2 19.472 14.963 13.595 11.645 9.782
ID_M365N ARO005 55.853.514 19.140.742 34,3 15.325.504 80,1 19.111 13.914 12.052 8.720 5.642
ID_M365T ARO15 67.321.422 43.422.838 64,5 29.169.998 67,2 19.341 14.497 13.076 11.024 8.928
ID_M377N ARO005 37.355.300 32.888.790 88,0 27.163.456 82,6 19.719 15.756 14.224 11.966 9.696
ID_M377T ARO012 28.490.176 23.432.642 82,2 19.939.538 85,1 18.909 14.582 13.359 11.572 9.763
ID_M347T ARO007 67.192.140 60.249.470 89,7 51.688.667 85,8 20.791 17.496 16.349 14.736 13.516
ID_M357T ARO14 27.846.659 24.298.092 87,3 20.685.687 85,1 20.536 16.151 14.822 13.043 11.558
ID_M366T ARO15 40.625.197 36.125.316 88,9 23.579.337 65,3 17.694 13.352 11.980 9.821 7.619
ID_M379T ARO16 25.041.327 23.365.698 93,3 20.311.828 86,9 20.680 16.470 15.052 13.217 11.697
ID_M385T ARO18 25.565.595 23.693.409 92,7 21.095.739 89,0 20.423 16.213 14.900 13.074 11.507
ID M7N ARO006 34.007.418 32.493.698 95,5 28.374.744 87,3 19.987 15.805 14.221 11.904 9.463
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Cont/ Tabela 1

Total de Total de o i Total de Total de Total de Total de Total de | Total de
Amostra Adaptador sequéncias sequéncais livre r‘}{;’;e sequéncias % map. | genes>= | genes>= genes >= | genes > = | genes>=
geradas rRNA mapeadas 1x 10x 20x 50x 100x
ID_M7 ARO007 39.086.862 32.997.898 84,4 29.483.850 89,4 18.855 14.901 13.542 11.620 10.029
ID_M214N ARO13 32.286.954 28.937.912 89,6 25.079.368 86,7 19.934 15.441 13.913 11.614 9.314
ID_M214T ARO016 40.569.356 35.454.230 87,4 28.243.852 79,7 20.078 15.563 14.094 11.952 9.880
ID_M269N ARO004 51.651.190 46.646.002 90,3 33.932.214 72,7 18.817 15.310 14.020 12.107 10.216
ID_M269T ARO012 41.170.798 39.965.600 97,1 32.306.410 80,8 18.796 14.817 13.654 12.183 10.783
ID_M275N ARO14 32.269.844 31.154.864 96,5 24.129.274 77,4 19.750 15.195 13.636 11.056 8.444
ID_M275T ARO019 28.387.588 17.935.544 63,2 13.615.184 75,9 15.472 13.843 12.127 9.119 6.125
ID_M278N ARO002 41.242.244 35.451.716 86,0 29.480.146 83,2 19.908 15.213 13.611 10.817 8.067
ID_M278T ARO13 48.249.254 46.501.916 96,4 39.437.480 84,8 20.291 16.206 14.799 12.852 11.078
ID_M284N AR002 30.933.674 28.037.672 90,6 24.611.918 87,8 19.894 15.186 13.561 10.895 8.223
ID_M284T AR004 46.598.382 44.536.964 95,6 37.917.172 85,1 19.619 15.709 14.375 12.746 11.259
ID_M286N AR004 68.957.390 28.558.346 41,4 17.985.960 63,0 19.526 14.500 12.612 9.524 6.401
ID_M286T ARO007 82.016.376 42.551.580 51,9 22.104.304 51,9 17.605 13.355 11.998 9.872 7.662
ID_M290N AR002 45.877.842 32.839.266 71,6 28.450.328 86,6 18.269 15.606 14.001 11.377 8.734
ID_M290T AR004 40.663.154 31.891.224 78,4 26.593.674 83,4 15.484 14.619 13.381 11.617 10.020
ID M291N ARO016 34.541.232 27.953.542 80,9 22.898.036 81,9 19.688 15.143 13.618 11.233 8.757
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Cont/ Tabela 1

Total de Total de o livre Total de Total de Total de Total de Total de | Total de
Amostra Adaptador sequéncias sequéncais livre 'RNA sequéncias % map. | genes>= | genes>= genes > = | genes > = | genes>=
geradas rRNA mapeadas 1x 10x 20x 50x 100x
ID_ M291T ARO013 30.634.952 25.122.442 82,0 20.885.004 83,1 16.840 14.975 13.459 11.138 8.637
ID_M298N ARO15 93.185.426 64.059.020 68,7 48.874.450 76,3 19.788 16.617 15.133 13.005 11.150
ID_M298T ARO19 59.275.816 35.568.148 60,0 24.416.084 68,6 19.981 15.269 13.696 11.407 8.926
ID_M312N AR002 38.192.916 32.725.256 85,7 28.643.132 87,5 20.146 15.945 14.352 12.111 9.710
ID_M312T ARO007 22.168.008 17.845.666 80,5 11.651.266 65,3 15.461 13.066 11.292 8.127 5.092
ID_M358N ARO013 46.361.322 41.422.644 89,3 36.639.710 88,5 20.643 16.072 14.412 11.753 9.065
ID_M358T ARO14 78.945.142 74.185.276 94,0 66.581.814 89,8 20.383 16.200 14.863 13.051 11.441
ID_MIJ2003N ARO19 41.413.612 40.305.460 97,3 34.468.812 85,5 20.060 16.445 15.121 13.238 11.618
ID_MJ2003T ARO005 39.513.042 36.310.672 91,9 29.380.742 80,9 16.237 15.224 13.803 11.277 8.836
ID_M217T ARO005 30.063.975 20.090.531 66,8 16.271.512 81,0 19.563 15.184 13.709 11.490 9.272
ID_M277T ARO006 10.707.586 10.102.492 94,3 9.071.461 89,8 18.748 14.240 12.922 10.842 8.595
ID_M283T ARO006 11.938.249 9.279.568 71,7 8.129.116 87,6 17.935 14.400 12.979 10.753 8.325
ID_M348T ARO12 11.114.204 10.281.923 92,5 8.813.350 85,7 19.307 14.834 13.478 11.487 9.276
ID_M351T ARO13 11.300.523 10.195.521 90,2 8.840.935 86,7 18.747 14.143 12.804 10.660 8.285
ID_MIC20T ARO19 14.099.048 13.434.168 95,3 12.209.732 90,9 19.082 14.345 12.887 10.650 8.373

Total de sequéncias geradas: numero total das sequéncias geradas pelo NextSeq 500; Total de sequéncias livres rRNA: numero total de sequéncias sem o
contaminante RNA ribossomal (rRNA); % livre rRNA: porcentagem das sequéncias geradas que ndo tinham sequéncias referente ao rRNA; Total de sequéncias

mapeadas: numero total de sequéncias livres de rRNA e mapeadas contra o genoma humano referéncia (Hg19); % map.: porcentagem de sequéncias livres de rRNA
que foram mapeadas; Total de genes > 1x: nimero de genes identificados com pelo menos 1 sequéncia tinica mapeada (1x);Total de genes > 10x: nimero de genes
identificados com pelo menos 10 sequéncias unicas mapeadas (10x); Total de genes > 20x: nimero de genes identificados com pelo menos 20 sequéncias Uinicas
mapeadas (20x); Total de genes > 50x: nimero de genes identificados com pelo menos 50 sequéncias unicas mapeadas (50x); Total de genes > 100x: nimero de

genes identificados com pelo menos 100 sequéncias unicas mapeadas (100x).
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Figura 9 - Dados do sequenciamento das 62 bibliotecas finais de cDNA gerados pela

plataforma NextSeq 500. (A) Média do total das sequéncias geradas apés cada analise. (B) Média
do total de genes que foram identificados com pelo menos | sequéncia unica mapeada (>1x); com
pelo menos 10 sequéncias unicas mapedas (= 10x); 20 sequéncias unicas mapeadas (= 20x); 50
sequéncias Uinicas mapeadas (> 50x) e com pelo menos 100 sequéncias unicas mapeadas (> 100x).

43 CLASSIFICACAO MOLECULAR DAS AMOSTRAS DE CMTN

A classificagdo molecular das 37 amostras tumorais de CMTN foi realizada
utilizando a ferramenta TNBCType através do dado de expressdo normalizado por
FPKM (do inglés, Fragments Per Kilobase Million) de todos os genes identificados.

Esta medida informa o valor de expressdo de cada gene normalizado a partir do
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numero de sequéncias mapeadas por milhdo (profundidade do sequenciamento) e do
tamanho do gene em Kilobase (WANG et al. 2009).

Das 37 amostras de CMTN que foram submetidas a classificagdo molecular,
94,6% (35/37) passaram pelo controle de qualidade da filtragem de expressdo do RE
e, entdo, foram classificadas nos subtipos de CMTN, conforme descrito na sessao 3.7
do Materiais e Métodos. Porém, 5,4% (2/37) das amostras (ID M275T e ID_M348T)
ndo passaram por esse filtro sendo descartadas da andlise. Essas duas amostras sdo
do grupo BRCA1-proficiente.

Das 35 amostras classificadas, 80% (28/35) apresentaram coeficiente de
correlacdo > 0.2 e significancia estatistica (pvalor ajustado < 0.05) para os 6 subtipos
moleculares: imunomodulador (IM), mesenquimal (M), mesenquimal stem-like
(MSL), basal-like 1 (BL1) e basal-like 2 (BL2) e luminal receptor de androgeno
(LRA). E 20% (7/35) das amostras ndo apresentaram coeficiente de correlagdo e nem
significancia estatistica para nenhum dos subtipos, sendo, portanto, classificadas
como instaveis (INS). Como apresentado no Quadro 5 ¢ na Figura 10A, as amostras
foram classificadas molecularmente nos subtipos IM, M, MSL, BL1/2 e LRA,
apresentando, aproximadamente, os percentuais em ordem decrescente de 23 23 14,
9, 6 e 6%, respectivamente.

Em seguida, foi investigada a sobrevida global em 11 anos (4000 dias) das
amostras de acordo com os subtipos classificados. Para essa andlise e por uma
questdo do pequeno nimero de casos, os subtipos BL1 e BL2 (BL1/2) e M e MSL
(M/MSL) foram agrupados. Assim, embora ndo termos encontrado significancia
estatistica, observamos uma tendéncia de melhor sobrevida global para as classes IM

e BL1/2 quando comparada com as demais classes (Figura 11A).
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A classificacdo molecular das amostras de acordo com o status de BRCAL,
BRCA1-deficiente (com mutacdo germinativa em BRCAL ou hipermetilagio no
promotor de BRCA1) e BRCAL-proficiente (negativos para mutagdo em BRCAL/2 e
com o promotor de BRCAL ndo hipermetilado), apresentada nos Quadros 6 e 7,
respectivamente, mostrou que o primeiro grupo (18 amostras BRCAl-deficiente)
apresenta maior percentagem de amostras classificadas como instaveis (INS), com
33% contra 6% do segundo grupo (17 amostras BRCAl-proficiente). Observamos,
ainda, que no grupo BRCAl-deficiente, as outras classes moleculares foram
representadas em IM, BL1/2, M e MSL em ordem decrescente de percentual,
aproximadamente, em 28 17 11 e 11%, respectivamente (Quadro 6 e Figura 10B). Da
mesma forma, as amostras do grupo BRCAl-proficiente foram classificadas em M,
IM, MSL, BL1/2 e LRA na mesma ordem decrescente de percentual,
aproximadamente, em 35 18 18 12 e 12%, respectivamente (Quadro 7 e Figura 10C).

Comparando os dois grupos de amostras de acordo com o status de BRCAL,
observa-se quem, entre os subtipos com coeficiente de correlagdo > 0,2 ¢ com
significancia estatistica, o subtipo molecular M estd enriquecido no grupo de
amostras BRCAl-proficiente enquanto que o IM estd mais enriquecido no grupo de
amostras BRCA1-deficiente. Os demais subtipos moleculares estao representados de
forma mais ou menos equilibrada nos dois grupos de amostras de acordo com o
status de BRCA1. Vale destacar que o subtipo LRA, com poucas amostras
classificadas, s6 foi representado no grupo de amostras BRCAl-proficiente (Figura
10C).

A andlise de sobrevida global foi também realizada de acordo com o status de
BRCA1L. Observamos que a curva de sobrevida das amostras BRCA1-deficiente foi

semelhante a curva de sobrevida das amostras BRCAl-proficiente (Figura 11B).
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Realizamos, também, a andlise de sobrevida global do subtipo IM e dos
demais de acordo com o status de BRCA1 (Figura 12 A e B). Para essa analise, nos
consideramos o subtipo IM contra os demais que denominamos de grupo nao-
imunomodulador nos dois grupos de amostras, de acordo com o status de BRCAL:
BRCALl-deficiente (5 amostras classificadas no perfil IM contra 13 classificadas no
perfil ndao-imunomodulador) (Quadro 6 e Figura 12A) e BRCAl-proficiente (3
amostras classificadas no perfil imunomodulador contra 14 classificadas no perfil
nao-imunomodulador) (Quadro 7 e Figura 12B). Os resultados mostram que o
subtipo molecular IM parece ter uma tendéncia de melhor sobrevida global em
relacdo aos demais subtipos no grupo BRCAl-proficiente, apesar de ser sem
significancia estatistica. Porém, o mesmo nao foi observado no grupo BRCAI-
deficiente, onde observamos que as amostras apresentaram tendéncia de melhor

sobrevida global, independente do subtipo classificado (Figura 12).
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Quadro 5 - Amostras de CMTN baseada na classificacio de LEHMANN et al.
(2011) pela ferramenta TNBCtype (CHEN et al. 2012).

Amostra Subtipo molecular Correlagiao p valor
ID M214T IM 0.428 <0.001
ID M278T M 0.551 <0.001
ID M282T M 0.67 <0.001
ID M284T M 0.514 <0.001
ID M292T M 0.625 <0.001
ID M299T M 0.531 <0.001
ID M347T M 0.284 <0.001
ID MJ2026T M 0.658 <0.001
ID M290T M 0.659 <0.001
ID M358T M 0.475 <0.001
ID M7T M 0.537 <0.001
ID MJ2003T M 0.666 <0.001
ID M217T M 0.288 <0.001
ID M283T M 0.688 <0.001
ID M366T M 0.148 <0.001
ID M385T M 0.632 <0.001
ID M287T MSL 0.244 0.002
ID M291T MSL 0.674 <0.001
ID M298T MSL 0.404 <0.001
ID M312T MSL 0.585 <0.001
ID MJ2021T MSL 0.427 <0.001
ID M269T BL1 0.51 <0.001
ID M280T BL1 0.328 <0.001
ID M277T BL2 0.424 <0.001
ID M357T BL2 0.363 <0.001
ID M379T BL2 0.239 <0.001
ID M351T LRA 0.804 <0.001
ID MIC20T LRA 0.474 <0.001
ID M15T INS NA NA

ID M256T INS NA NA

ID M286T INS NA NA

ID M303T INS NA NA

ID M355T INS NA NA

ID M365T INS NA NA

ID M377T INS NA NA
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Quadro 6 - Amostras CMTN BRCAl-deficiente baseada na classificacdo de
LEHMANN et al. (2011) pela ferramenta TNBCtype (CHEN et al 2012).

Amostra CMTN BRCA1-deficiente Subtipo molecular

Correlagdo  p valor

M282T
M292T
MJ2026T
M299T
M347T
M366T
M385T
M287T
MJ2021T
M280T
M357T
M379T
M303T
M355T
M256T
M15T
M365T
M377T

M
M
M
M
M
M

M
MSL
MSL
BLI
BL2
BL2
INS
INS
INS
INS
INS
INS

0.67
0.625
0.658
0.531
0.284
0.148
0.632
0.244
0.427
0.328
0.363
0.239
NA
NA
NA
NA
NA
NA

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.002
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Quadro 7 - Amostras de CMTN BRCAl-proficiente baseada na classificagdo de
LEHMANN et al. (2011) pela ferramenta TNBCtype (CHEN et al 2012).

Amostra CMTN BRCAI1- . .
. Subtipo molecular Correlacio p valor
proficiente

M214T M 0.428 <0.001
M278T M 0.551 <0.001
M284T M 0.514 <0.001
M290T M 0.659 <0.001
M358T M 0.475 <0.001
M7T M 0.537 <0.001
MJ2003T M 0.666 <0.001
M217T M 0.288 <0.001
M283T M 0.688 <0.001
M291T MSL 0.674 <0.001
M298T MSL 0.404 <0.001
M312T MSL 0.585 <0.001
M269T BLI 0.51 <0.001
M277T BL2 0.424 <0.001
M351T LRA 0.804 <0.001
MIC20T LRA 0.474 <0.001
M286T INS NA NA




71

s]M =M sMSL =sBL1 =BL2 sLRA =INS

BL2
11.1% gy

3.5%
sIM =M =MSL ~BL1 ~BL2 =INS

.1%
slM =M =MSL ©BL1 =BL2 LRA =INS

Figura 10 — Distribuicdo dos subtipos moleculares nos quais as 35 amostras de

CMTN foram classificadas. (A) Classificagio molecular de todas as amostras de CMTN. (B)
Classificagdo molecular de todas as amostras de CMTN BRCA1l-deficiente. (C) Classificagdo
molecular de todas as amostras de CMTN BRCAl-proficiente. Cada cor representa um subtipo
molecular, sendo a cor vermelha o subtipo imunomodulador (IM); as cores verde escuro e claro os
subtipos mesenquimal stem like (MSL) e mesenquimal (M), respectivamente; as cores azul escuro e
claro os subtipos basal-like 1 (BL1) e basal-like 2 (BL2), respectivamente; a cor preta o subtipo

luminal receptor de andrégeno (LRA); e a cor laranja o subtipo instavel (INS).



72

A
L) B —
o
=]
o
2
S .
(=]
%’
R
(7]
== BI1/2
(o} - ]M
= ] INS
M/MSL
— [ RA
= p valor =0,275
=
¢ 1000 2000 3000 4000 5000
B
Tempo (dias)
|
-g 3
35 b
L]
s — CMTN BRC‘A-I-def.
m—— CMTN BRCAI-prof. p valor=10,511
0 1000 200 2000 000 200
Tempo (dias)

Figura 11 — Curvas de sobrevida global das amostras de CMTN que foram
classificadas nos subtipos moleculares de acordo com a classificagio de LEHMANN
et al. (2011) através da ferramenta TNBCType (CHEN tal al. 2012) e de acordo com
o status de BRCA1 (BRCA1-deficiente e BRCAl-proficiente). Curvas de Kaplan-Meier

geradas a partir da sobrevida global em 11 anos (4000 dias) das amostras de CMTN de acordo com os
subtipos moleculares (A) e de acordo com o status de BRCAL (B). BL1/2: subtipos basal-like 1 e
basal-like 2 (BL1/2); IM: subtipo imunodulador (IM); INS: subtipo instavel, M/MSL: subtipos
mesenquimal (M) e mesenquimal stem like (MSL); LRA: subtipo luminal receptor de andrdgeno
(LRA) (log-rank; p=0,275; p=0,511).
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Figura 12 — Curvas de sobrevida global das amostras de CMTN BRCA1-deficiente
(A) e CMTN BRCA1-proficiente (B) que foram classificadas no subtipo molecular imunomodulador
(IM) e nos demais subtipos que chamamos de ndo-imunomodulador (M, MSL, BL1, BL2, LRA, INS)
através da ferramenta TNBCType (CHEN tal al. 2012). A linha vermelha representa a curva de
sobrevida das amostras classificadas no subtipo IM, e a linha azul representa a curva de sobrevida das

amostras classificadas nos outros subtipos. log-rank; p=0,730. log-rank; p=0,237.
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44 ANALISE DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

A andlise da expressdo diferencial nas amostras tumorais em relagdo as
amostras normais foi realizada com todos os 25 casos de CMTN pareados assim
como nos grupos, separadamente, 8 casos de CMTN Hereditario e 17 casos de
CMTN Esporadico.

Apds normalizacdo feita pelo programa DESeq2 dos valores de expressao
pelo de todos os genes identificados em todas as amostras tumorais € normais com
pelo menos 1 sequéncia unica mapeada, a analise dos genes diferencialmente
expressos (GDEs) nas amostras tumorais detectou 2039 GDEs, dos quais 32,7%
(667/2039) estavam mais expressos € 67,3% (1372/2039) menos expressos no tumor,
quando comparados com o tecido normal. Em relagdo a classificagdo de todos os
GDEs pelo Ensembl, 81,5% (1661/2039) foram codificadores de proteina, 15,5%
(318/2039) nao codificadores de proteina e 3% (65/2039) pseudogene. Dos GDEs
codificadores de proteina, 38% (630/1661) foram mais expressos e 62% (1031/1661)
foram menos expressos no tumor. E, dos GDEs ndo codificadores de proteinas, 8,5%
(27/318) foram mais expressos € 91,5% (291/318) foram menos expressos no tumor
(Tabela 2). Assim, podemos observar que a maior porcentagem dos GDEs estavam
menos expressos no tumor (Tabela 2; Figura 13). E que os GDEs ndo codificadores
de proteina apresentaram uma maior porcentagem de genes menos expressos no
tumor (91,5%) quando comparados com os GDEs codificadores de proteinas, os

quais 62% estavam menos expressos no tumor (Tabela 2; Figura 13).
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Tabela 2 - Dados estatisticos dos 2039 GDEs nas amostras de CMTN pareadas.

CMTNx N
Todos os GDEs no tumor

Mais expressos no tumor 32,70% (667/2039)
Menos expressos no tumor 67,30% (1372/2039)
Codificador de proteina 81,50% (1661/2039)
Nao codificador de proteina 15,50% (318/2039)
Pseudogene 3% (65/2039)

GDEs codificador de proteina
Mais expressos no tumor 38% (630/1661)
Menos expressos no tumor 62% (1031/1661)

GDEs nio-codificador de proteina

Mais expressos no tumor 8,50% (27/318)
Menos expressos no tumor 91,50% (291/318)

A

m Mais expresso no tumor = Menos expresso no tumor

W Mais expresso W Menos expresso B Mais expresso W Menos expresso

Figura 13 - Distribuicdo da porcentagem de todos os Genes Diferencialmente

Expressos (GDEs) no tumor e dos GDEs classificados de acordo com o RefSeq. (A)
Distribui¢do da porcentagem de todos os GDEs no tumor. (B) Distribuigdo da porcentagem de todos
os GDEs codificadores de protéina. (C) Distribuicdo da porcentagem de todos os GDEs ndo
codificadores de proteina (C) em todas as amostras CMTN, de acordo com a anotagdo do RefSeq. A
cor verde representa os genes mais expressos no tumor, e a vermelha, os genes menos expressos no
tumor.
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Quando realizamos essa mesma analise com os casos dos grupos das
amostras, CMTN Hereditario ¢ CMTN Esporadico, observamos que foram
detectados um total de 1965 GDEs nas amostras tumorais do grupo Hereditario em
relacdo as normais, dos quais 30% (589/1965) foram mais expressos e 70%
(1376/1965) menos expressos no tumor. E 85% (1672/1965) de todos os GDEs
foram classificados pelo RefSeq como codificadores de proteina; 11,8% (233/1965)
como nao codificadores de proteina e 3% (60/1965) como pseudogene. Dentre todos
os GDEs codificadores de proteina, 33,7% (564/1672) foram mais expressos € 66,3%
(1108/1671) foram menos expressos no tumor. E, dos GDEs nao codificadores de
proteina, 7,7% (18/233) foram mais expressos € 92,3% (215/233) foram menos
expressos no tumor (Tabela 3).

No grupo Esporadico, um total de 1837 GDEs no tumor foram identificados,
dos quais 35,1% (645/1837) foram mais expressos e 64,9% (1192/1837) menos
expressos no tumor. Em relagdo a classificagdo pelo RefSeq, 82,5% (1516/1837) de
todos os GDEs foram classificados como codificadores de proteina; 14% (256/1837)
como nao codificadores de proteina e 3,5% (65/1837) como pseudogene. De todos os
GDEs codificadores de proteina, 40% (610/1516) estavam mais expressos ¢ 60%
(906/1516) menos expressos no tumor. E de todos os GDEs ndo codificadores, 9,3%
(24/256) estavam mais expressos ¢ 90,7% (232/256) menos expressos no tumor
(Tabela 4).

Em ambos os grupos das amostras, observamos que a maior porcentagem de
todos os GDEs foram menos expressos no tumor (Figura 14A). O mesmo observado
quando todos esses GDEs foram classificados em codificadores de protéinas (Figura

14B) e ndo codificadores de proteina (Figura 14C). Além disso, em ambos os grupos
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das amostras, os GDEs nao codificadores de proteina apresentaram uma maior
porcentagem de genes menos expressos no tumor que os GDEs codificadores de

proteinas (Tabelas 3 e 4; Figura 14B e C).

Tabela 3 - Dados estatisticos dos 1965 GDEs nas amostras de CMTN Hereditario

CMTN Hereditario

Todos os GDEs no tumor

Mais expressos no tumor 30% (589/1965)
Menos expressos no tumor 70% (1376/1965)
Codificador de proteina 85% (1672/1965)
Nao codificador de proteina 11,8% (233/1965)
Pseudogene 3% (60/1965)
GDE:s codificador de proteina
Mais expressos no tumor 33,7% (564/1672)
Menos expressos no tumor 66,3% (1108/1671)

GDEs nao-codificador de proteina

Mais expressos no tumor 7,7% (18/233)
Menos expressos no tumor 92,3% (215/233)

Tabela 4 - Dados estatisticos dos 1837 GDEs nas amostras de CMTN Esporadico.

CMTN Esporadico

Todos os GDEs no tumor

Mais expressos no tumor 35,1% (645/1837)
Menos expressos no tumor 64,9% (1192/1837)
Codificador de proteina 82,5% (1516/1837)
Nao codificador de proteina 14% (256/1837)
Pseudogene 3,5% (65/1837)
GDEs codificador de proteina

Mais expressos no tumor 40% (610/1516)
Menos expressos no tumor 60% (906/1516)

GDEs nao-codificador de proteina

Mais expressos no tumor 9,3% (24/256)
Menos expressos no tumor 90,7% (232/256)
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Figura 14 - Propor¢do da porcentagem de todos os Genes Diferencialmente
Expressos (GDEs) no tumor para cada grupo das amostras de CMTN Hereditario e

CMTN Esporédico (A), a proporgdo da porcentagem de todos os GDEs codificadores de protéina
(B) e de todos os GDEs néo codificadores de proteina (C).

A partir desses nossos dados de expressdo diferencial para as amostras de
CMTN (CMTN_Estudo) assim como para as amostras dos grupos Hereditario
(CMTN Hereditario Estudo) e Esporadico (CMTN Esporadico Estudo),
interrogamos quais GDEs da nossa casuistica eram também GDEs nas amostras de
CMTN do TCGA (CMTN_TCGA). Antes de analisarmos a concordancia dos nossos
dados com os dados do TCGA, identificamos que os dados da expressdo diferencial
nas amostras CMTN_TCGA (124 amostras), em relagdo as amostras normais nao

pareadas (13 amostras), revelou 1555 GDEs no tumor (Quadro 8). Quando
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realizamos a busca dos GDEs nas amostras CTMN TCGA por agrupamento de
idade, observamos 571 GDEs nas amostras CTMN TCGA com idade menor que 40
anos (21 amostras), 1591 GDEs nas amostras CTMN_TCGA com idade entre 40 e
50 anos (29 amostras) ¢ 1654 GDEs nas amostras CTMN_TCGA com idade superior

a 51 anos (74 amostras) (Quadro 8).

Quadro 8 - Dados dos GDEs das amostras de CMTN do TCGA

RNASeq TCGA Amostras TCGA GDEs no tumor
CMTN 124T /13N 1552
CMTN < 40 anos 21T/ 13N 571

CMTN > 41 <50 anos 29T / 13N 1591

CMTN > 51 anos 74T /13N 1652

Apbs isso, verificamos uma concordancia de 63,17% (1288/2039) entre os
GDEs nas amostras CMTN_ Estudo e¢ os GDEs nas amostras CMTN _TCGA. E,
quando interrogamos os GDEs das amostras dos grupos Hereditario Estudo e
Esporadico Estudo, observamos uma porcentagem de concordancia de 68,04%
(1337/1965) e 63,58% (1168/1837), respectivamente, com os GDEs nas amostras

CMTN_TCGA (Figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem de concordancia dos GDEs encontrados em todas as
amostras CMTN do estudo (CMTN_Estudo) com os GDEs das amostras CMTN do

TCGA. Barra preta: concordancia dos GDEs em todas as de amostras CMTN do estudo

(CMTN_Estudo); barra cinza escuro: concordancia dos GDEs nas amostras dos grupo Hereditario
(CMTN Hered Estudo); barras cinza claro: concorddncia dos GDEs nas amostras do grupo

Esporadico (CMTN Esp_Estudo).

Quando essa analise foi feita em relagdo as amostras CMTN TCGA com
diferentes idades, observamos uma maior porcentagem de concordancia das amostras
CMTN _Estudo com as amostras CMTN TCGA com idade superior a 41 anos.
Como podemos ver na Figura 16 (Barras pretas), obtivemos 60,81% (1240/2039) de
concordancia com as amostras CMTN_TCGA > 41 < 50 anos e 62,68% (1278/2039)
de concordancia com as amostras CMTN TCGA > 51 anos. Ja com as amostras
CMTN_TCGA < 40 anos, a concordancia foi de 27,07% (552/2039) (Barras pretas
da Figura 16).

Quando analisamos essa mesma comparacdo com as amostras dos grupos
CMTN Hereditario Estudo e CMTN Esporadico Estudo, observamos também uma
maior porcentagem de concordancia das amostras do grupo Hereditario Estudo com
as amostras CMTN_TCGA com idade superior a 41 anos: 65,85% (1294/1965) em

relacdo as amostras CMTN_TCGA > 41 <50 anos e 67,68% (1330/1965) em relagdo
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as amostras CMTN_TCGA > 51 anos. E, com as amostras CMTN_ TCGA < 40 anos,
a concordancia foi 28,45% (559/1965).

A comparagao das amostras do grupo esporadico de estudo com as amostras
CMTN _TCGA com idade superior a 41 anos também mostrou uma maior
concordancia: 61,35% (1127/1837) em relagdo as amostras CMTN_TCGA > 41 <50
anos ¢ 63,20% (1161/1837) em relagdo as amostras CMTN _TCGA > 51 anos,
enquanto que, com as amostras CMTN_TCGA < 40 anos, a concordancia foi de

27,22% (500/1837) (Barras cinzas médio e claro da Figura 16).
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Figura 16 - Porcentagem de concordancia dos GDEs encontrados nas amostras de
CMTN do estudo (CMTN_Estudo) com os GDEs nas amostras de CMTN do TCGA

(CMTN_TCGA) por grupo de idade: (A) CMTN _TCGA < 40 anos; (B) CMTN TCGA > 41
<50 anos; (C) CMTN _TCGA > 51 anos (C). Barras pretas: concordancia dos GDEs nas amostras de
CMTN do estudo (CMTN_Estudo); barra cinza escuro: concordancia dos GDEs nas amostras do
grupo Hereditario (CMTN Hered Estudo); barras cinza claro: concordancia dos GDEs nas amostras
do grupo Esporadico (CMTN Esp_Estudo).



82

4.5 ANALISE FUNCIONAL IN SILICO ATRAVES DO IPA

A andlise funcional realizada pelo IPA dos GDEs nas amostras tumorais em
relagdo as amostras normais pareadas, com o intuito de melhor entender os
processos biologicos envolvidos com a tumorigénese do CMTN, assim como do
CMTN Hereditario e do CMTN Esporadico, foi primeiramente descrita para todas
as amostras de CMTN e, em seguida, para as amostras de grupo Hereditario e do
Esporadico.

O enriquecimento das vias candnicas em todas as amostras de CMTN revelou
que a via Entrada do ciclo celular mediada por estrégeno foi a mais
significaticantemente ativada com z-score 2,5, € a via candnica Ativagdo de
LXR/RXR foi a mais significativamente inibida com z-score -2,4 (Quadro 9; Figura

17).

Quadro 9 - Vias candnicas enriquecidas em todas as amostras de CMTN

Vias canénicas -l:jgu(gt:;(l:))r alj)uv;i::;o z-score ratio

Entrada do ciclo celular mediada por estrogeno 5 1,10E-05 2,5 0,39
Regulacdo do ciclo celular pelas proteinas BTGs 2,2 6,00E-03 2,6 0,22
Regulacdo do ciclo celular e das ciclinas 2,1 7,40E-03 2,5 0,16
Ativagdao de LXR/RXR 4,9 1,30E-05 2,4 0,2
Fungdo das proteinas CHK no controle do

checkpoint do ciclo celular 2,5 3,50E-03 2,3 0,19
Sinalizacdo de Célcio 2.4 4,20E-03 -2 0,13
Sinalizacdo mediada por cAMP 2,1 8,10E-03 -2,1 0,12
Sinalizagdo do receptor de Glutamato 2 1,00E-02 -2,6 0,18
Sinalizacdo de Glioblastoma Multiforme 1,6 2,30E-02 2,1 0,12

Reducdo da eficiéncia das sinapses neuronais 1,4 4,40E-02 -2,2 0,12
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Figura 17 - Vias candnicas enriquecidas em ordem decrescente da significAncia

estatistica em todas as amostras CMTN.

A andlise do IPA também mostrou 7 redes de interacdo bioldgica cujas
fungdes bioldgicas podem estar potencialmente envolvidas com a tumorigénese do
CMTN. A rede de maior pontuagdo (p-score) e, portanto, de maior valor estatistico
significativo, apresentou maior envolvimento das fungdes de Replicagao,
recombinagdo e reparo do DNA, na qual foram identificados 35 genes focais
interagindo entre si e que podem estar mediando essas fungdes biologicas (Quadro
10). Dentre esses genes focais, identificamos que o receptor de estrogeno (ESR1) é

um gene central nessa rede de interagao bioldgica (Figura 18).
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Quadro 10 - Redes de interagao bioldgica identificadas a partir dos GDEs em todas
as amostras CMTN.

|
QIPs HIsTiBe:
Fa

G561 Délc2

r CPLX1

Redes Doencas e fungdes biolégicas p-score Genes focais
1 Replicagdo, recombinagédo e reparo do DNA 44 35
2 Movimento celular 37 32
3 Sinalizacdo celular 34 31
4 Desenvolvimento 32 30
5 Doenga metabodlica 32 30
6 Desordem hereditaria 30 29
7 Resposta imuno humoral e inflamatoria 27 27
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Figura 18 - Rede de interacdo bioldgica 1 identificada a partir dos GDEs em todas as

amostras CMTN. Os circulos coloridos representam os 35 genes focais envolvidos com as fungdes

bioldgicas de Replicacdo, recombinagdo e reparo do DNA. A cor vermelha e verde sdo os genes mais

e menos expressos nas amostras de CMTN, respectivamente. As setas azuis representam a interagao

predita inibida, as laranjas representam a interagdo predita ativada, as amarelas representam a

interagdo ndo predita ativada e nem inibida, e as setas cinzas representam a ndo predi¢do da atividade

da interagdo.
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Identificamos, também, importantes reguladores upstream no conjunto dos
GDEs em todas as amostras CMTN. Dentre estes, destacamos o FOXM1 que foi o
gene mais estatisticamente significativo ativado com z-score 3,40. Foi observado,
também, que o FOXML1 interage com 43 genes alvo (target molecules in dataset)
além de regular outros 27 reguladores upstream, ativando-os ou inibido-os e, assim,
regulando diversas cascatas de sinalizagcdo (Mechanistic network) (Quadro 11). O
gene CDKN2A foi o mais significantemente inibido com z-score -3,18 e capaz de
interagir com 58 genes alvo (target molecules in dataset) e de regular outros 17
reguladores upstream importantes para ativar ou inibir cascatas de sinalizagdo

(Mechanistic network) (Quadro 11).

Quadro 11 - Reguladores upstream ativados ou inibidos identificados em todos os
GDEs quando todas as amostras de CMTN foram comparadas com os seus
respectivos normais

Upstrearp Tipo da molécula P valor Z-score Target molecules Mechanistic
regulator ativado ajustado in dataset network
FOXM1 regulador transcricional  5,95E-18 3,40 43 564 (27)
EGF fator de crescimento 2,43E-07 245 73 655 (21)
IFNL4 citocina 5,49E-07 2,64 7 202 (8)
STAT1 regulador transcricional  8,36E-06 2,36 52 514 (19)
CCNE1 regulador transcricional 1,37E-05 2,16 10 344 (15)
IFNL1 citocina 1,84E-04 3,93 16 354 (13)
TALL regulador transcricional 2,42E-04 2,49 33 268 (6)
NRG1 fator de crescimento 4,40E-03 2,49 29 574 (19)
NTRK2 cinase 4,77E-03 2,55 11 506 (21)
SPP1 citocina 6,55E-03 2,29 24 599 (19)
CDKN2A regulador transcricional 4,17E-11  -3,18 58 394 (17)
let-7 microRNA 4,97E-09 -4,44 41 465 (12)

receptor nuclear ligante-
THRB dependente 7,11E-07 -2,69 38 459 (21)
receptor nuclear ligante-
PPARG dependente 3,78E-06 -4,54 65 469 (22)
LIPE enzima 2,48E-05 -2,05 24 451 (26)
MYOCD regulador transcricional  3,09E-04 -2,73 17 121 (5)

LEPR receptor transmembrana  8,72E-04  -2,30 26 479 (22)
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Essa mesma andlise funcional realizada através do IPA também foi feita
separadamente para cada grupo das amostras de CMTN Hereditario e CMTN
Esporadico a partir dos GDEs nas amostras tumorais de cada grupo.

Como podemos observar nos Quadros 12 e 13, os dois grupos apresentaram
vias candnicas enriquecidas comuns significantemente ativadas as quais estdo
envolvidas, de forma geral, com a Regulacdo do ciclo celular. Entretanto, as vias
canodnicas significantemente inibidas mostraram-se exclusivas em cada grupo,
embora algumas poucas vias foram comuns. Dentre as vias inibidas exclusivas de
cada grupo, a via de Sinalizacao do receptor do glutamato foi a mais estatisticamente
significativa com z-score -2,12 no grupo Hereditdrio (Quadro 12 e Figura 19),
enquanto que a via de Ativagdo de LXR/RXR foi a mais estatisticamente

significativa com z-score -2,98 no grupo Esporadico (Quadro 13 e Figura 20).



Quadro 12 - Vias candnicas enriquecidas nas amostras CMTN Hereditario.
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-log (p-valor

Vias canonicas ajustado) p valor ajustado z-score  ratio
Entrada da fase S do ciclo celular mediata por
estrogeno 5,00 0,00 2,53 0,39
Fun¢do mitdtica das cinases Polo-Like 4,03 0,00 2,50 0,23
Regulagdo do ciclo celular 2,18 0,01 3,05 0,16
Sinalizacdo do receptor de Glutamato 3,58 2,63E-04 2,12 0,23
Sinalizacdo da dor neuropatica dos nervos
dorsais 3,02 9,55E-04 -2,98 0,17
Sinaliza¢do mediada por cAMP 3,02 9,55E-04 -2,19 0,14
Sinaliza¢do de CREB nos neurdnios 2,57 2,69E-03 -2,98 0,13
Fungdo das proteinas CHK no controle do
checkpoint do ciclo celular 2,50 3,16E-03 -2,83 0,19
Funcdo neuroprotetora de THOP1 na doenga de
Alzheimer 2,45 3,55E-03 -2,67 0,15
Sinaliza¢do de neurotrofina/TRK 2,32 4,79E-03 2,11 0,17
Sinaliza¢dao de GP6 2,24 5,75E-03 -2,52 0,14
Redugdo da eficiéncia das sinapses neuronais 2,21 6,17E-03 -2,29 0,13
Sinalizacdo de ILK 2,13 7,41E-03 -3,55 0,13
Sinalizacdo de Glioblastoma Multiforme 1,98 1,05E-02 -2,32 0,13
Sinalizacdo de Glioma 1,93 1,17E-02 -2,53 0,14
Sinalizac¢do de Cancer de Bexiga 1,84 1,45E-02 -2,00 0,15
Sinalizag¢do Opidide 1,57 2,69E-02 -2,04 0,11
Sinalizacdo de proteina G 1,43 3,72E-02 -3,46 0,13
Sinalizagdo do citoesqueleto de actina 1,43 3,72E-02 -3,30 0,11
Sinalizagio AMPK 1,43 3,72E-02 -2,50 0,11
Quadro 13 - Vias candnicas enriquecidas nas amostras CMTN Esporadico.
Vias canénicas -lg?u(g;‘;a;;) " pvalor ajustado  z-score  ratio
Entrada do ciclo celular mediada por
estrogeno 6,31 490E-07 2,71 0,42
Regulacgio do ciclo celular e das ciclinas 2,96 1,10E-03 2,67 0,18
Sinalizacdo do receptor de Aril-
hidrocarboneto 2,06 8,71E-03 2,11 0,13
Regulacgio do ciclo celular e das ciclinas
pelas proteinas BTGs 1,91 1,23E-02 2,45 0,19
Ativagdo de LXR/RXR 4,58 2,63E-05 -2,98 0,18
Sinalizagdo de Cancer de Bexiga 3,50 3,16E-04 -2,00 0,18
Sinalizacdo mediada por cAMP 1,84 1,45E-02 -2,45 0,11
Regulagdo de mecanismos celulares pela
protease Calpain 1,80 1,58E-02 -2,24 0,16
Sinalizac¢do de neurotrofina/TRK 1,41 3,89E-02 -3,00 0,13
Sinalizacdo de proteina G 1,39 4,07E-02 -2,53 0,12
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Figura 20 - Enriquecimento das vias candnicas distribuidos em ordem decrescente

de significancia estatistica nas amostras de CMTN Esporadico.
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Além disso, podemos observar que as redes de interagdo biologica,
potencialmente envolvidas na tumorigénese do CMTN Hereditario ¢ do CMTN
Esporadico, também foram bastante similares com diferengas apenas na ordem de
significancia (Quadros 14 e 15). Nas amostras CMTN Hereditario, podemos observar
que a rede de interagdo que envolve Desordem hereditiria foi a de maior
significancia estatistica (p-score 44) com 35 genes focais (Quadro 14). A Figura 21
mostra a interacdo dos 35 genes focais onde identificamos o receptor de estrégeno
(ESR1) como o gene central nessa rede de interagdo. Nas amostras CMTN
Esporadico, observamos que a rede de interagdo mais significativa com p-score 43
estd envolvida com Comportamento e transtornos psicoldgicos, apresentando 34
genes focais (Quadro 15). E, como podemos observar na Figura 22, nenhum gene

especifico se mostrou central nessa rede de interagao.

Quadro 14 - Redes de interacdo biologica identificadas nas amostras CMTN
Hereditario

Redes  Doencas e fungdes biolégicas p-score Genes focais
1 Desordem hereditaria 44 35
2 Replicagdo, recombinagao e reparo do DNA 37 32
3 Cancer, Doenga do sistema reprodutico 37 32
4 Organizagdo e montagem celular, Modificacdo pos-transcricional 34 31
5 Desenvolvimento 32 30
6 Doenga inflamatoria, Doenga respiratoria 32 30
7 Movimento e morfologia celular 31 29
Desenvolvimento e fungdo do tecido conjuntivo e do sistema
8 reprodutivo 31 29
9 Metabolismo de carboidratos, Cancer 31 29
Desenvolvimento e fungdo do sistema do sistema musculo-
11 esquelético e do sistema endocrino 29 28
12 Transtorno pscicologicos 27 27
13 Metabolismo de aminoécidos 27 27
14 Metabolismo de droga e de lipidios 25 26
15 Doenga hematoldgica 25 26
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Quadro 15 - Redes de interagao bioldgica identificadas nas amostras CMTN
Esporadico.

Redes  Doencas e funcdes biologicas p-score Genes focais
1 Comportamento, Transtornos psicologicos 43 34
2 Ciclo celular, morfologia celular 40 33
Replicagdo, reparo e recombina¢do do DNA, Modificagdo
3 pos-transcricional 40 33
4 Doenga hematologica 38 32
5 Transporte de moléculas, Metabolismo de acido nucléico 36 31
6 Desordem hereditaria 36 31
7 Desenvolvimento embrionario 34 30
8 Doengas dermatologicas, Morte celular e sobrevivéncia 30 28
9 Desenvolvimento e fungdo do sistema musculo-esquelético 30 28
10 Manuntengao celular, Transporte de moléculas 28 27
11 Desenvolvimento e funcdo do sistema nervoso 28 27
12 Desenvolvimento e funcdo do sistema cardiaco 26 26
13 Metabolismo de lipideos, minerais e de vitaminas 26 26
14 Ciclo celular, Cancer 26 26
15 Sinalizag¢do célula-célula, Manuntengao e fungdo celular 24 25
o PCDHES @

HIST1H2E:

FARNEEA o

CHROL1

SPAGS

Figura 21 - Rede de interagcdo bioldgica 1 cujos 35 genes focais estdo envolvidos

com Desordem hereditdria nas amostras CMTN Hereditario. Os circulos vermelho € verde
representam genes focais hiper e hipoexpressos, respectivamente. As setas azuis representam a
interagdo predita inibida, as laranjas representam a interag@o predita ativada, as amarelas representam
a interagdo ndo predita ativada e nem inibida, e as setas cinzas representam que nao foi possivel
predizer a atividade da interagao.
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Figura 22 - Rede de interacdo bioldgica 1 cujos 34 genes focais estdo envolvidos
com Comportamento e transtornos psicologicos nas amostras CMTN Esporadico. Os

circulos vermelho e verde representam genes focais hiper ¢ hipoexpressos, respectivamente. As setas
azuis representam a intera¢do predita inibida, as laranjas representam a interagdo predita ativada, as
amarelas representam a intera¢ao ndo predita ativada e nem inibida, e as setas cinzas representam que
ndo foi possivel predizer a atividade da interagéo.

Além disso, analisamos importantes reguladores upstream para cada grupo das
amostras. Observamos alguns reguladores significantemente ativados que foram
comuns nos dois grupos, tais como os genes FOXM1, CCNE1, NTRK2 e STAT1.
Identificamos, também, reguladores exclusivos de cada grupo. Dentre estes,
identificamos o gene TNF como o mais significantemente ativado com z-score 4,06
apenas nas amostras de CMTN Hereditario (Quadro 16), enquanto que o gene E2F1
foi o mais significantemente ativado com z-score 2,22 apenas nas amostras de

CMTN Esporadico (Quadro 17). Em relagdo aos reguladores inibidos

estatisticamente significativos comuns nos dois grupos, identificamos os genes
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CDKN2A e THRB, e o microRNA let-7 (Quadro 16). Além disso, alguns reguladores

foram significantemente inibidos exclusivamente em cada grupo. Dentre esses, o

microRNA mir-21 foi identificado com maior significancia estatistica com z-score -

4,68 apenas nas amostras CMTN Hereditario (Quadro 16), e o gene PPARG foi o de

maior significancia estatistica com z-score -4,24 apenas nas amostras CMTN

Esporadico (Quadro 17).

Quadro 16 - Reguladores upstream ativados ou inibidos identificados nas amostras

CMTN Hereditario.
. Numero de genes
Regulador . . p valor Numero de .
Tipo da molécula . z-score preditos na
Upstream ajustado genes alvo <
regulacio causal

TNF citocina 3,52E-18 4,06 237 424 (14)
regulador

FOXM1 transcricional 3,00E-17 3,54 42 514 (24)
regulador

TALI1 transcricional 4,93E-08 2,18 42 275 (6)
regulador

CCNE1 transcricional 1,28E-05 2,16 10 333 (15)

NTRK2 cinase 2,54E-05 2,35 25 558 (22)
regulador

STATI1 transcricional 1,21E-04 2,98 47 389 (16)

IFNL4 citocina 2,70E-04 2,23 5 222 (7)
regulador

CDKN2A transcricional 3,14E-11 -3,63 58 346 (15)

mir-21 microRNA 9,99E-09 -4,68 48 553 (20)
receptor nuclear

THRB ligante-dependente  2,44E-08 -2,85 41 421 (20)

ADIPOQ outro 4,28E-08 -2,37 33 495 (23)

let-7 microRNA 1,23E-07 -3,35 38 550 (22)
regulador

GATA2 transcricional 2,10E-07 -2,71 61 413 (12)
fator de

IRS1 crescimento 7,12E-06 -2,14 34 495 (22)

BDNF citocina 4,00E-05 -2,62 25 507 (19)

CXCL12 citocina 4,39E-03 -2,47 26 482 (21)

PTHLH outro 8,99E-03 -2,46 12 537 (24)
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Quadro 17 - Reguladores upstream ativados ou inibidos identificados nas amostras
CMTN Esporadico.

Resulador valor Numero Numero de genes
g Tipo da molécula P z-score  de genes  preditos na regulacao
Upstream ajustado
da rede causal

regulador

FOXM1 transcricional 7,73E-18 3,95 41 476 (26)
regulador

E2F1 transcricional 2,27E-10 2,22 75 318 (14)
receptor nuclear

ESR1 ligante-dependente 3,32E-08 2,10 144 578 (21)
regulador

CCNE1 transcricional 5,71E-06 2,16 10 308 (15)

S100A8 outro 1,91E-05 2,06 29 342 (11)

IFNL1 citocina 5,82E-05 3,93 6 319 (13)

S100A9 outro 1,33E-04 2,06 26 317 (18)
regulador

STATI1 transcricional 2,31E-04 2,29 43 359 (16)
regulador

OSM transcricional 8,05E-04 2,13 58 390 (16)

MYBL2 citocina 1,93E-03 2,10 9 272 (13)

NRG1 fator de crescimento 4,20E-03 2,30 27 528 (19)

NTRK2 cinase 7,07E-03 2,96 10 452 (22)
regulador

CDKN2A  transcricional 2,71E-11 -3,16 55 411 (19)

let-7 microRNA 9,83E-10 -4,77 40 448 (12)
receptor nuclear

THRB ligante-dependente 1,47E-06 -2,54 35 409 (21)
receptor nuclear

PPARG ligante-dependente 2,11E-05 -4,24 58 465 (24)
regulador

MYOCD transcricional 2,70E-05 -2,02 18 105 (4)

LIPE enzima 1,42E-04 -2,24 21 429 (26)

ALDHIAl enzima 2,06E-03 -2,20 5 366 (12)
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5 DISCUSSAO

O presente estudo consistiu do sequenciamento do RNA total (RNA-Seq)
através da plataforma NextSeq 500 da [llumina de 37 amostras de tumor de mama de
pacientes diagnosticadas com Cancer de Mama Triplo-Negativo (CMTN) em idade
jovem (< 50 anos), compreendendo 9 casos de pacientes com CMTN Hereditario
(portadoras de mutacdo patogénica germinativa em BRCAL) e 28 casos de CMTN
Esporadico (ndo portadoras de mutacdo germinativa em ambos genes BRCAL e
BRCA?2), dos quais 9 casos foram de tumores com promotor de BRCA1 hipermetilado
(BRCA1-deficiente) ¢ 19 com o promotor de BRCAL ndo hipermetilado (BRCA1-
proficiente). De todos os 37 casos, 25 foram pareados com o tecido normal adjacente
ao tumor, cujo RNA-Seq permitiu a analise da expressao diferencial e dos processos
biologicos envolvidos com a tumorigénese do CMTN no contexto de BRCAL.

Nesse trabalho, realizamos o perfil transcricional completo de 62 amostras,
satisfatoriamente, com o intuito de investigar as alteragdes transcricionais e a
tumorigénese do CMTN sob a perspectiva da inativagdo do gene BRCA1l. Com esse
estudo pretendemos contribuir com a caracterizagdo molecular do CMTN, que
sabidamente ¢ uma doenca bastante heterogénea. Nesse sentido, a tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo pode fornecer uma informacdo transcricional
completa que ¢ fundamental para melhor caracterizacdo da doenca.

Apds o sequenciamento completo das 62 amostras de RNA total no formato
mid-output 150 ciclos, conseguimos gerar 48.627.204 milhdes de sequéncias, em
média, por amostra. Porém, apds andlise de retirada das sequéncias do contaminante

RNA ribossomal (rRNA), obtivemos uma porcentagem de 77,3% de sequéncias livre
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de rRNA, em média, por amostra, valor abaixo do parametro do fabricante de 98%
como critério da eficiéncia da deple¢ao do rRNA. Contudo, mesmo tendo perdido
uma parcela consideravel das sequéncias geradas, obtivemos uma boa porcentagem
de mapeamento (78,9%), que ¢ um importante indicador da qualidade do RNA-Seq
onde espera-se de 70 a 90% de mapeamento para um RNA-Seq acurado (DOBIN et
al. 2013). Por isso, o numero de sequéncias filtradas que foram mapeadas nesse
estudo ndo comprometeu a andlise de expressdo diferencial. Conseguimos obter,
satisfatoriamente, 28.911.123 milhdes de sequéncias Uinicas mapeadas, em média,
por amostra, das quais identificamos 18.928 mil genes expressos, em média, com
pelo menos 1 sequéncia Gnica por amostra. Esses valores estdo dentro da extensdo de
cobertura recomendada para analises de expressao diferencial (20 a 30 milhdes de
sequéncias Unicas mapeadas), de acordo com o fornecedor Illumina e dados relatados
em estudos da literatura (ENCODE Project Consortium 2011; HITZEMANN et al.
2013; SIMS et al. 2014).

O CMTN ¢ considerado um subtipo de cancer de mama altamente
heterogéneo nos aspectos molecular e clinico (REIS-FILHO e TUTT 2008;
LEHMANN et al. 2011; BURSTEIN et al. 2015), tornando a classificacdo molecular
necessaria para melhor caracterizacdo de todas as amostras de CMTN. Assim, para
todas as 37 amostras de CMTN do nosso estudo, realizamos a classificagdo
molecular nos subtipos moleculares previamente estabelecidos por LEHMANN et al.
(2011) através da ferramenta online TNBCType (CHEN et al. 2012). A partir do
transcriptoma completo de todas as amostras de CMTN obtido pelo RNA-Seq,
pudemos observar todos os 7 subtipos moleculares, incluindo o subtipo instavel.
Identificamos que a maioria das amostras foram classificadas molecularmente nos

subtipos imunomodulador (22,8%) e mesenquimal (22,8%), o que também foi
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observado pelos estudos classicos dessa classificacao molecular (CHEN et al. 2012;
LEHMANN et al. 2016). Em relacdo ao CMTN no contexto da deficiéncia de
BRCA1, observamos algumas diferengas quanto a classificagdo molecular. Enquanto
que, nas amostras BRCAl-deficiente, observamos uma predomindncia do perfil
imunomodulador, nas amostras BRCAl-proficiente, vimos um maior nimero de
amostras com o perfil mesenquimal.

O CMTN caracterizado pela assinatura génica imunomodulador, como
observamos nas amostras BRCAl-deficiente, sdo tumores altamente enriquecidos
com sinalizagdo do sistema imune e que apresentam uma grande quantidade de
linfocitos infiltrantes no tumor (TILs), células de um alto valor prognostico no
CMTN (LEHMANN et al. 2016). Essa assinatura imunomoduladora ja& foi observada
enriquecida em cancer de mama RE-negativo (TESCHENDOREFF et al. 2007). A
presenca dos TILs no CMTN ¢ capaz de gerar um perfil de expressao génica com
aumento de expressdo dos reguladores do checkpoint do sistema imune, tais como
PD-1, PD-L1 e CTLA4, sendo fortemente correlacionada com o aumento da
sobrevida global e livre de doenca e com a resposta patologica completa as
quimioterapias neoadjuvante e adjuvante (ADAMS et al. 2014; DENKERT et al.
2015; NANDA et al. 2016; ZHANG et al. 2018). Essa assinatura génica do sistema
imune nos chama atencdo pois, recentemente, muitos estudos tém focado em
classificar e estratificar as amostras de CMTN com base no perfil imunogendémico
com potenciais implicac¢des clinicas para o tratamento CMTN, o que pode suportar a
abordagem de imunoterapia para o tratamento desses pacientes (LIU et al. 2018;
XIAO et al. 2019). Entretanto, atualmente, as estratégias de imunoterapia exibem
efeitos em menos de 20% dos pacientes com cancer, sugerindo que nem todos os

pacientes com CMTN poderao responder a imunoterapia. E, de fato, caracteristicas
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moleculares, como perfil mutacional, expressdo de moléculas como PD-L1 e
deficiéncia do mecanismo de reparo mismatch do DNA, tém sido associadas com o
tipo de resposta a imunoterapia (SNYDER et al. 2014; LE et al. 2015; RIZVI et al.
2015; VAN ALLEN et al. 2015; HUGO et al. 2016). Isso evidencia a importancia
dessa assinatura imune na compreensao da heteregeneidade da doenca.

O CMTN caracterizado pela assinatura génica mesenquimal, conforme vimos
nos tumores BRCA1-proficiente, ¢ enriquecido com ontologias e perfil de expressdo
génica, envolvendo via de sinalizagdo do TGF- B, mTOR, Racl/Rho, Wnt-f3-
catenina, FGFR, PDGFR e VEGF. Considerando isso, sd3o tumores que
preferencialmente respondem bem a terapia alvo para essas vias de sinaliza¢do, como
ja encontrado em linhagens celulares de CMTN do subtipo mesenquimal tratadas
com o inibidor de PI3K/mTOR (LEHMANN et al. 2011). Além disso, vias de
sinalizagdo associadas com a transi¢do epitélio-mesénquima (TEM) estdo
enriquecidas no subtipo mesenquimal, o que sugere que sdo tumores mais sensiveis a
terapia com Dasatinib (LEHMANN et al. 2011), inibidor de Src, importante gene
para a regula¢do da TEM no processo de invasdo das células tumorais (GUARINO
2010).

Embora a classificagdo molecular de¢ LEHMANN et al. (2011) ndo seja a
unica estratégia para definir os subtipos moleculares do CMTN, ela tem demonstrado
apresentar um forte impacto na sobrevida global pois o classifica em subtipos
homogéneos com efeito preditivo nos resultados de terapias alvo especificas
(LEHMANN et al. 2011; MASUDA et al. 2013). No nosso estudo, no6s observamos
que as amostras de CMTN, classificadas como imunodulador, basal-like 1 ¢ basal-
like 2, apresentaram uma tendéncia de melhor sobrevida em relagdo aos outros

subtipos, embora sem significancia estatistica. Esse dado corrobora com os estudos
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que mostram que esses subtipos apresentam melhores sobrevida global e livre de
doengca em relagdo aos demais subtipos. O tumores BL1 e BL2 apresentam
enriquecimento de genes de proliferacdo e de resposta a dano ao DNA o que os
favorece para tratamento com agentes antimitdticos, como os taxanos, e que
induzem dano ao DNA, como os agentes de platina, os levando & maiores qCR em
relagdo ao subtipos LRA e M, por exemplo (BAUER et al. 2010; JUUL et al. 2010).
E o subtipo IM ¢ enriquecido por sinalizacdo do sistema imune e alta expressdo de
genes envolvidos com resposta imune o que tem sido fortemente correlacionada com
o aumento da sobrevida global e livre de doenca nos tumores TN (LEHMANN et al.
2011; NANDA et al. 2016; ZHANG et al. 2018). Além disso, nossos dados, apesar
de ndo terem mostrado significancia estatistica, sugerem que pacientes com tumores
TN BRCAl-deficiente sobrevivem melhor, independente do subtipo molecular, em
relagdo aos tumores TN BRCAl-proficiente. A auséncia de significancia estatistica
dessa andlise poderia ser explicada pelo pequeno nimero de amostras do estudo. Ja
os tumores BRCAl-proficiente, classificados como imunomodulador, demonstraram
uma melhor sobrevida global quando comparado com os mesmos tumores
classificados nos outros subtipos moleculares, demonstrando que, para esse grupo de
amostras, a classificacdo molecular teve um forte impacto na sobrevida global do
paciente. No mais recente estudo do nosso grupo, observamos melhor sobrevida
global e livre de doenga, de forma significativa, nas pacientes jovens (< 40 anos)
diagnosticadas com CMTN BRCAl-deficiente quando comparadas com aquelas
também jovens com CMTN BRCAl-proficiente (BRIANESE et al. 2018), embora
alguns estudos reportaram nenhuma diferenca significante na sobrevida entres as
pacientes com CMTN BRCAl-deficiente e com CMTN BRCAl-proficiente

(BAYRAKTAR et al. 2011; PALUCH-SHIMON et al. 2016).
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Em relacdo aos genes diferencialmente expressos (GDEs) nas amostras de
CMTN em relagdo as normais pareadas, obtivemos uma maior concordancia com os
dados de expressdo diferencial do TCGA para as amostras de pacientes
diagnosticadas com CMTN em idade superior aos 40 anos, refletindo a pequena
representatividade nos dados do TCGA do CMTN em mulheres com idade jovem.
Como o tumor hereditario tende a ocorrer em idades mais jovens, esperdvamos ter
identificado diferencas nos percentuais de sobreposicao dos dados do TCGA entre os
grupos Hereditario e o Esporadicos. No entanto, ndo observamos essas diferencas.
As proporg¢des de sobreposi¢do foram similares entre os dois grupos de amostras. De
forma geral, nosso estudo podera contribuir com dados transcricionais de CMTN em
pacientes diagnosticadas em idade jovem.

O padrao de expressdo diferencial, a partir do transcriptoma completo de
todas as amostras de CMTN, revelou significativas vias candnicas ativadas
associadas com regulacdo do ciclo celular, o que também foi observado em outros
estudos (CRAIG et al. 2013). Também detectamos vias candnicas inibidas
envolvidas com sinalizacdo celular e metabolismo, das quais a de Ativacdo de
LXR/RXR foi a mais estatisticamente significativa. LRX (do inglés, Liver X
Receptor) ¢ RXR (do inglés, Retinoid X Receptor) sdo receptores nucleares que
trabalham juntos regulando o metabolismo lipidico, de colesterol e na modulagao de
resposta inflamatéria (EDWARDS et al. 2002; ZELCER e TONTONOZ 2006; A-
GONZALEZ e CASTRILLO 2011), e novos estudos ja mostraram seu envolvimento
em diversas malignidades, além do CMTN (LIN e GUSTAFSSON 2015; CHEN et
al. 2016; FANALE et al. 2017). CHENG et al. (2018) reportaram que, em cancer do
endométrio, a inibi¢do da via de ativagdo de LXR/RXR, dentre outras vias

relacionadas com o metabolismo, estd envolvida com o processo tumorigénico dessa
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neoplasia. E, por outro lado, a ativacdo dessa via, através do uso de agonistas, €
capaz de suprimir a proliferacdo de células tumorais em cancer de prostata in vitro e
In vivo através da parada do ciclo celular (FUKUCHI et al. 2004; CHUU et al. 2007).

Outros importantes processos bioldgicos envolvidos com a tumorigénese do
CMTN que identificamos foram replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA,
movimento celular, sinalizacao celular, doenca metabodlica, desordem hereditaria e
resposta imune e inflamatdria. Destaque-se para o gene ESR1, o qual observamos ser
o gene central nessa rede de interagdo, regulando o enriquecimento desses processos
biologicos no CMTN. Embora o CMTN ndo apresente a expressdo do RE, alguns
estudos demonstraram que a sinalizagdo do RE, como através da expressdo do
Receptor de Estrogeno acoplado a proteina G (GPER), estd ativa no CMTN e
envolvida com o crescimento tumoral assim como viabilidade e motilidade celular
(STEIMAN et al. 2013; YU et al. 2014; SULAIMAN et al. 2018), mostrando a
importante fun¢do da sinalizacdo celular ativada por estrogeno no CMTN.

Além disso, observamos que os genes FOXM1 ¢ CDKN2A apresentaram uma
importante funcdo como reguladores transcricionais que regulam cascatas de
sinalizagdo importantes para o surgimento do CMTN. O FOXM1 (do inglés,
Forkhead Box M1) é um dos mais importantes oncogenes que contribui com a
tumorigénese, progressdo e resisténcia a droga em CMTN e que encontramos ser o
regulador transcricional mais ativado nas nossas amostras de CMTN (HAMURCU et
al. 2016). No mais, CRAIG et al. (2013), estudando o processo tumorigénico do
CMTN, também reportaram o aumento de expressio do FOXML1, igualmente
observado em outros tipos de cancer, como cancer de ovario, de mama, prostata,
melanoma, colo retal, gastrico e de pulmao (ALVAREZ-FERNANDEZ et al. 2010;

OKADA et al. 2013; KONG et al. 2014; ZHANG et al. 2016; ABDELJAOUED et
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al. 2017; ITO et al. 2016; TASSI et al. 2017; LIU et al. 2017). FOXM1 ¢ um
regulador central de muitos processos bioldgicos com potencial para se tornar um
alvo terapéutico para muitos canceres, inclusive para o CMTN (LIAO et al. 2018).
Um outro gene, que identificamos como regulador transcricional e que também
apresenta forte impacto para o desenvolvimento de terapia alvo, foi o CDKNZ2A (do
inglés, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), um supressor de tumor envolvido
com a inibi¢do do crescimento e divisdo celular de forma descontrolada e que ja foi
observado por outros estudos estar deletado em CMTN (BALKO et al. 2014;
ZHANG et al. 2014). A auséncia de expressdo desse gene gera importantes
consideracdes clinicas, pois estd associada com a resisténcia a quimioterapia
neoadjuvante em CMTN (ARIMA et al. 2012; BALKO et al. 2014).

Quando os processos bioldgicos foram também investigados especificamente
nos dois grupos das amostras, CMTN Hereditario e CMTN Esporadico, observamos
que o enriquecimento das vias candnicas ativadas foi similar nos dois grupos, sendo
vias envolvidas com a Regulacdo do ciclo celular. Por outro lado, as vias candnicas
inibidas foram diferencialmente enriquecidas e influenciadas pela presenca da
mutagdo germinativa em BRCAL. Observamos um maior nimero de vias canonicas
inibidas no grupo Hereditario em relacdo as vias inibidas no grupo Esporadico,
mostrando uma maior instabilidade molecular em importantes processos bioldgicos
envolvidos com a tumorigénese nesses tumores TN. Além disso, identificamos vias
exclusivamente inibidas em cada grupo. Dentre estas, a Sinalizagdo do receptor do
Glutamato foi a via mais estatisticamente significante apenas nesse grupo de CMTN
Hereditario.

O glutamato ¢ o principal substrato bioenergético para a proliferacdo das

células em condigdes fisiologicas normais € o principal neurotransmissor excitatdrio
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do sistema nervoso central. Assim, o glutamato tem demonstrado ter um papel nao
apenas nos processos neurais, como o aprendizado e a memoria, mas também nas
vias bioenergéticas, biossintéticas ¢ metabolicas oncogénicas e sua sinalizagdo pode
estar envolvida no desenvolvimento e progressio de diversas malignidades
(NEDERGAARD et al. 2002; WILLARD e KOOCHEKPOUR 2013). Em gliomas,
sabe-se que a sinalizacdo do glutamato ¢ responsavel pelo crescimento e invasdao do
tumor (YE e SONTHEIMER 1999; TAKANO et al. 2001) e, em cancer pancreatico,
foi associado a transformag@o maligna nas lesdes precursoras no pancreas (HERNER
et al. 2011). Em cancer de prostata, alguns estudos reportaram a superexpressao dos
receptores de glutamato, ¢ o nivel sérico do glutamato foi correlacionado com a
agressividade da doenga (KOOCHEKPOUR et al. 2012; WILLARD e
KOOCHEKPOUR 2013). Em linhagens celulares de CMTN, ja foi observado
significativas quantidades de glutamato no ambiente extracelular (SEIDLITZ et al.
2009). Um outro estudo também reportou que a sinalizacdo do glutamato em CMTN
pode ser ¢ um importante alvo no tratamento da doenca, pois medeia a regulagdo do
crescimento, progressdo e sobrevivéncia das células tumorais (SPEYER et al. 2012).
Além disso, ndo apenas a ativagdo da sinalizagdo do glutamato estd associada a
progressao tumoral. Ja foi observado que, em alguns tipos de cancer, a inibi¢cao dessa
sinalizacdo ¢ capaz de levar a inibicdo da proliferacdo e da migracdo das células
tumorais (RZESKI et al. 2001). Neste mesmo trabalho, os autores mostraram que a
inibi¢do do receptor do glutamato com consequente inibi¢do da sinalizagdo, como
observamos nas amostras de CMTN Hereditario, significantemente inibiu o
crescimento de linhagens celulares de CMTN in vivo, sugerindo uma potencial

estratégia alvo para essa doencga e que pode ser melhor abordada por estudos futuros.
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Quando analisamos as fun¢des bioldgicas enriquecidas em redes de interagao
génica, interessante mencionar que a Desordem hereditaria esteve presente com
maior significancia estatistica no CMTN Hereditario em relacdo as amostras do
CMTN Esporadico, mostrando como este processo bioldgico pode apresentar um
maior envolvimento na tumorigénese desse grupo de CMTN, ja que sdo tumores com
mutacao patogénica germinativa em BRCAL. Além disso, a presenca da mutagcdo em
BRCA1 influenciou, significantemente, a expressdo de genes de modo que
observamos reguladores transcricionais exclusivos em cada grupo das amostras.
Dentre estes, o TNF foi o regulador mais significantemente ativado apenas no grupo
Hereditario. O TNF (do inglés, Tumor Necrosis Factor) codifica uma citocina pro-
inflamatéria envolvida em importantes efeitos celulares como apoptose, angiogénese
e ativacdo do sistema imune (WAJANT 2009), o que mostra a importancia do papel
do processo inflamatorio nesses tumores. Conforme visto por KIDANE et al. (2014),
tumores com BRCAl-mutado apresentam um processo de inflamagdo acentuado, o
que pode resultar em uma instabilidade gendmica devido as espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) presentes nesses tumores. Nesse
sentido, o reparo ao DNA apresenta uma importante funcdo em controlar o dano
causado durante o processo inflamatorio. Porém, em células onde o sistema de reparo
¢ ineficiente, como tumores com BRCAl-mutado, esse dano ¢é acumulado
favorecendo a tumorigénese (KIDANE et al. 2014). Porém, alguns estudos ja
mostraram que a delecdo de genes de reparo, como BRCA1L, pode resultar em baixa
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-alfa, diminuindo os danos
causados na inflamagdao (ZIELINSKI et al. 2003; MABLEY et al. 2005),
diferentemente do nosso dado onde detectamos que o TNF estd expresso ativamente

nos tumores BRCAl-mutado. O papel do TNF, no processo inflamatorio dos tumores
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com recombinagao homodloga deficiente, tem um importante papel clinico pois sdo
tumores que estdo sendo avaliados para o tratamento com inibidores de PARP, os
quais levam a letalidade sintética e, consequentemente, ao aumento da produgao de
citocinas como o TNF que pode causar a morte celular (HUANG et al. 2015). Além
disso, a ativacdo do TNF induz a permeabilidade vascular do tumor, facilitando a
absor¢ao de farmacos quimioterapicos, como a doxorrubicina usada no tratamento
para CMTN (EGGERMONT et al. 2003). Além do TNF ser um importante regulador
ativado que observamos nos tumores TN associado com BRCALl, também
identificamos a expressdo diminuida de genes ndo codificadores de proteinas, como
do microRNA mir21, presente apenas nas amostras do grupo Hereditario, sugerindo
o envolvimento dessa classe de RNAs no processo tumorigénico do CMTN com
BRCA1-mutado, como também ja observado por outro estudo (TANIC et al. 2011).

A analise dos processos bioldgicos envolvidos com a tumorigénese do CMTN
Esporadico revelou um enriquecimento das vias canonicas ativadas semelhante com
o CMTN Hereditario, sendo as mesmas envolvidas com a Regulagdo do ciclo celular.
Por outro lado, a maioria das vias candnicas inibidas foram exclusivas de cada grupo,
como ja mencionado quando analisamos o CMTN Herediario.

Nas amostras de CMTN Esporadico, a via de Ativagdo de LXR/RXR foi a
mais estatisticamente inibida, exclusivamente, nesse grupo, como detectamos quando
a analise foi feita com toda a casuistica ja que a mesma esta enriquecida com esse
grupo amostral. Corroborando com esse dado, o gene PPARG, envolvido com a
ativacdo dessa via, foi identificado como o regulador transcricional mais
estatisticamente inibido dentre os reguladores trasncricionais exclusivos nesse grupo
de amostra. O PPARG (do inglés, Peroxisome Proliferator Activated Receptor

Gamma) codifica uma familia de receptores nucleares (PPAR, do inglés Peroxisome
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Proliferator-Activated Receptor), capaz de formar heterodimeros com os receptores
retindides RXRs que, por sua vez, regulam a transcricdo de diversos genes e que
também ja foi mostrado estar inibido em cancer de préstata, cuja inibi¢do esta
envolvida com a tumorigénese da doenga (LIN et al. 2015). A familia dos PPARs ¢
também definida como moduladores seletivos que controlam a proliferagdo e
diferenciagdo celular, fung¢des biologicas tdo importantes para o processo
tumorigénico (CHINETTI et al. 2001; LORINCZ e SUKUMAR 2006). O PPARG ¢
um regulador critico na regulacdo do metabolismo de glicose e lipideos,
diferencia¢do de adipdcitos e da sinalizagdo intracelular de insulina (TANG et al.
2015). Estudos tém explorado a hipotese que a mutagdo em PPARG pode influenciar
na tumorigénese e progressao tumoral em diversas malignidades (SABATINO et al.
2012; TANG et al. 2015; WANG et al. 2015), o que indica que a expressao inibida
desse gene pode estar participando da tumorigénese do CMTN sem associacdo com
BRCA1, como observamos neste trabalho. Em cancer de mama, a funcao dos ligantes
de PPAR, como potenciais agentes antitumorais, ja foi reportada (ELSTNER et al.
1998; BONOFIGLIO et al. 2006) além de ser investigada como efetivo alvo
terapéutico nessa neoplasia (CROWE e CHANDRARATNA 2004). E, em CMTN, a
via PPAR/RXR ja foi observada como sendo importante na tumorigénese da doenca,
regulando o crescimento e sobrevivéncia celular (NARRANDES et al. 2018). No
mais, o gene PPARG ja foi demonstrado ser um biomarcador de resisténcia a
farmacos em pacientes com CMTN que ndo respondem ao tratamento
quimioterapico (WU et al. 2015).

Nesse mesmo grupo de CMTN Esporadico, também identificamos
reguladores transcricionais ativados exclusivamente nesse grupo de amostras. Dentre

estes, detectamos o gene E2F1 como o regulador mais estatisticamente ativado. O
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E2F1 (do inglés, E2F Transcription Factor) apresenta func¢do central na regulagio
do ciclo celular, como observamos no enriquecimento de vias envolvidas com a
regulacdo do ciclo celular nesse grupo de amostra, sugerindo o envolvimento desse
gene na tumorigénese do CMTN Esporadico, como também foi reportado por
XIONG et al. (2018).

Como discutido anteriormente, uma vez que o CMTN ¢ uma doenca que
apresenta uma grande diversidade transcricional refletindo na sua heterogeneidade
molecular, abordagens de sequenciamento de nova geragdo para quantificar o
transcriptoma completo, como o RNA-Seq, sdo de grande importdncia como
ferramenta para melhor explorar e obter um maior entendimento da biologia desse
tipo de tumor. Além disso, essas abordagens podem contribuir na elucidagdao da
complexidade funcional de tumores TN, além de identificar uma diversidade de
potenciais alvos terapéuticos ainda nao estudados, principalmente no contexto da

deficiéncia em BRCAL.



6

107

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos com o desenvolvimento desse estudo, podemos

concluir que:

As amostras de CMTN foram classificadas nos 7 subtipos moleculares, sendo
a maioria classificada nos perfis imunomodulador e mesenquimal. As
amostras dos subtipos imunomodulador ¢ basal-like 1/2 apresentaram uma
tendéncia de melhor sobrevida global em relagdo as amostras dos outros
subtipos moleculares. Em relagdo as amostras BRCA1-deficiente, observamos
uma predominéncia do subtipo imunomodulador, enquanto que nas amostras
BRCA1l-proficiente, vimos que a maioria foi mesenquimal. Além disso, no
grupo BRCAl-proficiente, detectamos que aquelas imunomoduladoras
apresentaram melhor sobrevida global quando comparadas com as amostras
classificadas nos outros subtipos. O mesmo ndo foi observado no grupo
BRCA1-deficiente;

O padrao de expressdo global gerou 2039 genes diferencialmente expressos
(GDEs) nas amostras de CMTN em relagdo as amostras normais pareadas,
com 67,3% menos expressos no tumor. Houve uma maior predominancia dos
GDEs menos expresssos no tumor no grupo dos genes ndo codificadores de
proteinas do que no grupo dos genes codificadores de proteinas. Esses
mesmos padrdoes foram observados na expressdo diferencial dos grupos

amostrais Hereditario e Esporadico;
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A analise funcional in silico revelou importantes processos biologicos
envolvidos com a tumorigénese do CMTN, como ciclo celular, replicagao,
recombinagdo e reparo do DNA, sinalizagdo celular, metabolismo e resposta
imune e inflamatdria. Além disso, detectamos os reguladores transcricionais
FOXM1 e o CDKN2A. Em relagdo aos processos bioldgicos nos grupos de
CMTN Hereditario ¢ CMTN Esporadico, a analise funcional revelou
nenhuma diferenca das vias canonicas ativadas. Porém, em relagdo a inibi¢ao
das vias candnicas, observamos que a via de Sinalizagdo do Receptor de
Glutamato foi a mais estatisticamente significativa e exclusiva no grupo
Hereditario, enquanto que a via de Ativagdo de LXR/RXR foi a mais
estatisticamente significativa e exclusiva no grupo Esporadico. Observamos
também importantes reguladores transcricionais Unicos de cada grupo: TNF e
mir-21 foram os genes mais significantemente alterados presentes apenas no
Hereditario; e os genes E2F1 e PPARG foram os genes mais

significantemente alterados apenas no Esporadico.
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