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RESUMO

Goncalves DG. Caracterizagdo do infiltrado inflamatério em cancer de mama
triplo-negativo e sua implicacdo prognostica. Sdo Paulo; 2019. [Dissertacao de

mestrado - Fundacdo Antonio Prudente]

O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) é uma doenca heterogénea tratada
basicamente com quimioterapia e, possui 0 pior prognoéstico entre os canceres de
mama. Embora haja dados mostrando que o perfil de infiltrado inflamatério (INF)
em tumores sélidos apresenta uma funcdo importante, seu papel como fator
prognostico ainda ndo é completamente estabelecido no CMTN. Neste trabalho, foi
desenvolvida uma abordagem supervisionada para deteccdo de uma assinatura
multigénica com 50 genes capaz de identificar pacientes de alto (PP) e baixo (GP)
risco de Obito em até 3 anos. A validacdo da assinatura ocorreu em duas coortes
distintas (tanto para pacientes com os estadiamentos I, Il e Ill, como para 0s
pacientes com estadiamentos | e Il) e suas classificacbes foram independentes de
outras variaveis clinicas. Adicionalmente, foram analisados os perfis imunologicos
nos grupos classificados, onde um dos achados foi a maior propor¢do de macrofagos
M1 em pacientes do grupo GP. O presente trabalho auxiliou na estratificacdo de
risco das pacientes em conjunto com a caracterizacdo dos aspectos moleculares e
imunologicos associados ao progndstico de pacientes com CMTN, o que pode

permitir a elaboragéo de um tratamento mais personalizado.

Descritores: Neoplasias de Mama Triplo Negativas/diagnostico. Expressdo Génica.

Bioinformatica. Transcriptoma. Técnicas de Apoio para a Deciséo.



SUMMARY

Goncalves DG. Caracterizagdo do infiltrado inflamatério em cancer de mama
triplo-negativo e sua implicacdo prognostica. Sdo Paulo; 2019. [Dissertacao de

mestrado - Fundacdo Antonio Prudente]

Triple-negative breast cancer (TNBC) is a heterogeneous disease that is basically
treated with chemotherapy and has the worst prognosis among breast cancers.
Although there are indications that the inflammatory infiltrate (INF) profile in these
tumors plays an important role, its role as a prognostic factor still poorly established
in TNBC. In this work, a supervised approach was developed to detect a multigenic
signature with 50 genes capable of identifying patients with high (PP) and low (GP)
risk of death until 3 years. The signature was validated in two distinct cohorts (both
for patients with Stages I, Il and 11, and for patients with Stages | and Il) and their
classifications were independent of other clinical variables. In addition, the
immunological profiles were analyzed in the classified groups, where one of the
findings was the highest proportion of M1 macrophages in GP patients. The present
study assisted in the risk stratification of patients together with the characterization
of the molecular and immunological aspects associated with prognosis in TNBC

patients, which may allow the elaboration of a more personalized treatment.

Key-words: Triple Negative Breast Neoplasms/diagnosis. Gene Expression.

Bioinformatic. Transcriptome. Decision Support Techniques
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1 INTRODUCAO

O céncer representa um conjunto de doencas caracterizadas pela prolife-
racao anormal das células, com perda da diferenciagdo e aquisicao de potencial
invasivo e metastatico (National Cancer Institute-NCI 2015).

Sabe-se que células danificadas tendem a sofrer um processo denominado
apoptose, ou morte celular programada, tendo por consequéncia a substituicao
por novas células. No entanto, determinadas mutacoes génicas sdo capazes de
desencadear um crescimento celular anormal, sendo este crescimento desordenado
um fator chave para o desenvolvimento do cancer (NCI 2015).

O processo de desenvolvimento do cancer ocorre, na maioria das vezes,
em quatro estagios principais, embora estas etapas necessariamente nao ocorram
de maneira sequencial e ordenada (Figura 1): (i) Hiperplasia, caracterizado
pelo aumento benigno de um tecido devido ao acréscimo na taxa de divisao
celular, porém as células mantém aparéncia normal sob o microscépio; (ii)
Displasia, estagio onde ocorre o aumento na taxa de divisao celular, e as células
passam a adquirir aparéncia anormal ao microscépio. Além disso, normalmente,
existe uma relagao direta entre as chances da formacao do céncer e o nivel de
anormalidade das células ou tecido; (iii) cdncer in situ, conhecido como o estégio
no qual as células tumorais estao ainda limitadas pela lamina basal e nao se
espalharam para outros érgaos e (iv) invasivo, um céncer caracterizado pelos
deslocamento das células do sitio de desenvolvimento (tumor primdrio) para
regioes nao contiguas do mesmo o6rgao ou para érgaos a distancia. Caso essas
células se espalhem para outros 6rgaos ou tecidos através da rede linfatica ou

sanguinea, nao serd somente cancer invasivo, mas também metastatico (NCI

2015).



Capitulo 1. Introdugdo 2

(ii) Displasia
(i) Hiperplasia

(iii) Cancer
in situ

(iv) Céncer invasivo
ou metastatico

Figura 1 — Estagios em que ocorre o desenvolvimento do cancer na maioria das vezes.
Estas etapas decorrem a partir de células normais, onde ocorre um aumento benigno de um tecido dado
o acréscimo da divisdo celular (i), seguido da anormalidade na aparéncia das células ante o microscépio
(ii), ocasionalmente se desenvolvendo em um céncer restrito & ldmina basal (iii) e posteriormente se

espalhando para regides ndo contiguas do mesmo érgdo ou para érgdos a distancia.

O cancer é a segunda maior causa de morte do mundo e, no ano de
2018, cerca de 9,6 milhdes pessoas morreram dessa doenga (1 em 6 mortes).
No Brasil, o cdncer foi responsavel por mais de 240 mil ébitos (World Health
Organization-WHO 2018). A Figura 2 apresenta as taxas de incidéncia dos
diferentes tipos de céncer no Brasil (i) e no mundo (ii). Em 2018, os cénceres
de mama (15,3%), prostata (15,2%) e colorretal (9,3%) foram os mais incidentes
no Brasil. No mesmo ano, o mais incidente no mundo foi o cancer de pulméao
(11,58%), seguido do cancer de mama (11,55%) e céncer colorretal (10,2%)
(GLOBOCAN 2018).
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Pulméo
2093 876 (11.6%)

Mama (ii)
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51 783 (9.3%)
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280 995 (50.2%) E’ﬁ%dfla%) 1%???(?10(5,7%)
N = 559 371 N = 18 078 957

Fonte: GLOBOCAN (2018) - Adaptado.

Figura 2 — Incidéncia de cdncer no Brasil (i) e no Mundo (ii).

De acordo com a Figura 3, ao avaliar os tipos de cancer com maior
incidéncia e mortalidade por pais, nota-se que o cancer de mama € o tipo mais
incidente em 104 paises, possuindo a maior taxa de mortalidade em 41 paises

(GLOBOCAN 2018).

(ii)

[ Mama (104) I Estémago (2) I Pulméo (66) [ Figado (9)
[ Préstata (50) [ Figado (2) [ Mama (41) I Estémago (4)
[ Colo uterino (23) I Pulm&o (1) I Préstata (34) B Esdfago (1)
1 Pele ndo melanoma (2) [ Tiredide (1) [ Colo uterino (30)

[ N&o aplicavel
[1 Sem dados

Fonte: GLOBOCAN (2018) - Adaptado.

Figura 3 — Distribuicdo das taxas de incidéncia (i) e mortalidade (ii) de cancer. Os

numeros entre parénteses referem-se ao total de paises com maior incidéncia ou mortalidade.

O cancer de mama ¢é uma doenga heterogénea com varios subtipos
moleculares, possuindo uma grande variagdo em suas caracteristicas biolégicas
e nos perfis genéticos (ANDERSON et al. 2014). A classificacio molecular

por imuno-histoquimica (IHC - Técnica para detectar moléculas de interesse
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dentro dos tecidos utilizando anticorpos (NATURE-SUBJECTS-IHC 2019)) do
cancer de mama baseia-se na analise de 4 proteinas: os receptores hormonais de
estrogénio (ER) e progesterona (PR), o receptor HER2 (receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano) e a proteina nuclear KI-67, utilizada como
marcador de proliferacao celular (GERDES et al. 1983; DOWSETT et al. 2011;
CUYLEN et al. 2016). Na pratica clinica, trés destes receptores (ER, PR e
HER?2) sao utilizados na classificagdo dos subtipos moleculares de céncer de
mama (KOHLER et al. 2015). Como pode-se notar na Figura 4, os subtipos sao
compostos pelas diferentes combinagoes entre receptores hormonais (ER e PR)
e a proteina HERZ2. Para a positividade de receptores hormonais, basta que
um deles (ER ou PR) seja positivo. J4 para que um tumor seja considerado
receptor hormonal negativo, ambos os receptores hormonais (ER e PR) devem

ser negativos.
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Subtipos

R Tdm HER2+ Luminal B Luminal A
ggrgg"(%"i 13% 5% 10% 73%
Expresséo de HER2

receptor ER+/PR+
Grau

histolégico Alto (grau Ill) Baixo (grau )

Nivel de diferenciacio celular

Prognostico
Assocgan a0 grau histologico Mau Bom

Resposta a Quimioterapia

terapia Trastuzumabe
P Endécrino

Kohler BA et al, 2015 (PMC4603551)
Wong E, 2012 (http://www. pathophys.org/breast-cancer/breastcancer-copy/)

Fonte: Adaptado de WONG (2012).

Figura 4 — Subtipos moleculares de cincer de mama. A figura mostra a frequéncia estimada
de cada subtipo de cdncer de mama, a expressdo esperada de cada marcador imuno-histoquimico, o grau
histolégico, o progndstico esperado e a resposta habitual a terapia. A primeira linha é referente a inci-
déncia dos subtipos moleculares de cdncer de mama no mundo (triplo-negativo=13%, HER2+4=5%,
Luminal B=10%, Luminal A=73%). A segunda linha é referente & expressdo dos receptores em
cada subtipo molecular (triplo-negativo: ndo possui expressao dos receptores hormonais e a proteina
HER2; HER2+: néo possui expressao dos receptores hormonais e possui a expressiao da proteina
HER?2; Luminal B: possui expressdo da proteina HER2 e dos receptores hormonais; Luminal A:
possui a expressao dos receptores hormonais e ndo possui a expressido da proteina HER2). A terceira
linha é referente ao grau histologico dos subtipos moleculares, onde o subtipo triplo-negativo possui
o0 maior grau histolégico, enquanto o subtipo Luminal A possui o menor grau histolégico. A quarta
linha é referente ao prognédstico de cada subtipo molecular, onde o subtipo triplo-negativo possui o
pior prognéstico e o subtipo Luminal possui o melhor prognéstico. A quinta linha é referente & tera-
pia utilizada em cada subtipo molecular (triplo-negativo: quimioterapia; HER24: quimioterapia
e trastuzumabe; Luminal B: quimioterapia, trastuzumabe e terapia endécrina; Luminal A: terapia

endécrina).

Conforme a Figura 4, o subtipo triplo-negativo (CMTN) é responsavel
por cerca de 13% dos casos de cancer de mama, embora nao seja o mais representa-
tivo, apresenta o pior prognostico, alto grau histolégico e nao possui tratamento
molecular especifico, sendo tratado com quimioterapia apenas, demonstrando
maior sensibilidade a este tratamento do que os subitpos luminais (CAREY et
al. 2007). Por outro lado, os subtipos com receptor HER2 positivo podem ser

tratados com terapia HER2-dirigida (trastuzumabe, pertuzuzumabe, TDMI, la-
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patinibe, neratinibe) (GENENTECH-PRESS-RELEASES 2006; BRANDAO et
al. 2018). Adicionalmente, os subtipos horménio positivo podem ser tratados
com tratamentos enddcrinos, como o tamoxifeno, que geralmente possui baixa
toxicidade e reduzem a mortalidade por cancer de mama neste subgrupo (LU-
MACHI et al. 2011).

Os principais fatores de risco para o cancer de mama sdo: menarca pre-
coce, menopausa tardia, terapia de reposicao hormonal prolongada, mutacao ger-
minativa nos genes BRCA1 e BRCA2 e histérico familiar positivo, sendo os dois
ultimos considerados os mais relevantes (SINGLETARY 2003).

Com o avango das técnicas de sequenciamento, foi possivel estudar va-
rios aspectos moleculares de diversos tipos de cancer, resultando em uma grande
quantidade de dados a respeito de mutagdes soméatica e germinativa, expressao
génica, metilacao, alteracdo do nimero de copia de genes e outros eventos. A
disponibilidade desses dados em repositérios publicos permite a investigagao de
questdes adicionais. Um exemplo de repositério é o TCGA (The Cancer Ge-
nome Atlas), que possui dados foram gerados principalmente por dois estudos
(KOBOLDT et al. 2012; CIRIELLO et al. 2015) que utilizaram expressao gé-
nica, microRNA, metilacao de DNA, entre outras abordagens para discriminar
caracteristicas clinicas e moleculares dos subtipos histolégicos (Carcinoma Lo-
bular Invasivo e Carcinoma Ductal Invasivo) (CIRIELLO et al. 2015) e
moleculares (CMTN, HER2+ e Luminais A e B) (KOBOLDT et al. 2012)
de cancer de mama. Além disso, dados de cerca de 1.090 pacientes de cancer de
mama estao disponiveis neste repositorio, abrindo oportunidades para a comuni-
dade cientifica investigar, por exemplo, os mecanismos moleculares associados a
tumorigénese e desfecho clinico, dentre outros.

Uma andlise extensa desse conjunto de dados (TCGA) foi o trabalho
de Noman et al. (2016), que estudou uma coorte de 400 pacientes com cancer
de mama disponiveis no TCGA (Figura 5). Neste estudo, foi observado que

pacientes com CMTN apresentaram pior prognostico quando comparados aos
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demais subtipos, onde a maior taxa de mortalidade foi vista nos primeiros meses,
sendo a mediana de sobrevida das pacientes com CMTN igual a 20 meses

(NOMAN et al. 2016).

log rank: p<0.0002

Probability of survival
N
o
1

0 20 40 60 80 100
Months of Follow-up

Fonte: NOMAN et al. (2016).
Figura 5 — Sobrevida global de pacientes com cancer de mama triplo-negativo quando

comparada a pacientes com outros subtipos.

Adicionalmente, alguns estudos indicam que 75% das recorréncias ocorrem
nos 3 primeiros anos e o risco de recorréncia distante em CMTN atinge o seu
pico préximo a 3 anos, reduzindo consideravelmente apds este periodo (Figura

6) (DENT et al. 2007; ROOZENDAAL et al. 2016).
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033 oo other (290 of 1421)
e—e—e triple—negative (61 of 180)
0.30
0.25
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& 0.20
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g
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=

Years after first surgery

Fonte: DENT et al. (2007).

Figura 6 — Taxa de recorréncia em cancer de mama triplo-negativo. O CMTN tende
a apresentar maior taxa de recorréncia, embora esse risco decline rapidamente apds o terceiro ano de
seguimento, ao contrario dos demais subtipos que, apesar de apresentarem um risco de recorréncia

menor, mantém um risco residual de recorréncia mesmo apés 5 anos de seguimento.

Portanto, ao analisar o prognostico das pacientes CMTN, existe um grupo
de pacientes com menor taxa de sobrevivéncia e maior taxa de recorréncia nos
primeiros anos. Ou seja, existem ao menos dois grupos de pacientes distintos
dentro do subtipo CMTN em relacdo ao prognéstico, o que demonstra a hete-
rogeneidade deste subtipo.

Atualmente, a fim de direcionar o tratamento de pacientes com cancer de
mama, alguns centros solicitam a anélise de assinatura multigénica MammaPrint
(BRANDAO et al. 2019) que, ao avaliar uma assinatura de 70 genes, é capaz de
predizer um escore associado a maior ou menor risco de recorréncia de doenca
com menos de 5 anos. Esta abordagem, por sua vez, é sugerida nos guidelines da
Sociedade Clinica Americana de Oncologia (ASCO). No entanto, se a paciente
possuir cancer triplo-negativo, o resultado do MammaPrint é pouco 1util para
guiar decisoes na aplicacao de quimioterapia sistémica adjuvante (KROP et al.
2017; VIEIRA e SCHMITT 2018).

Outra assinatura utilizada na clinica para cancer de mama é o Oncoty-
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peDzx, que utiliza 21 genes para distinguir pacientes entre alto ou baixo risco
de recorréncia quando tratados com tamoxifeno. Além disso, esta abordagem
é também presente nos guidelines do Comité Americano de Cancer (AJCC) e
da ASCO. Novamente, a abordagem nao deve ser utilizada na tomada de deci-
sao quanto ao tratamento de CMTN, pois esta assinatura foi desenvolvida para
cancer de mama horménio positivo (HARRIS et al. 2016; VIEIRA e SCHMITT
2018). Dessa forma, apesar destas abordagens que utilizam assinatura multigé-
nica possuirem aplicagoes em outros subtipos de cancer de mama, acabam por
nao contribuir significativamente na tomada de decisao quanto ao tratamento de
CMTN.

Além destas assinaturas, outras duas utilizadas na pratica clinica sdo a
Prosigna e Endopredict (VIEIRA e SCHMITT 2018). A assinatura Prosigna
possui 50 genes do PAMS50 (genes utilizados na classificagdo de subtipos mole-
culares de cancer de mama a partir de RNA-Seq (PARKER et al. 2009)), além de
8 genes housekeeping e serve como indicador para auséncia de recorréncia a dis-
tancia em 10 anos em mulheres pos-menopausicas com cancer de mama hormonio
positivo a ser tratado com terapia endécrina adjuvante (PROSIGNA 2018). A
assinatura Endopredict utiliza 12 genes e calcula um escore de risco, que pode ser
utilizado juntamente com a informacao do tamanho do tumor podendo guiar as
decisbes quanto a quimioterapia e terapia anti-hormonal (VIEIRA e SCHMITT
2018).

Outra abordagem na busca de um tratamento especifico para o CMTN
envolve o estudo do perfil molecular. Neste sentido, dada a heterogeneidade do
subtipo CMTN, existem 3 abordagens principais (AHN et al. 2016) que bus-
cam estratificar o subtipo CMTN: o subtipo do centro Unicancer na Franga, o
subtipo da universidade de Baylor e o subtipo da universidade Vanderbilt. Esses
3 subtipos utilizaram dados de mRNA para um agrupamento hierarquico nao
supervisionado como etapa inicial, e, embora estes subtipos apresentem basica-

mente 4 perfis principais (basal, mesenquimal, receptor de andrégeno luminal e
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imuno-modulador) seus painéis génicos sao distintos. A abordagem realizada por
Lehmann e colaboradores (Vanderbilt) foi proposta em 2011 com o intuito de
determinar perfis moleculares, onde foi analisado 587 amostras de CMTN por
expressao génica, subclassificando-as em 6 subtipos moleculares (LEHMANN et
al. 2011). A partir deste estudo, foi disponibilizado uma ferramenta online
(VANDERBILT 2018) para a classificacdo de amostras de CMTN através de
dados de expressao génica. Contudo, segundo Ahn et al. (2016), as diferengas
na taxa de sobrevida global nao foram suficientes para estratificar subtipos mo-
leculares (AHN et al. 2016), apesar de alguns resultados indicarem seu potencial
como preditor para sensibilidade a quimioterapia neoadjuvante (MASUDA et al.
2013).

Adicionalmente, devido a falta de tratamento molecular especifico para
pacientes com CMTN, existem esforcos para tentar melhor compreender o pa-
pel do infiltrado inflamatério (INF) no microambiente tumoral. Nesse sentido,
alguns estudos demonstram que altas quantidades de linfocitos T CD8+ no mi-
croambiente tumoral estao associadas a um melhor prognéstico em pacientes com
CMTN (MATSUMOTO et al. 2015; SOTO-PEREZ-DE-CELIS et al. 2017).
Em contrapartida, neutroéfilos tém sido associados a um resultado desfavoravel
em diversos tumores, tais como cancer gastrico, colorretal, hepatocelular, cervical
e carcinoma de células renais (SOTO-PEREZ-DE-CELIS et al. 2017). Adicio-
nalmente, os linfécitos B também podem interferir negativamente através da
promocao do crescimento tumoral pela producao de linfotoxinas que induzem
angiogénese (YUEN et al. 2016).

Outras células possuem resultados diversos quanto a sua associagdo com o
prognéstico de pacientes com cancer, sendo por vezes associados a um prognéstico
favoravel enquanto em outros estudos sdo associados a um pior resultado da
paciente. Um tipo celular que apresenta este perfil é o linfécito T regulador, que
é responsavel pela regulacao da resposta imune. Outra célula que atua de forma

semelhante sao os macréfagos, onde macréfagos M1 atuam no combate tumoral
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através de sua atividade pro-inflamatoria, promovendo respostas anti-tumorais,
enquanto macréfagos M2 possuem atividade anti-inflamatéria (YU e DI 2017).
Em suma, o cancer de mama trxiplo-negativo ¢ uma doenca heterogénea e
ainda sem tratamento que leva em consideracao as informagoes moleculares dis-
poniveis. Esforgos atuais sao direcionados para se estratificar diferentes grupos
de pacientes com baixo e alto risco a fim de direcionar tratamentos mais per-
sonalizados (LEHMANN et al. 2011). Neste cenério, abordagens que utilizam
assinaturas génicas e sao capazes de detectar previamente pacientes de bom e
mau prognostico sao promissoras e sao o tema principal do presente trabalho. De
maneira complementar, entender os aspectos imunoldgicos dessas pacientes repre-
senta uma oportunidade para compreender mecanismos subjacentes e possiveis
marcadores envolvidos em respostas imunoldgicas auxiliando, assim, na escolha

de pacientes que possam se beneficiar de tratamentos com imunoterapicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar uma assinatura multigénica capaz de predizer pacientes com

CMTN de baixo e alto risco de 6bito em até 3 anos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma abordagem computacional para identificar genes que es-
tratificam grupos de pacientes portadores de CMTN de acordo com a
sobrevida global;

e Validar a assinatura multigénica identificada por este trabalho em coortes
distintas;

e Verificar o papel funcional através da analise de enriquecimento da assina-
tura multigénica identificada;

e Estimar o diversidade do infiltrado inflamatoério nos grupos identificados

pelo classificador.
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3 METODOLOGIA

3.1 DADOS MOLECULARES E CLINICOS

3.1.1 Coorte publica

Neste estudo utilizou-se dados moleculares e clinicos de pacientes diagnos-
ticados com CMTN disponiveis nos bancos de dados ptblicos TCGA (GDC-
v12) e METABRIC.

3.1.1.1 TCGA

As informagoes moleculares de expressao génica e informacoes clinicas
de pacientes com cancer de mama nao metastaticos do repositério TCGA
(The Genome Cancer Atlas) foram geradas principalmente por dois estudos
(KOBOLDT et al. 2012; CIRIELLO et al. 2015). Resumidamente, a pipeline
de bioinformatica utilizada partiu dos dados de RNA-Seq no formato fastQ
(contém sequéncias de nucleotideos e seus respectivos indices de qualidade),
seguido do alinhamento ao genoma utilizando o software STAR2 (DOBIN et al.
2013), realizando a contagem da expressao dos genes utilizando HT'Seq [Anders
et al., 2015] e, finalmente, normalizando pela métrica FPKM (normaliza pelo

tamanho da biblioteca e o tamanho dos genes) (TCGA-PIPELINE 2018).

3.1.1.2 METABRIC

Uma segunda coorte foi utilizada para validar a assinatura detectada na
coorte TCGA.. Assim, foram baixados os dados clinicos e de expressao génica

das pacientes com cancer de mama nao metastaticos investigados no projeto

METABRIC (LIU et al. 2018), disponivel no site cBioPortal (METABRIC-
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DADOS 2018).

3.1.2 Coorte do Hospital A.C.Camargo Cancer Center

As amostras sequenciadas pelo projeto tematico do Hospital
A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC), aprovado pela FAPESP
(2014/22589-9) e pelo Comité de Etica e Pesquisa da A.C.Camargo Cancer
Center (1746-13C), sob coordenacao da Dra. Dirce Maria Carraro, foram uti-
lizadas como uma segunda coorte para validagao. Ao total, foram sequenciadas
25 amostras tumorais de cancer de mama triplo-negativo nao metastatico pela
plataforma Illumina-NextSeq 500, disponivel no Nicleo de Genomica do Centro
Internacional de Pesquisas (CIPE) do A.C.Camargo Cancer Center.

Apés o sequenciamento, foi realizado um pré-processamento onde as
sequéncias anotadas aos genes ribossomais foram removidas. As sequéncias
remanescentes foram alinhadas ao genoma humano (HG38) pelo software
STAR2 (DOBIN et al. 2013). Somente sequéncias mapeadas unicamente aos
genes anotados (ENSEMBL Genes build GRCh38.p12) foram mantidas. O
resultado do alinhamento compreende um arquivo no formato BAM (Binary
Alignment Map). Esses arquivos foram utilizados pelo programa HTSeq
(ANDERS et al. 2015) para quantificar o total de sequéncias de cada gene. Ao
final, esses valores foram normalizados por meio da métrica FPKM (Fragments

Per Kilobase of exon per Million reads mapped).

3.1.3 Classificagao molecular das coortes

Como os dados clinicos do METABRIC e do TCGA nao possuem infor-
magoes sobre a proteina nuclear KI-67, a abordagem utilizada para a defini¢ao

dos subtipos moleculares das amostras baseou-se na analise por IHC de trés
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marcadores proteicos, sendo eles o receptor de estrogénio (ER), receptor de pro-
gesterona (PR) e HER2, validado com hibridizagao in situ da proteina HER2.

A abordagem utilizada resultou em 4 subtipos moleculares, incluindo a
combinagao de horménio positivo (HR+4) ou negativo (HR-) e HER2 positivo
(HER2+) e negativo (HER2-). Além disso, as pacientes que nao possuiam
informagoes quanto a positividade ou negatividade dos hormdnios e da proteina
HER2 foram classificadas como NA (Not Available).

O total de amostras de cada subtipo molecular do TCGA, ME-
TABRIC e A.C.Camargo Cancer Center estao disponiveis na Figura
7. Para a caracterizacao dos dados, foram inicialmente selecionadas pacientes

com HER2+ ou HER2- e depois verificado se cada paciente era HR+ ou HR-.
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Lum A Lum B HER2+ NA
TCGA 158 599 155 41 144
N=1097 | (14,4 %) (54,6 %) (14,1 %) (3.7 %) (13,1 %)
METABRIC 318 1412 113 134 529
N = 2506 (12,7 %) (56,3 %) (4,5 %) (5.3 %) (21,1 %)
ACCCC 25 0 0 0 0
N =25 (100 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %)
HR+
HER2+

Figura 7 — Classificagdo molecular de amostras de cancer de mama das coortes do
TCGA, METABRIC e A.C.Camargo Cancer Center. Através dos dados clinicos, fo-

ram verificados quais pacientes possuem expressao da proteina HER2, e posteriormente quais possuem
expressdo dos receptores hormonais (ER e PR). Aquelas pacientes que ndo possuem informagio sobre
a proteina HER2 ou os receptores hormonais foram classificadas como NA (Not Available). Estas
andlises resultaram em 4 subtipos moleculares: CMTN; Lum A (Luminal A); Lum B (Luminal

B) e HER2+.

3.2 ANALISE ESTATISTICA

3.2.1 Anaélise de proporg¢ao (prop.test)

As pacientes diagnosticadas com tumores triplo-negativos foram catego-
rizados em dois grupos de acordo com seu prognoéstico e, descritos como segue:
(i) PP (Poor Prognosis), grupo de pacientes que morreram em até 3 anos apos
o primeiro diagnostico e, (ii) GP (Good Prognosis), pacientes com sobrevida
superior a 3 anos. Para verificar a assertividade do método em classificar pa-
cientes dentre esses grupos (PP e GP), foi utilizado o teste de proporgao de

Fisher (apresentado na curva de sobrevida Kaplan-Meier) para comparar quan-
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tas pacientes foram classificadas corretamente, ou seja, verificar se o grupo PP
estava enriquecido em pacientes que morreram em até 3 anos e se o grupo GP

concentrava pacientes que viveram mais de 3 anos.

3.2.2 Regressao de Cox

Para avaliar se os grupos classificados como PP e GP identificam popu-

lagbes com prognéstico independente de outras variaveis clinicas, foi utilizado a

analise multivariada de Coz (BENITEZ-PAREJO et al. 2011).

3.3 CLASSIFICACAO DOS TUMORES DE PACIENTES COM
CMTN EM 6 SUBTIPOS MOLECULARES (TNBCTYPE)

A classificacdo das pacientes CMTN do TCGA, METABRIC e
A.C.Camargo Cancer Center nos 6 subtipos moleculares propostos por (LEH-
MANN et al. 2011) foi feita através da ferramenta disponivel online (VANDER-
BILT 2018). Esta ferramenta faz uso de uma matriz contendo dados de expressao
génica normalizados por FPKM . Baseado no conjunto de dados de expressao
génica desse estudo, foram propostos seis subtipos de CMTN descritos a seguir:
dois subtipos basais (BL1 e BL2), imunomodulador (IM), mesenquimal (M),

mesenquimal-like (MSL) e luminal receptor de andrégeno (LAR).

3.4 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO

O enriquecimento dos termos bioldgicos, associados aos genes das assina-
turas, foi realizado pelo método clusterProfiler (YU et al. 2012), que calcula o
teste de enriquecimento para os termos do Gene Ontology (GO - Uma inicia-
tiva de bioinformatica que fornece uma ontologia (vocabulario compartilhado) de
termos definidos para representar propriedades especificas de genes (NATURE-
SUBJECTS-GO 2019)) e vias do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) com base na distribuigdo hipergeométrica. Para controlar as taxas de
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falsos positivos (FDR, do inglés False Discovery Rate) em multiplos testes, os

valores q (Storey 2002) também foram estimados.

3.5 INFILTRADO INFLAMATORIO

A estimacao da composicao do INF foi realizada pelo software CIBER-
SORT (NEWMAN et al. 2015), disponivel online (CIBERSORT 2019).

Os parametros utilizados na ferramenta CIBERSORT foram:

Assinatura génica capaz de estimar a proporcao de 22 tipos de leucocitos

(LM22);

1000 permutacgoes;

Escala em modo absoluto;

Normalizagao por quartil desabilitada (recomendavel para dados RNA-Seq

utilizados no presente estudo).

Para estas andlises foram utilizados os dados das coortes do TCGA e
METABRIC, devido as suas classificagoes estratificarem em dois grupos com
perfis perfis de sobrevida distintos (prop.test: p<0,01 em ambas as coortes).

Para as andlises posteriores, foram consideradas amostras com significan-
cia na estimagao (p<0,05). Este valor indica o sucesso da quantificacdo das
células na respectiva amostra.

Para avaliar a resposta imune presente em cada um dos grupos prognos-
ticos, foram feitas duas andlises:

A primeira andlise é uma comparacao (teste de Mann- Whitney com nivel
de significancia p<0,05) entre as proporgoes de cada um dos 22 tipos de leucéci-
tos identificados pela ferramenta CIBERSORT nos grupos PP e GP. Exempli-
ficando, ¢é verificado se as proporgoes de macrofago M1 é superior no grupo PP
em relacao ao grupo GP.

A segunda andlise é a comparacao (teste de Mann- Whitney com nivel de

significdncia p<0,05) entre os 22 tipos de leucdcitos identificados pela ferramenta
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CIBERSORT dentro de cada grupo (PP ou GP). Exemplificando, é analisado
se a proporcao de macrofago M1 é superior a proporcao de macrofago M2 dentro

do grupo PP.

3.6 CRIACAO DA ASSINATURA MULTIGENICA

A criagao da assinatura multigénica segue uma estrutura de filtros e testes
estatisticos a fim de obter dois grupos de genes com perfis distintos capazes de
identificar pacientes associadas a um alto (PP) e baixo risco (GP) de 6bito em
até 3 anos.

O ponto de corte para a divisdo dos grupos foi em 3 anos devido a alta
taxa de 6bitos (Figura 5) e a alta taxa de recorréncia (Figura 6) até este periodo.

A partir de uma andlise supervisionada, considerando informagoes clinicas
e de sobrevida global, foi realizada uma estratificacao de dois grupos de pacientes
denotadas como GP e PP (Figura 8). O grupo PP sdo as pacientes que
morreram até 3 anos, enquanto GP sao as pacientes que viveram mais que 3
anos (i). Em seguida, foram realizadas interagoes a fim de manter pacientes que
compartilham perfis de expressao génica mais similares dentro de cada grupo
(ii). A partir desse conjunto de pacientes, o perfil de expressao de cada gene foi
comparado entre os grupos PP e GP (iii). Finalmente, uma etapa adicional
foi realizada a fim de remover genes com alta variabilidade (iv) por meio do

coeficiente de Gini (O’HAGAN et al. 2018).
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Figura 8 — Etapas de elaboracao de assinatura multigénica. A criagio da assinatura
multigénica consiste em basicamente 4 etapas: (i) inicialmente, sdo definidos dois grupos de pacientes
(PP: pacientes que morrem em até 3 anos; GP: pacientes que vivem mais do que 3 anos) utilizando
os dados clinicos; (ii) em seguida, estes grupos de pacientes sdo filtrados utilizando PCA e k-means;
(iii) apés isso, é obtida a expressdo diferencial utilizando o teste de Mann- Whitney; (iv) finalmente,

sdo removidas pacientes que possuam alta variacdo nos genes utilizando o coeficiente de Gini.

3.7 CLASSIFICACAO DAS PACIENTES

Para a classificacdo das pacientes, foram estabelecidas algumas etapas
(Figura 9) que utilizam a assinatura multigénica gerada. A primeira etapa da
classificacao utiliza a assinatura multigénica para filtrar os dados de expressao
génica. Em seguida é feita uma normalizacdo dos dados por Z-Score. Apés
isso, é feito a comparacao por Mann-Whitney se o grupo de genes highPP

(genes altamente expressos no grupo PP e pouco expressos no grupo GP) é
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significativamente (p<0,05) maior que o grupo de genes lowPP (genes altamente
expressos no grupo GP e pouco expressos no grupo PP) e, neste caso, a paciente

é classificada como PP, caso contrario, a paciente é classificada como GP.
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Figura 9 — Etapas para a classificacdo utilizando a assinatura multigénica. A classifi-
cacgdo das pacientes utiliza a assinatura multigénica identificada (metodologia, se¢do 3.6), seguida da
normalizagdo por Z-Score. Em seguida é comparado por Mann- Whitney se os genes highPP possuem
maior expressdao (p<0,05) do que o grupo de genes lowPP, caso sejam, entdo a paciente é classificada

como PP, caso contrério é classificada como GP.

3.8 ANALISE DE SOBREVIDA (CURVAS DE KAPLAN-MEIER)

Desfechos clinicos como sobrevida global sobrevida livre de progressao e
tempo para progressao sao os eventos mais usados em oncologia. O estimador
de Kaplan-Meier (GOEL et al. 2010) é um método nao paramétrico baseado

em dados quantitativos que gera uma fungdo de distribuicdo do tempo até a
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ocorréncia desses eventos. No presente trabalho foi utilizado este estimador para

avaliar a sobrevida global das pacientes previamente classificadas como PP ou

GP.

3.9 CLASSIFICACAO DAS PACIENTES EM 3 GRUPOS

A fim de se analisar se ha subgrupos dentre as pacientes classificadas como
PP, foi feita uma inferéncia utilizando-se os valores de p resultantes do teste de
Mann-Whitney. Através destes valores de p, divide-se as pacientes PP em dois
grupos, o primeiro grupo sendo formado de pacientes com valor de p contidos
no primeiro decil (PPB10), ou seja, ordenam-se os valores de p do grupo PP e
aquelas pacientes que possuirem os 10% menores valores de p sdo denominadas
no grupo PPB10. O segundo grupo sao as pacientes PP que nao estao no grupo
PPB10 (PPO).

A mesma abordagem foi testada com o grupo GP, porém o teste Log-rank
nao resultou em diferencas significativas. Além disso, outras divisdes de quartis

foram testadas, porém, a melhor divisao foi no primeiro decil.
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4 RESULTADOS

Uma vez que foram analisados dados de expressao génica de duas
coortes internacionais (TCGA ¢ METRABRIC) e uma coorte interna
(A.C.Camargo Cancer Center), observamos que a anotacao dos genes sao
diferentes. As coortes do TCGA e A.C.Camargo Cancer Center foram rea-
lizadas usando uma anotagao (build GRCh38.p12) com 54.517 genes (ENSEMBL
ID), enquanto para a coorte do METABRIC foram usados 24.369 genes (Gene
Symbol). Desta forma, para a defini¢do dos grupos GP e PP, 92 genes foram de-
tectados na andlise na coorte do TCGA e validado na coorte do A.C.Camargo
Cancer Center e, destes, 50 genes também quantificados na coorte do META-
BRIC foram utilizados na classificacao destas amostras. Assim, no que se segue,

os resultados serao apresentados para a assinatura de 50 genes.

4.1 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

O estimador de Kaplan-Meier foi utilizado para avaliar o desfecho de so-
brevida das pacientes classificadas nos grupos GP e PP. A Figura 10 apresenta a
analise da coorte TCGA com 932 pacientes considerando o tempo de seguimento
e desfechos, incluindo perda de seguimento e morte dos 4 subtipos estudados no
TCGA (v12) e classificadas da maneira seguinte: HR-HER2- (N=155), HR-
HER2+ (N=40), HR+HER2- (N=584) e HR+HER2+ (N=153).

Podemos observar que pacientes representadas pela curva vermelha
(HR+HER2+) apresentam melhor sobrevida global, enquanto pacientes
representadas pela curva verde (HR-HER2- ou com tumores triplo-negativos)

apresentam pior sobrevida.
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Figura 10 — Sobrevida global dos subtipos moleculares das pacientes do TCGA.
Sobrevida global dos subtipos moleculares (HR-HER2-: triplo-negativo; HR-HER2+: HER2+;
HR+HER2-: Luminal A; HR+HER2+: Luminal B) das pacientes com cancer de mama a partir
dos dados do TCGA.

Ao se avaliar o grupo de pacientes com tumores triplo-negativos sepa-
radamente (Figura 11), podemos identificar uma caracteristica em relagdo ao
periodo de até 3 anos, onde ocorre a maioria dos eventos de mortes. Esses dados
sao consistentes com a literatura (DENT et al. 2007; ROOZENDAAL et al.
2016) e, assim, foi utilizado como primeiro critério para o classificador a fim de

predizer pacientes de alto (PP) baixo (GP) risco.
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Figura 11 — Sobrevida global das pacientes com CMTN a partir dos dados do

TCGA. Houve 14 ébitos em até 3 anos e 57 pacientes viveram mais do que 3 anos.

Ao se avaliar a sobrevida global da coorte do METABRIC, as pacientes
com tumores triplo-negativos (linha verde) obtiveram a segunda pior sobrevida
(Figura 12). Vale destacar que, no periodo desse trabalho (PEREIRA et al.
2016), as pacientes HER24 apresentaram pior progndstico, isso decorreu
possivelmente devido a algumas pacientes terem sido diagnosticadas antes de
2006, que foi quando o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o primeiro
tratamento especifico para este subtipo (GENENTECH-PRESS-RELEASES

2006).
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Figura 12 — Sobrevida global dos subtipos moleculares das pacientes do META-
BRIC. Sobrevida global das pacientes com cincer de mama em funcio dos subtipos moleculares
(HR-HERZ2-: triplo-negativo; HR-HER2+: HER2+; HR+HER2-: Luminal A; HR+HER2+:
Luminal B) a partir dos dados do METABRIC.

A Figura 13 ilustra somente as pacientes com CMTN e, novamente,

observamos uma alta taxa de 6bitos nos primeiros 3 anos.
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Figura 13 — Sobrevida global das pacientes com CMTN a partir dos dados do
METABRIC. Houve 63 6bitos em até 3 anos e 222 pacientes viveram mais do que 3 anos.
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Finalmente, a coorte do A.C.Camargo Cancer Center (Figura 14)
reflete 0 mesmo perfil encontrado nos dados do TCGA e METABRIC, ou

seja, uma alta taxa de mortalidade nos primeiros 3 anos.

= HR-HER2- [25]
100% ————
75% TR —— I
25%
0%
N K of k3 & AV &> E R N T N
Figura 14 —  Sobrevida global das pacientes com CMTN nos dados do

A.C.Camargo Cancer Center. Houve 6 ébitos até 3 anos e 16 pacientes viveram mais

do que 3 anos.

No cenario apresentado, podemos observar um padrao recorrente nas 3
coortes, fundamentando a escolha dos 3 anos como ponto de corte das pacientes

GP e PP.

4.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DAS COORTES (TCGA, ME-
TABRIC E ACCCC)

A Tabela 1 sumariza as caracteristicas clinicas das coortes utilizadas para
gerar a assinatura multigénica (TCGA) e para validagio (TCGA, META-
BRIC ¢ A.C.Camargo Cancer Center).
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Tabela 1 — Dados clinicos de pacientes com CMTN das coortes TCGA, META-
BRIC e A.C.Camargo Cancer Center.

LF: Perda de acompanhamento.

TCGA METABRIC A.C.Camargo Cancer Center

Obito (meses)

<= 36 14 63 6

> 36 8 50 0
LF (meses)

<= 36 84 14 3

> 36 49 172 16
Idade (anos)

<= 30 1 6 3

31-50 57 110 22

51-70 79 142 0

> 70 18 41 0
BRCA

BRCA1+ 10 NA 8

BRCA2+ 4 NA 0
Estadiamento

I 29 62 1

11 99 130 11

111 24 25 11

NA 3 82 2
T

T1 41 0 1

T2 96 0 17

T3 13 0 4

T4 5 0 3

NA 0 299 0
N

NO 104 0 9

N1 31 0 9

N2 13 0 4

N3 7 0 3

NA 0 299 0

4.3

DADOS CLINICOS DOS GRUPOS GP E PP

Apés a aplicagao da abordagem proposta neste trabalho e sumarizada nas

secoes 3.6 e 3.7, o classificador com 50 genes foi capaz de identificar os grupos

GP e PP. Os aspectos clinicos das respectivas pacientes estao apresentados na

Tabela 2.

Uma caracteristica relevante na abordagem para classificar pacientes de

alto e baixo risco, é avaliar se o classificador por nés elaborado é capaz de iden-

tificar grupos com prognéstico distinto independentemente de outras variaveis

clinicas. Para isso, foi utilizado a analise multivariada de Cox. Para os dados

das pacientes com CMTN do TCGA e A.C.Camargo Cancer Center foram

analisadas as seguintes variaveis: idade, TNM e estadiamento. J&, nos dados da

coorte do METABRIC foram analisadas as seguintes variaveis: grau histolégico,
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terapia hormonal, estado de menopausa, idade e estadiamento. Ao considerar
como limiar de significancia o valor de p<0,05, nao foram encontradas variaveis
que expliquem melhor os grupos PP e GP (classificagdo dos estadiamentos 11
e III) e, assim, a classificagao realizada por nossa abordagem é independente de

outras varidveis em todas as coortes avaliadas.

Tabela 2 — Dados clinicos de pacientes com CMTN das coortes TCGA, META-
BRIC e A.C.Camargo Cancer Center (estadiamentos I, II e III) associados a
classificagao utilizando a assinatura de 50 genes.

Teste exato de Fisher (6bito em até 3 anos comparado com sobrevida maior do que 3 anos nos grupos
PP e GP) - TCGA: p<0,01; METABRIC: p<0,01; A.C.Camargo Cancer Center: p=0,1.
LF: Perda de acompanhamento.

TCGA METABRIC ACCCC
PP GP PP GP PP GP
Obito (meses)
<= 36 13 1 22 41 3 3
> 36 1 7 10 40 0 0
LF (meses)
<= 36 23 61 1 13 0 3
> 36 10 39 19 153 2 14
Idade (anos)
<= 30 0 1 1 5 1 2
31-50 19 38 21 89 4 18
51-70 23 56 23 119 0 0
> 70 5 13 7 34 0 0
BRCA
BRCA1+ 1 9 NA NA 0 8
BRCA2+ 2 2 NA NA 0 0
Estadiamento
I 6 23 7 55 0 1
II 28 71 24 106 2 9
111 13 11 6 19 2 9
NA 0 3 15 67 1 1
T
T1 9 32 0 0 0 1
T2 31 65 0 0 4 13
T3 4 9 0 0 0 4
T4 3 2 0 0 1 2
NA 0 0 52 247 0 0
N
NO 31 73 0 0 1 8
N1 6 25 0 0 1 8
N2 5 8 0 0 2 2
N3 5 2 0 0 1 2
NA 0 0 52 247 0 0

4.4 SOBREVIDA GLOBAL E PERFIL DE EXPRESSAO NOS ES-
TADIAMENTOS INICTAIS

A fim de avaliar se os genes detectados anteriormente sao capazes de es-
tratificar pacientes em estagio inicial, foram feitas duas andlises, a primeira clas-

sificando pacientes com estadiamento I e a segunda classificando pacientes com
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os estadiamentos I e II.

4.4.1 Estadiamento I

Para as classificagdes das pacientes com estadiamento I (Figura 15)
foram analisadas pacientes das coortes do TCGA e METABRIC e nao foram
utilizadas pacientes da coorte do A.C.Camargo Cancer Center, pois nesta
coorte ha apenas uma paciente com estadiamento I. Na coorte do TCGA, nao
foi possivel diferenciar as pacientes quanto a sobrevida, ao considerar os testes
de Log-rank e de proporcao de o6bito até 3 anos (Log-rank: p=1, prop.test:
p=0,75). Quanto as pacientes do METABRIC, houve diferenca quanto aos
perfis de sobrevida pelo teste de Log-rank (p=0,01), porém nao houve diferenca
significativa nas proporgdes de dbitos até 3 anos (p=0,43) nas pacientes com

alto (PP) e baixo risco (GP).
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Figura 15 — Curva de sobrevida e o respectivo perfil de expressao génica das pacientes
classificadas como PP (vermelho) e GP (azul) de acordo com a assinatura com 50
genes (Estadiamento I). As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier
e os grupos comparados pelo teste de Log-rank. Os graficos de expressdo mostram dois conjuntos de
genes: O primeiro conjunto de genes sendo altamente expresso nas pacientes classificadas como PP e
pouco expresso nas pacientes classificadas como GP (conjunto de genes denominado como highPP);
O segundo conjunto de genes sendo altamente expressos em pacientes classificadas como GP e pouco

expressos em pacientes classificadas como PP (conjunto de genes denominado como lowPP).

4.4.2 Estadiamentos I e II

Conforme a Figura 16, a classificacao de pacientes com estadiamentos I
e II, utilizando-se 50 genes, foi capaz de identificar populagoes com sobrevidas
distintas pelo teste de Log-rank e o teste de proporgao de ébito até 3 anos nas
coortes do TCGA (Log-rank: p=0,04, prop.test: p=0,01) e METABRIC
(Log-rank: p<0,01, prop.test: p=0,017), porém, ao analisar a coorte do
A.C.Camargo Cancer Center, nao foi possivel diferenciar as pacientes

(Log-rank: p=0,62, prop.test: p=1).
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Figura 16 — Curva de sobrevida e o respectivo perfil de expressao génica das pacientes

classificadas como PP (vermelho) e GP (azul) de acordo com a assinatura com 50 genes

(Estadiamentos Ie H). As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e

os grupos comparados pelo teste de Log-rank. Os graficos de expressdo mostram dois conjuntos de

genes: O primeiro conjunto de genes sendo altamente expresso nas pacientes classificadas como PP e

pouco expresso nas pacientes classificadas como GP (conjunto de genes denominado como highPP);

O segundo conjunto de genes sendo altamente expressos em pacientes classificadas como GP e pouco

expressos em pacientes classificadas como PP (conjunto de genes denominado como lowPP).
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4.5 SOBREVIDA GLOBAL E PERFIL DE EXPRESSAO NOS ES-
TADIAMENTOS I, IT E III

Conforme a Figura 17, é possivel observar que as coortes do TCGA, ME-
TABRIC e A.C.Camargo Cancer Center apresentam um perfil de expressao
génica similar, onde, existem basicamente dois conjuntos de genes: o primeiro é
um grupo de genes que ¢ altamente expresso em PP e é pouco expresso em GP
(conjunto de genes denominado como highPP); O segundo é um grupo de genes
que ¢é altamente expresso em GP e pouco expresso em PP (conjunto de genes
denominado como highPP).

Em relacdo a sobrevida, nos dados do TCGA, METABRIC e
A.C.Camargo Cancer Center, o teste Log-rank obteve significincia (p<0,01,
p<0,01, p=0,04, respectivamente), enquanto no teste de proporgao de ébito
em até 3 anos, as coortes do TCGA e METABRIC obtiveram significincia
(p<0,01, p<0,01, respectivamente), porém, a coorte do A.C.Camargo Cancer
Center nao resultou em diferenca significativa (p=0,1). Ou seja, o método de
classificagdo utilizando a assinatura de 50 genes foi capaz de identificar dois
grupos com perfis de sobrevida distintos nas coortes do TCGA e METABRIC,
porém, nas pacientes do A.C.Camargo Cancer Center nao houve diferenga
significativa nas proporgoes de Obitos em até 3 anos nos grupos identificados
(PP e GP), isso ocorre, provavelmente devido ao niimero pequeno de pacientes
nesta coorte (25 amostras). Além disso, foi realizada a analise multivariada de
Coz e as populagoes encontradas se mostraram independentes de outras variaveis
clinicas nas coortes do TCGA e A.C.Camargo Cancer Center (idade, T, N
e estadiamento) e na coorte do METABRIC (idade, grau histoldgico, terapia

hormonal, estado de menopausa, estadiamento e tamanho do tumor).
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Figura 17 — Curva de sobrevida e o respectivo perfil de expressao génica das pacientes

classificadas como PP (vermelho) e GP (azul) de acordo com a assinatura com 50 genes

(Estadiamentos I,Ile HI). As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier

e os grupos comparados pelo teste de Log-rank. Os graficos de expressdo mostram dois conjuntos de

genes: O primeiro conjunto de genes sendo altamente expresso nas pacientes classificadas como PP e

pouco expresso nas pacientes classificadas como GP (conjunto de genes denominado como highPP);

O segundo conjunto de genes sendo altamente expressos em pacientes classificadas como GP e pouco

expressos em pacientes classificadas como PP (conjunto de genes denominado como lowPP).
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4.6 DIVISAO DAS PACIENTES COM CMTN EM 3 GRUPOS

Nesta etapa, o subtipo triplo-negativo foi estratificado em 3 grupos
(metodologia, segao 3.9) utilizando as coortes do TCGA, METABRIC e
A.C.Camargo Cancer Center classificadas utilizando a assinatura de 50 ge-
nes.

A partir dos dados classificados entre bom (GP) e mau prognéstico (PP)
nas 3 coortes, é possivel verificar que os grupos identificados em duas destas co-
ortes (TCGA e METABRIC) apresentam dois perfis de sobrevida distintos.
Na coorte do A.C.Camargo Cancer Center nao apresentou diferenca signifi-
cativa (ou seja, valor de p < 0,05) mediante o teste de propor¢ao de 6bito até 3
anos entre os grupos PP e GP, e, ao analisar o teste Log-rank, existe diferenca
significativa (p=0,04) entre os grupos de pacientes identificados (PP e GP).

Quando analisado os subgrupos de PP (PPB10 e PPO) identificados
pelo método descrito na sec¢ao 3.9 juntamente com o grupo GP, ocorre diferenga
nos valores de p nos testes de Log-rank e no teste de proporcao de ébito até
3 anos nos 2 conjuntos de dados com maior nimero de pacientes (TCGA e
METABRIC), embora nao tenha sido possivel estratificar as pacientes quanto
a sobrevida na coorte do A.C.Camargo Cancer Center, provavelmente devido
ao numero pequeno de pacientes.

Relembrando, o método de classificagdo compara, utilizando o teste de
Mann-Whitney, se o grupo de genes highPP (genes com alta expressdo nas
pacientes PP e baixa expressao nas pacientes GP) é significativamente (p<0,05)
maior que o grupo de genes lowPP (genes com alta expressdo nas pacientes
GP e baixa expressao nas pacientes PP). Sendo assim, a partir dos valores de
p resultantes do teste de Mann-Whitney na classificacdo, as pacientes PP com
menores valores de p possuem a pior quando comparados as demais pacientes

PP, que, por sua vez possuem pior sobrevida do que pacientes GP.
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Figura 18 — Subdivisdo das pacientes CMTN em 3 grupos (GP, PPB10 e PPO).

As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e os grupos comparados pelo

teste de Log-rank e o teste de proporcéo de ébito até 3 anos.

Podemos observar, na Figura 18, que existe um subgrupo de pacientes

que vao pior dentro do grupo PP. Essa caracteristica é observada nas coortes do

TCGA e METABRIC quando classificadas pela mesma assinatura.
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4.7 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO

Uma vez que a analise proposta neste estudo identificou uma assinatura
de 50 genes, uma etapa seguinte é a anotagao funcional dos processos biolégicos

nos quais esses genes estao envolvidos, conforme Figura 19.

S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase activity [ ]
structural constituent of ribosome [ ]

methyltransferase activity [ ]

transferase activity, transferring one-carbon groups [ ]

5S rRNA binding

cell adhesion molecule binding . [ ]
protein N-terminus binding ( ]
SH2 domain binding [ )
CCR chemokine receptor binding [ ]
chemokine receptor binding [ )
HIGH Low
(23) (24)

Figura 19 — Anaélise de enriquecimento da assinatura de 50 genes. Nas linhas estdo os
processos bioldgicos. Nas colunas estdo dois grupos de genes: o primeiro é formado por genes altamente
expressos em pacientes PP e pouco expressos em pacientes GP (HIGH); o segundo é referente aos
genes altamente expressos em pacientes GP e pouco expressos em pacientes PP (LOW). A cor das
bolas é referente ao valor de p ajustado e seu tamanho é referente a proporcdo de genes associados ao

processo biolégico.

A andlise de enriquecimento da assinatura de 50 genes identificou carac-
teristicas distintas para os dois grupos de genes (highPP e lowPP). Os genes
highPP apresentaram as atividades catalitica na transferéncia de grupos de car-
bono, além da atividade de contribuicdo na integridade estrutural da célula. Ao
passo que, os genes lowPP apresentaram atividades associadas a ligagao proteica,

entre elas, a ligacao aos receptores de quimiocinas.
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4.8 INFILTRADO INFLAMATORIO

Para avaliar o perfil de infiltrado inflamatério nos grupos classificados
utilizando a assinatura de 50 genes, foram feitas duas analises.

A primeira andlise (Figura 20) foi a comparacao de cada um dos 22
tipos de leucécitos identificados pelo CIBERSORT em cada grupo (PP e
GP) utilizando o teste de Mann-Whitney. Esta anélise serve para analisar as
diferengas de proporgoes de cada célula em cada grupo, por exemplo, se existe

maior propor¢ao de macréfago M1 no grupo PP ou GP.
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Figura 20 — Comparacao da proporg¢ao de 22 tipos de leucécitos entre os grupos PP
e GP das coortes do TCGA e METABRIC. A anilise foi feita utilizando o teste de Mann-
Whitney para analisar as proporgdes de cada leucécito entre os grupos PP e GP das coortes do TCGA
e METABRIC. As barras em vermelho indicam os tipos de leucécitos com maijores proporgdes no
grupo PP, enquanto as barras em azul indicam os tipos de leucécitos com maiores proporgdes no grupo

GP.

A segunda andlise (Figura 21) foi a comparacao entre os 22 tipos de
leucécitos dentro de cada grupo utilizando o teste de Mann- Whitney nos grupos

PP e GP isoladamente. Esta andlise serve para verificar quais tipos de leucocitos
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estao mais presentes em cada grupo (PP ou GP), por exemplo, é comparado se
h& maior propor¢cao de macrofago M1 ou macrofago M2 no grupo PP, porém
nao é comparado se ha maior propor¢ao de macréfago M1 no grupo PP em

relacao ao macréfago no grupo GP.



Capitulo 4. Resultados

40

Infiltrado inflamatério - TCGA e METABRIC
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Figura 21 — Comparagdo da proporgao entre os 22 tipos de leucdcitos nos grupos
PP ¢ GP das coortes do TCGA ¢ METABRIC. A anilise foi feita utilizando o teste
de Mann-Whitney para analisar as proporcdes de cada leucécito com os demais tipos de leucocitos

em cada grupo (PP e GP) das coortes do TCGA ¢ METABRIC. As barras em vermelho indicam

os tipos de leucécitos com maiores proporgdes no grupo de leucdcitos no eixo das abscissas quando

comparados com os leucécitos no eixo das ordenadas (B>A), enquanto as barras em azul indicam o

inverso (A>B).

A partir da primeira anglise (Figura 20) é possivel verificar que as pacien-
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tes classificadas como GP possuem maiores proporcoes de células plasmaticas, T
CD8+, T CD4+ naive, T CD4+ memoria ativada, T follicular helper, T gamma
delta, NK ativada, macréfago M1 e mastdcitos em repouso, enquanto nas pacien-
tes classificadas como PP foram identificadas maiores proporc¢oes de mastocitos
ativados, eosinofilos e neutréfilos.

Na segunda andlise (Figura 21), ao verificar somente as caracteristicas
divergentes nos dois grupos (PP e GP), as pacientes classificadas como GP
apresentaram maiores proporc¢oes nas células NK ativadas, células T gamma-
delta, T CD4+ memoéria ativada, mastocitos em repouso e células plasmaticas
em relagao a células T reguladoras. Quando ao grupo PP, as proporgoes de

macrofagos M2 foi superior as proporgoes de macréfagos M1.

4.9 CLASSIFICACAO TNBCTYPE

A fim de avaliar se os subtipos propostos por Lehmann et al. (LEHMANN
et al. 2011) sdo capazes de estratificar pacientes das coortes TCGA, META-
BRIC e A.C.Camargo Cancer Center, foi utilizada a ferramenta online
(VANDERBILT 2018). Como observado na Figura 22, os subtipos moleculares
nao foram capazes de separar as pacientes em popula¢oes com sobrevida global

distintos.
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Figura 22 — Avaliagdo da sobrevida das pacientes com CMTN nas coortes TCGA,
METABRIC e A.C.Camargo Cancer Center de acordo com os grupos definidos

pelo software TNBCtype.
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5 DISCUSSAO

O céancer de mama triplo-negativo (CMTN) é uma doenga heterogénea
que nao possui tratamento molecular especifico, além de possuir o pior prog-
nostico entre os tipos de cancer de mama (NOMAN et al. 2016). No presente
estudo, foram identificadas assinaturas multigénicas capazes de predizer pacientes
de baixo e alto risco em CMTN.

Uma abordagem que estratifica CMTN em 6 subtipos molecula-
res (TNBCtype) foi aplicada aos dados do TCGA, METABRIC e
A.C.Camargo Cancer Center e nao houve diferenca significativa quanto a
sobrevida dos respectivos subtipos. Esses resultados implicam que o valor prog-
néstico do TNB Ctype ainda é limitado, embora permita revelar alguns aspectos
de tratamento.

A abordagem desenvolvida nesta dissertacdo gerou uma assinatura mul-
tigénica com 50 genes utilizando os dados da coorte do TCGA. O perfil das
assinaturas utilizadas pelo classificador é formado por dois grupos de genes, o
primeiro que possui alta expressao em pacientes com mau prognostico e baixa
expressao em pacientes com bom prognéstico (highPP) e outro conjunto de ge-
nes que possui baixa expressao em pacientes com mau prognoéstico e alta expressao
em pacientes com bom prognéstico (lowPP).

A partir deste conjunto de genes, o método desenvolvido foi capaz de
classificar pacientes de bom (GP) e mau prognéstico (PP) nas coortes do TCGA
e METABRIC (Figuras 17), utilizando a assinatura de 50 genes (estadiamentos
I, IT e III). Percebe-se o sucesso dessa classificagao pela significincia obtida nas
comparagoes das sobrevidas globais dos dois grupos (p<0,05). Embora a coorte
do A.C.Camargo Cancer Center apresente um conjunto pequeno de pacientes
(N=25), observamos uma tendéncia de separacao dos dois grupos (Figura 17).

Adicionalmente, ao estimar o perfil de INF (metodologia, se¢ao 3.5) nes-
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tes grupos de pacientes, o grupo GP apresentou um perfil de INF com maiores
proporgoes de linfécitos como células plasmaticas (linfécito B efetor), T CD8+, T
CD4+ naive, T CD4+ memoria ativada, T follicular helper, T gamma delta e ou-
tras células com perfil inflamatério como NK ativada, macréfago M1 e mastécitos
em repouso em relagdo ao grupo GP. Por outro lado, as pacientes no grupo PP
foram identificadas maiores proporcgoes de células imunes inatas como mastocitos
ativados, eosinéfilos e neutréfilos em relagao ao grupo GP. Além disso, ao anali-
sar cada grupo isoladamente, as pacientes classificadas como PP possuem maior
proporc¢ao de macréfagos M2 em relacao a macrofagos M1, enquanto as pacientes
classificadas como GP nao possuem diferenca significativa entre as proporgoes
de macréfagos M1 e M2, o que pode indicar uma importancia nos papéis desses
leucécitos em pacientes com CMTN.

Além disso, para verificar a eficiéncia do classificador em estdgios iniciais
do tumor, foram feitas duas classificagoes das pacientes das coortes do TCGA,
METABRIC e A.C.Camargo Cancer Center utilizando a assinatura de 50
genes, a primeira andlise verificou as pacientes com estadiamento I (Figura 15) e
a segunda andlise verificou as pacientes com estadiamentos I e II (Figura 16).

Ao verificar a sobrevida na andlise de pacientes com estadiamento I, nao
foi possivel estratificar pacientes entre bom a mau prognostico em nenhuma das
coortes. Entretanto, ao analisar os estadiamentos I e II, foi possivel estratificar as
pacientes nas coortes do TCGA e METABRIC (prop.test: p=0,01 e p=0,02,
respectivamente). Quanto aos dados da A.C.Camargo Cancer Center, nao
houve diferenga significativa (p<0,05) no teste de proporcao de ébito até 3 anos
(p=1), possivelmente devido ao pequeno nimero de pacientes na andlise. Ou
seja, a assinatura de 50 genes foi capaz de classificar pacientes com CMTN nos
estadiamentos I e II.

Em outra analise (metodologia, segao 3.9), foi utilizada a assinatura com
50 genes nos dados do TCGA e METABRIC que estratificou pacientes classi-

ficadas como mau prognéstico (PP) em dois subgrupos e, foi possivel identificar
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aquelas pacientes que possuem pior sobrevida dentro do grupo PP, sendo assim,
ao analisar todas as pacientes CMTN, esta abordagem resultou em 3 subgru-
pos, sendo um com bom prognéstico (GP), outro com pior prognéstico dentro
do grupo PP (PPB10) e as demais pacientes do grupo PP (PPO). E, con-
forme Figura 18, foi possivel estratificar as pacientes das coortes do TCGA e
METABRIC em 3 grupos (prop.test: p<0,01 em ambas as coortes).

Neste trabalho, apresentamos uma proposta para a estratificacao do
CMTN considerando um perfil de expressao génica que separa subgrupos prog-
nosticos que, por sua vez, se correlacionam com o perfil imune. O entendimento
do cenario imunoldgico somado ao classificador progndstico pode apontar para
novas abordagens terapéuticas (LIU et al. 2018).

Como perspectiva futura, serd realizado um levantamento retrospectivo
das amostras no biobanco do A.C.Camargo Cancer Center em conjunto com
as informacoes do desfecho clinico a fim de levantar os casos para uma validagao
extensiva da assinatura. Pretendemos, assim, contribuir para o desenvolvimento
de preditores de baixo e alto risco e torna-lo acessivel as pacientes acometidas

por essa doenca.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foi proposto uma abordagem para detectar uma assi-
natura multigénica capaz de identificar pacientes de baixo e alto risco. A assina-
tura foi validada em coortes independentes, mostrando a sensibilidade do método.
Interessantemente, foi observado que o poder do classificador é independente de
outras variaveis clinicas. Estes achados destacam as oportunidades para uma
melhor estratificacao das pacientes de CMTN. Ao observar o perfil imunolégico
nos grupos de pacientes, ¢ possivel propor terapias mais adequadas para os res-
pectivos grupos. A anédlise funcional da assinatura revelou genes super expressos
associados a proliferagao celular em pacientes com alto risco (pior prognéstico).
Diferentemente de outras classificagoes que estratificam o subtipo CMTN em
ao menos 4 subtipos principais moleculares distintos (T'NBCtype, por exem-
plo), a abordagem proposta por este estudo tem como intuito a estratificagdo
entre pacientes entre altas e baixas taxas de dbito nos 3 primeiros anos. Assim,
a contribuicao deste trabalho permitiu identificar aspectos moleculares adicio-
nais comuns no cancer CMTN auxiliando, assim, na estratificacdo de potenciais

pacientes que possam se beneficiar de um tratamento mais personalizado.
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