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RESUMO

Provisor M. Investigacao de assinaturas mutacionais em adenocarcino-
mas gastricos e avaliacdo de Seu possivel impacto prognéstico. Sao

Paulo; 2018. [Dissertagdo de mestrado - Funda¢ao Anténio Prudente]

Adenocarcinomas géstricos (AdGs) sao neoplasias de grande agressividade e alta
incidéncia no Brasil. Os altos indices mundiais de mortalidade dos AdGs se de-
vem aos poucos sinais clinicos da doenca em seus estagios iniciais, o que leva uma
deteccao tardia na maioria dos casos. Sendo o AdG uma doenga de forte com-
ponente genético e ambiental em sua etiologia, a busca por processos causadores
de mutagoes somaticas que contribuem para a sua formacao e progressao pode
permitir avancos no prognoéstico e na determinacao de abordagens terapéuticas.
Devido a escassez de estudos que associam caracteristicas moleculares a clinica,
além da inexisténcia de dados moleculares em grande escala obtidos da populagao
brasileira, este trabalho teve por objetivo analisar o perfil mutacional de amostras
de AdG em busca de assinaturas moleculares que possam ser associadas a aspec-
tos clinicos de interesse Foram identificadas seis assinaturas mutacionais, através
do signeR, para uma coorte de 756 amostras. O subtipo molecular MSI, a au-
séncia de metéstase linfonodal (NO) e de recidiva (Tumor Free) demonstraram
associacao com trés assinaturas signeR-S1, singeR-S2 e signeR-S4, associadas aos
processos de falha no mecanismo de reparo de DNA (via MMR) e desaminagao
espontanea da 5-metil-citosina. De maneira complementar, este grupo de assi-
naturas também demonstraram-se associados com uma melhor sobrevida, maior
numero de células T CD8+4, além de uma expressao aumentada de genes de per-
fil citotdxico. Estes resultados, em conjunto, sugerem que o grupo de pacientes
enriquecidos para estas assinaturas, possuem um contexto imunoldgico favoravel

a imunoterapia.



SUMMARY

Provisor M. [Investigation of mutational signatures in gastric adeno-
carcinoma and evaluation of its possible prognostic impact]. Sao Paulo;

2018. [Dissertacao de mestrado - Fundagdo Antoénio Prudente]

Gastric Adenocarcinomas (GAs) are highly aggressive neoplasms with a high in-
cidence in Brazil. The hight world mortality rates of GA are due to few clinical
signs of the disease in its early stages which lead to late detection. Because of a
strong genetic and environmental component in GA etiology, the search for the
causative somatic mutations processes that contribute to their initiation and pro-
gression may allow advances in prognosis and in the establishment of therapeutic
approaches. Due to the lack of studies that associate molecular characteristics
with clinical features, as well as the lack of large scale molecular studies in the
Brazilian population, this study aims to analyze the mutational profile of GAs
samples from Brazilian and global populations, looking for molecular signatures
that may be associated with relevant clinical aspects. The signeR algorithm de-
tected six mutational signatures in a cohort of 756 samples. Three signatures
(signeR-S1 S2 and S4) were associated with failure in DNA repair mechanisms
(MMR pathway) and spontaneous deamination of 5-methylcytosine and had cor-
relation with microsatellite instability (MSI) molecular subtype. Those signatures
were also associated with better clinical outcomes like the absence of lymph node
metastasis (NO) and longer disease-free survival. Furthermore, those signatures
were also associated with a particular lymphocyte infiltration pattern, enriched
for T CD8+ lymphocytes, and a higher expression of cytotoxic genes. Together,
these results suggest that the group of patients enriched for these signatures may
have a favorable prognosis due to better anti tumoral effector immune response

and that could be further improved with immunotherapy.
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1 INTRODUCAO

O céncer géstrico (CG) é uma doenga agressiva com alto impacto global
na satde publica (FERRO et al. 2014), sendo a segunda causa de morte por
cancer em nivel mundial (JEMAL et al. 2011; FERRO et al. 2014). A falta
de métodos consolidados no rastreio da doenca precoce e a baixa responsividade
a tratamento curativo sao fatores contribuintes para o prognostico reservado do
paciente com cancer de estomago (MACONTI et al. 2008).

O Adenorcacinoma Gastrico (AdG) ¢é o subtipo histologico mais frequente
de CG e caracteriza-se por ser heterogéneo e agressivo (JEMAL et al. 2011;
FERRO et al. 2014), sendo responsavel por acometer cerca de 95% dos casos
(ANEIROS-FERNANDEZ et al. 2010). Histologicamente, o AdG foi classificado
por LAUREN (1965) em dois grupos principais: intestinal e difuso, que possuem
perfis clinicos distintos. O subtipo intestinal apresenta células com alto grau de
diferenciacdo, sendo mais comum em populagoes de alto risco, como é o caso
das populagoes de origem asiatica (MARRELLI et al. 2002). Em contrapartida,
o subtipo difuso apresenta células com menor grau de diferenciagdo, com perfil
mais invasivo e disseminagao local e a distdncia mais precoce (YAMASHITA et
al. 2009).

Estudos moleculares atuais estao se valendo de melhorias das técnicas e
reducdo de custo conseguiram explorar com maior resolugdo as caracteristicas
moleculares de AdG visando tracar perfis de potencial utilidade clinica (BASS
et al. 2014). BASS et al. (2014) realizaram uma avaliagdo extensa dos aspec-
tos moleculares de 295 AdG primarios, propondo uma classificagdo molecular
em quatro subtipos: i) tumores positivos para o virus Epstein-Barr (do inglés
EBV+, Epstein-Barr virus); ii) tumores com instabilidade de microssatélites
(do inglés MSI, Microsatellite Instability,); iii) tumores genomicamente estaveis

(do inglés GS, Genomically Stable); e iv) tumores cromossomicamente instaveis
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(CIN, Chromosomal Instability).

O grupo MSI ¢ caracterizado por alteracoes de inativagdo genética e epi-
genética de genes associados ao reparo de DNA| possui forte relagdo com a carci-
nogénese (YAMAMOTO et al. 2012). Este perfil molecular, presente em diversas
neoplasias hereditarias e esporadicas, vem sendo utilizado como fator prognods-
tico em varios tipos de cancer (POPAT et al. 2005). Em cancer colorretal e de
endométrio, tumores classificados como MSI associam-se a um bom progndstico
(GUASTADISEGNI et al. 2010). No entanto, o papel deste perfil molecular no
prognédstico de cancer géstrico ainda permanece inconclusivo (OKI et al. 2009;
CHOI et al. 2014; ZHU et al. 2015).

Uma vez que o CG é uma doenca complexa, a identificacdo dos proces-
sos causadores de mutagdes somaticas que contribuem para a sua formacgao e
progressao sao de particular interesse e alvo de investigagao (BALMAIN 2002;
ALEXANDROV e STRATTON 2014). Fatores enddgenos e exégenos, tais como
falhas no mecanismo de reparo do DNA, variagoes no DNA resultantes da agao
de enzimas de edi¢cao de acidos nucléicos, tabagismo e exposicao a radiagao ul-
travioleta, além do papel de certos componentes da dieta, sdo reconhecidos como
processos causadores de mutagoes somaticas (STRATTON 2011). Ao agir sobre o
genoma, estes processos levam a diferentes combinagoes de mutagoes, conhecidas
como assinaturas mutacionais, que podem auxiliar na compreensao da biologia
do cancer em um contexto evolutivo (HELLEDAY et al. 2014).

Os estudos realizados até o momento que propuseram explorar os aspectos
moleculares em larga escala e epidemioldgicos foram restritos as populagoes da
Europa, América do Norte e, principalmente, da Asia (KIM et al. 2010; DUELL
et al. 2011; EVERATT et al. 2012). Diante da grande diversidade genética da
nossa populagao e das distintas caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos sub-
tipos tumorais, estudos gendémicos voltados a deteccao de mutacgoes e de seus
padroes de ocorréncia na populagao brasileira sao fundamentais para ampliar

o conhecimento sobre o espectro mutacional envolvido na patologia, bem como
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sobre os mecanismos regulatorios envolvidos na progressao tumoral.

1.1 CANCER E ASSINATURAS MUTACIONAIS

Atualmente, é amplamente aceito que o cancer é o resultado do aciimulo
gradual de mutagoes em genes drivers que levam a um aumento da proliferacao
celular (HANAHAN e WEINBERG 2011). Mas quais os mecanismos que causam
essas mutagoes? Alguns processos causadores de mutacoes somaticas nao sao
totalmente conhecidos e ainda sao alvos de intensa investigacao.

Fatores enddgenos e exdgenos, tais como falha no mecanismo de reparo
do DNA, variagoes no DNA resultantes da acao de enzimas de edi¢cao de acidos
nucléicos, tabagismo, exposicao a radiagao ultravioleta e habitos alimentares e
exposi¢ao ocupacional sao reconhecidos como alguns elementos causadores de
mutagoes somaticas (STRATTON 2011; ALEXANDROV et al. 2013).

O espectro de mutagdes que podem ocorrer no genoma ¢ amplo e com-
preende inser¢oes, delegoes, alteragdo do nimero de copias (CNV), rearranjos e
substituigoes de uma unica base (SNV, Single Nucleotide Variation) (STRAT-
TON et al. 2009). SNV é o tipo de variagdo mais comum e pode ser mapeado
em seis possiveis trocas: C:G>A:T, C:G>G:C, C:G>T:A, T:A>AT, T:A> C:.G
e T:A>G:C. Ao considerar uma base adjacente a cada uma das 6 substituicoes,
um total de 96 trincas podem ser geradas. As combinagoes tinicas e a frequéncia
dessas trincas refletem assinaturas resultante de processos mutacionais que estao
ativos no tumor (Figura 1).

NIK-ZAINAL et al. (2012) utilizou a combinagao e a frequéncia dessas
trincas, em conjunto com uma generalizagdo do método NMF ( Non-negative Ma-
trixz Factorization) para extrair 5 assinaturas mutacionais (A,B,C,D e E) de 21
genomas de pacientes com cancer de mama. A assinatura A associou-se ao pro-
cesso de desaminacao espontanea de 5-metilcitosina, caracterizando-se por tran-

sicoes no contexto de C>T. A assinatura B, responsavel pela maior parte das
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Fonte: STRATTON et al. (2009).

Figura 1 — Processos mutacionais operantes no cancer. Processos mutacionais distintos
podem operar ao longo da vida celular. A combinacdo e a frequéncia das bases no contexto das seis
classes de possiveis substitui¢cdes somaticas dé origem a uma tnica assinatura mutacional.

mutacoes nas amostras deste estudo, encontrava-se presente em cerca de 10% dos
tumores de mama ER positivos (STEPHENS et al. 2012) e caracterizava-se por
substituigoes de bases no contexto C>T, C>G e C>A. As demais assinaturas
identificadas (C, D e E) ainda permanecem com etiologia desconhecida.

O repertério de assinaturas mutacionais foi expandido por ALEXAN-
DROV et al. (2013), onde um conjunto de 21 assinaturas mutacionais * foram
detectadas. Neste estudo, foi realizada uma analise ampla de cerca de 5 milhoes
de SNV's provenientes de 7.072 tumores primarios disponiveis no TCGA e outros
bancos. Essas assinaturas, por sua vez, encontravam-se associadas a processos
sem etiologia conhecida e a outros ja conhecidos, tais como: idade, falha no me-

canismo de reparo de DNA, radiagdo UV (ultra-violeta), tabagismo e agio das

1 https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures
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enzimas da familia APOBEC (Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme Catalytic
Polypeptide-like), dentre outros. Este estudo revelou duas assinaturas que estao
associadas a atividade das enzimas APOBEC e, interessantemente, a desregu-
lacao dessas enzimas pode ser uma fonte de instabilidade gendémica ao induzir
mutagoes no DNA, ja observada em varios tumores. Assim, a deteccao de assi-
naturas permite a compreensao a respeito da etiologia dos processos mutacionais
que estao operando no tumor.

Uma vez que o cancer ¢ movido pelo acimulo de alteracoes genéticas
no DNA gendémico de células somaticas, a medicina baseada em informagoes
individuais sobre o genoma tumoral tem sido vista como promessa para o futuro
tratamento do cancer (COLLINS e VARMUS 2015). Apesar de alguns estudos
relatarem a alta carga mutacional como um fator associado com maior chance
de desencadeamento de uma resposta imune antitumoral, outros apontam que
tipos especificos de mutacoes poderiam ser fatores prognodsticos mais eficazes na
predicao de resposta a imunoterapicos (HUGO et al. 2017; SMID et al. 2016).

Uma forma de caracterizar o perfil mutacional de um conjunto de amos-
tras é através da busca por assinaturas mutacionais. Este tipo de abordagem
foi validado por WANG et al., que identificaram, de forma inédita, a assinatura
mutacional de APOBEC como marcadora e preditiva de resposta a imunoterapia
em tumores de pulmao de células nao-pequenas. Embora alguns métodos para
a deteccao de assinatura estejam disponiveis (GEHRING et al. 2015; CARIO e
WITTE 2018; LEE et al. 2018), ainda é necessario a supervisao do pesquisador, a
fim de definir a priori o total de processos agindo nos tumores. A correta estima-
¢ao do nimero de assinaturas é um dos desafios e poucas abordagens tém buscado
uma solucao adequada para esta questdao (FISCHER et al. 2013; ROSALES et
al. 2017).
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1.2 CANCER GASTRICO

O Céancer Gastrico (CG) é uma doenga agressiva com importante impacto
global na satude publica (FERRO et al. 2014). Agentes infecciosos, incluindo a
bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) (UEMURA et al. 2001) e o virus Epstein
Barr (EBV) (MURPHY et al. 2009), além de fatores ambientais, como dietas
ricas em sal e tabagismo, sao tidos como importantes fatores de risco para o
desenvolvimento desta doenca (SHAH e AJANI 2010).

Apesar da diminuicao consideravel do ntimero de casos nos ultimos anos
devido & maior disponibilidade de refrigeracao para a preservacao de alimentos,
bem como aos programas de erradicacao de H. pylori, o CG ainda é a segunda
maior causa de morte por cancer no mundo (JEMAL et al. 2011; FERRO et al.
2014). No Brasil, sao esperados mais de 20.000 novos casos em 2016, com altas
taxas de incidéncia para ambos os sexos (13,0/100.000 em homens e 7,4,/100.000
em mulheres) (Ministério da Satde. Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silvaa. 2016). Além disso, sem considerar os tumores de pele nao-
melanoma, o CG ¢ o segundo tipo mais incidente em homens das regioes Norte
(11,1/100 mil) e Nordeste (10,3/100 mil) (Ministério da Satde. Instituto Nacional
de Céancer José Alencar Gomes da Silva. 2014).

A relacao casos novos/mortalidade no CG é superior as neoplasias mais
incidentes no mundo onde, a cada ano, para cada 800 mil pessoas diagnosticadas
com a doenga, cerca de 723 mil vao a 6bito (FERLAY et al. 2015). O principal
fator contribuinte para esta alta taxa de mortalidade consiste na dificuldade de
detecgao precoce da doenca, uma vez que os sintomas clinicos surgem somente
em estagios mais avancados, reduzindo as possibilidades de tratamento curativo
e, consequentemente, as taxas de sobrevida (MACONTI et al. 2008).

Histologicamente, o CG encontra-se subdividido em trés tipos principais,

sendo o Adenocarcinoma Géstrico (AdG) sua forma mais frequente e responsével

por 95% dos casos (ANEIROS-FERNANDEZ et al. 2010).
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1.3 ADENOCARCINOMA GASTRICO

1.3.1 Classificacao Histolégica

O AdG caracteriza-se por ser um tipo heterogéneo e agressivo de CG
(FERRO et al. 2014; JEMAL et al. 2011). A classificagao histologica proposta
por LAUREN baseia-se em aspectos patologicos e clinicos e é bastante utilizada
na pratica médica. Nessa classificacdo, ha trés grandes grupos : intestinal e
difuso, além do subtipo misto, que possui componentes de ambos (HWANG et
al. 2010).

O AdG de subtipo intestinal é caracterizado por possuir células com alto
grau de diferenciacao, sendo mais comum em populagodes de alto risco, como é o
caso das populagoes de origem asiatica (MARRELLI et al. 2002). Por outro lado,
o tipo difuso é caracterizado por possuir células com menor grau de diferenciagao,
com perfil mais invasivo e capacidade de se infiltrar em toda a parede géstrica
(YAMASHITA et al. 2009).

Em 2010, a OMS propos uma nova classificacao baseada nos padroes his-
tologicos predominantes, que coexistem frequentemente com elementos menos
dominantes. De acordo com este critério, foram definidos quatro padroes histo-
légicos principais de CG: tubular, papilar, mucinoso e pouco coesivo, além de
variantes histolégicas incomuns (SAKURAI et al. 2014).

O subtipo tubular é o mais comum, sendo relatado mais frequentemente
em estagios patologicos iniciais. Histologicamente, caracteriza-se por apresentar
tibulos irregulares, fundidos ou ramificados de diferentes tamanhos, com fre-
quente muco intraluminal, restos nucleares e inflamatérios. O subtipo papilar,
também mais frequentemente relatado no CG precoce, tende a afetar pessoas
mais velhas e esta associada a altas taxas de comprometimento linfonodal. His-
tologicamente, caracteriza-se por projecoes epiteliais sustentadas por um nicleo
fibrovascular central. O subtipo mucinoso, relatado em aproximadamente 10%

dos CGQG, caracteriza-se por apresentar células irregulares de arquitetura glan-
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dular, com agregados mucinosos extracelulares que constituem pelo menos 50%
do volume tumoral. O carcinoma de células em anéis de sinete e os demais
carcinomas de células pouco diferenciadas possuem células que se assemelham
morfologicamente a histiocitos, linfécitos e plasmocitos. Estes subtipos possuem
maior propensao a invasao linfovascular e metdstase linfonodal (SAKURALI et al.

2014).

1.3.2 Classificagdo Molecular

Em 2014, BASS et al., em conjunto com pesquisadores do grupo TCGA
(The Cancer Genome Atlas), apresentaram uma nova classificagdo molecular com
potencial utilidade clinica (Figura 2). Neste estudo, foram sequenciados o exoma
(WES) de 295 amostras pareadas ( normal e tumor ) de CG. A anilise deste
numero consideravel de amostras so foi possivel gracas a maior acessibilidade as
técnicas de sequenciamento de ultima geracao (NGS, Next Generation Sequen-

cing) e da expressiva redugdao nos custos destes protocolos.

CIN
* Intestinal histology
* TP53 mutation
* RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L 1/2 overexpression
* EBV-CIMP
* COKNZA silencing
* Immune cell signalling

MSI
= Hypermutation
+ Gastric-CIMP
*MLH1 silencing
+ Mitotic pathways

GS
+ Diffuse histology
+*CDHT, AHOA mutations
*CLDN18-ARHGAP fusion
+ Cell adhesion

Fonte: BASS et al. (2014).

Figura 2 — Classificagdo molecular de Adenocarcinoma Géstrico. Esta imagem lista as
principais caracteristicas associadas a cada um dos quatro subtipos moleculares estabelecidos para
cancer gastrico.

BASS et al. (2014) propuseram quatro subtipos moleculares: i) tumores
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positivos para o virus Epstein-Barr (EBV4), caracterizados por apresentarem
mutagoes frequentes no gene PIK3CA, além de uma alta prevaléncia de hiperme-
tilacdo no DNA; ii) tumores com instabilidade de microssatélites (MSI), carac-
terizados por apresentarem elevadas taxas mutacionais, podendo ser classificados
como de nivel baixo (MSI-L) ou de nivel alto (MSI-H), sendo estes tltimos
normalmente associados ao AdG intestinal e com melhor progndstico; iii) tumo-
res genomicamente estaveis (GS, Genomically Stable), caracterizados por pos-
suirem uma frequéncia relativamente baixa de mutagoes no gene TP53, sendo
mais comuns em pacientes jovens; e, por fim, iv) tumores cromossomicamente
instaveis (CIN, Chromosomal Instability), caracterizados por apresentarem altas
taxas mutacionais nos genes TP53, ARID1A, KRAS,PIK3CA, RNF43, ERBB2
e APC, além de fosforilagao significativamente elevada em Receptores do Fator
de Crescimento Epidérmico (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor), sendo

o subtipo molecular mais frequente no CG (BASS et al. 2014).

1.3.3 Instabilidade por Microssatélites (IMSI)

Microssatélites sao sequéncias curtas, difusas e repetitivas de DNA, dis-
tribuidas de forma aleatéria no genoma humano (LEUNG et al. 2000). A ins-
tabilidade de microssatélite (MSI) é um fenétipo hipermutado associado a perda
da atividade do mecanismo de reparo de DNA (MMR, Mismatch Repair) (BO-
LAND e GOEL 2010). A inativagdo de genes da via MMR leva a um actimulo
de erros durante a replicacao, como insergoes ou delecoes de bases em regioes de
microssatélites, que se acumulam em alta frequéncia uma vez que nao podem ser
corrigidos (ARZIMANOGLOU et al. 1998; FANG et al. 2012).

Em 1997, o Instituto Nacional do Cancer americano (NCI, National Can-
cer Institute) validou e recomendou um painel com cinco marcadores para a
classificagao do perfil MSI, contendo repetigoes mono (BAT-25 e BAT-26) e dinu-
cleotidicas (D55346, D25123 e D175250) (BOLAND et al. 1998). O critério para

classificacdo com base nestes marcadores consiste no fato de se dois ou mais des-
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tes demonstrarem instabilidade no nimero de repetigoes, os gendtipos agrupam-
se em alta frequéncia (MSI-H). Quando apenas um dos marcadores demonstra
instabilidade, os gendtipos agrupam-se em baixa frequéncia (MSI-L). No caso
da auséncia de instabilidade nos marcadores, estes microssatélites classificam-se
como estaveis (MSS) (BOLAND et al. 1998; SHEMIRANT et al. 2011).

De acordo com as diretrizes de Bethesda (UMAR et al. 2004), as repe-
ticoes mononucleotidicas demonstraram maior sensibilidade na deteccao de MSI
quando comparadas as repeticoes dinucleotidicas. De acordo com este critério, a
instabilidade em [oci de repeti¢bes mononucleotidicas define um padrao de MSI-
H, enquanto que a instabilidade em apenas loci de repeti¢coes dinucleotidicas
indicam um padrao de MSI-L (UMAR et al. 2004; BRENNETOT et al. 2005).

Além do método de detecgao de MSI através da reagdo em cadeia da po-
limerase (PCR), utilizam-se, também, a imuno-histoquimica. Enquanto a PCR
analisa a distribuicdo do comprimento dos microssatélites dentro dos marcadores
estabelecidos, a imuno-histoquimica faz a deteccao de quatro proteinas associ-
adas a via de MMR (MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2) (BOLAND et al. 1998).
Embora a abordagem laboratorial seja reconhecida como padrao-ouro, seu pro-
cedimento de detecgdo é custoso e seu escopo limitado a apenas um pequeno
subgrupo de microssatélites. Por este motivo, ferramentas computacionais vém
sendo desenvolvidas para a deteccao de MSI através da andlise do exoma total
via sequenciamento de nova geracdo (NGS, Next-Generation Sequencing)(NIU
et al. 2014; SALIPANTE et al. 2014; HUANG et al. 2015; KAUTTO et al.
2017). Este tipo de abordagem permite uma investigagdo mais abrangente do
perfil de MSI e, possivelmente, serd uma aliada nos procedimentos de diagnéstico

e tratamento.

1.3.4 MSI e prognéstico

O perfil MSI foi descrito pela primeira vez em carcinoma colorretal here-

ditario nao poliposo (HNPCC) por AALTONEN et al. (1993), desde entao, vem
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sendo descrito em diversas neoplasias humanas hereditarias e esporddicas (AR-
ZIMANOGLOU et al. 1998). Este perfil molecular foi associado a carcinogénese
e é utilizado como marcador prognostico em alguns tipos tumorais. Sua relevan-
cia clinica é bem estabelecida em cancer colorretal, onde pacientes com tumores
MSI-H apresentam melhor prognéstico em comparacao a pacientes com tumores
MSS (BUCKOWITYZ et al. 2005; BENATTI et al. 2005).

Em céncer géstrico, estudos sugerem que tumores MSI encontram-se as-
sociados ao subtipo histolégico intestinal de Lauren e com uma taxa reduzida
de metastase linfonodal (LEE et al. 2002; FALCHETTI et al. 2008). No en-
tanto, a associacao entre o prognostico e este perfil molecular ainda permanece
inconclusiva (OKI et al. 2009; SEO et al. 2009; FANG et al. 2012; CHOI et
al. 2014; ZHU et al. 2015). Estudos apontam MSI-H como marcador de bom
prognéstico (SANTOS et al. 1996; BEGHELLI et al. 2006; CHIAVARALLI et
al. 2006; FALCHETTTI et al. 2008; CORSO et al. 2009; KIM et al. 2011),
enquanto outros demonstram resultados conflitantes, principalmente devido ao
numero limitado de amostras e as diferencas em fatores epidemiologicos conside-
rados nestes estudos (WIRTZ et al. 1998; PEREZ et al. 2004; AN et al. 2005;
OKI et al. 2009). Portanto, ainda é necessario uma anélise ampla e sistematizada
para a compreensao do impacto deste perfil molecular no prognéstico do cancer

gastrico.

1.3.5 MSI e Imunoterapia

O sistema imunoldgico envolve um equilibrio complexo, no qual o pro-
cesso de identificagdo e erradicacao de antigenos ocorre em conjunto com meca-
nismos necessarios para o controle da intensidade desta resposta imune. Células
T CD8+, efetoras ou citotoxicas, sao capazes de reconhecer antigenos proprios
e nao-proprios, ligados a complexos de histocompatibilidade de classe I, que sao
expressos em APCs. A regulacao da resposta mediada por células T pelas células

apresentadoras de antigenos (APCs) é parte fundamental na vigilancia e elimi-
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nacao de células cancerosas (DIAMOND et al. 2011; FUERTES et al. 2011).

Devido a processos de mutacao genética, as células cancerosas produzem
neoantigenos que, por sua vez, nao sao reconhecidos como antigenos proprios
pelo sistema imune do hospedeiro levando, assim, a uma resposta direcionada
contra o tumor. Como consequéncia, ocorre a expansao de células T citotoxicas,
capazes de identificar as células apresentadoras de neoantigenos, neste caso as
células cancerosas, a fim de elimina-las (DINE et al. 2017).

Em 2013, CHEN ¢ MELLMAN (2013) desenvolveram um modelo para
promover uma melhor compreensao dos mecanismos celulares envolvidos na imu-
nidade antitumoral. Este modelo descreve os principais eventos ligados sequenci-
almente, que devem ocorrer de forma recursiva para montar uma resposta imune
eficaz contra a célula tumoral. Além disso, o modelo destaca a importancia dos
checkpoints imunoldgicos responséaveis por impedir que as células T identifiquem
a célula tumoral (CHEN e MELLMAN 2013). Com base nestes achados, estra-
tégias terapéuticas focadas no bloqueio destes processos inibitérios do ciclo de
imunidade antitumoral tém ganhado destaque (MELERO et al. 2015).

No entanto, o mecanismo de resposta imune contra uma célula tumoral
raramente ¢ eficaz (MELERO et al. 2015). Estudos recentes apontam que vias
inibitérias de sinalizagdo, ou “checkpoints imunes”, sdo capazes de impedir a
resposta imune contra o tumor (MULLARD 2013). As células tumorais possuem
dois mecanismos principais para evitar a acdo do sistema imune. O primeiro
envolve a via do Antigeno 4 associado ao Linfécito T Citotéxico (CTLA-4), e
o segundo associa-se a proteina de morte celular programada 1 (PD-1) e ao seu
ligante (PD-L1) (MELLMAN et al. 2011). Células T ativadas expressam PD-1,
enquanto que células tumorais expressam PD-L1 em sua superficie (Figura 3)
(FREEMAN et al. 2000; OKAZAKI e HONJO 2007).

Uma vez que a interacao entre as moléculas PD-1 e PD-L1 resulta na inibi-
¢ao da migracgao e proliferacao das células T, a inser¢do de um mecanismo capaz

de bloquear esta interacao resultara no aumento da resposta imune do hospedeiro,



Capitulo 1. Introdugdo 13

\ anti-PD-1
-~ 8

PD-L1

T

Fonte: DRAKE et al. (2014)

Figura 3 — Mecanismo de bloqueio de Checkpoint imune. Esta abordagem & imunoterapia
é exemplificada por anticorpos dirigidos contra CTLA-4, e por um segundo ponto de checagem maior,
mediado pela interacdo entre PD-1 nas células T e seu ligante PD-L1, em células apresentadoras de
antigenos ou células tumorais.

permitindo, assim, a atividade antitumoral (HAMANISHI et al. 2016).

A manipulacao dos checkpoints imunes revolucionou o tratamento do can-
cer, sendo aprovada para uso em tumores solidos e hematologicos (MELLMAN
et al. 2011; TOPALIAN et al. 2012). Drogas que atuam como Inibidoras de
checkpoint imunoldgico foram aprovadas recentemente por varias agéncias regu-
latérias para o tratamento de alguns subtipos tumorais em estdgios avangados
(MELLMAN et al. 2011).

Estudos demonstraram a eficacia desta estratégia para determinados tipos
tumorais, tais como melanoma, carcinoma de pulmao de células ndo-pequenas e
tumores de ovario (HAMANISHI et al. 2015; HAMANISHI et al. 2016). No

Brasil, foi aprovado o tratamento com estas drogas para melanoma metastatico,
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cancer de pulmao de células ndo pequenas metastatico ou localmente avancado,
linfoma de Hodgkin refratario, carcinoma urotelial metastatico, carcinoma renal
metastatico e carcinoma gastrico metastatico, que expresse PD-L1 no tumor e no
infiltrado acima de 12 (em uma escala de 0 a 3).

De acordo com BRAHMER et al., alguns pacientes com tumores colorre-
tais MSI-H, com falha na via MMR, obtiveram resposta completa quando sub-
metidos a imunoterapia. Esta resposta encontra-se associada a natureza hiper-
mutada deste subtipo tumoral e a expressao de um grande nimero de proteinas
truncadas originadas de mutacgoes frameshift, que, ao atuarem como neoantige-
nos, desencadeiam uma resposta imune por linfécitos infiltrantes (SCHWITALLE
et al. 2008; BRAHMER et al. 2012). Estes achados sugerem que erros em me-
canismos de reparo de DNA, através da via MMR, além de associarem-se ao
desenvolvimento do tumor, podem ser tidos como potencial caminho para seu
tratamento.

Devido aos resultados promissores de terapias com base em inibidores de
checkpoints imunolégicos para alguns tipos tumorais e ao longo periodo de es-
tagnacgao no tratamento do CG, o papel destes agentes neste tumor tornaram-se
alvos de investigagdo (SHEKARIAN et al. 2015). De acordo com a classificagao
molecular, os subtipos MSI e EBV sao tidos como alvos de interesse para estes
ensaios, por apresentarem alta imunogenicidade e, portanto, maior probabilidade
de resposta a agentes imunoterapicos (MAGALHAES et al. 2018). Estudos
recentes utilizando o bloqueio de checkpoints imune, através de anticorpos dire-
cionados para as moléculas CTLA-4, PD-1 e PD-L1, obtiveram efeitos clinicos
em textbfCG com aprovacao de medicacado Pembrolizumabe para CG em esta-
diamento avancado. Além do estadiamento, estes tumores deveriam expressar
um CPS score minimo 1, numa escala crescente de 0-3, que avalia a expressao de
PD-L1 tanto no tumor quanto nas células imunes infiltrantes citeFrenel2017.

As terapias baseadas em agentes inibidores de PD-1 e PD-L1 revelaram-se

2 combine proportion score
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promissoras e possiveis alternativas para o tratamento do CG. No entanto, apesar
destes achados ja estarem sendo aplicados na pratica clinica, é importante con-
siderar que o tumor gastrico é altamente heterogéneo, ressaltando a necessidade
de uma estratificagdo mais acurada de pacientes que irao se beneficiar deste tipo
de terapia com o foco em melhora de desfechos e uso racional de recursos (Salem
et al. 2018). Nesse contexto, estudos adicionais sdo necessarios para identificar
biomarcadores capazes de selecionar pacientes com melhor perfil de resposta para

este tipo de abordagem terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar novas fontes adicionais de instabilidade gendémica capazes de
influenciar na carcinogénese géastrica, além de seu possivel papel na resposta a

terapias e na sobrevida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar variagdes somaticas de uma tnica base (SN'V, Single Nucleotide

Variation);

e Detectar assinaturas mutacionais e associa-las a processos responsaveis por

gerar a carga mutacional;

e Buscar assinaturas mutacionais caracteristicas do subtipo molecular MSI

de AdGs;

e Avaliar possiveis associagoes entre as assinaturas e o prognoéstico dos paci-

entes;

e Avaliar possiveis associagoes entre as assinaturas e o perfil imunolégico dos

pacientes;

e Validar os achados em uma coorte proveniente da populacao brasileira.
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3 METODOLOGIA

3.1 DADOS MOLECULARES E CLINICOS

Dados clinicos e moleculares foram obtidos de trés bancos de dados prin-
cipais: i) The Cancer Genome Atlas (TCGA); ii) cBioPortal; iii) e The Cancer
Genome Consortium (ICGC). Ao total, 756 amostras nao redundantes de AdGs
foram avaliadas, sendo 438 amostras do TCGA, 196 do cBioPortal e 122 do ICGC.
A data de acesso das amostras publicas foi em 20 de outubro de 2016. A vali-
dagao dos nossos achados foi realizada em 33 amostras de pacientes com AdG.
Esses pacientes foram recrutados no A.C.Camargo e pertencem a coorte do pro-
jeto temdtico da FAPESP (14/26897-0), denominado Epidemiologia e Genémica
de Adenocarcinomas Gastricos no Brasil (GE4GAC group et al. 2017).

A selecao das caracteristicas clinicas relacionadas com progndstico na co-
orte publica foi realizada em conjunto com membros do corpo clinico do Hospital
A.C.Camargo, sendo as seguintes consideradas mais relevantes: i) subtipo mo-
lecular (CIN, EBV, GS e MSI); ii) comprometimento linfonodal (NO, N1, N2 e
N3); iii) e recidiva (anotados como WITH TUMOR - WT e TUMOR FREE -
TF).

3.2 IDENTIFICACAO DE ASSINATURAS MUTACIONAIS

Um total de 239,786 variagoes somdticas de uma tnica base (SNV, do
inglés SNV, Single Nucleotide Variation) foram recuperadas das bases TCGA,
cBioPortal e ICGC. Os SNVs foram detectados previamente pelo pipeline do
TCGA utilizando o software mutect2 (CIBULSKIS et al. 2013).

Cada SNV foi mapeado em sequéncias de trinucleotideos, considerando o
contexto da base 5" e 3" adjacente ao nucleotideo alterado. Ao final, um total de

96 trincas possiveis foram geradas para cada um dos 756 pacientes, resultando
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em uma matriz NxM com dimensao 756x96. Essa matriz considerou as versoes
hgl19 e hg38 de acordo com pipeline utilizado nos respectivos bancos.

As assinaturas mutacionais foram estimadas pelo software signeR (RO-
SALES et al. 2017). O ntmero 6timo de assinaturas para representar os dados
foi baseado no valor médio do Critério de Informagao Bayesiano (do inglés BIC,
Bayesian Information Criterion).

A similaridade das assinaturas com aquelas disponiveis no COSMIC ! foi
realizada por meio da distancia do cosseno. Nessa métrica, o resultado encontra-
se no intervalo entre 0 e 1, onde a distancia 0 representa nenhuma similaridade e

1, alta similaridade.

3.3 ASSOCIACAO ENTRE AS ASSINATURAS MUTACIONAIS E
O PROGNOSTICO

Para investigar a existéncia de possiveis associagoes entre as assinaturas
identificadas e o prognéstico de pacientes com AdG, utilizamos o método (DES-
Differential Exposure Score) disponivel no signeR. Esse método aplica o teste de
Kruskal-Wallis para comparar a contribuicao da exposi¢ao, ou enriquecimento,
das assinaturas entre grupos de pacientes que compartilham uma dada caracte-
ristica clinica.

Para avaliar a uniformidade da distribuicao de uma variavel clinica dentro
dos grupos T e B, aplicou-se o teste de proporcao, disponivel em R 2. Através do

teste ANOVA, o valor de p<0,05 foi considerado significativo.

3.4 ESTRATIFICACAO DE PACIENTES

Apos a identificacdo das assinaturas mutacionais, foram definidos dois
grupos com base no grau de exposicao de cada amostra a uma dada assinatura.

Os quartis superior (>=75%) e inferior (<=25%) foram utilizados como cutoff

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures

2 http://www.R-project.org/
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para estratificar os pacientes nos grupos dos mais enriquecidos (denominado neste
estudo como "T", de Top) e dos menos enriquecidos (denominado neste estudo

como "B", de Bottom).

3.5 ASSOCIACAO DAS ASSINATURAS MUTACIONAIS E SO-
BREVIDA

Para avaliar o possivel impacto das assinaturas identificadas na sobrevida
global dos pacientes, utilizou-se o estimador Kaplan-Meier. Para esta analise, foi
considerado um follow-up de 1500 dias. Concentramos nossa analise nos pacien-
tes sem metastase a distdncia ao diagndstico (amostras classificadas como “M1”
pelo estadiamento patolégico foram excluidas desta andlise). Comparamos os
pacientes mais enriquecidos (grupo "T") com os menos enriquecidos (grupo B),

através do teste de Log-rank. O valor de p < 0.05 foi considerado significativo.

3.6 ASSOCIAGCAO DAS ASSINATURAS AS MUTACOES EM GE-
NES DAS VIAS DE REPARO DE DNA

Para validar a associagao entre as assinaturas mutacionais indicadoras de
bom prognostico e o processo mutacional associado a falha no mecanismo da via
de reparo de DNA MMR, verificou-se o total de genes associados a via MMR com
a pelo menos uma mutagao somética(RONEN e GLICKMAN 2001; WOOD et
al. 2005; LANGE et al. 2011) em pacientes dos grupos T e B. Para esta anélise
considerou-se apenas mutacoes anotadas pelo sofware VEP ? como sendo de
alto ou moderado impacto ( High ou Moderate), sendo excluidas as mutagoes
classificadas como de baixo impacto ( Low ou Modifier). Para esta andlise,

aplicou-se o teste de proporcao, disponivel em R 4.

https://www.ensembl.org/vep

4 http://www.R-project.org/
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3.7 EXPOSICAO DA ASSINATURA EM DIFERENTES COORTES

Uma simulag¢ao de Monte Carlo foi realizada para avaliar a distribuicao
da contribuicao das assinaturas encontradas nos pacientes provenientes das trés
distintas coortes (TCGA, cBioPortal e ICGC). Para comparagao da distribui-
¢ao, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.

3.8 ASSINATURAS MUTACIONAIS E COMPOSICAO DO INFIL-
TRADO INFLAMATORIO

A avaliacao da composicao do infiltrado inflamatorio foi realizada através
de um método analitico de deconvolugao que é capaz de estimar a proporc¢ao de
diferentes tipos celulares com base na expressao génica. Foi construido um painel
de referéncia contendo a expressao génica das células imunolégicas denominado
matriz de assinaturas ( signature matriz). Para a definigdo destas assinaturas,
os valores de expressao foram baseados em genes marcadores especificos ( mar-
kers genes) e em dados de expressdao de células do sistema imune purificadas
disponiveis na literatura ( reference datasets).

A selecao de marker genes considera a capacidade destes genes de dife-
renciar os subtipos celulares imunes entre si, bem como a auséncia de expressao
destes em células estromais ou tumorais. Dentre as listas de marker genes exis-
tentes na literatura, foi selecionada a LM22 (NEWMAN et al. 2015), composta
por 547 genes, cuja assinatura foi validada para 22 tipos celulares imunes.

A etapa seguinte foi a construcao do painel de referéncia, onde se adotou a
estratégia proposta por (LI et al. 2017), que utiliza o pipeline TIMER e baseia-se
na lista de genes do LM22, no banco de dados do Human Primary Cell Atlas
(HPCA) (MABBOTT et al. 2013) e na expressao génica (em FPKM, do inglés
Fragments Per Kilobase Million) do tumor em questao. O banco HPCA possui

dados de expressao para varios tipos celulares imunes, sendo que para esse estudo
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foram escolhidos 3 tipos capazes de estratificar os linfécitos principais: células B,
T CD4+ e T CD8+. O algoritmo Isfit (ABBAS et al. 2009) contido no pacote
CellMix (GAUJOIX e SEOIGHE 2013) foi utilizado na etapa de deconvolugao
de dados de expressao global.

Em conjunto com o Laboratério de Imuno-Oncologia Translacional do
A.C. Camargo Cancer Center, foram selecionados genes marcadores (GZMA,
GZMB, IFNG, PRF1, TNF e CD274/PD-L1) associados com o perfil de linfécitos
citotoxicos a fim de caracterizar esse perfil nos grupos B e T.

O teste de correlacao de Pearson foi aplicado para avaliar as relagoes entre
os genes de linfocitos citotoxicos e a presenca de células T CD8+ em pacientes
dos grupos T e B. Para esta analise, foi aplicado o Teste de Wilcoxon e o valor

de p < 0.05 considerado significativo.

3.9 AVALIACAO DO STATUS MSI

A predicao do status MSI nas amostras de AdG foi realizada utilizando-
se o software MSIseq (HUANG et al. 2015). Ao contrario dos testes laboratoriais
que avaliam o comprimento de poucas regides repetitivas, abordagens utilizando
o sequenciamento de nova geragao sao capazes de analisar um nimero superior
de regioes, oferecendo uma visao mais completa da frequéncia de mutagoes so-
maticas. A maior parte dos softwares (NIU et al. 2014; SALIPANTE et al.
2014; BONNEVILLE et al. 2017) existentes na literatura determinam o sta-
tus MSI a partir de arquivos brutos provenientes do sequenciamento, que nem
sempre se encontram disponiveis e demandam alta capacidade de processamento
e tempo. Por este motivo, MSIseq é considerado mais rapido e simples que os
demais, uma vez que é capaz de determinar o status MSI a partir de um arquivo
com as mutagoes no formato MAF (MAF, do inglés Mutation Annotation For-
mat). Este software define o status MSI das amostras com base nos seguintes

critérios: i) SNVs e microinser¢des/delegoes em regides de repeticoes de mono-
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nucleotideos (comprimento > 5) e microssatélites (di-, tri- ou tetra-nucleotideos

13

anotados como “ simple repeats” no banco de dados UCSC °; ii) comprimento
total da sequéncia-alvo para obter a contagem de mutagoes por megabase; iii)
tipo de cancer como variavel de entrada possivel, uma vez que a assinatura mu-
tacional de MSI pode variar de acordo com subtipo tumoral. O classificador

foi baseado em plataformas de aprendizado de maquina fornecidas pelo pacote,

disponivel em R, RWeka ©.

3.10 ANALISE DA EXPRESSAO DE PD-L1 NO INFILTRADO
INFLAMATORIO E NO TUMOR

A avaliagdo da pureza do tumor foi realizada utilizando scores imunolo-
gicos gerados pelo método ESTIMATE (do inglés, FEstimation of STromal and
Immune cells in MAlignant Tumours using Expression data)(YOSHIHARA et al.
2013). Este método 7 considerou um conjunto assinaturas de expressdao génica
para inferir a fragdo de células estromais e imunologicas em amostras de 11 tipos
tumorais, incluindo AdG, disponiveis no TCGA. Essa andlise permitiu avaliar
se a expressao génica do gene PD-L1 teve como origem as células do tumor.
Adicionalmente, para verificar se a concentracao de infiltrado inflamatério difere
significativamente entre os grupos T e B, foi aplicado o teste de Wilcoxon e o

valor de p<0,05 foi considerado significativo.

3.11 ANALISE DA COORTE DE VALIDACAO

Uma coorte composta por 33 amostras provenientes de pacientes tratados
no A. C. Camargo Cancer Center foi utilizada para validacdo do método de
detec¢ao de assinaturas utilizado neste estudo (ver Métodos 3.2). Analisou-se,

também, a associagao entre as assinaturas validadas e a sobrevida (ver Métodos

http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/hgl9/database/
http:// cran.r-project.org/web/packages/RWeka/, version 3.7.2

6
T https://sourceforge.net /projects/estimateproject /
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3.5). E, devido a importancia prognéstica, classificaram-se as amostras desta

coorte de acordo com o status MSI, estimados pelo software MSlIseq (ver Métodos

3.9).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DO PERFIL MUTACIONAL DAS AMOSTRAS

Uma distribuicao uniforme do total de SNVs é observada na maioria dos
tumores que compdem a coorte de 756 amostras de AdG (Figura 4), com excegao
de um pequeno conjunto de amostras, que demonstrou um padrao mutacional
elevado (Figura 4-esq). Ao se analisar a frequéncia mutacional dentro desta
coorte, verificou-se que aproximadamente 80% dos pacientes apresentam até 400

mutagoes (Figura 4-dir).

Figura 4 — Matriz de counts e distribuicdo. Representacio da matriz de counts considerando
as 756 amostras de AdG (esq.). Gréfico de distribuicdo acumulada de SNV’s nas 756 amostras de
AdG (dir.).

Ao analisarmos o perfil mutacional dos subtipos moleculares (EBV, MSI,
CIN e GS) de AdG, identificamos uma carga mutacional superior em tumores
classificados como MSI, onde aproximadamente 80% das amostras apresentou

1500 mutagoes ou mais (Figura 5-esq). Adicionalmente, notamos maior frequén-

cia de mutagoes no contexto T>C neste subtipo (Figura 5-dir). Esses resultados
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sao esperados, uma vez que o perfil MSI caracteriza-se por possuir taxas mutaci-
onais elevadas (BASS et al. 2014). No entanto, alguns estudos como de (Salem et
al. 2018) relatam que, apesar de MSI ser o principal impulsionador da alta carga
mutacional ( mutational burden), este perfil pode ser varidvel entre amostras de
CG, sugerindo a necessidade de mais estudos clinicos para avaliar a integracao

destes perfis a outros fatores moleculares.

R 050
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Figura 5 — Distribuicdo acumulada e trocas. Distribui¢io acumulada (esq.) e por troca (dir.)
das mutagdes nos subtipos moleculares (EBV, MSI, GS e CIN).

4.2 IDENTIFICACAO DAS ASSINATURAS MUTACIONAIS

Através do signeR, seis assinaturas mutacionais foram estimadas no con-
junto de 756 amostras de AdG (Figura 6). A distancia do cosseno foi a métrica
empregada para avaliar a similaridade com as assinaturas presentes no banco de
dados COSMIC ! (Figura 7).

Esta analise permitiu a identificagdo dos processos etiologicos que estao

ativos em nossa coorte em comparagao aos processos ja conhecidos . Sao estes: i) a

falha no mecanismo de reparo do DNA (Via MMR, Mismatch Repair) (S1 e S4);

1

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/
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Figura 6 — Conjunto de assinaturas mutacionais. Seis assinaturas identificadas pelo método
signeR nas 756 amostras de Adenocarcinoma géstrico.
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ii) a desaminagao espontanea da 5-metilcitosina (52); iii) a falha no mecanismo de
reparo de DNA de fita dupla por recombinacdo homologa, com forte associacao a
mutagoes somaticas e germinativas nos genes BRCA1 e BRCAZ2; iv) e atividade
alterada do gene POLE, normalmente associado & amostras hipermutadas (S6).
Apenas uma assinatura (S5) possui etiologia desconhecida, embora tenha sido
observada em outros subtipos tumorais.

A Figura 7 destaca a similaridade das assinaturas encontradas no pre-
sente estudo com aqueles ja conhecidas. Adicionalmente, é intuitivo observar que

diversos processos mutacionais estao ativos em AdG.

4.3 ASSOCIACAO DAS ASSINATURAS AO PROGNOSTICO E
SOBREVIDA

Ao aplicar o método (DES-Differential Exposure Score) disponivel no
signeR, identificou-se que tumores MSI com auséncia de metéastase linfonodal
(NO) e que ndo apresentaram recidiva ( Tumor Free) sao enriquecidos para as
Assinaturas S1, S2 e S4 (Figura 8).

Através do estimador Kaplan-Meier, observou-se que pacientes do grupo T
para estas assinaturas apresentam uma sobrevida melhor (p<0,05) quando com-
parados aqueles do grupo B (Figura 9). A associa¢do entre MSI e as assinaturas
signeR-S154 reforcam a importancia de genes da via de reparo, uma vez que a
inativacao dos genes da via MMR resulta em uma alta incidéncia de pequenas
insercoes e delegoes em sequéncias de repetigoes simples, caracterizando o perfil

MSI (SUPEK e LEHNER 2015).
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signeR Signatures

COSMIC Signatures

Figura 7 — Heatmap de similaridade das assinatuas com o COSMIC. Similaridade, definida
pela distancia cosseno, entre as assinaturas identificadas pelo signeR e as assinaturas presentes no banco
de dados COSMIC. Os tons mais proximos de vermelho indicam um maior grau de similaridade entre
as amostras, enquanto que os tons mais préximos de azul indicam um menor grau de similaridade.
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Figura 8 — Exposi¢ao diferencial das assinaturas e perfil clinico. Gréfico de exposicio
diferencial demonstrando a contribuicdo das assinaturas associadas as caracteristicas clinicas com im-
pacto prognéstico: subtipo molecular(sup. esq.), comprometimento linfonodal(sup. dir.) e recidiva
(inf. esq.). No eixo x estdo as 6 assinaturas e no eixo y a significAncia de cada assinatura. A mediana
das exposicoes acima da linha vermelha representa a significAncia (p < 0.05) da assinatura a respectiva
variavel clinica.
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Figura 9 — Curvas de sobrevida global dos pacientes nos grupos B e T. Curvas de
sobrevida global determinadas através do método de Kaplan-Meier dos pacientes de maior e menor
contribui¢do (T vs B) para assinatura mutacional signeR-S1S4 (esq.); Curvas de sobrevida global,
determinadas através do método de Kaplan-Meier dos pacientes de maior e menor contribui¢do (T vs
B) para assinatura mutacional signeR-S2. (dir.)

44 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES DOS GRU-
POS T E B PARA ASSINATURAS MARCADORAS DE BOM
PROGNOSTICO

Pacientes do grupo T apresentaram, em sua maioria, tumores classificados
molecularmente como MSI e, histologicamente, como intestinais, possuindo lo-
calizacao preferencial em antro-Distal (Tabela I). Adicionalmente, através desta
caracterizagao, observa-se que o perfil de melhor sobrevida ocorre de forma inde-
pendente do estadiamento patologico ("I", Inicial e "A", Avangado) nos grupos T
e B (Tabela I e II), uma vez que existe uma propor¢ao similar de pacientes com
estadiamentos distintos nos grupos T e B (p>0,05).

Em conjunto, estes dados sugerem que, independente do estagio patologico
do tumor, os pacientes mais enriquecidos com a assinatura S154 possuem carac-

teristicas moleculares especificas que contribuem para uma melhor sobrevida.
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Tabela 1 — Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes no grupo T (S154)
por subtipo molecular. I(Inicial - Estidgios I e II); A(Avancado - Estigio III); D(Difuso);
I(Intestinal); TF(Tumor Free); WT(With Tumor); NO(Auséncia de comprometimento linfonodal);
N+(Presenca de um ou mais linfonodos comprometidos); AD(Antro/Distal); CP(Cérdia/Proximal);
FB(Fundo/Corpo).

Estéagio Patolégico Lauren Recidiva TNM(N) Topografia
I A NA D 1 NA TF WT NA NO N+ NA | AD Cp FB NA
CIN 16 19 1 3 19 14 28 3 5 12 24 0 15 7 13 1
(44%)  (53%)  (3%) | (8%) (53%) (39%) | (718%) (8%) (14%) | (33%) (67%) (0%) | (42%) (19%) (36%) (3%)
EBV 2 7 0 4 0 5 5 1 3 3 6 0 1 2 6 0
(22%) (718%) (0%) | (44%) (0%) (56%) | (56%) (11%) (33%) | (33%) (67%) (0%) | (11%) (22%) (67%) (0%)
Qs 2 2 0 1 1 2 3 1 0 1 3 0 0 2 2 0
(50%) (50%) (0%) | (25%) (25%) (50%) | (75%) (256%) (0%) | (25%) (75%) (0%) | (0%) (50%) (50%) (0%)
MSI 36 26 6 7 30 31 46 4 18 27 37 4 37 6 22 3
) (53%) (38%) (9%) | (10%) (44%) (46%) | (68%) (6%) (26%) | (40%) (54%) (6%) | (55%) (9%) (32%) (4%)
NA 25 48 9 7 31 44 24 11 47 21 60 1 22 9 12 39
T B0%) (59%) (11%) | (8%) (38%) (54%) | (29%) (14%) (57%) | (26%) (73%) (1%) | (27%) (11%) (15%) (47%)

Tabela 2 — Distribuicdo das caracteristicas clinicas dos pacientes do grupo B (S154)
por subtipo molecular. I(Inicial - Estidgios I e II); A(Avangado - Estigio III); D(Difuso);
I(Intestinal); TF(Tumor Free); WT(With Tumor); NO(Auséncia de comprometimento linfonodal);
N+ (Presenca de um ou mais linfonodos comprometidos); AD(Antro/Distal); CP(Cardia/Proximal);
FB(Fundo/Corpo).

Estagio Patoldgico. Lauren Recidiva, TNM(N) Topografia
I A NA D I NA TF WT  NA NO N+ NA | AD CpP FB NA
CIN 10 16 4 7 12 11 18 4 8 8 20 2 8 9 12 1
(33%) (53%) (14%) | (23%) (40%) (37%) | (60%) (13%) (27%) | (27%) (67%) (%) | (27%) (30%) (40%) (3%)
EBV 3 9 0 2 8 2 8 0 4 1 11 0 4 2 6 0
(25%) (75%) (0%) | (17%) (67%) (16%) | (66%) (0%) (34%) | (8%) (92%) (0%) | (33%) (17%) (50%) (0%)
Qs 15 11 2 10 4 14 24 2 2 11 15 2 17 6 4 1
(54%) (39%) (%) | (36%) (14%) (50%) | (86%) (T%) (%) | (39%) (54%) (7%) | (61%) (22%) (14%) (3%)
ST 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
’ 0%) (0%) (0%) | (0%) (0%) (0%) | (0%) (0%) (0%) | (0%) (0%) (0%) | (0%) (0%) (0%) (0%)
NA 35 92 3 34 49 47 26 15 89 28 100 2 36 27 30 37
(27%) (70%)  (3%) | (26%) (38%) (36%) | (20%) (11%) (69%) | (22%) (77%) (1%) | (28%) (21%) (23%) (28%)

4.5 MUTACOES EM GENES DE VIAS DE REPARO DE DNA

A via MMR é responsavel pelo reconhecimento e correcao dos erros na
biosintese do DNA causados pela incorporacao imprecisa de nucleotideos durante
a replicacao. Ao avaliar a associacdo dos pacientes com mutagdes em genes da
via MMR e pacientes com maior exposicao da assinatura associada a essa via,
foi observado que o grupo T (S1S4) possui um niimero maior (p = 2, 6552x10713)
de mutagoes em genes associados a via MMR, quando comparados a pacientes do
grupo B. Esses resultados destacam a percepcao de que a via MMR defeituosa
leva a um fenétipo hipermutado, uma vez que o grupo T é composto por pacientes

com status MSI.
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4.6 CONTRIBUICAO DAS COORTES PUBLICAS PARA AS AS-
SINATURAS DE INTERESSE PROGNOSTICO

Uma vez que o presente projeto avalia trés coortes de diferente bases de
dados (TCGA, cBioPortal e ICGC), foi realizada uma simula¢ao de Monte Carlo
a fim de se avaliar a uniformidade da contribuicao das assinaturas nos pacien-
tes destes 3 bancos.Concluimos que a distribui¢do da exposicao das assinaturas
(S1S4) é a mesma, independente das coortes analisadas (Figura 10), uma vez
que a hipétese nula nao foi rejeitada (Kruskal-Wallis, p > 0,05). De particular
relevancia, é importante destacar a presenca de um fenétipo mutador observado

em trés coortes distintas.

0.6 0.8 1.0
Il

Cumulative Distribution

0.4

0.2
1
Ty

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

pvalues

Figura 10 — Distribuicdo acumulada da exposi¢do de S154 nas trés coortes. Grafico
de distribui¢do acumulada demonstrando a contribui¢do das assinaturas (S1S4) nos pacientes nas trés
coortes independentes (TCGA, cBioPortal e ICGC)

4.6.1 Classificacdo da Instabilidade de Microssatélite (M SIseq)

Devido ao fato de apenas 48% das amostras pertencentes a coorte pu-

blica possuirem classificagdo molecular prévia (BASS et al. 2014), utilizamos o
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software MSlseq (ver Métodos 3.9) a fim de estimar o status MSI das demais
amostras (Figura 11). As amostras com alta exposi¢do a S154 pertencentes ao
grupo T sdo, em sua maioria, classificados como MSI-H. E, de maneira comple-
mentar, pacientes do grupo B sdo enriquecidos para amostras com auséncia de
status MSI-H. Concluimos que a exposicao dessa assinatura é capaz de estratificar

pacientes MSI-H e com auséncia de status MSI-H.
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Figura 11 — Distribuicdo do status MSI nas amostras do grupo T e B para S154.

Durante a execugao do presente projeto, notamos que abordagens para
estimar o status de MSI sao essenciais para auxiliar na classificacao das amostras,
principalmente por nao limitarem-se a analisar apenas regioes pré-definidas por
marcadores. No entanto, os softwares existentes atualmente (NIU et al. 2014;
SALIPANTE et al. 2014; BONNEVILLE et al. 2017) oferecem uma classificagao
binaria (MSI-H ou Nao MSI-H), onde as amostras com baixo grau de instabilidade
(MSI-Low) e as amostras com auséncia de instabilidade sdo agrupadas. Desta

forma, o desenvolvimento de um novo classificador, capaz de oferecer um score
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de instabilidade por microssatélites seria de potencial utilidade clinica, uma vez

que este perfil é amplamente associado ao prognostico.

4.7 ASSOCIACAO DAS ASSINATURAS COM PERFIL IMUNO-
LOGICO

Através da anélise do infiltrado inflamatério (ABBAS et al. 2009), obser-
vamos que tumores enriquecidos para assinaturas S154 (grupo T) apresentaram
maior concentracao de linfécitos T CD8+, quando comparados aos do grupo B
(Figura 12). Atualmente, estudos vém explorando possiveis associages entre a fa-
lha no mecanismo de reparo do DNA e o grau de resposta a imunoterapia (MOUW
et al. 2017). Os linfécitos T citotéxicos sao considerados componentes essenciais
no sistema imune adaptativo, sobretudo por sua alta especificidade no reconhe-
cimento de antigenos e lise das células expressando estes antigenos, incluindo
células tumorais (MAHER e DAVIES 2004). Considerando as caracteristicas
exclusivas dos linfocitos T CD8+ como mediadores da imunidade antitumoral,
pacientes do grupo T (S1S4), cujos tumores apresentaram maior concentragao
deste tipo celular, sdo potenciais candidatos a se beneficiarem de imunoterapicos.

De forma complementar, genes marcadores do perfil imunolégico citoté-
xico (GZMA, GZMB, IFNG, PRF1 e TNFA) e de exaustao (CD27// PD-L1)
também estiveram mais expressos neste mesmo grupo de pacientes. As assinatu-
ras S1 e S4,que compartilham um mesmo processo mutacional associado a falha
na via MMR | estiveram associadas a expressao de genes envolvidos com citototo-
xicidade no grupo T quando comparado ao B, com exce¢do do gene TNF' (Figura
13). O mesmo ocorre para os genes envolvidos com regulacao, que obtiveram sua
expressao associada ao grupo B quando comparado ao grupo T, com exce¢ao do
gene IL10 (Figura 14).

Adicionalmente, observamos uma correlagao positiva entre os genes mar-

cadores de citotoxicidade e a frequéncia relativa de células T CD8+ em tumores
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Figura 12 — Perfil das células B, TCD4 e TCD8 nos grupos B e T. Perfil das células B,
TCD4 e TCDS8 nos grupos B e T. Diferencas significativas (p < 0,001) sdo observadas para as células
T CD4+ e T CD8+.
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Figura 13 — Diferenca do nivel de expressao de genes marcadores de citotoxicidade.
Diferenga do nivel de citotoxicidade e exaustdo em tumores de pacientes do grupo T (S1S4) e grupo B
(S1S4). Diferencas significativas sdo destacadas (*p<0,05, **p<0,01 - Wilcozon-test)



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 36

de pacientes no grupo T para as assinaturas S154 (Figura 14).
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Figura 14 — Diferenca do nivel de expressao de genes marcadores de regulacdo. Dife-
renga observada em tumores de pacientes do grupo T (S1S4) e B (S1S4). Diferencas significativas sdo
destacadas (*p<0,05, ¥**p<0,01 - Wilcozon-test)

Ainda dentro deste contexto, observamos uma correlacao positiva entre os
genes marcadores de citotoxicidade e a frequéncia relativa de células T CD8+ em

tumores de pacientes no grupo T para as assinaturas S154 (Figura 15), supor-

tando os achados anteriores.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO DE PD-L1 NO INFILTRADO E
NO TUMOR

A fim de avaliar a expressao de PD-L1 no infiltrado ( Immune score) e no
tumor ( Tumor score), foi utilizado o score gerado pelo método ESTIMATE 3.10.
Observamos, a existéncia de correlagdo entre a expressao de PD-L1 em ambos
infiltrado e tumor para os grupos T e B (S154) (Figura 16) . Com este resultado,
concluimos que o enriquecimento para as assinaturas S154 possui potencial poder

de estratificagdo de candidatos a resposta a terapia anti-PD1/PD-L1, uma vez
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Figura 15 — Correlacdo entre expressao de genes marcadores de citotoxicidade e ati-
vagao. Correlagdo do (FPKM) dos genes marcadores de citotoxicidade (GZMA, GZMB, INFG, TNF)
e ativagao (ICOS, ILR2) e a frequéncia relativa do infiltrado de linfécitos T CD8+ em tumores de pa-
cientes do grupo T (S1S4) e B (S1S4). Diferengas significativas sdo destacadas (*p < 0,05, **p < 0,01
- Wilcozon-test)
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que a expressao de PD-L1 encontra-se ndo somente no infiltrado inflamatoério,

mas também nas células tumorais.
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Figura 16 — Correlagdo entre a expressdao do gene PD-L1 e das células imunolégicas.
Correlagio entre o (FPKM) do gene PD-L1 com as células imunolégicas (Immune score) e tumorais
(Tumor score)de pacientes do grupo T e B (S1S4). Diferencas significativas sdo destacadas (*p<0,095,
**p<0,01 - Wilcozon-test)

A estimacao da pureza do tumor foi realizada nos pacientes dos grupos T e
B. Essa etapa se fez necessaria para avaliar a presenca do estroma no tumor a fim
de suportar os achados observados na analise infiltrado inflamatério. Conforme
representado pela Figura 17, nao ha diferenca significativa entre as medianas

entre as amostras dos grupos T e B.

4.9 ANALISES DA COORTE DE VALIDACAO

4.9.1 Assinaturas e Processos Mutacionais

Ao avaliar os processos mutacionais que estao ativos em AdG de pacien-
tes da populagao brasileira, foram detectadas assinaturas em comum (signeR-S1
e signeR-S5) com as coortes previamente estudadas (Figuras 18 e 19). Além

das assinaturas que suportam nossos achados prévios, outras assinaturas foram
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Figura 17 — Distribuicdo da composi¢do do infiltrado nas amostras dos pacientes dos
grupos ‘B’ e ‘T’ respectivamente.

detectadas: i) signeR-S2 sem etiologia conhecida, mas detectada em outros tu-
mores; ii) signeR-S3, outra assinatura associada a falha no mecanismo de reparo
de DNA (MMR), sendo descrita em tumores com MSI; iv) signeR-54, signeR-S6 e
signeR-S7, sem similaridade com as demais assinaturas ja descritas no COSMIC,
sugerindo um processo especifico da coorte analisada. Esses resultados destacam
a assinatura associada a via MMR em pacientes com AdG. Portanto, o diagnos-
tico da deficiéncia de MMR nos tumores analisados pode apresentar implicacoes

para o manejo desses pacientes.

4.9.2 Analise de sobrevida

Ao contrario da analise anterior, a estratificacdo dos grupos para a analise
de sobrevida na coorte de validagao foi realizada mantendo o mesmo critério para
o grupo T e, para o segundo grupo, foram incluidos todos os demais pacientes
(other). Este critério foi considerado devido ao pequeno nimero de amostras

disponiveis na coorte (N=28) que continham dados de seguimento.
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Figura 18 — Conjunto de assinaturas estimadas pelo método signeR nas 33 amostras
de Adenocarcinoma Gaéstrico da coorte prospectiva do A. C. Camargo Cancer Center.

Embora nao haja diferenca significativa ao comparar os grupos pela funcao
de sobrevivéncia a partir dos dados de segmento, claramente é observado uma
tendéncia maior de sobrevida dos pacientes com maior exposi¢do (grupo T -
signeR-S5) quando comparado aos demais pacientes (Figura 20). Esses resultados

sao concordantes com o que foi observado na analise utilizando um conjunto maior

de pacientes de 3 coortes distintas.

4.9.3 Classificagao de Instabilidade por Microssatélite (MSIseq)

O status de MSI foi avaliado nos pacientes do grupo T (signeR-S5) da
coorte do A. C. Camargo Cancer Center. Interessantemente, todos os pacientes
desse grupo apresentaram o status MSI-H (Figura 21) estimado pelo software
MSIseq (HUANG et al. 2015). Este achado é concordante com o que foi observado

na coorte publica (Figura 11), uma vez que estas assinaturas compartilham o
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signeR Signatures

COSMIC signatures

Figura 19 — Similaridade das assinaturas do signeR com as do COSMIC. Heatmap da
similaridade entre as assinaturas identificadas amostras da coorte de CG do A. C. Camargo Cancer
Center e as assinaturas presentes no banco de dados COSMIC. Os tons mais préximos de vermelho
indicam um maior grau de similaridade, enquanto que os tons mais préoximos de azul indicam um menor
grau de similaridade.

mesmo processo etiologico associado a falha na via MMR.
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Figura 20 — Curvas de da sobrevida estimadas através método de Kaplan-Meier dos
pacientes de maior contribuigdo e os demais (T vs O) para signeR-S5.
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Figura 21 — Classificagdo do status MSI nos grupos B e T (signeR-S5).
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5 CONCLUSOES

Ao analisar um total de 239,786 mutacoes somaticas de 756 pacientes com
AdG, foram detectadas 6 assinaturas mutacionais. Interessantemente, assinatu-
ras associadas a falha no mecanismo de reparo sao predominantes no grupo de
pacientes pertencente & classe MSI, com auséncia de metastase linfonodal (NO)
e de recidiva. Estes pacientes, por sua vez, apresentam uma melhor sobrevida
em comparacao aqueles pacientes com menor exposicdo a esta assinatura. A
analise do infiltrado revelou que os tumores de pacientes mais expostos a assina-
tura associada a falha de MMR possuem maior frequéncia de células T CD8+ e
uma maior expressao de genes associados a um perfil citotoxico e de exaustao,
incluindo PD-L1. Esses resultados podem ser usados como marcadores para
identificar pacientes bons respondedores as terapias anti-PDI1 /anti-PD-L1 em
CG. Ao realizar uma analise com um grupo de 33 pacientes tratados no A.C.
Camargo Cancer Center, foi detectada a presenca da assinatura associada a falha
na via MMR, validando os achados anteriores. Os pacientes mais enriquecidos
para esta assinatura, classificados como MSI-H, também apresentaram melhor
sobrevida quando comparados aos pacientes menos enriquecidos. Ao analisar co-
letivamente todos os resultados, concluimos que a assinatura associada a falha
de MMR apresenta impacto no prognéstico, além de seu potencial na selecao de

pacientes favoraveis a imunoterapia em cancer gastrico.
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