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RESUMO

Faldoni FLC Identificagcdo de marcadores moleculares no carcinoma
inflamatério de mama. Sao Paulo; 2018. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antonio Prudente].

O carcinoma inflamatério de mama (CIM) é um tipo raro e agressivo de
doenga com progndstico extremamente desfavoravel e biologia molecular
pouco conhecida. Neste estudo foram avaliadas alteragdes no numero de
copias genbmicas (CNA) e perdas de heterozigose de copia neutra (cnLOH)
em 24 casos de CIM. A partir destes dados foram calculados os escores
(nTAI, LST e HRD-LOH) preditores da deficiéncia na via de recombinagéo
homdloga (HR). Em 21 destes casos foram também avaliadas muta¢des em
105 genes relacionados com o cancer, sendo 13 envolvidos na via de
recombinacdao homodloga (HR) por sequenciamento de alto desempenho
(tINGS). A maioria dos CIM analisados apresentou um grande numero de
CNAs, demonstrando alta instabilidade gendémica. Os ganhos gendmicos
foram mais frequentes que as perdas. As alteragcdes mais frequentes foram
ganhos em 1q32 e 8q24 e perdas em 17p13.1. As cnLOHs foram
observadas em um grande numero de casos, principalmente nos
cromossomos 3p e 6q. Nas regibes alteradas foram identificados
importantes genes incluindo aqueles envolvidos na resposta imunologica
(como CD46, CD55 e CR1), de matriz extracelular, associados a processos
metastaticos, entre outros. A analise de enriquecimento de vias biologicas
destacou as vias envolvendo os genes MYC, SQLE e MDM4. Foram
encontrados amplicons mapeados em 1q32.1 1932.2 1932.3, 8p23.1 e
17912-921.1, os quais podem estar associados com o fendtipo tumoral. Em
adicdo, as amplificacbes de CD46 e CD55 podem levar a supressao da
resposta imunoldgica, o que aponta para o potencial desses candidatos
como alvos terapéuticos. Foram também identificadas mutagdes nos genes
da via de HR: BRCA2, BRCA1, ATM, PALB2, RAD51B, RAD51D e MUS81.



Ao menos um dos trés escores de deficiéncia da via de HR foi alto em 15
dos 21 CIM, sendo 14 casos portadores de mutagdo em genes dessa via.
Estes achados sugerem que os pacientes com CIM podem se beneficiar do
tratamento com inibidores de PARP. Altos escores foram associados com
menor sobrevida em relacdo aos casos com baixos valores (p<0,019). As
mutacdes somaticas mais recorrentes ocorreram em TP53 (11 casos) e em
BRCAZ2 (9 casos). Mutagbes no gene TP53 sdo frequentemente descritas
em carcinomas mamarios, incluindo CIM. As mutacbes em BRCAZ2 séao
menos frequentes em literatura do que as descritas em nosso estudo,
possivelmente pelo significativo numero de pacientes com histéria de cancer
de mama. Este estudo permitiu a identificacdo de altos escores da via HR e
mutagbes em genes da via de HR, os quais podem ser relevantes para o
delineamento de estratégias terapéuticas mais eficazes para estas
pacientes. Além disso, foram identificados novos candidatos associados com
a resposta imunoldgica e a caracteristicas de pior prognostico, os quais
precisam ser avaliados por diferentes estratégias moleculares e num grupo
maior de casos de modo a contribuir para o avanco do conhecimento sobre

€SSes raros e agressivos tumores.



SUMMARY

Faldoni FLC [Identification of molecular markers in inflammatory breast

cancer]. Sao Paulo 2018. [Tese de Doutorado-Fundagao Antdnio Prudente].

Inflammatory breast carcinoma (IBC) is a rare and aggressive disease with
poor prognosis and its molecular biology is still poorly explored. In this report
we evaluated copy number variations (CNAs) and copy neutral loss of
heterozigosity (cnLOH) in 24 IBC samples. From these data, we calculated
scores (nTAl, LST e HRD-LOH) predictors of Homologous Recombination
Deficiency (HRD). A targeted-next generation sequencing was performed
using a panel with 105 cancer-related genes (13 HR genes) in 21 samples.
Most of the tumors presented a large number of CNAs showing high level of
genomic instability. Genomic gains were more frequent than losses. Gains of
1932 and 8qg24 and losses of 17p13.1 were commonly detected. cnLOH was
observed in almost all cases, mainly in chromosomes 3p and 6g. We have
identified important genes mapped in these altered regions, including those
involved in the immunological response (such as CD46, CD55 and CR1),
extracellular matrix, metastatic process and others. An enrichment analysis
using revealed pathways encompassing MYC, SQLE and MDM4 genes. We
also detected amplicons mapped on 1932.1 1932.2 1q32.3, 8p23.1 and
17q12-g21.1, which may be associated with the tumor phenotype.
Furthermore, amplification of CD46 and CD55 could promote immunological
response suppression, which pointed out their potential as therapeutic
targets. Mutations in HR genes were detected: BRCA2, BRCA1, ATM,
PALB2, RAD51B, RAD51D and MUSS81. At least one of three HR deficiency
scores was high in 15 of 21 IBC being 14 HR mutated carriers. These
findings suggest that IBC patients could benefit from PARP inhibitors
treatment. Cases with high scores were associated with worse survival
(p<0,019) compared with those with low scores. The mutational profile

showed recurrent somatic mutations in TP53 (11 cases) and BRCA2 (9



cases). TP53 mutations are frequently reported in breast cancer, including
IBC. BRCA2 mutations presented higher frequency in our CIM cases
compared with the literature data, possibly by the significative number of
patients with family history of breast cancer. This study allowed us to identify
high scores values of HR pathway and HR gene mutations that could be
translated into novel therapeutic strategies for the patients care. In addition,
new candidates associated with immunological response and worse
prognosis features were found. However, these findings need to be
evaluated using different molecular strategies and a larger number of cases,
which together has potential to contribute to better understand this rare and

aggressive tumor.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma de mama (CM) é o tipo mais comumente encontrado em
mulheres em todo o mundo. Segundo as estimativas para 2017 (SEER -
Surveillance, Epidemiology and End Results Program 2017), foram
estimados nos Estados Unidos 252.710 novos casos de cancer de mama.
As taxas de incidéncia variam entre as diferentes regides do mundo, com as
maiores taxas na Europa Ocidental (96/100 mil) e as menores na Africa
Central e na Asia Oriental (27/ 100 mil) (Cancer Research UK 2018). Para o
Brasil, estimam-se 59.700 casos novos de cancer de mama, para cada ano
do biénio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil
mulheres (Ministério da Saude 2018).

Os CMs podem ser categorizados de acordo com o subtipo
histolégico e molecular. Até 2012 mais de 75% dos tumores diagnosticados
como invasivos, eram definidos como carcinomas ductais e
aproximadamente 5 a 15% como carcinomas lobulares, entretanto, foram
definidas e identificadas outras variantes menos comuns (CALDARELLA et
al. 2013). Em 2012, o WHO Classification of Tumors of the Breast, publicou
uma atualizagdo propondo algumas modificagdes. A terminologia do tumor
mais comum, o Carcinoma Ductal Invasivo sem outra Especificagdo (SOE),
passou a ser chamado de Carcinoma Invasivo sem Tipo Especial (Invasive
carcinoma of no Special Type- NST), o qual compreende os tumores sem

caracteristicas especificas de diferenciagao. A diferenca desta nomenclatura



ocorre apenas pela retirada do nome “ductal”, pois este transmitia a ideia de
ser derivado histologicamente dos ductos, o que pode nao ser comprovado,
porém as duas nomenclaturas sdo sinonimias e ambas sao aceitas pelos
patologistas.

A nova classificacdo inclui também nove tipos especiais e suas
variantes e 11 tipos muito raros de tumores mamarios. Entre os subtipos
especiais, foram incluidos os carcinomas lobulares invasivos, tubular,
cribriforme, carcinomas com caracteristicas medulares, carcinoma mucinoso,
carcinoma com diferenciacdo de células em anel de sinete, carcinoma com
diferenciagdo apdcrina, carcinoma micropapilar invasivo e carcinoma
metaplasico sem tipo especial. Dentre os tipos raros foram incluidos os
tumores tipo glandula salivar/anexos cutaneos, carcinoma secretorio,
carcinoma mucoepidermoide, carcinoma polimorfo, carcinomas com
elementos neuroenddcrinos, carcinoma papilar invasivo, carcinoma de
células acinares, carcinoma oncocitico, carcinoma rico em lipidios,
carcinoma de células claras rico em glicogénio e carcinoma sebaceo. Dois
padrdes clinicos, o carcinoma inflamatdrio e carcinomas mamarios bilaterais
sincrénicos e nao sincronicos, também foram incluidos na abordagem dos
subtipos especiais (LAKHANI et al. 2012). Estes tipos incomuns apresentam
uma morfologia distinta e apresentam fatores progndsticos e preditivos
diferentes dos demais subtipos (CALDARELLA et al. 2013).

Segundo o AJCC Cancer Staging Manual, 8th edition (AMIN et al.
2017), embora o sistema TNM (T; tamanho tumoral; N: comprometimento de

linfondos e M: metastase a distancia) tenha valor determinante no resultado



futuro do paciente, na pratica clinica, devem ser considerados multiplos
fatores que sejam relacionados com prognostico e predicdo. Além da
avaliagdo do comprometimento linfonodal axilar, tamanho e estadiamento
tumoral, o grau e subtipo histoldgico, idade da paciente, perfil de expressao
dos receptores de estrogeno (ER), progesterona (PR), do fator de
crescimento epidérmico (ERBB2/HER?2) assim como o indice de proliferagcao
celular (Ki67) também sao essenciais na tomada de decisdes. Estas
caracteristicas sao essenciais, por exemplo, para a tomada de decisdo da
necessidade ou ndo da paciente receber tratamento hormonal (anti-
estrégeno) ou anti-HER2. O sistema TNM pode ser determinado
clinicamente, (cT, cN, ¢/pM), e em conjunto com os dados de expressao de
ER, PR e HER2 e grau tumoral, permitem um primeiro estadiamento que
direcionara a paciente para, por exemplo, cirurgia com tratamento adjuvante
(neoadjuvancia). Apds a ressecgao cirurgica, antes de qualquer tratamento,
pode ser determinado o estadiamento a partir da analise anatomopatoldgica,
(pT, pN, c/pM), em conjunto com a avaliagdo do grau, expressao de ER, PR
e HER2 e ensaios genémicos, quando disponiveis (como OncotypeDx® em
pacientes T1 ou T2, NO, MO, positivos para ER e negativos para HER2)
(AMIN et al. 2017).

A expressdo do ER e PR detectados por imunoistoquimica (IHQ) é
utilizada na rotina clinica, tendo essas proteinas aplicagdo progndstica e
preditiva, definindo a resposta ao tratamento do CM com hormonioterapia
(HT) (AMIN et al. 2017). A amplificagdo do gene HERZ2/ERBB2 com

consequente aumento de expressdo da proteina na superficie da célula



tumoral, é relatado em 20% dos CM e estd relacionada a um pior
prognoéstico (CALDARELLA et al. 2013).

O proto-oncogene HERZ2/ERBBZ2 codifica um receptor para tirosina
quinase e esta envolvido em varias vias reguladoras da proliferagéo,
invasao, sobrevivéncia e motilidade celular (para revisdo CORBEN 2013). O
aumento da expressao deste gene é um fator preditivo ao tratamento com o
anticorpo monoclonal Trastuzumabe, o qual se liga a porgao extracelular da
proteina HER2, impedindo a sua dimerizacdo e, consequentemente,
interrompendo a transdugdo de sinal e o crescimento celular. Como
consequéncia, ocorre o aumento da sobrevida livre de doenca e sobrevida
global das pacientes, tanto na doenga localizada quanto na metastatica
(BENSON et al. 2009; GIANNI et al. 2016). Recentemente, a utilizagdo de
Pertuzumabe demonstrou aumento significativo nas taxas de sobrevida livre
de doencga invasiva em pacientes com cancer de mama HER2 positivo
quando adicionado ao Trastuzumabe e quimioterapia (BASELGA et al. 2012;
SWAIN et al. 2015). O anticorpo Pertuzumabe se ligar ao dominio de
dimerizacdo do HERZ2, inibindo sua heterodimerizacdo com outros
receptores da familia HER. Estes dois anticorpos induzem citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos (SWAIN et al. 2015). O
aumento da expressao da proteina HER2 é detectado por IHQ ou pela
presenca da amplificacdo génica, identificada pela metodologia de FISH
(Hibridacdo in situ por Fluorescéncia) ou CISH (Hibridagdo in situ

Cromogénica), por exemplo (ROSA et al. 2009, 2013).



Para compreender a complexidade biolégica do cancer de mama,
subtipos moleculares foram estabelecidos e definidos em cinco grupos,
luminal A, luminal B, HER2, basal-like e normal-like (revisado em KIM et al.
2018). Os primeiros estudos que evidenciaram esses subtipos foram
conduzidos por PEROU et al. (2000) e SORLIE et al. (2001) que avaliaram o
perfil de expressdo génica global em CM. Baseados na similaridade ou
diferenca de seus perfis de expressao, foi verificado que os tumores do
subtipo luminal apresentam expressao elevada de ER e mostram perfis de
expressao similares as células luminais da glandula mamaria normal. Os
tumores basal-like mostram expressao negativa dos receptores hormonais e
expressam genes geralmente detectados em células do epitélio
basal/mioepitelial. Os tumores HER-2 apresentam expressao elevada deste
gene com concomitante amplificacdo génica e os casos denominados de
normal-like ficaram agrupados com amostras de fibroadenoma e mama
normal. Subsequentemente, demonstrou-se que o subtipo luminal poderia
ser subdividido em luminal A e B (SORLIE et al. 2003). Os tumores do tipo
luminal A e B podem ser discriminados pelo indice de proliferacdo celular,
Ki67 baixo ou alto, respectivamente (THOMPSON et al. 2011). Entre outras
diferencas, os tumores luminais A sdo positivos para ER e/ou PR e
negativos para HER2 e apresentam Ki-67 baixo (<14%). Por outro lado, os
tumores luminais B sao positivos para ER, negativos para PR e positivos ou
negativos para HER2 e apresentam Ki-67 alto (214%) (BRAUN et al. 2013).
Comparativamente, os tumores luminais A apresentam bom progndstico e

sao resistentes a quimioterapia e sensiveis ao tratamento hormonal, ao



passo que os luminais B apresentam, em geral, pior progndstico, respondem
melhor a quimioterapia e sdo menos sensiveis ao tratamento hormonal
(revisado em PRAT e PEROU 2011).

Em 2010, PRAT et al. relataram um novo subtipo molecular,
denominado claudin-low. Estes tumores sao caracterizados pela expressao
baixa a ausente dos marcadores de diferenciacdo Iluminal, alto
enriquecimento para marcadores de transicdo epitélio-mesénquima, genes
de resposta imunoldégica e fendtipo de células-tronco tumorais. Clinicamente,
a maioria dos tumores enquadrados neste subtipo molecular, & ftriplo-
negativo e com alta frequéncia de diferenciagdo metaplasica e medular.
Estes tumores também tém uma taxa de resposta a quimioterapia
neoadjuvante padrdo, a qual pode ser classificada como resposta
intermediaria entre os tumores basal-like e luminal.

Em geral, os tumores basal-like acometem especialmente mulheres
afro-americanas e associados um progndéstico desfavoravel, pois nao
possuem expressao de receptores hormonais ou aumento de expressao de
HER2 (triplo-negativos), além de apresentarem expressao de citoqueratinas,
receptor do fator de crescimento epidérmico e outros genes relacionados
com células basais. Em estudos do perfil de expressédo génica, o cancer de
mama associado a mutagdes no gene BRCA1 se agrupa com o grupo basal-
like. Além disso, muitos tumores basal-like esporadicos mostram disfuncao
de BRCA1 (SCHNITT 2010).

SANTAGATA et al. (2014) propuseram uma classificagdo dos tumores

de mama baseada no fendtipo das células epiteliais mamarias normais.



Foram identificados 11 estagios de diferenciacdo das células luminais os
quais foram associados com quatro principais subtipos diferencialmente
expressos de receptores hormonais de vitamina D, andrégenos e estrogenos
relacionando-os com a sobrevida dos pacientes (HRO: ndo expressa nenhum
dos receptores e esta associado a um pior prognostico; HR3: expressa os

trés receptores hormonais e esta associado a um melhor prognéstico).

1.1 O CARCINOMA INFLAMATORIO DA MAMA

O carcinoma inflamatoério de mama (CIM) € um subtipo raro de cancer
de mama que apresenta progndstico desfavoravel. E caracterizado por uma
incidéncia n&o uniforme quanto a distribuicdo geografica, sendo mais comum
no Norte da Africa atingindo mais mulheres afro-descendentes quando
comparado com mulheres brancas (WINGO et al. 2004; HANCE et al. 2005;
IL'YASOVA et al. 2011; VAN UDEN et al. 2015).

O CIM corresponde a 2,5% dos casos de cancer de mama nos
Estados Unidos (HANCE et al. 2005; VAN UDEN et al. 2015), 5 a 7% dos
casos de carcinomas de mama na Tunisia (BOUSSEN et al. 2008) e 11%
dos casos no Egito (SOLIMAN et al. 2009), as quais sao consideravelmente
mais elevadas do que no Ocidente. Para o nosso conhecimento, nédo ha
dados sobre a incidéncia deste tipo tumoral no Brasil.

Além da variabilidade da distribuigdo geografica dos CIM, ocorrem
disparidades relacionadas a fatores etarios, de ragca e socioeconémicos

(LEVINE et al. 1985; HANCE et al. 2005).



Os fatores de risco associados aos CIM sédo pouco compreendidos;
entretanto; foram associados a esses tumores o alto indice de massa
corpérea (IMC), fatores relacionados com os horménios como idade precoce
de menarca e pré-menopausa (maior propor¢gao de pacientes CIM na pré-
menopausa do que os nado CIM), etnia (preditor independente de risco
elevado de mortalidade por cancer de mama) e status socioeconémico
(preditores independentes de diagndstico de estagio avangado de cancer de
mama) (SCHAIRER et al. 2013; VAN UDEN et al. 2015). Nao foi claramente
evidenciada a associagao deste subtipo tumoral com mutagcbes genéticas
herdadas ou histéria familiar, mas sabe-se que sao tumores que apresentam
muitas alteracdes cromossémicas e mutacdes somaticas. Fatores de risco
como infecgbes virais ou inflamagao crbénica tém sido sugeridos como
associado a sua etiologia, porém ha poucas evidéncias em literatura
(MENTA et al. 2018). Portanto, uma reunido de fatores intrinsecos e
extrinsecos levam a alteracdes cromossémicas e dano ao DNA, promovendo
diversas alteragdes celulares vantajosas que conduzem ao processo tumoral

(Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrando o processo carcinogénico das células do

tecido mamario. Fatores ambientais associados aos efeitos dos horménios ovarianos
nas células da mama, promovem proliferagcdo celular que pode ser intensificada pela
desregulacdo do metabolismo de lipidios e colesterol. Um constante estimulo de
proliferagdo significa menor tempo para o reparo de alteragdes, levando a célula mamaria a
reproduzir erros como mutacgdes, CNAs (Alteragdes no numero de cépias) e cromotripsis. O
acumulo dessas alteragdes associadas com a inibicdo do sistema imunolégico, podem ser
fatores associados a génese tumoral.

O CIM é a forma mais letal de carcinoma mamario e é caracterizado
por rapida progressao e comportamento agressivo desde as fases iniciais da
doenca (ROBERTSON et al. 2010; VAN UDEN et al. 2015) sendo
responsavel por 7 a 10% das mortes associadas ao cancer de mama em
estados do oeste dos Estados Unidos, correspondendo a 4.000 mortes por
ano neste pais (HANCE et al. 2005; MENTA et al. 2018).

Na apresentacdo clinica sdo observados sinais inflamatérios como
eritema, edema cutaneo, pele tipo casca de laranja com espessamento e
aumento de temperatura local e dor (TARDIVON et al. 1997). Com o
aparecimento desses sinais, muitas pacientes procuram o atendimento

meédico, entretanto, como € comum a auséncia de massas palpaveis, &
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excluido o diagnostico de cancer e a lesdo acaba sendo tratada como uma
mastite bacteriana. Como consequéncia, ocorre o atraso do diagndstico e
comprometimento do progndstico dessas pacientes. Em 2005, WALSHE e
SWAIN relataram que um exame clinico preciso pode detectar 55% a 85%
dos casos de CIM assim como a presenca de pequenos noédulos nos
linfonodos axilares e supraclaviculares.

A dificuldade no diagnéstico dos CIM esta no fato de existirem outras
patologias que apresentam caracteristicas clinicas e sinais similares a estes
tipos tumorais, como nas infecgdes (mastite que frequentemente apresenta
febre e melhora com o uso de antibidticos), traumas (gerando lesdes
teciduais internas e inflamagédo) e outras doengas neoplasicas, que sao
denominadas tumores inflamatérios secundarios (metastase e leucemias
que podem afetar a pele que recobre a mama) (DAWOOQOD et al. 2011).

O aparecimento brusco das lesdes na pele associado ao fato de que
muitas mulheres ja apresentam comprometimento de linfonodos e
metastases ao diagndstico, sugere um fendtipo altamente invasivo com
taxas de progressao tumoral ndo compativeis com as taxas de crescimento
observada em tumores solidos (JAIYESIM et al. 1992; MERAJVER et al.
1997; MCCARTHY et al. 2002; MENTA et al. 2018).

Embora estes tumores apresentem manifestacdes clinicas peculiares,
nao existem achados histolégicos especificos que os diferencie dos demais
tipos de carcinomas, exceto pela presenga de émbolos tumorais espalhados
no sistema linfatico cutaneo e subcutaneo (CORBEN 2013; MENTA et al.

2018). Esses achados mostram alto grau de angiogénese e invasdao dos
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vasos linfaticos. Os émbolos tumorais (achado histoldégico classico)
interferem na drenagem local contribuindo com o edema (ROBBINS et al.
1974; VAN UDEN et al. 2015; LIM et al. 2018). Estes émbolos por serem
formadas por massas celulares pouco aderentes, se desprendem e se
espalham por disseminacdo passiva e continua favorecendo a metastase a
distancia e recorréncia local (ALPAUGH et al. 2002). A invasao dos vasos é
uma caracteristica intrinseca observada desde o seu surgimento e ndo um
evento progressivo (ALPAUGH et al. 1999; VAN UDEN et al. 2015).
Portanto, o termo carcinoma inflamatério ndo diz respeito a um infiltrado de
células inflamatérias caracterizando o tumor, e sim a aparéncia eritematosa,
edemaciada e quente do local, os quais s&o sinais inflamatdrios classicos
(DIRIX et al. 2006).

A porcentagem de carcinoma ductal e outros subtipos histoldgicos
nos CIM é semelhante ao dos tumores nao inflamatdrios (JAIYESIMI et al.
1992), e por ndo possuirem caracteristicas especificas, 0 exame patoldgico
se torna dificil de ser realizado com precisao (YAMAUCHI et al. 2012).

Apesar de sua natureza agressiva, ainda nao foi encontrado um
marcador que seja especifico para esta doencga, tanto para a diferenciagéo
da morfologia celular e histolégica, como em nivel molecular. Na auséncia
desses critérios, o diagndstico depende inteiramente dos critérios definidos
pela classificagdo TNM. A discrepancia no diagndstico, na maioria dos
estudos moleculares e nos ensaios clinicos, leva a exclusdo de pacientes
com a doenca ou a inclusdo de pacientes sem a doenca, reduzindo o

desenvolvimento de novas drogas especificas para este tipo tumoral,
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almejado ha anos pela industria farmacéutica (FOUAD et al. 2017; LIM et al.
2018).

Quanto ao estadiamento destes tumores, os individuos com CIM
estadio IV tém sobrevida significativamente pior quando comparados aos
pacientes com cancer de mama néo inflamatdrio. Portanto, € imperiosa a
distincdo entre essas duas formas do cancer de mama, para o
reconhecimento do pior progndstico nos casos de CIM. Essa representagao
imprecisa conduz a uma incerteza em termos de critérios de selecao para a
investigacao clinica e experimental, pois o sistema TNM nao considera
diferencas significativas na sobrevida entre os dois grupos de tumores no
estadio IV (AMIN et al. 2017).

Segundo os novos critérios para a classificagdo dos CIM do American
Joint Committee on Cancer 8" Edition, que entrou em vigor em 2018, o CIM
€ caracterizado pelo eritema difuso e edema (peau d’orange) envolvendo um
terco ou mais da pele da mama. O tumor é classificado como ¢cT4d sendo
importante ressaltar que o diagnéstico clinico é o principal a ser considerado
nestes casos. Em analises de imagem, pode ser detectada uma massa e o
espessamento da pele mamaria, mas nem sempre estas caracteristicas
estdo presentes. Uma massa subjacente pode ser ou ndo palpavel, sendo
que as alteragdes cutadneas sao causadas pelo linfedema ocasionado pela
presenca de émbolos nos vasos linfaticos da derme, que pode ou nao ser
detectado em biopsias. Portanto, os achados de émbolos tumorais na pele
nao s&o necessarios para o diagnostico de CIM. Entretanto, € necessaria a

identificacdo histolégica para demostrar um carcinoma invasivo no
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parénquima ou nos vasos linfaticos. A determinacdo dos marcadores
moleculares (ER, PR, HER2) e grau histoldgico sdo imprescindiveis para o
tratamento (AMIN et al. 2017).

Tumores mamarios que apresentam émbolos nos vasos linfaticos,
sem a presenca das alteracdes caracteristicas na pele da mama, devem ser
classificados de acordo com o tamanho do tumor (T1, T2 ou T3) e ndo como
inflamatérios. Segundo o consenso, ndao podem ser diagnosticados como
inflamatdrios os tumores avancados que invadem os vasos da derme ou
causam ulceracdo na pele, sem alteracbes tipicas na pele. Uma das
caracteristicas do CIM é seu inicio abrupto e sua rapida evolucéao (inferior a
6 meses), em relagdo ao primeiro sintoma, portanto ndo devem ser
considerados como inflamatérios tumores nos quais houve a negligéncia no
tratamento (AMIN et al. 2017). Além disso, estes tumores apresentam uma
alta taxa de metastases ao diagndstico (aproximadamente 30%) e, portanto,
o estadiamento inicial preciso é fundamental para planejar um tratamento
sistémico e locorregional adequado (GROHEUX et al. 2013).

Em relagao a idade, mulheres com CIM apresentam idade mais jovem
do que em tumores ndo-CIM (VAN UDEN et al. 2015). A mediana da idade
do diagnédstico em pacientes com CIM é de aproximadamente 5,25 anos
mais jovem do que em pacientes com cancer de mama nao CIM (HANCE et
al. 2005).

O tratamento para o CIM inclui terapia sistémica neoadjuvante,
cirurgia e radioterapia, incluindo terapia baseada em antraciclina e/ ou

taxano e terapia adicional direcionada a HER2 na neoadjuvancia quando
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positivos ou hormonioterapia com tamoxifeno quando positivos (luminal A).
Os casos triplo negativos sao tratados apenas com quimioterapia, pois ainda
nao possuem tratamento alvo (MENTA et al. 2018. Todos os subtipos
moleculares sao consideravelmente mais agressivos nos CIM do que nos
demais tumores de mama, com pior sobrevida livre de doenga (MASUDA et
al. 2013; MENTA et al. 2018).

Pacientes no estadio Ill, recebem a neoadjuvancia com antraciclina e
taxano, cirurgia e radioterapia, com boas taxas de resposta. Pacientes no
estadio IV (aproximadamente um tergo dos pacientes com CIM apresentam
doenga metastatica ao diagndstico) sao tratados com quimioterapia
sistémica, ndo sendo comumente indicado nestes casos a cirurgia e
radioterapia (MENTA et al. 2018).

Varios ensaios clinicos tentaram abordar a questdo do beneficio na
terapia local em pacientes CIM e nao-CIM no estadio IV, sendo que os
pacientes CIM foram associados com menor sobrevida global em relagéo
aos nao-CIM (2,3 vs 3,4 anos) (AKAY et al. 2014).

A resposta ao tratamento é avaliada utilizando dados do exame
clinico e radiolégico a cada 6 a 12 semanas. Para o estadio lll, a resposta
patolégica completa (pCR) é de aproximadamente 15,2%, sendo 7,3% para
0 subtipo positivo para receptores hormonais/HER2+, 30,6% para o subtipo
negativo para receptores hormonais/fHER2+ e 18,6% para os triplo-
negativos. Em geral, a pCR em pacientes com CIM é menor em comparagao

com os tumores ndo-CIM no mesmo estadio e subtipo molecular. Mais
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importante, a pCR mostrou ser um marcador preditivo de sobrevida nos CIM
(MASUDA et al. 2014; MENTA et al. 2018).

Embora todos os subtipos moleculares que ocorrem nos carcinomas
nao CIM também ocorrem nos CIM, a proporcdo com que ocorrem €
diferente. A incidéncia do subtipo receptor hormonal positivo nos CIM ocorre
em 30% dos casos de CIM e 60-80% nos ndo-CIM (LI et al. 2011; MASUDA
et al. 2014). As taxas de incidéncia dos subtipos HER2 positivo e TNBC
(triplo negativos) sdo maiores nos CIM quando comparados aos nao CIM.
Os tumores HER2 positivos compreendem 40% nos CIM versus 25% nos
nao CIM enquanto os TNBC correspondem a 30% dos CIM versus 10-15%
nos ndo CIM (PARTON et al. 2004; KERTMEN et al. 2015).

Além de altas taxas de proliferagao celular e angiogénese, expressao
aumentada de quimiocinas, receptores de quimiocinas, E-caderina e MUC1,
os CIM também apresentam mutagbes no gene TP53 (revisado por
BERTUCCI et al. 2014) e elFG41 (SILVERA et al. 2009).

Alguns ensaios clinicos estdo em andamento, como a utilizagdo a
neoadjuvancia de Bevacizumab (anti-VEGF), Ruxolitinib (inibidor de JAK-
STAT), Eribulin (quimioterapia com propriedades anti-células tronco);
adjuvancia de Pembrolizumab (anti PD-1), Atezolimumab (anti PDL-1),
Cobemetinib (inibidor de MEK), Talimogene laherparepvec (imunoterapia
oncolitica), Olaparib e radioterapia, entre outros (LIM et al. 2018; MENTA et

al. 2018). Atualmente, estes ensaios estao na fase Il (LIM et al. 2018).
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12 O CARCINOMA INFLAMATORIO DA MAMA E O

MICROAMBIENTE TUMORAL

Apesar da literatura enfatizar que a palavra “inflamatério” se refere
apenas aos sinais inflamatorios decorrentes da embolia dos vasos linfaticos
da derme pelas células tumorais, e nao pela ativagdo das vias inflamatdrias,
muitos grupos tém estudado o envolvimento de células do sistema
imunolégico e células do microambiente tumoral que possam estar
envolvidas no processo. Diversos autores propuseram inumeras
associagdes entre o processo imune com fatores preditivos favoraveis em
termos de sobrevida e resposta a quimioterapia aplicado ao cancer de mama
(RODY et al. 2009; DENKERT et al. 2010; ALI et al. 2014; LOI et al. 2014).

A presenga de macrofagos associados com metastase (MAMs) no
sitio metastatico (os quais estdo envolvidos com o microambiente que
favorece o tumor) parecem estimular o extravasamento de células tumorais,
sobrevivéncia e subsequente crescimento de metastase pulmonar (CHEN Q
et al. 2011). Nos CIM, foi relatado que os MAMs que promovem a metastase
sao mediados pela IL-6 secretada pelas células epiteliais e também pelas
células tronco mesenquimais (WOLFE et al. 2016).

A interacdo entre o receptor PD1 (Programmed Cell Death 1)
(presente nos linfécitos T) e de um de seus ligantes o PDL1 ou CD274
(presente em células tumorais e outras células do sistema imunoldgico) é
uma das principais vias inibitérias da resposta imunoldgica. A expressao

desse ligante nas células tumorais cria um microambiente imunossupressor
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que favorece a progressao tumoral. Quando o PDL1 interage com o receptor
PD1, ocorre supressdo da migragao, proliferagdo e secregdo de citocinas
dos linfécitos T, impedindo a resposta adequada que eliminaria a célula
tumoral. Diversos ensaios clinicos testaram drogas anti-PD1 ou anti-PDLA1
em tumores que expressam altos niveis desses ligantes como novas
estratégias terapéuticas. Os CIM apresentam expressdao aumentada de
PDL1 em aproximadamente 30% dos casos quando comparados aos nao-
CIM, portanto esses pacientes poderiam se beneficiar deste tipo de
imunoterapia (BERTUCCI et al. 2015).

As células do CIM migram rapidamente de seu sitio para os vasos
linfaticos da derme da mama, levando a perda de adesdo. A transigao
epitélio-mesénquima (EMT) é um processo biolégico no qual uma célula
epitelial perde sua caracteristica sedentaria ganhando motilidade. Este
processo parece ser fundamental para o fendtipo metastatico da célula
tumoral e pode ser controlado por fatores de transcricdo codificados por
diversos genes, incluindo os associados com a migragao celular durante a
embriogénese (SOX2, SNAI1T e SNAI2), ou envolvidos com a repressao da
regidao promotora do gene codificador da E-caderina (SNAI1, SNAI2 e ZEB1)
(revisado por COHEN et al. 2015). Outros genes como o TWIST (YANG et
al. 2004), FOXC2 (MANI et al. 2007) e TGM2 (KUMAR et al. 2010) também
foram descritos como envolvidos no controle da EMT. Embora a EMT pareca
ser fundamental e um passo necessario na rapida progressao tumoral, os
CIM sao caracterizados por altos niveis da molécula de adesao E-caderina,

até mesmo nos sitios metastaticos, levando alguns autores a postularem que
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esta molécula poderia estar promovendo a progressao tumoral
(RODRIGUEZ et al. 2012).

As citocinas TNF-a, TGF-1 e IL-6 foram descritas como envolvidas na
EMT (COHEN et al. 2015). Os autores cultivaram linhagens celulares
comerciais (SUM149 e SUM190) e linhagens estabelecidas (IBC-3 e KPL4)
de CIM com fatores provenientes de células T ativadas e detectaram a
inducdo da expressao de genes relacionados ao processo EMT.
Paradoxalmente, esses mesmos fatores induziram um aumento da
expressao da E-caderina, apenas nas células dos CIM e nao nas linhagens
de outros tipos de carcinomas mamarios também testados. Este estudo
sugeriu, portanto, um importante papel das células imunolégicas na
agressividade dos CIM e, consequentemente, de possiveis alvos

terapéuticos que envolvam essa interacao.

1.3 ESTUDOS MOLECULARES NO CARCINOMA

INFLAMATORIO DE MAMA

A identificagao de um perfil molecular que caracterizasse os CIM tem
sido alvo de investigagao; entretanto, a escassez de amostras e o pequeno
tamanho das bidpsias dificultaram um estudo molecular mais aprofundado.
Foram realizados alguns estudos do perfil de expressdo génica comparando
os subtipos moleculares classicos propostos previamente para os tumores
de mama néo inflamatérios (BERTUCCI et al. 2004, 2005; BOERSMA et al.

2008; BERTUCCI et al. 2010). Em resumo, estes estudos demonstraram que
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os CIM sao tumores bastante heterogéneos e apresentam os mesmos
subtipos moleculares dos carcinomas nao inflamatérios. Estes achados
sugerem que as células tumorais destes dois subtipos tém a mesma origem
e indicam que os subtipos moleculares e o fendtipo dos CIM séao
caracteristicas biolégicas independentes (BERTUCCI et al. 2010).

A maioria dos estudos que utiliza a estratégia de anadlise de
expressao de transcritos que buscou identificar uma assinatura molecular
para os CIM, relatou poucos genes e vias comuns entre os estudos
(BERTUCCI et al. 2004, 2005; BOERSMA et al. 2008; BERTUCCI et al.
2010). Este fato pode estar relacionado com a escassez de numeros de
casos quando comparado com um grande numero de genes, com O0S
critérios de elegibilidade entre os estudos, diferencas entre as caracteristicas
e definigdes dos grupos CIM e ndo-CIM, principalmente no que diz respeito
ao status dos receptores hormonais e também pelo uso de diferentes
tecnologias e diferentes plataformas. Apesar dessas limitagdes, alguns
genes candidatos foram sugeridos nestes estudos como o RHOC e WISP3
(VAN GOLEN et al. 1999), NFkB (VAN LAERE et al. 2006); e GLI1
(THOMAS et al. 2011; OLADAPO et al. 2017). O gene WISP3 foi encontrado
expresso e secretado em linhagens de CIM (MDA- IBC-1) (HALL et al.
2009). A via de NFkB foi relatada como uma das principais vias mediadores
da inflamagao, mediando as interagdes do microambiente tumoral com as
células CIM, sendo relacionada com o surgimento de resisténcia a
tratamento por evasdo de apoptose (WANG e KITAJIMA 2007; GHOSH-

CHOUDHURY et al. 2010; LIM et al. 2018). O gene GLI/1 foi relatado com
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baixa atividade em CIM nos pacientes que alcangaram a reposta patolégica
completa, sendo associado com o fendtipo agressivo destes tumores
(BERTUCCI et al. 2014).

Em 2013, WOODWARD et al. realizaram a analise de expressao de
transcritos e de alteragbes no numero de copias gendmicas (CNA), em uma
plataforma de alta resolucédo, usando 20 CIM 20 ndo-CIM e 5 casos de
tecidos mamarios normais de bidpsias congeladas. Praticamente todos os
tumores apresentaram ganhos em 1q e 8q e perdas em 8p. Perda em 16q
foi observada em alta frequéncia nos nao-CIM comparados com os CIM. Nos
tumores inflamatérios foram frequentes os ganhos em 1p34 1p12 2p25 2p21,
6p22-6p21, 9q34, enquanto ganhos em 14q11 14922-14923 16p13-16p11
20913 22911 foram mais frequentes nos tumores nao-CIM. Perdas em 5q13,
8p23, 8p21, 9p12 16912-16q13 16922 17p13-17p11 e 17921 foram
encontradas com maior frequéncia nos tumores nao-CIM. Em adi¢ao, os
CIM nao apresentaram perdas gendmicas frequentes. A concordancia entre
os dados de CNA e expressao revelaram 15 genes com correlagao positiva
mapeados em 6p21-22 e 20qg13 incluindo TTRAP, C6orf89, C6orf62,
NFKBL1, C6orf47, BAT3, MDC1, CSNK2B, EHMT2, BCF1, MTCH1, TUBB,
OR2B6, ZNF217. Entretanto, apés a comparacao destes dados com o
TCGA, os autores observaram que havia uma sobreposicao desta assinatura
com outros tumores agressivos, mas nao inflamatérios, e assim, nao foi
possivel determinar uma assinatura especifica para os CIM.

Um outro estudo procurou identificar uma assinatura genética

associada a resposta clinica a quimioterapia, comparando CIM de pacientes
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que atingiram resposta patolégica completa (pCR) apds a quimioterapia pré-
operatoéria com aqueles que nao atingiram (BERTUCCI et al. 2014). Neste
estudo, foi relatada a expressao aumentada do /FNa (interferon-a) e a
expressao diminuida do EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico)
e do TGFB, os quais estavam associadas a pCR dos CIM. Niveis mais
baixos de expressao de fatores de transcricdo, como STATS, GLI1T e SMAD
também foram associados a uma taxa mais alta de pCR. Os autores também
encontraram um conjunto de genes diferencialmente expressos entre
tumores com pCR versus doenca residual em CIM. Esta assinatura também
foi fator preditor de pCR em pacientes ndo CIM, sugerindo que esta
assinatura nao é exclusiva dos CIM (BERTUCCI et al. 2014). Os achados
que envolvem os fatores de transcricdo, incluindo STATS5, GLI1 e SMAD,
que aparecem com niveis baixos de expressdo em pacientes com CIM que
alcancaram o pCR, demonstram que a modulacido transcricional também
pode levar a um comportamento agressivo nas células dos CIM. Esses
achados sugerem que a regulacao transcricional pode conferir resisténcia a
quimioterapia e, portanto, é justificada a exploragdo de abordagens
terapéuticas para modular os fatores de transcricdo (BERTUCCI et al. 2014).

O silenciamento de genes via modulagcédo epigenética também pode
contribuir para caracteristicas agressivas nos CIM. Por exemplo, EZH?2
(Enhancer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 subunit), responsavel
pelo controle epigenético da diferenciagcdo do desenvolvimento, apresenta
expressdao aumentada no CIM. Este aumento de expressdo foi

correlacionado com menor sobrevida livre de recidiva local apds cirurgia e
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radioterapia nos CIM (DEBEB et al. 2014). Inibidores da histona desacetilase
(HDAC) foram estudados no CIM, em uma abordagem baseada na perda de
funcdo de RNA funcional. Em um modelo pré-clinico foi verificado que
OHDACSG6 contribuiu para a proliferagao celular (PUTCHA et al. 2015). Além
disso, o tratamento com Entinostat, um inibidor de HDAC, em combinacao
com agentes direcionados a HER2 (Lapatinibe e Trastuzumabe) aumentou a
apoptose em células CIM resistentes ao Trastuzumabe (LEE et al. 2014).

BEKHOUCHE et al. (2011) realizaram a analise integrada dos dados
de expressdo génica e CGH-array (Agilent 244K) de 49 CIM e 124
carcinomas nao-inflamatérios. Apesar deste estudo revelar perfis genémicos
extremamente semelhantes entre os grupos, os carcinomas inflamatorios
apresentaram uma maior porcentagem de genes com alteragdes de numero
de copias. Os autores identificaram 24 potenciais candidatos a estarem
relacionados com a agressividade dos CIM, os quais foram validados em um
grupo de 14 CIM e 10 ndo-CIM.

Em 2015, REMO et al. utilizaram os dados de expressao do estudo de
BEKHOUCHE et al. (2011) para identificar fatores de transcrigdo que
estivessem relacionados com o fendtipo tumoral inflamatdrio utilizando a
aplicagao de um algoritimo e analise in silico. Os autores identificaram o
gene NFATS5 (Nuclear Factor of Activated T-Cells 5) diferencialmente
expresso, um membro da familia de fatores de transcricao NF-«kB. Utilizando
andlise de expressdao proteica por imunoistoquimica em um grupo
independente de 39 amostras de CIM, 82 ndao-CIM e 15 de tecido de mama

normal, os autores mostraram que este fator de transcricdo (NFAT5) além de
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aumentado nos CIM, apresenta uma expressao nuclear anormal, quando
comparado com outros tipos de carcinomas de mama e tecidos sadios de
mama. Estes dados sugeriram que NFATS tem um importante papel no
fendtipo agressivo deste tumor e potencial para ser utilizado como um
marcador molecular.

As células estromais de CIM foram avaliadas por expressao global de
transcritos sendo identificados agrupamentos distintas entre CIM e n&o CIM.
Foram detectadas alteragdes em genes de resposta ao estresse do reticulo
endoplasmatico sugerindo que a compreensao gendmica das células
estromais é importante nestes processos tumorais (BOERSMA et al. 2008).

Em um recente estudo, MANAI et al. (2017) relataram aumento da
expressdo da proteina MARCKS, a qual esta envolvida na regulagéo e
interacao célula-célula e na motilidade celular. Os autores relataram que a
expressao aumentada da proteina MARCKS foi mais frequente em CIM do
que em nao CIM. Foi também observada associag¢ao entre a alta expressao

desta proteina e menor sobrevida livre de metastase.

1.4 ALTERACOES DE NUMERO DE COPIAS NOS CIM

O mecanismo exato da formagdo das CNAs n&o é claramente
compreendido. E conhecido que as duplicagbes, delegbes, insercdes,
inversdes e translocag¢des representam alguns dos processos que levam a
formagao de novas CNAs (STANKIEWICZ e LUPSKI 2010; ALMAL e PADH

2012). Outros rearranjos gendmicos mais complexos associados com o
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mecanismo de reparo do DNA também podem contribuir para a formagao de
CNAs, como alteragdes em genes da via de recombinagdo homdloga (HR),
de recombinagcdo homdloga nao alélica (NAHR - Nonallelic homologous
recombination) e unido terminal ndo-homadloga (NHEJ - Nonhomologous end
joining), além de mecanismos de transposi¢cdo génica (CONRAD et al. 2010;
MILLS et al. 2011).

Os mecanismos patogénicos das CNAs estdo associados a dosagem
génica, interrupcao e fusado de genes, efeitos de posicdo, desmascaramento
de alelos recessivos ou polimorfismos funcionais (STANKIEWICZ e LUPSKI
2010). Alteragdes do numero de cépias (CNAs) em células somaticas,
distintas do numero de copias da linhagem germinativa (CNVs) séao
extremamente comuns em céncer. A analise genbmica de amostras
tumorais identificaram alteragcdes recorrentes associadas a determinados
tipos de cancer levando a identificagcdo de genes causadores de cancer e
sugerindo abordagens terapéuticas especificas. Um desafio critico na
analise de CNAs é distinguir as alteragbes drivers que impulsionam o
crescimento do cancer das numerosas alteragdes aparentemente aleatérias,
passengers, que se acumulam durante a tumorigénese (BEROUKHIM et al.
2010).

O gene ALK estava amplificado nos CIM (ROBERTSON et al. 2013).
O gene ALK (Anaplastic lymphoma kinase) pertence a uma superfamilia de
receptores de insulina que codifica um receptor tirosina quinase que é
normalmente expresso em alguns tipos celulares podendo apresentar uma

atividade oncogénica devido a mutagbes, amplificagdes, translocacdes



25

cromossOmicas e rearranjos. Em concordancia com esses achados,
alteracdes na via de sinalizagao de AKT foram reportadas em tumores de
mama triplo negativos (LEHMANN et al. 2011). Estes achados apresentam
implicagdes importantes, dado que nos CIM ha uma frequéncia maior de
tumores classificados como triplo negativos ou HER-2 positivos. O gene ALK
foi sugerido como um potencial driver para modelos pré-clinicos utilizando a
droga Crizotinib, um inibidor da via de cMET/ALK (ROBERTSON et al.
2013).

Dois estudos avaliaram CNAs em carcinomas inflamatérios por
métodos nao classicos e de baixa resolugdo. O primeiro determinou a
presenca de LOH (perda de heterozigose) utilizando microssatélites e
comparando o DNA tumoral com o DNA extraido do sangue das pacientes
buscou identificar regides de perda no DNA tumoral que ndo ocorriam no
DNA do sangue (LEREBOURS et al. 2002). Neste estudo, regides de perda
em 3p21-p14, 6p, 8p22 11q 13914 e 17921 foram identificados. O segundo
estudo comparou esses achados com as caracteristicas clinicas e
histopatolégicas (LEREBOURS et al. 2003). Os autores relataram que a
extensao da inflamacao na mama estava relacionada com um aumento das
regides de LOH.

BEKHOUCHE et al. (2011) utilizaram uma plataforma de 244K
(Agilent Technologies) para avaliar o perfil genémico de 49 casos de CIM e
realizaram uma analise integrada com dados de expressdo das mesmas
amostras. Os autores relataram heterogeneidade similar entre os tumores

CIM e nao-CIM. Os dois tipos de tumores apresentaram semelhancas nas
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regides alteradas e nas frequéncias com que foram detectadas. Entretanto,
algumas regides alteradas apresentaram-se mais frequentes nos CIM
incluindo ganhos em 1q, 8g e 17q. A regido de ganho mais frequente (acima
de 40%) foi observada em 8q12.1-24. No geral, os CIM apresentaram maior
porcentagem CNAs sugerindo uma maior instabilidade genédmica do que os
nao CIM. Em uma analise supervisionada, os autores relataram 628 genes
significativamente alterados nos CIM, com frequéncias diferentes de CNAs
entre os CIM e ndo-CIM. A analise integrada dos dados entre as alteragdes
genbmicas e a expressao de transcritos revelou 24 genes candidatos com
correlacao positiva incluindo RBM13, RAD54B, KIAA1429, INTSS8, VPS13B,
PABPC1, RAD21, RAD21, TAF2, DCC1, MTBP, WDR67, ATAD2, MTSS1,
SQLE, ST3GAL1, ARID2, C170rf37, MRPL27, LRRC59, EPN3, ABCCS3,
INTS2, PTPN2. As principais alteragdes estdo resumidas no Quadro1.

Todos os genes descritos no estudo acima, apresentaram ganho e/ou
amplificacdo ou expressao aumentada nos CIM e a maioria estava mapeado
em 8q e 17q, incluindo RAD21, ATAD2, MTSS1, ST3GAL1, C170rf37,
ABCC3 e PTPN2, os quais foram previamente descritos como alterados em
outros tumores. Estes genes estdo envolvidos em diferentes fungbes como
traducao de proteinas, transcricdo e processamento de RNA, ciclo celular,
migracao celular e reparo do DNA. Entretanto, quando os autores realizaram
uma validagdo em um set independente de casos (CIM e ndo-CIM), nao foi

observada diferenca significativa entre os grupos (BEKHOUCHE et al. 2011).
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Quadro 1 - Resumo das principais alteragdes cromossémicas encontradas

em bidpsias de CIM. Apenas um estudo investigou alteragées gendmicas em plataforma
de alta resolugdo (BEKHOUCHE et al. 2011).

N° de Principais regides
Referéncia | casos Plataforma alteradas Genes candidatos
Lerebours . . 3p21-p14, 6p,8p22,
etal, 2002 | 06 | Microssatélites | "3, 13014 1721
3p21.2-
Lerebours . . p14.2,6p,8p22,
etal., 2003 64 Microssatélites 11q22-

g25,13914,17921

RBM13, RAD54B, KIAA1429,
INTSS8, VPS13B, PABPC1,
RAD21, RAD21, TAF2,
DCC1, MTBP, WDR67,
ATAD2, MTSS1, SQLE,
ST3GAL1, ARID2, C170rf37,
MRPL27, LRRC59, EPN3,
ABCC3, INTS2, PTPN2.

Bekhouche,

etal., 2011 49 Agilent 244K 8q,17q

Embora as CNAs sejam as principais alteragbes encontradas em
canceres de mama, as SNVs e indels em genes drivers também sao
importantes, e podem contribuir de forma relevante para a biologia do tumor.
Entretanto, a maioria dos genes descritos neste tipo tumoral possui
mutagcdes somaticas em baixas frequéncias, o que torna dificil a
caracterizacao de drivers por perfis de mutacdo quando o tamanho da
amostra é limitado (PEREIRA et al. 2016).

Tém sido realizados esforgos integram os dados depositados no The
Cancer Genome Atlas (TCGA) e o Consorcio Internacional do Genoma do
Cancer (ICGC) para caracterizar os genes e suas alteragdes no cancer de
mama, porém nessas plataformas ndo ha distingdo entre os CIM e os
tumores invasivos T4, dificultando ainda mais os esforcos para se

estabelecer uma assinatura molecular especifica nestes tumores.
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1.5 PERFIL MUTACIONAL DOS CIM

Para o nosso conhecimento, dois estudos buscaram identificar
mutagdes nos CIM. ROSS et al. (2015) analisaram o perfil mutacional de 53
amostras de CIM em blocos de parafina (média de 54 anos de idade)
utiizando sequenciamento de alto desempenho (Hybrid Capture-based
Foundation One Assay). Essa plataforma permite a detecgédo de alteragdes
genbmicas que ja sejam alvos terapéuticos, por meio da analise de
substituicbes de bases, indels, amplificagdes focais e delegdes
homozigoticas e fusbes génicas. Neste estudo 19% dos CIM eram triplo
negativos, e 25% eram positivos para HER2. Os genes mais frequentemente
alterados foram TP53 (62 %), MYC (32 %), PIK3CA (28 %), ERBB2 (26 %),
FGFR1 (17 %), BRCA2 (15 %), PTEN (15 %), CCND1 (9 %), RB1 (9 %),
AKT1 (8 %), AKT3 (6 %), NF1 (8 %), FGFR2 (6 %), KRAS (4 %), BRAF
(4 %), EGFR (2 %). Considerando apenas as mutagdées em ponto, os genes
alterados foram, TP53, PIK3CA, ESR1, ERBB2, PTEN, AKT1, PAX5, KRAS,
CDKN2A, FBXW?7, MLL2, BRAF, CDH1, ATM, FGFR3, EPHAS3, EGFR, AR e
APC, nesta ordem de frequéncia das mutacdes.

Em 2017, MATSUDA et al. avaliaram uma coorte de 24 amostras de
CIM (média de idade de 54 anos) para mutagdes utilizando um painel de 50
genes em uma plataforma baseada em mutagdes hotspot (hotspot-region-
testing NGS). Os autores excluiram as variantes germinativas. Foi
observado que 41,7% das amostras eram positivas para receptores

hormonais (HR+) e HER2- 12,5% HR+ e HER2+, 8,3% HR- e HER2+ e
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37,5% triplo negativas. Os autores encontraram um maior numero de
mutag¢des nos genes TP53 (n = 18, 75%), PIK3CA (n = 10, 41,7%) e ERBB2

(n=416,7%).

1.6 INSTABILIDADE GENETICA EM CARCINOMAS DE MAMA

Mutagbes germinativas em uma copia do BRCA71 ou BRCA2
predispdem as pacientes ao cancer de mama (85% de risco ao longo da
vida) e ao cancer de ovario (10% a 40%) (LEVY-LAHAD e FRIEDMAN
2007). A maioria dos portadores de mutagbes em BRCA1 apresenta tumores
de mama com perfil TN enquanto os cénceres de mama associados a
mutacdo BRCAZ2 tém fendtipo imunoistoquimico menos restrito (MAVADDAT
et al. 2013). Como resultado dessas mutacgdes, ocorre a deficiéncia na via de
recombinagdo homologa (HRD) e as células sédo incapazes de reparar
quebras de fita dupla do DNA, resultando em uma grande instabilidade
gendmica que eventualmente leva ao cancer (WATKINS et al. 2014). Esses
tumores sao intrinsecamente sensiveis a inibidores de resposta a danos no
DNA, como os inibidores da PARP (GLENDENNING e TUTT 2011). Este
beneficio pode ser estendido para os tumores "BRCAness”, os quais
apresentam HRD, porém sem mutagbes germinativas em BRCA1/2. Este
fendbmeno pode ser explicado pelo silenciamento epigenético de BRCA1/2
ou a inativagdo de varios outros genes associados a via de recombinagéo
homdloga como PTEN, ATM, ATR, AURKA, PALB2, BRIP, RAD51, FANC e

MUS81 (WATKINS et al. 2014).
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Dessa forma, alguns estudos utilizam metodologias distintas com o
objetivo de detectar um marcador de deficiéncia da via HR que abrangeria
todas as alteragbes relacionadas com esta via. Como a HRD gera grande
instabilidade genédmica com muitas alteragdes do numero de cdpias do DNA,
estudos propuseram a associagao de padrdes de alteragdao do numero de
copias e perda de heterozigose com a HRD, formando um perfil de
alteragdes estruturais chamado de cicatriz gendmica (WATKINS et al. 2014;
LEDERMANN et al. 2016; LORD e ASHWORTH 2016).

Essas cicatrizes genbmicas estdo envolvidas com a HRD e néo
podem ser confundidas com as alteragdes inerentes a complexidade
tumoral, com as alteragdes espontaneas e também com aquelas induzidas
por agentes indutores. Por outro lado, o papel desempenhado pelo BRCA1
em outros mecanismos de reparo pode ofuscar um genuino HRD (WATKINS
et al. 2014).

Foram desenvolvidos modelos matematicos baseados em escores
que permitem quantificar esse grande numero de alteragbes gendmicas
como um marcador da HRD (Figura 2). O escore HRD-LOH (Deficiéncia de
Recombinacdo Homodloga por Perda de Heterozigose) representa uma
contagem do numero de regides de LOH de tamanho intermediario (> 15 Mb
e < cromossomo inteiro) observado no genoma do tumor. Utilizando um cut-
off de 10 segmentos de LOH, verificou-se que € possivel identificar
pacientes com mutacées em BRCA1 e BRCA2 (ABKEVICH et al. 2012) e
casos TN com maior resposta a quimioterapia baseada em platina (TELLI et

al. 2015).
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O escore tAl (desequilibrio alélico telomérico) contabiliza o niumero de
regides subteloméricas (que tem inicio além do centrdbmero estendendo-se
até o teldmero) que apresentam desequilibrio alélico por CNAs ou cnLOH
(copy neutral LOH) e que varia de 0 a 46, sendo 2 a contribuicdo maxima
admissivel por cromossomo. Altos niveis de tAi foram encontrados e
associados com sensibilidade a agentes de platina em tumores TN, além de
estarem associados também a tumores com mutacdo, metilacdo do
promotor ou baixos niveis de mRNA para BRCA1 ou BRCAZ2 (BIRKBAK et
al. 2012).

O escore LST — Large scale transition (transicao de larga escala)
(POPOVA et al. 2012) considera o numero de pontos de quebra que ocorre
entre regides de pelo menos 10Mb em cada brago cromossdémico, sendo o
limiar 15 e 20 LSTs para tumores “quase-dipldides” e “quase-tetraploides”
respectivamente (POPOVA et al. 2012). Em tumores quase tetrapldides, um
valor de corte LST de 20 foi usado para segregar tumores em BRCA1/2-
intacto e BRCA1/2 deficiente (WATKINS et al. 2014).

A associacao dos trés escores foi avaliada para diversos tumores por
MARQUARD et al. (2015). Assim, dependendo dos valores dos escores,
avalia-se o beneficio do tratamento com platina e inibidores de PARP para
estes pacientes. Para nosso conhecimento, ndo existem estudos sobre

cicatrizes gendmicas para os CIM.
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Fonte: Esquema baseado em WATKINS et al. (2014).
Figura 2 — Escores utilizados na avaliacdo de deficiéncia da via de
recombinacdo homologa (HRD). Sao apresentados exemplos de aberragbes

estruturais do numero de copias e rearranjos cromossOmicos. Nas caixas, representadas
pelas letras de A a F, estdo os segmentos gendmicos de aproximadamente 3 Mbp. Abaixo
dos cromossomos estéo indicados os trés escores: defeito de recombinagdo homaologa por
LOH (HRD), escore de desequilibrio alélico telomérico (tAl) e Transicdo em larga escala
(LST). Os valores de cada escore para cada alteragdo encontram-se assinalados nos
retdngulos em cinza (0 = ndo observado 1 = detectado uma vez).

O numero de estudos em carcinomas inflamatérios é ainda muito
limitado e ndo ha marcadores disponiveis, que sejam especificos para este
tipo tumoral, tanto diagndsticos como progndsticos ou preditivos. Embora
alguns grupos tenham tentado estabelecer uma assinatura de expressao
exclusiva para este tumor, nenhum obteve sucesso. Segundo LIM et al.
(2018) este insucesso pode ser atribuido pelo alto indice de erros no
diagnodstico, o que limita a coleta de amostras e o0s ensaios clinicos

dedicados ao CIM, também pelos protocolos que exigem inicio imediato do

tratamento, o que dificulta a coleta de tecido nao tratado, e finalmente pela
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dor na coleta das bidpsias, limitando a capacidade de obter amostras de
tumores em varios momentos.

Por fim, o fato dos CIM serem tumores raros e estarem divididos em
diversos subtipos moleculares, ocasiona uma maior segregacédo das
limitadas amostras disponiveis. Portanto, todos esses fatores contribuem
para o sucesso limitado, encontrado até hoje, na pesquisa gendmica.

Além desses fatores, os estudos gendmicos que foram desenvolvidos
com os CIM, utilizaram plataformas de baixa resolugdo, gerando a
necessidade de buscar novas metodologias, com plataformas mais robustas,
que visem a obtencao de dados mais confiaveis.

Neste estudo avaliamos as alteragbes gendbmicas em CIM de
pacientes brasileiras, buscando a melhor caracterizacdo destes tumores.
Para isso, utiizamos a plataforma CytoScan HD Array (Affymetrix), que
contém mais de 2,6 milhdes de sondas polimoérficas e nao-polimorficas.
Também avaliamos o perfil mutacional e as variantes usando um painel de
105 genes relacionados com cancer, incluindo aqueles bem caracterizados
em cancer de mama e 13 genes envolvidos na via de recombinagao
homodloga. E, por fim, avaliamos os CIM quanto a deficiéncia da via de
recombinacdo homodloga utilizando escores calculados a partir do perfil

gendmico obtido em cada caso.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Investigar alteragdes gendmicas, danos na via de recombinagao
homologa e o perfil de mutagdo em genes relacionados ao cancer nos
carcinomas inflamatérios de mama para caracterizar molecularmente este

tipo tumoral agressivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar e caracterizar as alteragbes gendmicas nos CIM;

o Investigar as mutagdes em genes relacionados com cancer, incluindo
13 envolvidos na via de recombinagdo homologa;

o Avaliar a via de deficiéncia de recombinagcdo homologa utilizando
escores definidos em literatura;

° Buscar associagdes dos achados moleculares com caracteristicas
clinico-patoldgicas;

o Analisar a fungao dos genes identificados como alterados, avaliando
sua participagao nas vias biolégicas e possivel contribuicdo para esse

fendtipo tumoral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Neste estudo, houve uma grande preocupagdo em se definir a
elegibilidade das amostras, visto que a literatura aponta como sendo esta
uma das maiores causas do insucesso dos estudos prévios. Inicialmente
foram levantados 130 casos de dois grandes centros brasileiros de
oncologia, o A.C.Camargo Cancer Center e o Hospital de Céncer de
Barretos, Sao Paulo, Brazil. Este projeto foi aprovado pelos Comités de Etica
das duas Instituigdes (Protocolos n° 2121/15 e n° 49669615.5.2001.5437,
respectivamente).

A selecdo dos casos foi baseada nos novos critérios para a
classificagdo dos CIM apresentados na oitava edicdo do American Joint
Commitee on Cancer - AJCC 2018 - (AMIN et al. 2017). E importante
ressaltar que o diagndstico clinico € o principal a ser considerado nestes
casos. Portanto, os achados de émbolos tumorais na pele nado séao
necessarios para o diagnostico de CIM, contudo a identificagao histologica é
necessaria para demostrar um carcinoma invasivo no parénquima ou nos
vasos linfaticos e a determinagdo dos marcadores moleculares séao
imprescindiveis para o tratamento (ER, PR, HER2 e grau) (AMIN et al.

2017).
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As bidpsias incisionais dos CIM foram obtidas das pacientes sem
prévio tratamento quimioterapico e ou radioterapico, entre os anos de 2002 a
2014, e em todos os casos as pacientes nao tinham histéria de cancer
sincrébnico ou metacrénico. Foram excluidos os tumores mamarios que
apresentaram émbolos nos vasos linfaticos, sem a presenca das alteragdes
caracteristicas na pele da mama. Segundo o consenso, nao podem ser
diagnosticados como inflamatérios os canceres avangados que invadem os
vasos da derme ou causam ulceracdo na pele sem alteragdes tipicas na
pele.

Todos as amostras foram revisadas pela patologista com expertise na
area, Dra. Cynthia Ap. Bueno de Toledo Osério, A.C.Camargo Cancer
Center. O objetivo desta analise foi padronizar a selegao de casos quanto a
adequabilidade da amostra e a presenca de células neoplasicas viaveis.

Trinta das 130 amostras revisadas preenchiam os critérios adotados e
quatro delas foram excluidas por apresentarem pequena quantidade de
células tumorais na avaliagdo histopatolégica. Nos tecidos identificados com
quantidade adequada de células tumorais, as regides contendo estas células
foram demarcadas na lamina e serviram de guia para macrodissec¢ao do
tecido congelado e posterior extracdo dos acidos nucleicos. A maioria dos
casos apresentou quantidade limitada de tecido disponivel.

Os 26 casos foram processados para a obtencdo de DNA para a
investigacdo de CNAs pela plataforma CytoScan HD (Affymetrix, Santa
Clara, CA, EUA). Entre os 26 casos, dois deles ndo passaram pelos critérios

de qualidade recomendados pelo fabricante, sendo, portanto excluidos da
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analise. Infelizmente, ndo havia amostra adicional para a repeticdo dos
experimentos.

Para a anélise do sequenciamento de um painel de 105 genes, trés
casos foram excluidos por ndo passarem nos critérios de qualidade para a

realizacao do experimento. Desta forma, foram sequenciados 21 casos.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Extracao de DNA

A extragdo do DNA gendmico foi realizada usando o kit QIASymphony
DNA (Qiagen, Valencia, CA, USA) segundo as recomendagbes do
fabricante. A qualidade do material extraido foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose 1,5% e quantificada pelo Kit Qubit® dsDNA BR Assay no

Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies).

3.2.2 Analise de alteracoes genémicas nos CIM

A plataforma CytoScan HD Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA)
€ uma plataforma de alta densidade composta por mais de 2,6 milhdes de
sondas polimoérficas e nao-polimoérficas de 25 pares de bases. Um esquema
representativo ilustra a plataforma na figura 3. As 750 mil sondas
polimoérficas ou de SNPs (para determinagéo alélica) e as 1,9 milhdes de
sondas nao polimorficas (CNVs) permitem detectar ganhos e perdas
genbmicas a partir de 25-50kb, assim como regides com mosaicismo e de

cnLOH (do inglés, Copy Neutral Loss of Heterozygosity).
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O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo padrdao do
fabricante. Resumidamente 250ng do DNA gendmico (gDNA) foi digerido
com a enzima de restricdo Nspl, ligado a adaptadores especificos,
amplificado pela PCR com a enzima Titanium Taq DNA polimerase
(Clontech, Mountain View, CA, USA) e visualizado em gel de agarose 2%
(fragmentos entre 150 e 2000 pb). O material amplificado foi purificado
utilizando-se beads magnéticas e quantificado em NanoDrop® ND1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). A concentragdo desejada
de DNA deve ser superior a 2,5 ug/uL. Posteriormente, o DNA purificado foi
fragmentado com a enzima DNasel, visualizado em gel de agarose 4%
(fragmentos entre 25 e 125 pb) e marcado com biotina. O DNA marcado foi
hibridado por 16-18h a 50°C no GeneChip® Hybridization Oven 645
(Affymetrix), lavado e corado no GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix)
e escaneado no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix).

Os resultados foram gerados pelo Affymetrix® GeneChip® Command
Console® Software (AGCC) 4.0 e analisados com o software Chromosome
Analysis Suite v2.1 (ChAS) (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA), seguindo as
especificagcdes do fabricante.

As alteracbes foram comparadas individualmente com banco de
dados Affymetrix SNP6 (GSE25016). Para cada amostra foi utilizado um
pipeline de analise que inclui a avaliagdo das regides com ganhos ou perdas
identificadas pelo valor de logaritmo de base 2 (log2). Cada marcador “m” é
calculado pela razdo do perfil de sinal da amostra e da referéncia log2

(amostra m) — log2 (referéncia m). Com base no valor de log2 resultante
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(weighted log2), o numero de cépias de cada marcador é estabelecido de

acordo com o modelo de Hidden Markov (HMM).

A
DNA gendmico Digestdo enzimatica
—'
0 A A
Sitios de clivagem da enzima de restrigdo Nsp I Ligagdio dos
adaptadores
Nsp
[ [
B Anmplificacio por PCR [ ]
| - —
Fragmentagdo || ||
€ marcagao
] Hibridizagio ¢ lavagem Anilise
B Cromossomo 6: CN=2 C Cromossomo 16: CN = 2, LOH
RET?_{CytoSeanti0_Armayh cyna NO.cychg: Copy Numbar State (sagmseens)
ﬂ?,ﬂw.h.ﬂs.l.abﬁiﬂvffr t!FVtﬂ W‘y(r.a. V‘N.d.ﬂﬂlﬂ U?E. RJN
RET?_{CytoSeantD_Array) cyhd NO.cyche- Alltle Diflerente
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Figura 3 - Representacdo esquematica da preparagdo das amostras para
hibridacdo nos microarranjos e dos possiveis resultados encontrados

utilizando a plataforma CytoScan HD (Affymetrix/Thermofisher, EUA). A. Para
o preparo dos microarranjos, o DNA gendmico foi clivado por digestdo enzimatica, seguido
da ligacdo de adaptadores e amplificacdo pela PCR. O produto da PCR foi entdo
fragmentado e marcado, sendo hibridado nos GeneChips por 16 horas a 50°C e 60rpm.
Apés lavagem e escaneamento dos arrays, os dados resultantes foram analisados usando o
programa Chromosome Analysis Suite (ChAS), sendo identificadas regides gendmicas
normais (B) e com alteracbes (C-E). As figuras B-E representam regides de diferentes
cromossomos de um mesmo caso. Em cada figura estdo representadas as sondas
indicativas do numero de cépias gendmicas (Weighted Log2 Ratio) e as sondas de SNP
(Allele Difference). O resultado dos diferentes grupos de sondas permitem distinguir uma
regido normal, com CN = 2 (B), de uma regido com perda de heterozigose - LOH (C), assim
como identificar regides com ganho (D), ou perda gendmica (E).

3.2.3 Analise de regioes com Cromotripsis

A cromotripsis foi avaliada usando uma estratégia de varredura dos
arquivos contendo as alteragées gendmicas gerados a partir dos SNP arrays
ja filtrados obtidos da plataforma Cytoscan HD (Affymetrix). Para isso, foi

utilizada a ferramenta CTLP- Scanner (programa R v3.3.235) disponivel em

http://cgma.scu.edu.cn/CTLPScanner/ (CAl et al. 2014). Os seguintes

limiares foram definidos: numero de modificagdo das CNA =10; razdo de
probabilidade de log 10 = 8, tamanho minimo do segmento de 10 kb; e
distancia dos sinais entre os segmentos adjacentes log 2 20,1, limiares para
perdas < -0,15 e para ganhos = 0,15. Foram excluidos os eventos com
status de numero de cépias prevalente (CN) e alteragdes envolvendo < 10%
do tamanho da regido. Esta analise foi baseada no dados descritos por

KORBEL e CAMPBELL (2013) e FONTANA et al. (2018).
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3.2.4 Associacao de CNAs com os dados clinico-histopatologicos

A ferramenta CoNVaQ (http://tomcat.compbio.sdu.dk/convaq/) foi

utilizada para a comparacao entre CNAs nos diferentes casos e associacao
com os dados clinico-histopatoldgicos definida estatisticamente por um g-
value. O valor de g é a probabilidade de encontrar uma regiao
correspondente de mesmo tamanho ou maior, permitindo a distribuicdo
aleatdria das amostras entre os grupos. A ferramenta também fornece dados
de enriquecimento de vias, os quais foram confirmados, posteriormente, com
o programa Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems Inc, Redwood

City, CA, EUA).

3.2.5 Anadlise de vias biolégicas- Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

O programa Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity Systems Inc,
Redwood City, CA, EUA) foi utilizado para a analise in silico dos dados
obtidos no estudo. Com essa abordagem, o enriquecimento biolégico das
informacbdes e as redes foram obtidos a partir do banco de dados do
fabricante (Knowledge Base). Esse banco de dados inclui genes,
substancias endogenas, informagdes sobre diferentes espécies, linhagens
celulares e doencas, como o cancer. O enriquecimento é calculado pelo
teste exato de Fisher para determinar a probabilidade de que a associacao

entre os genes e as fungdes biolégicas nao foram obtidas ao acaso.
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3.2.6 Target-Next Generation Sequencing (tNGS)

A integridade do DNA foi avaliada usando o ensaio Agilent Genomic
DNA ScreenTape (Agilent, Santa Clara, CA). Antes de iniciar a construgao
das bibliotecas para os 105 genes relacionados ao cancer (SureSelect’”
Custom Panel, Agilent Technologies), foram utilizados ensaios de controle
de qualidade para cada caso. A biblioteca foi preparada utilizando
SureSelect™” Library Prep Kit (Agilent Technologies) e 50 ng de DNA
genbmico. As bibliotecas foram validadas utilizando 1 yL de DNA diluido
(1:10) utilizando o ensaio Agilent Genomic DNA ScreenTape (Agilent, Santa
Clara, CA) e o TapeStation High Sensitivity D1000. O sequenciamento foi
realizado no NextSeq 500 (lllumina, San Diego, CA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Apds o sequenciamento dos 105 genes, os dados brutos provenientes
do tNGS foram processados para demultiplexacdo e geragdo das
sequéncias FASTQ, as quais foram alinhadas ao genoma humano de
referéncia hg19 produzindo arquivos BAM. Foram identificadas,
manualmente interpretadas e revisadas as variantes de nucleotideos unicos
(SNV — Single Nucleotide Variants) assim como as inser¢des/delegdes. Os
dados gerados a partir do sequenciamento foram analisados de acordo com
0 pipeline estabelecido pelo grupo de bioinformatica e seguindo as
recomendagdes da literatura (desenvolvido por Mads Malik Aagaard,
Department of Clinical Genetics, Vejle Hospital, DK). Em resumo, os dados
brutos foram extraidos apds o sequenciamento e as amostras identificadas e

separadas do pool (processo denominado demultiplexagdo). Os reads
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resultantes foram mapeados no genoma de referéncia humano UCSC hg19
usando o algoritmo de alinhamento BWA (LI e DURBIN 2009). A
identificacdo das variantes e a filtragem de qualidade das variantes foram
realizadas com Genome-Analysis-Toolkit - GATK (DEPRISTO et al. 2011).
As variantes resultantes foram anotadas principalmente utilizando as
ferramentas ANNOVAR (WANG et al. 2010), GATK e SnpEff (CINGOLANI et
al. 2012).

O programa Ingenuity Variant Analysis (Qiagen) foi usado para
classificar as variantes de acordo com o American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) (RICHARDS et al. 2015). Foram excluidas
as variantes consideradas benignas ou provavelmente benignas. Em
seguida, foram excluidas as variantes com frequéncia > 0,01 nos bancos de
dados: Genetic Association Database (GAD) (BECKER et al. 2004) e/ou no
The Exome Aggregation Consortium (ExXAC) (LEK et al. 2016).

As demais variantes foram curadas manualmente usando o programa
Genome Browse (Golden Helix Inc., EUA). As variantes mapeadas em
regides de homopolimeros também foram excluidas. Foi aplicada uma
filtragem adicional excluindo-se variantes de significancia incerta (VUS,
classificadas pela ACMG) com valor do escore Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD) < 3,0. O resumo do pipeline basico de analise,
anotacao e filtragem de variantes esta esquematizado na Figura 4.

Foi utilizado um painel customizado, contendo 105 genes (incluindo
todos os exons, 3UTR e 5UTR) descritos como alterados em varios

processos tumorais: ABCC1, ABCG2, AKT1, ALK, APC, AR, AREG, ARF1,
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ATM, BARD1, BMPR1A, BRAF, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CCND1, CDH1,
CDKNZ2A, CHEK2, COL11A1, CTNNB1, DICER1, DNMT3A, DNMT3B, EGF,
EGFR, EPCAM, ERBB2, ERBB3, ERBB4, EREG, EZH2, FBXW?7, FGF1,
FGFR1, FGFR2, FLT1, FLT3, FLT4, FOXL2, FOXO1, GALNT12, GNA11,
GNAQ, GPS1/CSN1, GREM1, HGF, HRAS, HSPH1, IDH1, IDH2, IGF1,
IGF1R, JAK1, JUN, KDM4C, KDR, KRAS, MAP2K1, MEN1, MET, MLH1,
MLH3, MMP1, MMP12, MMP13, MSH2, MSH3, MSH6, MTHFR, MTOR,
MUS81, MUTYH, MYC, NF1, NOTCH1, NRAS, PALB2, PAX8, PIK3CA,
PLCB3, PMS2, POLD1, POLE, POT1, PPARG, PTEN, RAD50, RAD51B,
RAD51C, RAD51D, RB1, RET, RYR3, SCG5, SMAD4, STAT3, STK11,
TGFA, TP53, TYMS, VEGFA, VHL, WNT1 e XRCC2.

Os resultados dessa analise foram comparados com dados clinicos-

histopatolégicos e com os achados das CNAs.
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Figura 4 - Representagcdo do pipeline utilizado para o processamento dos

dados brutos provenientes do sequenciamento de 105 genes relacionados

ao cancer em amostras de CIM. Estéo apresentados na figura os pacotes, programas

ou banco de dados utilizados para comparagoes de frequéncias alélicas e de classificagao

das variantes de acordo com a patogenicidade. A classificagdo das variantes foi realizada

segundo as recomendagdes do American College of Medical Genetics and Genomics

(ACMG). A classificacao é baseada em 28 critérios (16 de patogenicidade e 12 de

benignidade segundo evidéncias subjetivas e experimentais).
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3.2.7 Calculo dos escores de deficiéncia da via de recombinagao
homoéloga

Foram avaliados os seguintes escores relacionados a deficiéncia da
via da recombinagdo homologa: Telomeric Allelic Imbalance (tAl), escore de
perda de heterozigose (HRD-LOH) e escore de Large Scale Transition
(LST). Os escores para a deficiéncia na recombinagao homéloga (LST, tAl e
HRD-LOH) foram calculados segundo MARQUARD et al. (2015). Em
resumo, o tAl refere-se ao numero de regides subteloméricas com
desequilibrio alélico e se restringe a nao cruzar o centrdbmero (alto: > valor
da mediana); LST indica o numero de quebras cromossdmicas entre regides
adjacentes com um tamanho de pelo menos 10Mb (alto: >15 em tumores
dipléides e > 20 em tumores polipléides); HRD-LOH indica o numero de
regides de cnLOH maiores do que15Mb e menores do que um cromossomo
inteiro (alto: > 10).

O numero de quebras e a fragdo do genoma afetado pelas alteragdes
no numero de cépias (Genomic Instability Index, Gll) foi calculado para cada
individuo como previamente descrito por LIU et al. (2016). Em nosso estudo,
foi utilizado o valor da mediana.

As diferengas estatisticamente significativas entre os grupos de
pacientes com mutagdes somaticas em genes da via de recombinagao
homologa (13 genes) e os valores dos scores foram analisadas pelo teste de

Mann-Whitney, com valores de p>0,05.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Os prontuarios das pacientes foram consultados para a obtencao das
seguintes informagdes: data do diagndstico, tipo histolégico, carcinoma in
situ associado, resultados da expressdo de ER, PR e HER2 por analise
imunoistoquimica, grau histologico, classificagdo TNM, estadio clinico,
tratamento (quimioterapia e radioterapia neoadjuvante, data da cirurgia,
quimioterapia e radioterapia adjuvante, hormonioterapia), evolugao clinica,
histérico familiar de cancer, metastase ao diagndstico, metastase a distancia
durante o seguimento clinico (data e local), data da ultima consulta e status
atual das pacientes. As caracteristicas clinicas e histopatologicas estédo
sumarizadas na Tabela 1.

A maioria das pacientes apresentava idade superior a 50 anos, 75%
estavam na pds-menopausa, 96% dos tumores eram do tipo histolégico
ductal invasivo, destes 34,8% possuiam carcinoma ductal in situ associado,
todos os casos exceto um tinham acometimento linfonodal. Dezessete das
24 pacientes apresentaram metastase e na maioria delas (11 casos) a
metastase foi identificada ao diagndstico. Quanto ao status hormonal, 58,4%
dos CIM eram ER positivos e/ou PR positivos e HER2 negativos.

Em nossa casuistica, trés casos (CIM8, CIM12 e CIM25)

apresentaram expressao aumentada da proteina HER2 (3+ de intensidade;
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membrana fortemente corada em mais de 10% das células). Foram
considerados como HER2 negativos os tumores em que nao se observava
coloragéo ou a coloragdo da membrana estava presente em menos de 10%
das células tumorais ou quando a coloragao era fraca em mais de 10% das
células tumorais (apenas parte da membrana das células tumorais coradas;
1+ de intensidade). Sete casos (29%) eram triplo-negativos (ER negativos,

PR negativos e HER2 negativos).

Tabela 1 - Resumo das caracteristicas clinicas e histopatolégicas das 24

pacientes com carcinomas inflamatérios de mama incluidas neste estudo.
Todos os CIM s&o classificados como T4d. “HER2 negativo indica auséncia e/ou express&o
basal da proteina (1/3). ° Nd: auséncia de informacéo. ¢ Pacientes em tratamento. IMC:
indice de massa corporal.

Caracteristicas N =24 %
Idade
<50 years 6 25
=50 years 18 75
Tipo Histologico
Ductal invasivo 23 96
in situ associado 8 34,8
Lobular 1 4
Status Hormonal
Pré-menopausa 6 25
P&s-menopausa 18 75
N
NO 1 4,2
N1 9 37,5
N2 8 33,3
N3 6 25
M
MO 13 54,2
M1 11 45,8
Estadio
B 11 45,8
lc 2 8,4

v 11 45,8




Cont/Tabela 1

Caracteristicas N =24 %
Receptores hormonais
ER - PR -HER2 + 3 12,5
ER + e/ou PR + HER2 - 14 58,4
ER-PR-HER2 -? 7 29,1
Histéria familiar de cancer
Negativa 6 25
Positiva 16 66,7
Cancer de mama e ovario 9 56,3
Outros 7 43,7
Nd ° 2 8,3
Metastase
Negativa 5 20,8
Positiva 17 70,8
ao diagndstico 11 64,7
ao follow up 6 35,3
Sem informagao 2 8,3
Local da Metastase
Ossea 11 64,7
Pulmonar 4 23,5
Qutras 2 11,8
Follow-up
Morte pela doenca 18 75
< 2 anos 11 61,1
> 2 anos 7 38,9
Vivo sem a doenga 4 16,7
Vivo com a doenca 2 8,3
Indice de Massa Corpérea - IMC
Acima de 25kg/m® 14 58,4
Abaixo de 25kg/m? 6 25,0
Nao informado 4 16,6
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A maioria das pacientes possui historia familiar de cancer (66,7%),

sendo os canceres de mama e ovario os mais frequentes (9 de 16 casos).

Foram relatados outros sitios acometidos por cancer nas familias das

pacientes deste estudo incluindo o sistema nervoso central, intestino,

prostata, estbmago e leucemias. Embora em quatro pacientes néo

houvessem informagdes sobre o peso e a altura, 58,4% dos casos
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apresentaram alto indice de massa corpérea.

Foi observada a presenca de metastases em 75% das pacientes,
sendo 66,7% identificadas ao diagndstico e 33,3% durante o follow-up. A
metastase Ossea foi a mais frequente. Um total de 75% das pacientes
morreu pela doenga, sendo 61% em um periodo inferior a dois anos.

Quanto ao tratamento, as pacientes com tumores em estadios IlIB e
IIC, em sua maioria, receberam quimioterapia neoadjuvante (4 ciclos de
ciclofosfamida com doxorrubicina e 12 ciclos de taxol). Em cinco das 13
pacientes nestes estadios ndo haviam informacdes adicionais disponiveis
nos prontuarios, cinco apresentaram resposta parcial ao tratamento (definida
como a presenga de carcinoma invasivo com alteragcdes no estroma
(CHEVALLIER 1993), trés tiveram progressao da doenga e uma apresentou
doenca estavel. Entre as quatro pacientes com CIM no estadio IV, duas
foram submetidas a neoadjuvancia e duas receberam tratamento
radioterapico, nao constando informagdes adicionais no prontuario das

pacientes.

4.2 ALTERAGOES DO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS (CNA)

Foram identificados 1.267 ganhos (584 em mosaico), 704 perdas (580
em mosaico) e 165 cnLOH (50 em mosaico) entre as 24 amostras avaliadas
para alteragbes no numero de copias gendmicas.

As regibes envolvidas em CNAs do nosso estudo foram comparadas

com aquelas disponibilizadas no TCGA em 1080 amostras de carcinoma



51

invasivo de mama e 113 amostras de TNBC avaliadas pela plataforma
Affymetrix SNP 6.0. Nao ha informacdes se entre estes tumores alguns sao
inflamatérios. Entre as 1.267 regides de ganhos genbmicos 105
encontravam-se envolvidas em ganhos nos tumores de mama invasivos e 35
nos TNBC. Entre as 704 perdas gendmicas encontradas nos CIM 239 foram
também detectadas nos tumores de mama invasivos e 80 nos TNBC (TCGA
dataset). As alteragdes em mosaicismo n&o foram consideradas nas
comparacgodes realizadas com o banco de dados disponibilizados do TCGA.

A Figura 5 resume o total de alteragcbes detectados nos 24 casos
deste estudo. Os casos CIM06, CIM13 e CIM25 apresentaram o menor
numero de alteragdes (20 21 e 10 alteragdes, respectivamente) e os casos
CIM16 e CIM18 apresentaram o0 maior numero (213 e 218,
respectivamente). Apenas seis casos apresentaram um numero inferior a 50
CNAs, revelando alta instabilidade genbmica. Os casos CIMO06, CIM13,
CIM25 e CIM26 apresentaram poucas alteragdes, configurando um padréo
diferente dos demais casos. O caso CIMO6 € um carcinoma lobular e os

demais que sio carcinomas ductais invasivos da mama.
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ALTERACOES NO NUMERO DE COPIAS

250 ¢

200

150 +

100 +

50

Figura 5 — CNAs identificadas por caso. Observa-se que 18 dos 24 CIM analisados
apresentaram mais de 50 alteracées genémicas, os casos CIM16 e CIM18 apresentaram o
maior numero de alteragbes enquanto os casos CIM06 e CIM25 apresentaram o menor
namero.

Entre as 1.267 regides de ganhos 103 foram compartilhadas por 17
dos 24 casos (aproximadamente 70%). De forma similar, apenas 4 das 704
perdas gendmicas, foram compartilhadas em pelo menos 70% dos casos. A
Figura 6 ilustra as alteragdes de perdas e ganhos assim como as alteragdes
em mosaicismo detectadas nos 24 CIM. As alteragbes de ganhos e perdas
gendmicas e os genes codificadores mapeados nestas regides e presentes

em no minimo 70% dos casos estio listados no Quadro 1.
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Quadro 2 - Regides de ganhos e perdas de copias genbmicas presentes em pelo menos 70% dos casos deste estudo.
Analises utilizando a ferramenta CoNVaq (http://tomcat.compbio.sdu.dk/convag/).

Regiao Inicio Fim Genes* Casos
Ganhos
3,4,5,6,8 910 11 12 14 15
19321 | 199885843 | 200404222 NR5A2 B o
3,4,5,6,8 910 1112 14 15
19321 | 200446886 | 200692390 KIF14, DDX59 N
3,4,5,6,8 910 11 12 14 15
19321 | 200868121 | 201185044 CACNATS, KIF21B, TMEM9, GPR25 O o 24
3,4,5,6,8 910 11 12 14 15
19321 | 202192520 | 202692736 UBE2T, PPP1R12B, LGR6, SYT2 o o4
19321 | 203006242 | 203380123 FMOD, MYOG, CHI3L1, MYBPH, CHIT1, PPFIA4, BTG2, TMEM183A, ADORA1T | >45 fé ?’892100212121‘2 1415
ATP2B4, ZC3H11A, LAX1, SOX13, LINC00303, SNRPE, OPTC, PRELP, SNORA77, | 2,3,4,5,6,8.910 11 12 14
19321 | 203484498 | 204078837 HSPE1P6, KRT8P29, CBX1P3, ZBED6 15 16 18 20 22 24
2,3,4,5,6,91011 12 14 15
19321 | 204078837 | 204320796 REN, SOX13, ETNK2, PLEKHA6, KISS1, GOLT1A B o 24
19321 | 204331514 | 204769799 PIK3C2B, PLEKHA6, PPP1R15B, LRRN2, MDM4, SCARNA20 234500 0 e e
19321 | 204769799 | 205160410 RBBP5, DSTYK, NFASC, TMEM81, CNTN2 23,4 15é?’89223021212112 1415
19321 | 205357977 | 205565865 CDK18, LEMD1, LEMD1-AS1, LEMD1, BLACAT1 23,4, féﬁ’sgzgozyzf 1415
NUCKS1, RAB29, SLC41A1, ELK4, SLC45A3, PM20D1, SLC26A9, MFSD4A, CTSE, | 2,3,4,5,6,910 11 12 14 15
19321 | 205565865 | 206329926 FAM72A, AVPR1B, SNORA72, SRGAP2 16 18 20 22 24
19321 | 206539637 | 206963135 | IL10, IL19, DYRK3, EIF2D, MAPKAPK2, IL20, IL24, FCMR, PIGR, FCAMR, RASSF5 | 234 fé?’89210021212112 1415
19321 | 206965712 207455527 | CR2, PFKFB2, C4BPA, C4BPB, FCAMR, YOD1, C1orf116, CD55, C4BPAP1, C4BPAP2 | 2 3% féﬁ’sgzgozyzf 1415
19321 | 207461883 | 207894416 CR2, CD46, CD34, CR1L, C1orf132, CR1, CDCA4P3, CDCA4P4, CD46P1, 23,4, fé?’892:)021212142 1415
2.3,4,5,691011 1214 15
19321 | 208188417 | 208471425 PLXNA2 D 2 on
3,4,5,6,8 910 1112 14 15
19321 | 200407572 | 200446885 ZNF281 N

54



Cont/ Quadro 2

Regiao Inicio Fim Genes* Casos
Ganhos
1932.1 | 200700635 | 200763105 CAMSAP2 3,45, 16é %8922)02121212 1415
1932.1 | 200765312 | 200867803 CAMSAP2, RPL34P6 3,458, ?8921002121212 141516
19321 | 203380123 | 203475572 LARP7P1 2,3, ‘2’551’2188’ 20132121412 14
19321 | 205160573 | 205357143 DSTYK, TMCC2, KLHDC8A, NUAK2, SNRP, GP10 2,34, fé?’sgzé(’z?zf 1415
1932.1 | 207903691 | 208037269 PLXNA2, CD34 2.3.4, 15{3 ?89210021212112 1415
1932.1 | 208037966 | 208171498 PLXNA2 2.3.4, 15é %8921002121212 1415
1932.1 | 203475572 | 203484498 PRELP 2,3,4, 156 %892:)02121212 1415
19321 | 204320796 | 204331321 PLEKHAG 2,3, 1’551,66'188, 290132121412 14
8q24.12 | 119852446 | 119861903 DSCC1 2,3, ‘:’651,;2 % 3212131 22414 15
8q24.13 | 124909042 | 125106390 SQLE, NSMCE2, KIAA016, ZNF572 2, 135 ‘2’ 651’ ;189’ 3013212131 2241 4
8q24.13 | 125324625 | 125416289 NSMCE2 2, 135 1’651, ;1% 29015212131 2241 4
8q23.1 | 105605923 | 105615745 ZFPM2 2,45, 17é %9922)121222144 1516
8924.12 | 119702489 | 119713399 RN7SKP153 2,3, ‘2’851’;2 % 331 2221 ;415 16
8q22.3 | 104340540 | 104351683 DPYS, DCSTAMP 24,5, 17é 2’092;12122214 1516
8q23.1 | 105051937 | 105063438 ZFPM2 2,57, %92(1)12;22;4215 16 18
8024.21 |129918264 | 129944875 FAM49B 2 3’1Aé' 15{3 71’99%02;121222144 15
8q22.3 | 104312870 | 104340540 DPYS, DCSTAMP 2,4,57,8,91112141516

18 19 20 23 22 24
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Cont/ Quadro 2

Regiao Inicio Fim Genes* Casos

Ganhos

8g23.3 | 110133436 | 110195207 - B oy
8g22.2 | 100703293 | 100777019 PABPC1 245, 3’992(1)12;22;4215 1618
8q23.3 | 113064893 | 113139629 CSMD3 2408 2 10
8q24.11 | 117820276 | 117908925 EXT1 2 T o on
8q22.3 | 104914104 | 105051937 ZFPM2 2,4, > ’1% 301213122213 1010
8q24.12 | 119713399 | 119852446 FAM84B 2340578512 410
8g23.3 | 116643412 | 116795541 EIF3H, UTP23 AR AR
8q24.12 | 119315533 | 119471136 NOV 2 3’1;’ > :'982’092131 St 19
8q24.3 | 139939268 | 140113090 TRAPPCY, PEG13 a4ons 12% 1213 1222 121 1516
8q23.3 | 112876632 | 113064737 CSMD3 B o
8q24.22 | 131143639 | 131332990 CTD-2501M5.1 2 e
8q22.3 | 104718241 | 104914028 ZFPM2 24, 51'87‘13’29012131222124415 16
8q24.13 | 125106390 | 125324625 NSMCE2, RN7SL329P 2 T o on
8q22.1 | 90398875 | 90620855 AB015752.3 S oy 018
8q24.12 | 119471136 | 119702489 ENPP2, CYCSP23 2985 1'982’092131 21222144 15
8g23.3 | 109851781 110118562 KCNV1, RPSAP48 B oy
8q23.1 | 106012200 | 106292504 SLC16A14P1 2,4,57,8,9 1112 141516

1819202322 24
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Cont/ Quadro 2

Regiao Inicio Fim Genes* Casos
Ganhos
8q24.21 | 129618873 | 129918264 GSDMC, FAM49B, CCDC26 T oot
8q24.11 | 117913455 | 118240824 SAMD12, EXT1 2 3’12’ > %82’092131 21222144 15
8q24.22 | 130809142 | 131139299 ADCYS ARSI
8q23.1 | 105615745 | 105956842 ZFPM2, FOG B oy
8q22.3 | 104351683 | 104717960 DPYS, LRP12, DCSTAMP, ZFPM2, FOG, NDUFA5P2 B oy
8q24.13 | 124497782 | 124909042 NDUFB9, TATDN1, MTSS1 2345785 12 41
8q24.13 | 120745853 | 121169810 SNTB1 B oy
8q23.3 | 113139629 | 113564259 CSMD3 2,4, 51’88’12’ 301213122213 1010
8q24.13 | 122040950 | 122513805 MRPS36P3 2345785 12 410
8g23.3 | 110321891 | 110831718 CTD-2544L4.1, KB-1299A7.2, NDUFBIP3 B oy
8q24.22 | 133245523 | 133755070 | ST3GAL1, NDRG1, ST13P6, CTC-458A3.1, CTC-369M3.1, MTCO1P49, MTND2P7 | 2 578, 3 10 11 12 1415
8q23.3 | 112348539 | 112876632 CSMD3, RPL30P16 S > 1018
8q23.3 | 115392071 | 115929008 TRPS1, AF178030.2 B oy
8q23.1 | 105063438 | 105605923 ZFPM2, TMCC1P1 2.5, 7’18 ;(1) ;g aaoeTe
8q24.22 | 133757515 | 134303394 - 2 Ay e
8024.13 | 123909889 | 124497782 | TATDNY, TMEMGS5, RNF139, FER1LE-AS1, TRMT12, FER1L6, FER1LE-AS2, ARF1P3 | %> 7.9 11 12 14 151618
8q24.22 | 132636886 | 133245523 | TG, WISP1, NDRG1, PHF20L1, LRRC6, SLA, TMEMT71, AF230666.2, Wisp1-0T1 | %5451 8 3 10 1712 14
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Cont/ Quadro 2

Regiao Inicio Fim Genes* Casos

Ganhos

8q24.3 | 140679379 | 141290234 SLC45A4, DENND3, PTK2 S e s ba o 1O
8q23.3 | 115929269 | 116594291 ; 2 3’14('5’ 15é 71’9822)0é;12122214 15
8q23.3 | 114698275 | 115382722 CARSP2 SRR IR
8q22.1 | 98867855 | 99647756 STK3, VPS13B, OSR2, MRPL57P7, SRR
8q21.3 | 89554698 | 90396062 RIPK2, NBN, DECR1, CALB1, OSGIN2, COX6B1P6 S ey 018

8q24.21 | 129944876 | 130809142 FAM49B, ASAP1, ADCY8 2 e

8q24.13 | 121169810 | 122037425 HAS2, RPL35AP19 2 o
8q24.12 | 119861903 | 120738163 DEPTOR, SNTB1, MTBP, MRPL13, COL14A1, NCAPGP1 T e on
8q22.1 | 97953236 | 98866768 POP1, NIPAL2, STK3, RIDA, MATN2, RPL30, KCNS2, ERICH5, SNORA72 2985 %82'09'2131 21222144 15
8q24.11 | 116800962 | 117817678 UTP23, RAD21, SLC30A8, MED30, EXT1, AARD 2 T e o on
8q22.3 | 103272313 | 104296152 FZD6, CTHRC1, SLC25A32, DCAF13, RIMS2 T e on
5222 | 99647756 | 100700567 | RNFI9A PABPCT, SPAGI, VPST3B, g@gﬁ POLRZK. FBXO43, COX6C, SNX31, | 2.3,4,5,7.8 811121415
5225 | 100835241 | 101808707 | ORHLZ NCALD, ZNFT08, YWHAZ, RNTSKP249, RPSZGPG, NACAPT, FLIA2969, | 2.3,4,57,8,9.11 12 1415

8q24.12 | 118243266 | 119313457 MAL2, TNFRSF11B, SAMD12, COLEC10 2 T e on
8q24.13 | 125416289 | 126487333 TRIB1, RFPL4AP5, KNOP1P5, SOD1P3 2355 71’9921002;12122214 15
8g23.3 | 113612669 | 114697562 - B oy
8q24.22 | 131332990 | 132636886 LRRC6, EFR3A, HHLA1, KCNQ3, OC90, HPYR1 T oot
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Cont/ Quadro 2

Regiao Inicio Fim Genes* Casos
Ganhos
RRM2B, NCALD, UBR5, ODF1, KLF10, AZIN1, ATP6V1C1, BAALC, RPS12P15, 24578111214 1516 18
8g22.3 | 101898783 | 103264173 RPL5P24, ADI1P2, SUMO2P19, POU5SF1P2, MTCO1P4, NPM1P52, MTND1P5, T 1’9 50 23 22 24
MTCO2P4, HSPE1P14
ANXA13, DERL1, FAM83A, TBC1D31, WDYHV1, ATAD2, FBX032, ZHX1, KLHL38, 2345791112 141516
8024.13 | 122513805 | 123904878 FAM91A1, ZHX2, C8orf76, FAM83A-AS1, MIR548AA1, FER1L6, CDK5P1, UBA52P5, T 1'8 ’19’20 239294
HMGB1P19, IMPDH1P6, DUTP2, ZHX1-C80rf76
8g23.3 | 110836451 | 112348539 CSMD3, EEF1A1P37, MTCO1P47, SERPINA15P 2,4, 51’87‘18,29012131222124415 16
MYC, RN7SKP226, POU5F1B, CASC8, CCAT1, CASC11, PVT1, PCAT2, PCAT1, 2,3,4,5,7,910111214 15
8q24.21 | 126625773 | 128333917 CASC21, CASC19, TMEM75, CCAT2, PRNCR1 16 18 19 20 23 22 24
CPQ, LAPTM4B, MATN2, MTDH, UQCRB, MTERF3, PTDSS1, SDC2, TSPYL5, 2,4,5,7,8,9111214 1516
89221 96212432 97948066 RPS23P1, SUMO2P18 18 19 20 23 22 24
8024.22 | 134306123 | 136332770 ZFAT, KHDRBS3, RPL23AP56, NCRNA00250, MAPRE1P1 2 4,156’ 17 é§’992100213121222144 15
8q21.3 86415183 89549970 CPNE3, WWP1, MMP16, CNGB3, DCAF4L2, CNBD1, RMDN1, GOLGA2P1, KRT8P4, | 2,4,5,7,8,9111214 1516
NTAN1P2, IARS2P1, MIOXP1, VTA1P2, RPSAP74, SLC2A3P4, SOX5P1 18 19 20 23 22 24
8423.1 106306222 | 109845351 EIF3E, EMC2, NUDCD1, ENY2, SYBU, EBAGY9, RSPO2, ANGPT1, OXR1, TMEM74, |2,4,5,7,8,9111214 1516
TRHR, ABRA, PKHD1L1, PGAM1P13, NRBF2P4, TAGLN2P1, HMGB1P46 18 19 20 23 22 24
RUNX1T1, CDH17, ESRP1, NECAB1, SLC26A7, TMEM55A, OTUDG6B, DPY19L4, NDUFAFS6,
C8orf37, GDF6, TP53INP1, INTS8, KIAA1429, GEM, PDP1, TMEMG67, CCNE2, PLEKHF2, 245789111214 15 16
8022.1 90620855 96209272 TMEM64, RP11-44N17.1, RBM12B, FAM92A, RAD54B, TRIQK, LRRC69, RNA5SP274, T 1,8 ,‘]9 ’20 2392 24
MRPS16P1, RPL34P18, RPS4XP10, FLJ46284, PSMA2P2, IRF5P1, C80rf88, ZNF317P1,
MYL12AP1, FSBP, PRR13P7, C80rf87, RAD54B
Perdas
VPS53, FAM57A, GEMIN4, DBIL5P, GLOD4, RNMTL1, NXN, TIMM22, ABR, BHLHA9, TUSCS5, 1.3.56.7.8.91011 12 15
17p13.3 447710 2097377 YWHAE, CRK, MYO1C, INPP5K, PITPNA, SLC43A2, SCARF1, RILP, PRPF8, TLCD2, WDR81, ’ ,16’18’ 26 2’2 23 24 26
SERPINF2, SERPINF1, SMYD4, RPA1, RTN4RL1, DPH1, OVCA2, HIC1, SMG6
ASPA, OR1E2, SPATA22, OR3A3, TRPV3, OR1E1, OR1R1P, OR3A4P, OR3A1, 1,3,5,6,7,8,910111215
17p 13.2 3247287 3534710 OR3A2 16 18 20 22 23 24 26
17p13.1 5474980 6775489 DERL2, NLRP1, PITPNM3, MED31, FAM64A, AIPL1, TXNDC17, XAF1, SLC13A5, 1,3,5,6,7,8,91011 1215
MIS12, WSCD1, KIAA0753, RPL23AP73, C170rf100, BTF3P14 16 18 20 22 23 24 26
DVL2, PHF23, ACADVL, ALOX12, CLEC10A, XAF1, DLG4, ASGR1, RNASEK- 1356.7 89101112 14
17p13.1 6775489 7285276 C170rf49, BCL6B, ASGR2, TEKT1, ELP5, GABARAP, SLC16A11, SLC16A13, ’1é 1’6 1’8 ’20’ 229324 26
CTDNEP1, FBX039, SLC2A4, CLDN7, RNASEK, C170rf49

*Foram excluidos os miRNA, IncRNA outras sequéncias sem genes conhecidos.
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A analise utilizando a ferramenta CoNVaq possibilita encontrar
regides alteradas (ganhos e perdas) compartilhadas entre os casos, sua
localizagdo (cromossomo envolvido, inicio e fim do segmento alterado) e
quais os casos que as possuem. Devido ao grande numero de alteragdes,
selecionamos as regides compartilhadas em pelo menos 70% dos casos.

Ganhos genémicos foram muito mais frequentes quando comparados
a perdas. Ganhos em 1g32.1 e perdas em 17p foram eventos frequentes
observados em 70% dos casos, onde se mapeiam inumeros genes
detalhados no Quadro 2.

A regidao mais frequentemente encontrada em ganhos esta mapeada
em 8q22.1-24.3 (mais de 70% dos casos), a qual inclui o oncogene MYC
(8g24.21). Um total de 18 casos apresentou ganhos envolvendo o oncogene
MYC, ja descrito em tumores de mama, inclusive nos inflamatdrios. Além
desta regido, em 83% dos casos foram detectados ganhos em 8q24.13
(inicio:124909042 bp e final:125106390) onde se mapeiam os genes SQLE,
FAM84B, NSMCE2, KIAA0196 e ZNF572.

Praticamente todos os casos apresentaram cnLOH sendo em maior
frequéncia nos casos CIM11 (30 alteragdes), CIM16 (24 alteragbes) e CIM20
(11 alteragdes) (Figura 7). Sete casos apresentaram cnLOH (CIM03, CIM11,
CiM14, CIM16, CIM20, CIM22 e CIM23) em 3p26.3. Destes, quatro casos
sao triplo negativos (CIM11, CIM14, CIM16 e CIM20). Os genes mapeados
nesta regidao incluem CHL1, CNTN6, CNTN4, CNTN4-AS2, IL6RA, TRNT1,
CRBN, LRRN1, SETMAR, SUMF1, ITPR1, EGOT, BHLHE40-AS1,

BHLHE40, ARL8B. Interessantemente, perdas em mosaico nessa m
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esma regiao foram identificadas em seis casos (CIM07, CIMO09,
CIM10, CIM12, CIM18 e CIM26), sendo um deles (CIM10) triplo negativo.
Desta forma, cinco entre sete CIM triplo negativos apresentaram cnLOH ou
perdas em 3p26.3. Quatro casos (CIM07, CIM16, CIM23 e CIM26) possuem
grandes regides gendmicas envolvidas em perdas e ou cnLOH e, portanto,
incluem uma grande quantidade de genes ja descritos como alterados no
cancer de mama, incluindo o gene ROBO1.

A cnLOH mapeada em 6g22.31 foi comum a quatro casos (CIM04,
CIMO05, CIMQ9 e CIM22), todos eles HER2 negativos. Esta mesma regiao
estava envolvida em ganhos em dois casos triplo-negativos (CIM11 e 16).
Em 6922.31 estdo mapeados 48 genes (NCOA7, HINT3, CENPW, RSPO3,
RNF146, ECHDC1, THEMIS, PTPRK, LAMA2, ARHGAP18, EPB41L2,
AKAP7, ARG1, MED23, ENPP3, ENPP1, CTGF, MOXD1, STX7, TAAR9,
TAARS, TAAR6, TAARS5, TAAR2, TAAR1, VNN1, VNN3, VNN2, SLC18B1,
RPS12, EYA4, TCF21, TBPL1, SLC2A12, SGK1, ALDH8A1, HBS1L, MYB,
AHI1, PDE7B, BCLAF1, MAP7, MAP3K5, PEX7, SLC35D3, IL20RA,
IL22RA2, IFNGR1), incluindo os receptores de interleucinas (IL20RA e
IL22RA2).

Grandes regides gendmicas mapeadas no cromossomo 17 estavam
envolvidas em cnLOH, incluindo os casos CIM11 e CIM22 (cnLOH em
mosaico). Dois casos (CIM12 e CIM16) apresentaram cnLOH no brago curto
do cromossomo 17 (17p13.3), sendo um deles mosaico (CIM12). O caso
CIM14 apresentou cnLOH em mosaico no brago longo do cromossomo 17

(17923.2). A regiao 17p13.3 também foi encontrada em perda em 15 casos
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(CIMO01, CIMO3, CIM05, CIM06, CIM07, CIM08, CIM09, CIM10, CIM15,
CiM16, CIM18, CIM20, CIM23, CIM24, CIM26) onde se mapeiam 37 genes
(Quadro 2). Em adi¢do, perdas em 17g23.2 foram encontradas em seis
casos (CIM08, CIM12, CIM13, CIM16, CIM 19 e CIM22), compreendendo
um grande numero de genes incluindo miRNAs e IcnRNAs (LINC00673,
LINC00511, SLC39A11, SSTR2, COG1, FAM104A, C170rf80, CPSFA4L,
CDC42EP4, SDK2, LINC00469, LOC400620, RPL38, MGC16275, TTYH2,
DNAI2, KIF19, BTBD17, GPR142, GPRC5C, CD300A, CD300LB, CD300C,
CD300LD, C17orf7r7, CD300E, RAB37, CD300LF, SLC9A3R1, MIR3615,
NAT9, TMEM104, GRIN2C, FDXR, FADS6, USH1G, OTOP2, OTOP3, HID1,
CDR2L, ICT1, ATP5H, KCTD2, SLC16A5, ARMC?7, NT5C, HN1, SUMO2,
NUP85, GGA3, MRPS7, MIF4GD, LOC100287042, SLC25A19, GRB2,
MIR3678, KIAA0195, CASKIN2, TSEN54, LLGL2, MYO15B, RECQLS,
SMIM5, SMIM6, SAP30BP, ITGB4, GALK1, H3F3B, MIR4738, UNK,
UNC13D, WBP2, TRIM47, TRIM65, MRPL38, FBF1, ACOX1, TEN1, TEN1-
CDK3, CDK3, EVPL, SRP68, GALR2, ZACN, EXOC7, FOXJ1, RNF157-
AS1, RNF157, UBALD2, QRICH2, PRPSAP1, SPHK1, UBE20, AANAT,
RHBDF2, CYGB, PRCD, SNHG16, SNORD1C, SNORD1B, SNORD1A,
ST6GALNAC2, ST6GALNAC1, MXRA7, JMJD6, METTL23, SRSF2,
MIR636, MFSD11, MGAT5B, LINC00338, SEC14L1, SCARNA16, SEPTY,
MIR4316, LOC100507351, FLJ45079, TNRC6C, TNRC6C-AS1, TMCE,
TMC8, C170rf99, SYNGR2, TK1, AFMID, BIRC5  TMEM235,
LOC100996291, SOCS3, PGS1, DNAH17, DNAH17-AS1, CYTH1, USP36,

TIMP2, LOC100653515, LGALS3BP, CANT1, C1QTNF1-AS1, C1QTNFT1,
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ENGASE, RBFOX3, MIR4739, ENPP7, CBX2, CBX8, CBX4, TBC1D16). As

duas regides gendmicas no cromossomo 17 envolvidas em perdas estavam

I
|

Ll

18

] Uil

Figura 7 — Perfil de alteragées gendmicas do tipo cnLOH (roxo) dos 24 casos
de carcinomas inflamatoérios. Em verde estéo representadas as cnLOH em mosaico.
As regides mais frequentemente alteradas estdo mapeaas em em 3p, 6q € cromossomos
17 e X. Foi utilizado o programa Chromosome Analysis Suite (ChAS, v.3.1.0) para a
geracao das imagens.

presentes apenas no caso CIMS8.
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Foram também investigadas as regides envolvendo amplificagao
génica (mais de 5 copias) e delecao homozigota que estivessem presentes
em pelo menos trés casos. Foram identificados 16 casos com amplificagao.
A presenca de amplificacdo gene-especifica (50 genes) em no minimo trés
casos, esta detalhada na Quadro 3 (CoNVaq). Um achado interessante foi a
presenca de amplicons nos casos CIM9 11 e 22 mapeados em 1q32.1
(envolvendo 21 genes), assim como o IncRNA LINC00862 e dois outros
genes mapeados nesta regido e amplificados nos casos CIM03, CIMQ9 e
CIM22. Um segundo amplicon foi observado nos casos CIMO03, CIM09 e
CIM11 mapeados em 1932.2 (envolvendo 6 genes e 2 miRNAs). O gene
KCNT2 estava amplificado nos casos CIM9 18 e 22 e o gene TRHR
mapeado em 8p23.1 nos casos CIM 4 11 e 14. Os casos CIM8 12 e 14
apresentaram dois amplicons mapeados no cromossomo 17: 17q12 e

17g21.1 além do gene IKZF3 mapeado em 17q12-g21.1.
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Quadro 3 - Genes amplificados nos CIM e presentes em pelo menos trés
casos.

Gene Cromossomo Casos
ASCL5 1932.1 91122
C1orf106 1932.1 91122
CACNA1S 1932.1 91122
CAMSAP2 1932.1 91122
CSRP1 1932.1 91122
GPR25 1932.1 91122
IGFN1 1932.1 91122
IPO9 1932.1 91122
IPO9-AS1 1932.1 91122
MIR5191% 1932.1 91122
NAV1 1932.1 91122
PHLDA3 1932.1 91122
PKP1 1932.1 91122
RPS10P7 1932.1 91122
SHISA4 1932.1 91122
TMEM9 1932.1 91122
TNNI1 1932.1 91122
TNNT2 1932.1 91122
KIF21B 1932.1 91122
LAD1 1932.1 91122
MIR1231" 1932.1 91122
LINC00862 1932.1 3,922
NR5A2 1932.1 3,922
ZNF281 1932.1 3,922
CD34 1932.2 3,911
CD46 1932.2 3,911
CD55 1932.2 3,911
CR1 1932.2 3,911
CRIL 1932.2 3,911
CR2 1932.2 3,911
MIR29B2* 1932.2 3,911
MIR29C” 1932.2 3,911
KCNT2 1931.3 91822
TRHR 8p23.1 41114
CDK12 17912 81214
ERBB2 17912 81214
GRB7 17912 81214
MIEN1 17912 81214
MIR4728" 17912 81214
NEUROD2 17912 81214
PGAP3 17912 81214
PNMT 17912 81214
PPP1R1B 17912 81214
STARD3 17912 81214
TCAP 17912 812 14
IKZF3 17912-g21.1 812 14
GSDMB 17921.1 81214
ORMDL3 17921.1 81214
ZPBP2 17921.1 81214

*Dados obtidos utilizando a ferramenta CoNVagq. As linhas demarcadas indicam os casos
com o mesmo amplicon. * miRNAs, *lcnRNA
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A andlise de enriquecimento de vias utilizando a ferramenta GO

Biological Process (www.geneontology.org/) para 0S casos que

apresentaram amplificacdo génica revelou o envolvimento da via de
regulacdo negativa da resposta humoral, representada pelos genes CD46,
CR1 e CD55 e da via da interleucina 10 (Figura 8). Estes genes, além de
amplificados em trés casos (CIM03, CIM09 e CIM11), também estavam
envolvidos em ganhos em 13 casos (CIM02, CIM04, CIM05, CIM06, CIM10,

CIM12, CIM14, CIM15, CIM16, CIM18, CIM20, CIM22, CIM24).

humeoral immune response mediated by circulating immunoglobulin-

entry into other organism involved in symbiotic interaction -

entry into cell of other organism involved in symbiotic interaction

entry into host-

entry into host cell

regulation of humoral immune response -

complement activation, classical pathway -

viral entry into host cell

regulation of protein activation cascade -
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Figura 8 - Analise de enriquecimento de vias utilizando a ferramenta GO

Biological Process. A via de regulagéo negativa da resposta humoral apresentou um
valor de p < 0,0025.

As dele¢cbes homozigotas do gene TP63 foram detectadas em dois
casos (CIM8 e CIM23). Além disso, foi verificado que o gene TP63 também
se encontra na regido de cnLOH do caso CIM22 e em uma perda em
mosaico no caso CIM26. Foi também identificada delecdo homozigota dos
genes ADAMS5 e ADAM3A em quatro casos (CIM1, CIM3, CIM9, CIM14). A

delecdo homogizota do gene CSMD1 foi identificada no caso CIM16; outros
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trés casos (CIM07, CIMO8 e CIM10) apresentaram perdas mosaicos
envolvendo este gene. A perda homozigota dos receptores olfatérios foi

identificada em quatro casos (Quadro 4).

Quadro 4 - Delegdes homozigotas presentes nos carnomas inflamatorios
(CIM). Os dados foram obtidos utilizando a ferramenta CoNVagq.

Cromossomo Inicio Fim CiMm Genes
1921.3 152.761.909 | 152.768.346 5 -
3928 189.360.834 | 189.371.964 8 TP63
3928 189.363.665 | 189.371.964 23 TP63
8p11.22 39.247.097 39.386.952 9 ADAMS, ADAM3A
8p11.22 39.247.097 39.386.952 14 ADAMS, ADAM3A
8p23.2 3.997.049 4.474.400 16 CSMD1
8p11.22 39.247.097 39.386.952 1 ADAMS, ADAM3A
8p11.22 39.247.097 39.386.952 3 ADAMS, ADAM3A
11911 55.374.018 55.452.996 13 OR4P4, OR4S2, OR4C6
11911 55.374.134 55.452.996 18 OR4P4, OR4S2, OR4C6
11911 55.374.018 55.452.996 19 OR4P4, OR4S2, OR4C6
11p15.4 5.783.909 5.809.230 2 OR52N5, OR52N1
13921.1 57.758.275 57.793.430 7 -
139211 57.758.275 57.778.238 23 -
149211 41.892.350 41.973.619 16 -
14 q31.3 86.284.753 86.322.886 16 -

(-): ndo ha descri¢do de genes conhecidos.

43 COMPARAGAO DAS CNAs COM OS DADOS CLIiNICOS-

HISTOPATOLOGICOS

Foram comparados os perfis gendbmicos segundo as caracteristicas
clinicas e histopatolégicas dos pacientes utilizando a ferramenta CoNVaq

(http:/tomcat.compbio.sdu.dk/convaq/). As comparagdes incluiram casos de
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CIM triplo negativos versus demais casos, casos com presenga versus
auséncia de historia familiar de cancer, pacientes em pré menopausa versus
pds-menopausa quando do diagndstico tumoral, pacientes que foram a ébito
pela doenca em um periodo inferior dois anos versus 6bito superior a dois
anos e pacientes que apresentaram metastase ao diagndstico versus os que
nao apresentaram. Como resultado de cada uma das comparacdes entre os
grupos, foi possivel identificar regides gendmicas alteradas que diferem

entre os grupos (Quadro 5).



Quadro 5 - Comparagao de CNAs entre os casos com diferengas clinicas. As andlises foram realizadas utilizando ferramenta
CoNVaq http://tomcat.compbio.sdu.dk/convaqg/).

EVENTO REGIAO INiCIO FIM GENES*
LOC100288742, LINC00623, LOC728875, PPIAL4B, PPIAL4C, PPIAL4A, PFN1P2, NBPF8, NBPF9, LOC653513,
16211 PDE4DIP, SEC22B, NOTCH2NL, NBPF10, HFE2, TXNIP, POLR3GL, ANKRD34A, LIX1L, RBM8A, GNRHR2,
143932349 | 150094644 PEX11B, ITGA10, ANKRD35, PIAS3, NUDT17, POLR3C, RNF115, CD160, PDZK1, GPR89A, GPR8IC,
Ganho PDZK1P1, NBPF24, NBPF11, HYDIN2, NBPF12, LOC728989, NBPF13P, PRKAB2, PDIA3P, FMO5, CHD1L,
LINC00624, BCL9, ACP6, GJAS5, GJAS, GPR89B, MIR5087, E OUTROS 195 GENES
16213 CTSK, ARNT, SETDB1, CERS2, ANXA9, FAM63A, PRUNE, BNIPL, C1orf56, CDC42SE1, MLLT11, GABPB2,
150764007 | 151574654 SEMAGC, TNFAIP8L2, TNFAIPSL2-SCNM1, LYSMD1, SCNM1, TMOD4, VPS72, PIP5K1A, PSMD4, ZNF687,
Ganho PI4KB, RFX5, SELENBP1, PSMB4, POGZ, CGN, TUFT1, MIR554
;anh'i 150328474 | 150571090 PRP13, RPRD2, TARS2, ECM1, MIR6878, FALEC, ADAMTSL4, MIR4257
1q21.3
150573897 | 150741592 ENSA, GOLPH3L, HORMAD1, CTSS
Ganho
TRIPLOS 1921.2 150202236 | 150327954 ANP32E, CA14, ALPH1A, C1orf54, CIART, MRPS21
NEGATIVOS Ganho
1921.3 151586539 | 151638403 SNX27, CELF3
Ganho
SNX27, CELF3, RIIAD1, MRPL9, OAZ3, TDRKH, LINGO4, RORC, C2CD4D, LOC100132111, THEM5, THEM4,
6p22.2 S100A10, NBPF18P, S100A11, TCHHL1, TCHH, RPTN, HRNR, FLG, FLG2, CRNN, LCE5A, CRCT1, LCE3E,
25261494 | 26286689 LCE3D, LCE3C, LCE3B, LCE3A, LCE2D, LCE2C, LCE2B, LCE2A, LCE4A, C1orf68, KPRP, LCE1F, LCETE,
Ganho LCE1D, LCE1C, LCE1B, LCE1A, LCE6A, SMCP, IVL, SPRR4, SPRR1A, SPRR3, SPRR1B, SPRR2D, SPRR2A,
SPRR2B, SPRR2E, SPRR2F, SPRR2C, SPRR2G, LELP1, PRRY, LOR, PGLYRP3, PGLYRP4, S100A,
CMAHP, LRRC16A, SCGN, HISTTH2AA, HIST1H2BA, HISTIH2APS1, SLC17A4, SLC17A1, SLC17A3, SLC17A2,
TRIM38, HISTIH1A, HISTIH3A, HIST1H4A, HIST1H4B, HIST1H3B, HIST1H2AB, HIST1H2BB, HIST1H3C,
6p22.3 17951328 | 25100223 HIST1H1C, HFE, HIST1HA4C, HIST1H1T, HIST1H2BC, HISTIH2AC, HIST1H1E, HIST1H2BD, HIST1H2BE,
Ganho HIST1H4D, HIST1H3D, HISTIH2AD, HIST1H2BF, HISTIHAE, HIST1H2BG, HIST1H2AE, HIST1H3E, HIST1H1D,
HIST1H4F, HIST1HAG, HIST1H3F, HIST1H2BH, HISTIH3G, HIST1H2BI, HIST1H4H, BTN3A2, BTN2A2, BTN3A1,
BTN2A3P, BTN3A3, E OUTROS 57 GENES
DPB2, COL11A2, RXRB, SLC39A7, HSD17B8, MIR219-1, RING1, HCG25, VPS52, RPS18, B3GALT4, WDR46,
6p21.33 PFDN6, RGL2, TAPBP, ZBTB22, DAXX, KIFC1, PHF1, CUTA, SYNGAP1, MIR5004, ZBTB9, BAK1, GGNBP1,
Ganho 26359655 | 34138088 LINC00336, ITPR3, MNF1, IP6K3, LEMD2, MLN, LOC100507584, MIR1275, GRM4, HMGA1, Céorf1, NUDTS3,

RPS10-NUDT3, RPS10, PACSIN1, SPDEF, C6orf106, SNRPC, UHRF1BP1, TAF11, ANKS1A, TCP11, SCUBES,
ZNF76, DEF6, PPARD E OUTROS 586 GENES
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Cont/ Quadro 5

EVENTO

REGIAO

INiclO

FIM

GENES*

4p15.2
Perda

171568
75

26493433

QDPR, CLRN2, LAP3, MED28, FAM184B, DCAF16, NCAPG, LCORL, SLIT2, SLIT2-IT1, MIR218-1, PACRGL,
KCNIP4, KCNIP4-IT1, LOC100505912, GPR125, GBA3, MIR548AJ2, PPARGC1A, MIR573, DHX15, SOD3,
CCDC149, LGI2, SEPSECS, LOC285540, PI4K2B, ZCCHC4, ANAPC4, SLC34A2, SEL1L3, SMIM20, RBPJ,

CCKAR, TBC1D19, STIM2, MIR4275, PCDH7, ARAP2, DTHD1, MIR4801, KIAA1239, C40rf19, RELL1, PGM2,

TBC1D1, PTTG2, FLJ13197, KLF3, TLR10, TLR1, TLR6

4p15.1
Perda

302902
55

35925764

PCDH7, ARAP2, DTHD1, MIR4801, KIAA1239, C40rf19, RELL1, PGM2, TBC1D1, PTTG2, FLJ13197, KLF3,
TLR10, TLR1, TLR6, FAM114A1, MIR574, TMEM156, KLHL5, WDR19, RFC1, KLB, RPL9, LIAS, LOC401127,
UGDH, UGDH-AS1, SMIM14, UBE2K, PDS5A, LOC344967, N4BP2, RHOH, CHRNA9, RBM47, MIR4802, NSUN?7,
APBB2, UCHL1-AS1, UCHL1, LIMCH1, PHOX2B, TMEM33, DCAF4L1, SLC30A9, BEND4, SHISA3, ATP8A1,
GRXCR1, KCTDS, YIPF7, GUF1, GNPDA2, GABRG1, GABRA2

HISTORIA
FAMILIAR DE
CANCER
POSITIVA

8g11.21
Ganho

469546
93

48277751

LINC00293, LOC100287846, KIAA0146, CEBPD, PRKDC, MCM4, UBE2V2, EFCAB1, SNAI2, C8orf22, SNTG1

CIM NA PRE
MENOPAUSA

10926.13
Perda

122160
807

135204574

PPAPDC1A, MIR5694, C100rf85, WDR11-AS1, WDR11, FGFR2, ATE1, NSMCE4A, TACC2, BTBD16, PLEKHAT,
MIR3941, ARMS2, HTRA1, DMBT1, C100rf120, FLJ46361, CUZD1, FAM24B-CUZD1, FAM24B, LOC399815,
FAM24A, C100rf88, PSTK, IKZF5, ACADSB, HMX3, HMX2, BUB3, GPR26, CPXM2, CHST15, OAT, NKX1-2,

LHPP, FAM53B, METTL10, FAM175B, ZRANB1, CTBP2, MIR4296, LOC100169752, TEX36, LOC283038,
FLJ37035, C100rf137, MMP21, UROS, MIR4484, BCCIP, DHX32, FANK1, FANK1-AS1, ADAM12, LINC00601,
C100rf90, DOCK1, FAM196A, NPS, FOXI2, CLRN3, PTPRE, MKI67, MGMT, EBF3, MIR4297, LINC00959,
CTAGE7P, GLRX3, MIR378C, TCERG1L, FLJ46300, PPP2R2D, BNIP3, JAKMIP3, DPYSL4, STK32C, LRRC27,

PWWP2B, C100rf91, INPP5A, NKX6-2, TTC40, LOC399829, GPR123, KNDC1, UTF1, VENTX, MIR202, ADAMS,
TUBGCP2, ZNF511, CALY, PRAP1, FUOM, ECHS1, MIR3944, PAOX, MTG1, SPRN, LOC619207, CYP2ET1,

SYCE1, SPRNP1

12913
Perda

476695
83

58926750

RPAP3, ENDOU, RAPGEF3, SLC48A1, HDAC7?, VDR, TMEM106C, COL2A1, SENP1, PFKM, ASB8, C120rf68,
OR10AD1, H1FENT, ZNF641, ANP32D, C120rf54, OR8S1, LALBA, KANSL2, SNORA34, MIR1291, SNORAZ2A,
SNORA2B, CCNT1, LINC00935, ADCY6, MIR4701, CACNB3, DDX23, RND1, CCDC65, FKBP11, ARFS3,
WNT10B, WNT1, DDN, PRKAG1, KMT2D, RHEBL1, DHH, LMBR1L, TUBA1B, TUBA1A, TUBA1C, PRPH,
TROAP, C1QL4, DNAJC22, SPATS2, E OUTROS 255 GENES
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Cont/ Quadro 5

EVENTO REGIAO INiclO FIM GENES*
AARD, SLC30A8,MED30, EXT1, TNFRSF11B, COLEC10, MAL2, NOV, ENPP2, COL14A1, MRPL13, MTBP,
PRESENQA 8q24.21 SNTB1, FBX032, KLHL38, ANXA13, FAM91A1, FER1L6, FER1L6-AS1, FER1L6-AS2, TMEM65, POU5F1B,
METASTASE AO : 117908925 | 132636886 LOC727677, MYC, MIR1204, PVT1, TMEM75, MIR1205, MIR1206, MIR1207, MIR1208, FAM49B, MIR5194,
DIAGNOSTICO Ganho ASAP1, LOC100507117, ASAP1-IT1,EFR3A, OC90, HHLA1, KCNQ3, HPYR1, LRRC6, TMEM71, PHF20L1, TG,
SLA, WISP1, NDRG1, ST3GAL1, ZFAT, ZFAT-AS1, MIR30B, MIR30D, LOC286094
G1q4r: 220019406 | 220027360 HLX
OBITO EM 2 ANOS — ;: 103
qet- 78630391 78633877 PKIA
Ganho
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44 CROMOTRIPSIS

70

A analise de alteracbes gendmicas também revelou a presencga de

cromotripsis (CTPL). Este evento é definido pela presenga de inumeras

quebras cromossémicas que podem ocorrer

em um Uunico evento

catastrofico levando a perda parcial ou completa de informagdes genéticas.

Foram detectados 14 eventos de cromotripsis em nove casos (37,5%)

envolvendo diferentes cromossomos (Quadro 6). A Figura 9 ilustra as

regides em cromotripsis localizadas nos respectivos cromossomos nos

casos CIM. O cromossomo mais afetado foi o 11 (CIM04, CIMO7 e CIM24),

seguido pelos cromossomos 17 (CIM08 e CIM18) 13 (CIM09 e CIM18) e 8

(CIMO7 e CIM14).

Quadro 6 - Casos com ocorréncia de cromotripsis.

Tamanho da N° de vezes | Likelihood
Caso regiao CTLP | Cromossomo Inicio Fim que altera ratio
(Mb) status CNA (log10)

CIMO04 59.13 11 65000001 124128983 16 13
CIMO04 48.13 12 15000001 63129895 17 14
CIMO7 78.08 8 35000001 113077248 13 9
CIMO7 90.35 11 44651763 | 135006516 16 13
CIMO08 51.3 6 95000001 146304566 32 37
CIMO08 59.13 17 20000001 79128983 19 17
CIMO09 78.08 1 170000001 | 248077248 13 9
CIMO09 102.53 13 12638486 | 115169878 12 8
CiM14 115.17 8 25000001 140169878 14 11
CiM18 30 13 20000001 50000000 12 8
CIM18 48.13 17 30000001 78129895 19 11
CIM19 115.17 5 60000001 175169878 12

CIM20 102.53 7 1 102531392 12 9
CIM24 90.35 11 1 90354753 14 11
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Figura 9 - Representagdo das alteragcbes gendmicas evidenciando a

presenca de cromotripsis. A regido do mapeamento esta indicada na Quadro 6.

4.5 ANALISE DE VIAS BIOLOGICAS- INGENUITY PATHWAY

ANALYSIS (IPA)

A partir das alteragbes (ganhos, perdas e cnLOH) compartilhadas em
no minimo 70% dos casos, gerou-se uma lista de genes mapeados nestas

regides gendmicas. Os genes foram submetidos a analise in silico com o
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programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity Systems Inc,
Redwood City, CA, EUA) buscando a identificagcdo de redes de interagao
génica e proteica, vias candnicas, doencas relacionadas e fungéo celular ou
molecular.

A analise evidenciou um grande numero de moléculas alteradas ja
descritas no cancer, com um total de 129 registros de neoplasias
envolvendo diferentes tipos celulares como células epiteliais, mesenquimais
e hematoldgicas. Entre os tipos tumorais envolvidos foram detectados 18
registros em linfomas, nove em tumores de mama, nove em tumores
gastricos, oito em tumores no figado, sete em tumores de pancreas, seis em
carcinomas de ovario, cinco em carcinomas de endométrio, trés em tumores
cerebrais, dois em tumores colorretais, entre outros. Foi observado que o
oncogene MYC estava envolvido como a principal molécula alterada nestes
diferentes tumores.

Entre os 129 registros contendo os genes envolvidos em cancer 10
deles estavam relacionados com a neoplasia mamaria (cancer de mama,
cancer de mama e pancreas, tumor mamario, carcinoma de mama e ovario,
inicio da tumorigénese do cancer de mama, transformacédo da glandula
mamaria, hiperplasia dos Iébulos mamarios, cancer de mama TNM estagio
[ll e carcinoma ductal).

A andlise também apresentou moléculas relacionadas com
movimento celular descritas em seis diferentes tipos celulares e que se
relacionam com processos metastaticos como migracdo de linhagens de

células tumorais do tecido Osseo, estdmago, células escamosas,
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queratinécitos, sarcomas e carcinomas. Os genes relacionados com o
processo metastatico detectados nessa analise foram MTBP, NOV, SDC?2,
WISP1, HAS2, MTDH, ANGPT1, MYC, MTBP e NDRG1.

Na analise de vias canénicas (Figura 10), os cinco valores mais
significativos foram encontrados para as vias de sinalizagdo associadas a
regulacdo de poliamina no cancer colorretal, de sinalizagdo apoptética
mediada por MYC, via da biosintese do epoxiescaleno, via de sinalizagcao do
fator de iniciagcdo eucariético (EIF2) e via de degradagdo de uracila. Os
genes alterados que estao envolvidos nestas vias, estao listados no Quadro
7.

As vias envolvidas com migragao, invasao e metastase apresentaram
os seguintes genes MDM4, MTBP, NOV, SDC2, WISP1, HAS2, MTDH,

ANGPT1, MTBP e NDRG1.

Quadro 7 - Vias biolégicas e os genes envolvidos a partir das regides
alteradas em 70% dos casos

Vias biologicas Genes
Regulagéo da Poliamina em Cancer Colorretal MYC,AZIN1
Sinalizagdo apoptética mediada por MYC MYC,PIK3C2B,YWHAZ
Biosintese do Epoxiescaleno SQLE
Sinalizacgo EIF2 MYC,PIK3C2B,E£:F3H, RPL30,EIF3
Degradacgao de Uracil Il DPYS
Degradacao da Timina DPYS
thjor;potenmahzagao das Células embriogénicas de MYC,PIK3C2B,FZD6
Sinalizagéo IGF-1 PIK3C2B,NOV,YWHAZ
Sinalizagao p53 PIK3C2B,MDM4,RRM2B
gzﬁ:gargao do Dano do Checkpoint G2/M do Ciclo MDM4, YWHAZ
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Figura 10 - Vias candnicas significativamente alteradas envolvendo os
genes mapeados nas regides alteradas e presentes em pelo menos 70%
dos casos utilizando o software IPA.

46 SEQUENCIAMENTO DE ALTO DESEMPENHO USANDO
ALVOS ESPECIFICOS (TARGET-NEXT GENERATION

SEQUENCING - tNGS)

O sequenciamento de alto desempenho foi realizado em painel
contendo 105 genes (todos os exons, 3’ UTR e 5’UTR) descritos como
envolvidos em diferentes tipos tumorais, incluindo o cancer de mama. Foram
analisadas 21 amostras tendo sido excluidos trés delas (CIM03, CIM19 e
CIM23) por ndo apresentarem os critérios recomendados de qualidade
técnica.

Os detalhes da cobertura de sequenciamento de cada caso estao

detalhados na Tabela 8, incluindo a média da cobertura por amostra, total de
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reads, total de reads alinhadas, porcentagem de alinhamento, tamanho

médio dos fragmentos em bp.

Tabela 2 - Resumo dos dados de sequenciamento de um painel de 105
genes associados com o cancer em 21 carcinomas inflamatorios de mama.

c - . Porcentagem Médi_a dos

aso Médiade Totalde Alinhamento de reads comprimentos X30 X100

(CIM) coberturas reads de reads . dos

alinhados fragmentos bp

1 522,32 10001011 9985488 99,84 198 9,2 935
2 488,53 8353442 8340703 99,85 205 9,2 933
4 482,53 8372946 8361202 99,86 182 95,9 931
5 41464 6764536 6755981 99,87 186 955 918
6 470,18 7960619 7950005 99,87 185 96 92,9
7 392,44 8581321 8568639 99,85 193 956 919
8 392,16 5959296 5951589 99,87 205 956 91,1
9 45475 7668858 7658984 99,87 188 9% 92,7
10 266,6 13373484 13353234 99,85 188 9,3 918
11 419,97 7870887 7860844 99,87 179 954 919
12 573,59 15462607 15440237 99,86 188 %.,7 947
13 356,57 5628327 5620866 99,87 213 955 90,8
14 527,87 9543518 9532125 99,88 179 959 932
15 417,66 6729927 6721644 99,88 181 955 915
16 39424 6941499 6932255 99,87 204 95,9 919
18 41587 7448385 7438517 99,87 189 9,1 931
20 522,14 15182418 15159907 99,85 213 o7 95,3
22 417,68 7979223 7968509 99,87 173 958 929
24 4277 8181148 8170865 99,87 181 958 926
25 361,97 6744840 6735172 99,86 211 95,7 91
26 372,99 7014438 7004224 99,85 186 955 909

Bp: pares de base

Foram detectadas 1.991 variantes seguindo os critérios do American

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (RICHARDS et al.

2015), COSMIC, CIVIC ou ICGC. As variantes selecionadas foram divididas
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em quatro grupos (Figura 11) apds a aplicacdo dos filtros detalhados no

pipeline de analise descrito em Material e Métodos (Figura 4).

Target sequencing 105 genes com
cobertura 230x

|

J. 1191 VARIANTES

»

37 VARIANTES DEMAIS VARIANTES
PATOGENICAS ; BENIGNAS OU
PROVAVALMENTE \ 64 VUS } 62 VUS_S
A PROVAVELMENTE
! PATOGENICAS | BENIGNAS
(VUS_P)

Figura 11 — Fluxograma de analise de variantes filtradas e separadas em
grupos. Foram identificadas 1991 variantes, sendo 37 patogénicas,
provavelmente patogénicas ou variantes de significado incerto (VUS) com
potencial patogénico (VUS_P).

A grande maioria das variantes (1191) detectadas foram benignas ou
provavelmente benignas. Trinta e sete variantes foram classificadas como
patogénicas, provavelmente patogénicas, e variantes de significado incerto
com potencial patogénico (VUS_P). Os critérios de filtragem consideraram:
a. frequéncia da variante deveria ser inferior a 1% ou ausente no GnomAD
ou nos 609 exomas brasileiros (projeto ABRAOM); b. variante deveria ser
classificada como patogénica ou provavelmente patogénica pelo ACMG ou
Clinvar ou Clinvitae; as variantes VUS_P foram classificadas pelo ACMG
como variantes de significado incerto e necessariamente apresentam perda

de fungao.
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No segundo grupo foram filtradas 64 VUS, segundo os critérios: a. a
frequéncia da variante deve ser inferior a 1% ou ausente no GnomAD ou
nos 609 exomas brasileiros (projeto ABRAOM); b. a variante classificada
como VUS pelo ACMG nao pode estar mapeada na regido 3' ou 5' UTR
devendo ser sinbnima, com um minimo 30 reads para cada amostra; ¢. nao
pertencer ao grupo das VUS_P.

No terceiro grupo, foram identificadas 62 variantes nomeadas de
variantes somaticas de significado incerto (VUS_S), sendo aquelas nao
classificadas pelo ACMG ou outra classificacdo, porém que preenchem os
seguintes critérios: a. frequéncia inferior a 1% ou ausente no GnomAD ou
nos 609 exomas brasileiros (projeto ABRAOM); b. variante detectada pelo
COSMIC, CIVIC ou ICGC; c. o numero de reads é compativel com a
existéncia da variante (no minimo 30% dos reads suportam a variante).

As demais variantes (1098), que ndo preencheram nenhum dos
critérios de filtragem acima, compreendem o quarto grupo.

Os genes alvo apresentaram uma cobertura superior a 30 reads para
cada amostra, acima de 90% dos reads foram cobertas 100x. A alta
cobertura permite avaliar as alteragdes gendmicas com precisido, diminuindo
o numero de falso-positivos. Foram identificadas 37 variantes patogénicas
entre os 105 genes investigados incluindo os genes TP53 (12 mutagdes 11
casos; o caso 20 apresentou duas variantes) e BRCAZ2 (9 casos). Os genes
e 0 numero de variantes que cada gene apresentou estdo ilustrados na

Figura 12.
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Dezessete genes apresentaram 37 variantes patogénicas,
potencialmente patogénicas e VUS P. O gene TP53 apresentou 11
variantes, BRCA2 apresentou 7 variantes, PIK3CA apresentou 4, CDH1
apresentou 2 e os genes AKT1, APC, BRCA1, FBXW7, FGFR1, FGFR2,
KRAS, MSH6, NF1, PALB2, PMS2, RB1 e RET apresentaram uma variante
cada. Trés casos (CIM04, 08 e 25) ndo apresentaram variantes deste grupo
(Quadro 8). O caso CIM20 foi o que apresentou um maior numero de
variantes (n=6), seis casos (CIM09, CIM11, CIM12, CIM16, CIM22 e CIM26)
apresentaram trés variantes cada, trés casos (CIM14, CIM15 e CIM18)
apresentaram duas variantes cada e oito casos (CIMO01, CIM02, CIMO5,

CIMO06, CIMO7, CIM10, CIM13 e CIM 24) apresentaram uma variante cada.
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Figura 12 - Representagcdo do numero de mutagdes encontradas por gene.

Os genes TP53 (11 casos) e BRCA2 (9 casos) foram os mais frequentemente

alterados.



Quadro 8 - Variantes encontradas nos 105 genes sequenciados nos CIM.

Casos Gene Cr:Pos A-:-tizggﬁeo cDNA Proteina dbSNPs
KIT 4:55593402 VUS ¢.5502_5522del p.Thr520lle
ERBB3 12:56487323 VUS c.1469G>A p.Arg490His rs149951770
cIMOT PIK3CA 3:178952085 Patogénica c.3140A>G p.H1047R rs121913279
FLT1 13:28979945 VUS c.1523G>A p.Arg508His rs765194215
ERBB4 2:212652875 VvUS c.431A>G p.Asn144Ser rs772663811
CIMO2 PIK3CA 3:178936091 Patogénica c.1633G>A p.E545K rs104886003
MET 7:116339642 VUS_S c.504G>T p.Glu168Asp rs55985569
AR X:66766376 VUS c.1388G>T p.Gly463Val
ATM 11:108155094 VUS c.3887C>G p.Pro1296Arg
FLT3 13:28578209 VUS €.2962G>C p.Ala988Pro rs74041526
ciMos NTHL1 16:2094746 VUS C.434A>T p.GIn145Leu
AR X:66765382 VUS €.394G>A p.Val132lle rs770661499
CIMO05 BRCA2 13:32913456 Patogénica c.4963_4964insA p.Tyr1655Ter rs398122789
EGF 4:110866366 VvUS c.875T>A p.Leu292His rs35191533
CIMOS APC 12:133202740 VUS_S €.6494G>A p.Arg2165His rs5745068
FGFR1 8:38273388 Patogénica ¢.1852_1854delAAG ¢.1852_1854delAAG
CDKN2A 9:21974397 VUS ¢.150+280C>T - rs150201743
MLH1 3:37092019 VUS c.2146G>A p.Val716Met rs35831931
MET 7:116339571 VvUS c.433G>A p.Val145lle
POT1 7:124538303 VUS c.-44_-40+12del p.1le803Thr
BRCA2 13:32911298 Patogénica €.2808_2811delACAA - rs80359351, rs80359352
CIM07 RET 10:43614994 VUS €.2408T>C p.A938fs*21
HSPH1 13:31717979 VUS c.1672C>G p.Pro558Ala
MET 7:116339209 VUS c.71G>A p.Gly24Glu rs180985111
POLE 12:133226333 VUS c.3725C>T p.Ser1242Phe rs373213156
TP53 17:7578418 VUS c.512A>G p.Glu171Gly
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Cont/ Quadro 8

Tipo de

Casos Gene Cr:Pos Alteragdo cDNA Proteina dbSNPs
FGFR1 8:38285618 VUS c.449-7C>T - rs754454127
ERBB3 12:56495339 VUS ¢.3529C>A p.Leu1177lle rs55699040
RAD51B 14:68353893 VvUS c.728A>G p.Lys243Arg rs34594234
CIMOS BRCA2 13:32914174 Patogénica c.5682C>G p.Tyr1894Ter rs41293497
CDH1 16:68846088 Patogénica c.1059_1064delGGGGTT p.Gly354_Leu355del
CDH1 16:68846095 Patogénica c.1066_1067delAG p.Ser356Hisfs
CDH1 16:68846086 VUS c.1057G>C p.Glu353GIn
POLD1 19:50906394 VUS c.1055G>A p.Arg352His rs556862476
GALNT12 9:101589058 VUS ¢.566A>G p.Asn189Ser rs183981750
CIM10 PMS2 7:6026607 VUS_S c.1789A>T p.Thr597Ser rs1805318
BRCA2 13:32890599 Patogénica c.2T>G p.Met1? rs80358547
FLT3 13:28609624 VvUS c.1597+8A>G - rs111404906
HGF 7:81335073 VUS c.1758-4T>C - rs778863051
RET 10:43613907 VUSs c.2371T>A p.Tyr791Asn rs377767417
RAD51B 14:68301921 VUS c.315+8A>G c.315+8A>G rs181714884
MSH6 2:48033750 Patogénica c.3961A>G p.Arg1321Gly rs41295278
BRCA2 13:32893463 Patogénica c.316+1G>T - rs397507303
M1 TP53 17:7579378 Patogénica C.309C>A p.Y103*
IGF1R 15:99500588 VUS c.4021G>A p.Asp1341Asn rs150801101
MLH3 14:75513142 VUS_S c.3217G>A p.Asp1073Asn rs28756993
ERBB2 17:37864584 VUS c.236A>C p.Glu79Ala rs61737968
ERBB2 17:37881575 VUS €.2650-5C>G - rs150056709
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Cont/ Quadro 8

Tipo de

Casos Gene Cr:Pos Alteragdo cDNA Proteina dbSNPs
TGFA 2:70683511 VUS c.343G>A p.Val115Met rs11466259
PMS2 7:6018315 Patogénica €.2186_2187delTC p.Leu729GInfs rs587779335, rs63751666
FGFR2 10:123239406 Patogénica p.GIn812Ter -
2 P53 17:7578190 Patogénica ¢.380A>G,c.659A>G %\\((12%00 rs121912666
PMS2 7:6018320 VUS_S c.2182A>G p.Thr728Ala rs141893001
ABCG2 4:89020553 vUSs c.1415G>T p.Gly472Val
FGFR2 10:123239538 VUS €.2305-3C>T -
RAD51D 17:33428224 VUS c.899G>A p.Arg300GIn rs761290755
MYC 8:128752745 VUS c.906C>A p.His302GIn rs139697494
APC 5:112174677 VUS_S c.3386T>C p.Leu1129Ser rs143638171
ATM 11:108119823 VUS_S c.1229T>C p.Val410Ala rs56128736
M3 BRCA2 13:32921014 VUS c.6988A>G p.lle2330Val rs876661032
TP53 17:7577569 Patogénica c.712T>G p.Cys238Gly
RB1 13:48954189 VUS €.1390_1392delGAA p.Glu466del
EGF 4:110885699 VUS c.1575+6G>T - rs148355596
BRCA2 13:32953568 Patogénica ¢.8869C>T p.GIn2957Ter rs276174913
ciM14 TP53 17:7578263 Patogénica ¢.190C>T,c.307C>T,c.586C>T p.R64*p.R103*p.R196* rs397516435
NOTCH1 9:139418204 VUS c.368C>T p.Thr123Met rs187473846
MTOR 1:11190677 VUS ¢.5502_5522del p.Ala1836_Ala1842del
MSH3 5:80024783 VUS c.1567G>A 3:p.Glu523Lys rs34058399
MSH3 5:80037285 VUS c.1571A>C p.Asn524Thr rs55724159
CIM15 RB1 13:48923159 Patogénica c.607delG p.Glu204Lysfs
MLH3 14:75513142 VUS_S c.3217G>A p.Asp1073Asn rs28756993
PALB2 16:23652436 Patogénica c43G>T p.Glu15Ter rs730881884
HSPH1 13:31722171 VUS ¢.1309C>G p.Leu437Val rs181708109

82



Cont/ Quadro 8

Tipo de

Casos Gene Cr:Pos Alteragdo cDNA Proteina dbSNPs
CTNNB1 3:41266853 vUS c.524T>C p.Val175Ala
MSH3 5:80083379 vUS C.2436-5C>G p.lle88Val
RET 10:43596095 VvUS p.lle88Val p.Gly3076Val rs141679950
FBXW7 | 4:153249441 | Patogénica Cﬂ%%‘;gi’:ﬁ%%%’:‘p\ p-‘é‘_’@%g;;g‘\fvvfff*'
Cim16 BRCA?2 13:32954261 Patogénica .9235G>A p.Val3079lle rs55933907
TP53 17:7577082 Patogénica C.856G>A p.E286K rs786201059
ABCC1 16:16101809 VvUS c.185G>A p.lle176Thr rs187769078
ABCC1 16:16200683 VUS €.2824G>C p.Arg62Gin
AURKA 20:54961483 vUS c.149C>T p.Pro50Leu rs34572020
BRCA2 13:32954253 VvUS €.9227G>T p.Gly3076Val rs80359187
PIK3CA 3:178952085 Patogénica c.3140A>T p.H1047L rs121913279
¢.230_231delGA, p.R77fs*,
cIM18 TP53 17:7578222 Patogénica C.347_348delGA, p.R116fs*6, frameshift
c.626_627delGA p.R209fs*6
ATM 11:108175463 VUS_S ¢.5558A>T p.Asp1853Val rs1801673
NTHL1 16:2094653 vUS c.527T>C p.lle176Thr rs1805378
MLH3 14:75513721 vUS €.2638C>G p.Leu880Val rs201453923
PIK3CA 3:178921553 Patogénica c.3140A>G p.H1047R rs121913284
KRAS 12:25398284 Patogénica ¢.35G>T p.G12V rs121913529
c.182A>T, p.HE1L,
TP53 17:7578271 Patogénica C.299A>T, p.H100L, rs786201838
CIM20 c.578A>T p.H193L
TP53 17:7578291 |  Patogénica 0 281 At o B0 2ASC p.?
NF1 17:29550489 Patogénica €.1749delG p.Lys584Asnfs
BRCA1 17:41243690 Patogénica c.3858delT p.Ser1286Argfs
GNAT1 19:3115048 vUSs c.583G>A p.Asp195Asn rs769982397
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Cont/ Quadro 8

Casos Gene Cr:Pos A.:-tile?;gﬁeo cDNA Proteina dbSNPs
IDH1 2:209101898 VUS c.1155-5G>A - rs201787135
ABCG2 4:89053790 VUS €.204-3C>T - rs34124189
PMS2 7:6017314 VvUSs c.2383G>A p.Asp795Asn rs143340522
APC 5:112175240 Patogénica €.3949G>C p.E1317Q rs1801166
CIM22 TP53 17:7577550 Patogénica c.452G>A,c.731G>A p.G151D,p.G244D
BRCA1 17:41245090 VUS_S c.2458A>G p.Lys820Glu rs56082113
PIK3CA 3:178952085 Patogénica c.3140A>G p.H1047R rs121913279
MUS81 11:65629482 VUS c.416G>A p.Arg139GIn rs148465534
HSPH1 13:31712572 VUS €.2348G>A p.Arg783His rs73171026
STAT3 17:40489879 VUS c.551-4G>A - rs80162032
MSH6 2:48026528 VUS c.1406A>G p.Tyr469Cys rs748165218
CIM24 APC 5:112175651 VUS_S c.4360A>G p.Lys1454Glu rs111866410
TP53 17:7577094 Patogénica c.844C>T p.R282W rs28934574
MET 7:116436105 VUS c.4154C>G p.Ser1385Cys rs747239403
CIM25 KDMA4C 9:7011719 VUS c.1808T>C p.lle603Thr rs34369202
RET 10:43613908 Patogénica c.2372A>T p.Y791F rs77724903
CIM26 AKT1 14:105246551 Patogénica c.49G>A p.E17K rs121434592
c.146G>A, p.R49H,
TP53 17:7578388 Patogénica C.263G>A, p.R88H, rs397514495
c.542G>A p.R181H

VUS (variantes de significado incerto classificadas pelo ACMG mapeadas em regides codificantes); VUS_S (variantes de significado incerto
(classificadas pelo COSMIC, CIVIC ou ICGC).

Variantes patogénicas (patogénicas, potencialmente patogénicas e variantes de significado incerto levando a perda de funcédo proteica); VUS
(variantes de significado incerto classificadas pelo ACMG mapeadas em regides codificantes); VUS_S (variantes de significado incerto
(classificadas pelo COSMIC, CIVIC ou ICGC). Cr:Pos: cromossomo: posigéo.
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No segundo grupo foram identificadas 64 variantes de significado
incerto pelo ACMG, do qual foram excluidas as variantes nas regiées 3' ou
5' UTR assim como as variantes sinbnimas (Quadro 8). Essas variantes
ocorrem em regides exbnicas do tipo missense ou em sitios de splicing e
que diferem das variantes VUS_P do primeiro grupo, pois ndo apresentam
perda de fungéo proteica, segundo os preditores in silico.

O terceiro grupo, nomeado VUS_S é composto por 62 variantes que
nao foram classificadas como variantes pelo ACMG ou outra classificagao,
porém foram detectadas pelo COSMIC, CIVIC ou ICGC ou o numero de
reads sustentam essa variante. Apenas 10 variantes dentre as 62 eram
missense e nao-sinbnimas, as quais foram consideradas neste estudo
(Quadro 8).

Treze dos 105 genes investigados pertencem a via de recombinagao
homdloga (HR), sédo eles: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, MUS81,
PALB2, POLD1, RAD50, RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2. No Quadro
9, sao apresentados os 16 casos que apresentaram variantes nos genes da
via HR. Mutag¢des patogénicas no gene BRCAZ2 foram as mais comuns (7

casos).
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Quadro 9 - Variantes detectadas nos genes da via de HR nos CIM.

Casos Gene Cr:Pos AT:Z;S;Q cDNA Proteina dbSNPs
CIM04 ATM 11:108155094 VUSs €.3887C>G p.Pro1296Arg
CIMO5 | BRCA2 | 13:32913456 Patogénica €.4963_4964insA p.Tyr1655Ter | rs398122789
CIMO7 | BRCA2 | 13:32911298 | Patogénica | c.2808_2811delACAA - vsereelt
RAD51B | 14:68353893 VUS c.728A>G p.Lys243Arg rs34594234
CIMO09 | POLD1 19:50906394 VUS c.1055G>A p.Arg352His | rs556862476
BRCA2 | 13:32914174 Patogénica c.5682C>G p.Tyr1894Ter | rs41293497
CIM10 | BRCA2 | 13:32890599 Patogénica c.2T>G p.Met1? rs80358547
RAD51B | 14:68301921 VUS c.315+8A>G c.315+8A>G | rs181714884
cm BRCA2 | 13:32893463 Patogénica c.316+1G>T - rs397507303
CIM12 | RAD51D | 17:33428224 VUS c.899G>A p.Arg300GIn | rs761290755
ATM 11:108119823 VUS_S €.1229T>C p.Val410Ala | rs56128736
ciMT BRCA2 | 13:32921014 VUS c.6988A>G p.lle2330Val |rs876661032
CIM14 | BRCA2 | 13:32953568 Patogénica c.8869C>T p.GIn2957Ter | rs276174913
CIM15 PALB2 16:23652436 Patogénica c.43G>T p.Glu15Ter rs730881884
CIM16 | BRCA2 | 13:32954261 Patogénica c.9235G>A p.Val3079lle rs55933907
CIM18 | BRCA2 | 13:32954253 VUS €.9227G>T p.Gly3076Val | rs80359187
CIM20 | BRCA1 17:41243690 Patogénica c.3858delT p.Ser1286Argfs
CIM22 | MUS81 11:65629482 VUS c.416G>A p.Arg139GIn | rs148465534
CIM24 | BRCA1 17:41258459 VUS_S c.212+14T>G - rs111866410
4.7 PONTUAGAO DOS ESCORES DE DEFICIENCIA DA VIA DA

RECOMBINAGAO HOMOLOGA (HRD)

Os escores medianos de deficiéncia da via HR entre as amostras de

CIM para LST, tAl, e HRD-LOH foram 20,5 23 e 2,5 respectivamente e estéo

representados na figura 13.

Os valores de tAl variaram de 0 a 46, com 2 sendo o valor maximo

por cromossomo. O valor mediano de tAl das amostras deste estudo foi

utilizado como cut off (23,0). Valores acima da mediana s&o considerados
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altos. Foram identificados 11 CIM com valores superiores a mediana e todos
eles também apresentaram mutagées em genes envolvidos na via HR. Foi
também verificado que quatro casos com mutagdes em genes da via HR
apresentaram valores inferiores a mediana de tAl, incluindo os casos CIM04
(tAlI=21, mutacdo em ATM), CIMO7 (tAl=20, mutacdo em BRCA2), CIM14
(tAlI=15, mutacdo em BRCA2) e CIM24 (tAl=16, mutacdo em BRCAT)

(Figura 13).
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Figura 13 - Valores dos trés escores usados para investigar a deficiéncia da

via de recombinagdo homologa nos CIM analisados neste estudo. A. escore
tAl (mediana=23). B. escore LST (cut-off=15). C. escore HRD-LOH (cut-off=10). Os genes

envolvidos na via de HR que foram encontrados mutados estdo representados acima de

seus respectivos casos.
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Os valores de cut off, estabelecidos em literatura para LST foram >15
para tumores dipldides e >20 para tumores poliplédes. Segundo esses
limiares 15 casos apresentaram valores acima do cut-off e 14 deles
apresentaram mutagao em genes da via de recombinagdo homdéloga. Cinco
casos (CIMO1, CIM02, CIM06, CIM25 e CIM26) apresentaram baixos
valores de LST e ndo apresentaram mutagdes nos genes da via de HR.

O escore HRD-LOH foi também avaliado nas amostras de CIM
usando como cut off o valor de 10, proposto por TELLI et al. (2012). Nesse
estudo clinico, os autores avaliaram tumores de mama triplo negativos e
cancer de mama associado com mutagdes em BRCA1/2. Utilizando o cut off
de 10, trés CIM do nosso estudo apresentaram altos escores de HRD-LOH
casos: CIM11 (HRD-LOH=20 e mutagcdo em BRCA2 e RAD51B), CIM16
(HRD-LOH=18 e mutagdo em BRCA2) e CIM22 (HRD-LOH=12 e mutagao
em MUS87). Onze dos 15 casos com mutagdo em genes da via HR estavam
acima do valor da mediana dos nossos casos (cut off de 2,5).

Foi realizada a comparacao entre os valores dos escores dos casos
que apresentaram mutagdo nos genes da via HR, sequenciados neste
estudo, versus os casos sem mutacgao (Figura 14). Para os trés escores, as
comparagdes entre os grupos apresentaram diferenga significativa com

p<0,005.
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Figura 14 - Comparagao entre os grupos de casos com e sem mutagdo em
genes da via de HR. Em A, a comparagao do escore tAl com valor de p<0,0001.

Em B, a comparagao do escore LST com valor de p=0,0007. Em C, a comparagao
do escore HRD-LOH com valor de p=0,0022.

Em uma analise comparando todos os valores dos escores obtidos
para cada caso (Figura 15), verificou-se que os CIM com mutagdo em genes
da via HR apresentam pelo menos um valor alto dos escores avaliados,
exceto o caso CIM14 que apresentou valores de tAl, LST e HRD-LOH de 15,

5 e 4 respectivamente. Os casos CIM04 (mutacdo em ATM; LST=43) e
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CIMO7 (BRCA2; LST=17) e CIM24 (sem mutacado para os genes testados;
LST=23) apresentaram apenas valor alterado de LST. Os casos CIM05
(BRCA2 — tAI=27 e LST=20), CIM09 (BRCA2 e RAD51B - tAI=30 e
LST=18), CIM10 (BRCA2 — tAl=27 e LST=26), CIM12 (RAD51D - tAl=31 e
LST=15), CIM13 (ATM — tAl=28 e LST=24), CIM 15 (PALB2 - tAl=28 e
LST=31), CIM18 (BRCA2 — tAl=28 e LST=26), CIM20 (BRCA1 — tAl=26 e
LST=35) apresentaram valores altos para tAl e LST. Os casos CIM11
(BRCA2 e RAD51B — tAI=27 e LST=45; HRD-LOH=20), CIM16 (BRCA2 —
tAl=25, LST=22 e HRD-LOH=18) e CIM22 (MUS81 — tAl=28, LST=40 e
HRD-LOH=12), apresentam os trés escores alterados.

Os casos CIM08 e CIM24 apresentaram altos valores do escore LST,
porém nao foram encontradas mutagdes nos genes sequenciados. O CIM19
também apresentou valor de escore de LST acima do cut-off, mas este caso
nao foi sequenciado por nao passar nos parametros de qualidade do

sequenciamento.

50+ Escores de HRD

@ nTAl @R HRD-LOH - ST
--- Mediana === Cut-off e Cut-off

Figura 15 - Valores de escore tAl, LST e HRD-LOH calculados para os

carcinomas inflamatoérios. Os valores de cut-off para cada um dos escores também

esta representados.
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Os casos que apresentaram pelo menos um valor de escore alto
foram comparados (curva de Kaplan-Maier) com o grupo de casos que nao
apresentaram nenhum valor acima dos cut-offs. As curvas de sobrevida
global mostraram diferenga significativa quanto ao escore HRD, indicando
que além dos escores apresentarem valor preditivo, também podem ter valor

prognéstico (Figura 16).
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Figura 16- Curva de Kaplan-Maier para sobrevida global em meses. As
amostras que apresentaram pelo menos um escore acima do cut-off foram comparadas
com aqueles que nao apresentaram essa caracteristica. Foi observada diferenca

significativa nas curvas de sobrevida para estes dois grupos de casos (p=0.019).

Os indices de instabilidade gendmica (Gll) foram calculados para os
24 CIM e apresentaram uma mediana de 0,363. MARQUARD et al. (2015),
em uma analise para todos os tumores de mama encontraram uma mediana

de 0,435 (Figura 17).
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Catorze casos (CIM04, CIM07, CIM08, CIM09, CIM10, CIM11,
CIM12, CIM14, CIM15, CIM16, CIM18, CIM20, CIM22 e CIM24)
apresentaram valores acima da mediana. Entretanto, casos com mutaciao
em genes da via HR como CIMO0S5 e CIM13 nao apresentaram valores de GlI
acima da mediana. Foi observada uma correlacdo moderada entre o Gll e
nTAI, LST e HRD-LOH, com valores de r= 0,61 (p=0,0027), r=0,62 (p=0,002)

e r=0,65 (p=0,0011), respectivamente.
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Figura 17 - indice de Instabilidade genémica (Gll) para os casos de
carcinomas inflamatorios deste estudo. A mediana para os casos de canceres

de mama (Gll= 0,435) e para os casos deste estudo (GlI=0,363) estdo também

indicados.

Os valores dos escore de tAl, HRD-LOH, LST e GIl| estio descritos na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores de escore pra nTAIl, LST, HRD-LOH e GIll obtidos nos

carcinomas inflamatorios deste estudo.

Caso
CIM tAl LST HRD-LOH Gl
01 7 12 0 0,048
02 10 14 0 0,193
03 16 9 8 0,334
04 21 43 1 0,640
05 27 20 4 0,262
06 6 1 0 0,293
07 20 17 4 0,359
08 19 21 1 0,422
09 30 18 5 0,586
10 27 26 3 0,359
11 27 45 20 0,765
12 31 15 6 0,454
13 28 24 0 0,043
14 15 4 5 0,475
15 28 31 5 0,437
16 25 22 18 0,842
18 28 26 2 0,904
19 6 4 1 0,243
20 26 35 2 0,456
22 28 40 12 0,695
23 14 7 0 0,310
24 16 23 1 0,367
25 4 1 0,018
26 11 0 0,252
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5 DISCUSSAO

Os pacientes com carcinomas inflamatérios de mama apresentam
prognoéstico muito desfavoravel e, desvendar os mecanismos moleculares
que estao relacionados com esta agressividade, torna-se imperioso para o
manejo dos pacientes acometidos.

Os CIM, semelhante aos demais carcinomas de mama, também tem
seu perfil imunoistoquimico baseado na expressao do ER, PR e HER2 como
parte do procedimento de rotina clinica. A presente casuistica apresentou
uma maior propor¢ao de casos ER e/ou PR positivos e HER2 negativos
(58,4%). Recentemente, numa andlise de aproximadamente 600 casos de
CIM do National Cancer Database-NCI (2017), LIU et al. (2017) relataram
que aproximadamente 39% dos casos sdo ER e/ou PR positivos e HER2
negativos. Os tumores ER e/ou PR positivos e HER2 positivos
compreenderam 16,5% das ocorréncias. Este perfil ndo foi observado em
nossa casuistica. Ja os tumores com ER e PR negativos e HER2 positivos,
compreenderam 18,9% dos tumores do estudo de LIU et al. (2017) e 12,5%
dos nossos casos. Carcinomas inflamatérios triplo negativos foram relatados
em 25,6% dos casos do estudo de LIU et al. (2017) e 29,1% dos nossos
casos, uma proporcao semelhante. Em relacdo a proporgao dos fendtipos
analisados por imunoistoquimica, nossos casos apresentam proporgcdes
aquelas descritas pelos autores.

Neste mesmo estudo, LIU et al. (2017) relataram que os CIM
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possuem prognostico desfavoravel independente do subtipo molecular. Os
CIM triplo-negativos sao mais frequentes quando comparados aos tumores
triplo negativos n&o-CIM e apresentaram pior sobrevida quando comparados
com os subtipos com positividade para HER2, independente da expresséao
dos receptores hormonais. Os autores atribuem essas diferencas ao
desenvolvimento da terapia anti-HER2, bem como ao tratamento
neoadjuvante e adjuvante mais efetivo para as pacientes triplo-negativos
(LIU et al. 2017).

Em nossa casuistica, entre os trés casos positivos para HER2, um
estd vivo sem a doencga (seguimento de 92 meses) e entre os seis casos
vivos no seguimento, apenas um era HER2 positivo. DAWOOD e
CRISTOFANILLI (2015) relataram a auséncia de diferenca significativa na
sobrevida livre de recorréncia em pacientes nao tratadas com Trastuzumabe
CIM HERZ2 positivos em comparagao com os tumores CIM HER2 negativos.

Os estudos epidemioldgicos apontam que a positividade dos
receptores hormonais nos CIM ndo esta associada com progndstico
favoravel (LI et al. 2011; MASUDA et al. 2014; LIU et al. 2016). Porém, os
estudos divergem quanto ao prognéstico nos casos triplo-negativos, como
nos estudos de LI et al. (2011) e MASUDA et al. (2014). Em nossa
casuistica, todos os sete casos triplo negativos foram a ébito pela doenga e
apresentaram sobrevida baixa (média de 12,9 meses).

Em relacdo ao indice de massa corpérea (IMC), 14 casos
apresentaram valores maiores que 25kg/m2, compreendendo 58,4% dos

casos. Chang et al (1998) foram os primeiros a relatar altos IMCs em
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pacientes com IBC, independentemente do estado pds-menopausico. Esta
associagao também foi observada no estudo de Fouad et al. (2018), que
encontraram valores de IMC variando de acordo com a etnia e ndo em
relacdo ao status menopausal. Neste estudo, 83% dos negros americanos
apresentavam obesidade classe Il (IMC > 40kg/m?). Alguns estudos
recentemente reportaram uma importante relacdo entre obesidade e cancer
de mama, principalmente devido a excessiva aromatizagcdo que ocorre no
tecido adiposo, aumentando assim, os niveis de estrogénios (Engin, 2017;
Picon-Ruiz et al, 2017). Outras hiposteses seriam o0 aumento da expressao
de citocinas pro-inflamatdrias, resisténcia a insulina, hiperativacao de fatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), adipdcito-adipocinas,
hipercolesterolemia e estresse oxidativo excessivo (Engin, 2017).

Na analise de alteragdes no numero de coépias gendmicas, a
amplificacdo do gene ERBBZ2 (considerado como amplificado os casos com
copy number state > 5) foi detectada nos casos CIM08, CIM12 e CIM14.
Entretanto, os resultados de expressao proteica por imunoistoquimica para o
HER2 nos casos estava aumentada (3+) nos casos CIM08, CIM 12 e
CIM25. Uma possivel explicagdo para o caso CIM14 possuir amplificagao
génica e nao expressar altos niveis da proteina HER2, poderia ser a
presenca de algum evento de silenciamento génico por modificagdes
epigenéticas, por alteragdbes no mecanismo pos-transcricional e ou no
processamento proteico. Alternativamente, diferentes areas do tumor podem
ter sido analisadas pelos dois procedimentos e o resultado obtido pode ser

consequéncia de heterogeneidade tumoral. O caso CIM25 embora nao



98

tenha apresentado amplificagdo de ERBB2 pelo critério utilizado, foram
detectados ganhos de quatro copias do gene. Valores superiores a trés
copias do ERBBZ2 sao utilizados para categorizar a amplificagdo pelo método
de FISH na pratica clinica (BARTLLET et al. 2001).

Um total de 66,7% dos pacientes avaliados no presente estudo
apresentava historia familiar de cancer positiva, sendo os canceres de mama
e ovario os mais frequentes (56,3%). Outros sitios foram relatados pelas
pacientes, como sistema nervoso central, intestino, préstata, estdmago e
leucemias. Considerando apenas o cancer de mama, 37,5% tinham histéria
familiar deste tipo tumoral. Dados em literatura estimam que entre os CIM,
aproximadamente 20% das pacientes tem histéria familiar positiva de cancer
de mama (AZIZ et al. 2001; MOSLEHI et al. 2016). Em nosso estudo, nao
foram avaliadas as mutagdes germinativas destas pacientes.

Como os CIM sdo tumores muito agressivos, a frequéncia de
metastase é alta. Estima-se que aproximadamente 30% dos CIM
apresentam metastase a distancia ao diagndéstico (VAN UDEN et al. 2015).
Em nosso estudo, 70,8% das pacientes tiveram metastases, dos quais
64,7% foram ao diagndstico e 35,3% ao follow-up, sendo a metastase dssea
a mais frequente. O diagndstico é baseado nos sinais clinicos de inflamagao
(vermelhidao, edema, “peau d’orange) (DAWOOD et al. 2011). Assim, a
subjetividade dos sintomas e o ocasional diagnostico baseado
exclusivamente no critério patolégico podem ser os fatores que muitas vezes

levam ao diagndstico tardio e consequente progressao da doenca.
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Para o nosso conhecimento, ndo existem estudos epidemiolégicos
dos CIM na populacdo brasileira, portanto ndo podemos afirmar que a
presente casuistica reflita as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas da
nossa populagao. Estudos epidemioldégicos, com um maior numero de casos
e utilizando analises mais robustas devem ser delineados para caracterizar
adequadamente estes tumores.

No presente estudo foi utilizada a plataforma CytoScan HD
(Affymetrix) para caracterizar o perfil de alteragdes gendmicas além de
quantificar a instabilidade gendmica dos carcinomas inflamatérios de mama.
Os mecanismos que conduzem a formacdo das CNAs incluem as vias de
recombinagdo homdloga e ndo homodloga de reparo a danos no DNA
(HASTINGS et al. 2009). Alteragdes nessas vias de reparo podem levar a
uma alta instabilidade gendmica, caracteristica de alguns carcinomas
incluindo o mamario, com a ocorréncia de alteracdes no numero de copias e
regides de perda de heterozigose. A instabilidade gendbmica esta, portanto,
relacionada com fatores intrinsecos, como defeitos herdados ou adquiridos
no sistema de reparo, na replicagao do DNA, no controle do ciclo celular e
na segregacao dos cromossomos, assim como nos fatores extrinsecos,
como agentes quimicos ambientais, nanoparticulas, radiagdo ou agentes
bioldgicos (LANGIE et al. 2015).

As CNAs tém sido estudadas como importantes eventos genémicos
envolvidos na iniciagdo, desenvolvimento e progressdao do cancer e
relatadas na maioria dos tipos tumorais. Diversas analises revelaram que os

padroes de CNAs diferem dependendo do tipo de cancer e, embora tais
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padrdes gerais tenham sido observados frequentemente em um tipo tumoral,
0s genes alterados podem variar inclusive entre os pacientes com 0 mesmo
cancer (PIOTROWSKI et al. 2008). Este efeito pode ser atribuido ao fato de
que as vias relacionadas a um tipo tumoral especifico podem estar alteradas
por diferentes combinagbes de genes para cada paciente ou ainda pela
ocorréncia de alteracdes aleatdrias que ocorrem concomitantemente as
alteragdes de genes drivers (SANTARPIA et al. 2016).

No presente estudo, foram avaliadas 24 amostras de CIM para
investigar a presenca de CNAs as quais sdo automaticamente validadas
pelos SNPs presentes na mesma plataforma. Foi identificado um numero
maior de regides em ganhos (N=1267) em relagdo as perdas (N=704). As
regides gendOmicas mais frequentemente observadas em nosso estudo
também foram reportadas por WOODWARD et al. (2013). Nesse estudo, os
autores analisaram 20 CIM versus 20 ndo-CIM e cinco e encontraram
ganhos em 1q e 8qg em praticamente todos os tumores inflamatorios.
Alteracbes envolvendo estas duas regides foram também as mais
frequentemente detectadas em nosso estudo (> 70% dos casos, Quadro 2).

Até a presente data e para o nosso conhecimento, os diferentes perfis
gendémicos dos CIM foram analisados utilizando métodos de baixa resolugao
(AHOMADEGBE et al. 2000; LEREBOURS et al. 2002, 2003) e apenas um
estudo utilizou uma plataforma mais robusta (Agilent 244K) (BEKHOUCHE
et al. 2011). Estes achados demonstram a dificuldade em realizar uma
analise comparativa eficaz entre as alteragcdes aqui relatadas com os dados

da literatura. Entretanto, ganhos em 1q, 8q e 17q foram descritos como
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frequentes sendo 8q12.1-8g24 a regido de ganho mais freqliente (acima de
40%) (LEREBOURS et al. 2002, 2003). Em nosso estudo, ganhos em
1932.1, 8921.3-8q24 e perdas em 17p13.1-p13.3 foram observadas em mais
de 70% dos casos.

Os estudos publicados em literatura sobre alteracbes gendmicas nos
CIM, apontam para as regides mapeadas 1q, 8q e 17q como as mais
frequentes. Em nosso estudo, como relatado acima ganhos em 1q e 8q
foram observados em 70% dos casos, especificamente ganhos em 8q24.13
e 8924.21 foram observados em 83% dos casos. Estas regides, que abrigam
os genes SQLE, NSMCE2, KIAA0196, ZNF57 e FAMS84B, nao foram
encontradas alteradas em um grande numero de tumores de mama
invasivos do TCGA, e podem, portanto, ser alteracdes especificas dos CIM.
O fato do TCGA nao distinguir a categoria de carcinomas inflamatdrios
também limita comparacoes.

As alteracoes em 8q foram relatadas no estudo de BEKHOUCHE et
al.(2011). Em uma analise com 63 CIM, os autores descreveram ganhos
frequentes envolvendo, principalmente 1q, 8q e 17q, sendo que 8q912.1-24.3
foi a mais frequentemente amplificada (40% dos casos). Em um outro estudo
subsequente, os autores relataram que ganhos em 8924 estavam
associados com maior risco de metastase em CIM (BERTUCCI et al. 2014).
Os autores atribuiram esse risco ao oncogene MYC mapeado nessa regiao.
Em uma analise avaliando 53 CIM por sequenciamento de alto desempenho
em um painel de genes, ROSS et al. (2015) relataram que 32% dos casos

apresentavam amplificagbes do gene MYC. Amplificagbes de MYC tém sido
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relatadas em 15-22% dos carcinomas mamarios e associadas com o0s
fendtipos mais agressivos, idade jovem e com pior prognoéstico (CHEN e
OLOPADE 2008; COLAK et al. 2013; PEREIRA et al. 2013). Porém, em
nossos estudos, apesar da regido onde estda mapeado o oncogene MYC,
estar envolvida em ganhos em 70% dos casos, apenas dois deles
apresentaram amplificacdo do oncogene MYC (CIM11 e CIM16), o que
obviamente ndo permite descartar essa alteracdo como de relevancia para
os CIM. Em conjunto estes dados sugerem que ganhos em 8g24.13 e
8924.21 podem conter genes associados as caracteristicas clinicas como
agressividade tumoral e diagnéstico desfavoravel dos CIM. Além do
oncogene MYC, outros genes mapeados nessas regioes ja foram relatados
como envolvidos no processo tumoral, porém nao em carcinomas
inflamatérios.

Como descrito acima, os ganhos em 8q24.13 e 8g24.21 (onde se
mapeiam os genes SQLE, NSMCE2, KIAA0196, ZNF57 e FAM84B) foram
muito frequentes em nosso estudo (83% dos casos). Alteragcbes no numero
de copias e expressdao aumentada do gene SQLE foram relatadas em
hepatocarcinomas e carcinomas de préstata (SUI et al. 2015; STOPSACK et
al. 2016). A expressao aumentada deste gene foi descrita como um fator de
prognéstico desfavoravel em tumores de mama positivos para os receptores
de estrégeno e em tumores do subtipo luminal A em afro-descendentes
(D’ARCY et al. 2015). Nestes tumores foi detectada expressdo aumentada
de SQLE, além de alteragdes do padrdo de metilagdo (CHIN et al. 2007;

HELMS et al. 2008). Em um estudo mais recente, BROWN et al. (2016)
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relataram correlagdo entre ganhos no numero de copias e o aumento da
expressdo do gene SQLE em diversos tumores. Os tumores de mama
apresentaram a maior correlagdo, seguidos pelo carcinoma de ovario e
colorretal. A expressdo aumentada do gene SQLE foi mais prevalente nos
tumores de mama mais agressivos, considerado como um fator
independente de progndstico desfavoravel. Estudos funcionais foram
realizados em linhagens de tumores mamarios com o silenciamento génico,
resultando em reducdo da viabilidade celular e um aumento notavel no
tempo de replicagdo. Os autores sugeriram que o gene SQLE atua como um
oncogene, estando relacionado com os tumores de mama mais agressivos
(BROWN et al. 2016). Segundo PARRIS et al. (2014) as alteracdes
envolvendo o gene SQLE sdo subestimadas pela proximidade deste gene
com o oncogene MYC, o qual encontra-se amplificado em diversos tumores
mamarios.

O gene FAM84B, também mapeado nesta regido, foi associado a
tumorigénese e progressdao em tumores de préstata (WONG et al. 2017). O
silenciamento deste gene in vitro em células de carcinoma epidermoide de
es6fago promoveu redugdo do crescimento celular, migracdo e invasao
(CHENG et al. 2016). O gene NSMCEZ2 atua na manutengcdo do genoma,
facilitando a segregacao dos cromossomos e suprimindo a recombinagao
mitética. Em um recente estudo na populacido brasileira, FELICIO et al.
(2018) relataram o aumento do numero de cépias desse gene em tumores
de mama e ovario de pacientes sem mutacdo em BRCA1/2, com histéria

sugestiva de cancer familiar de mama e ovario.
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Os demais genes mapeados em 8q com alta frequéncia de CNV em
nosso estudo, KIAA0196 e ZNF572, sao pouco explorados em literatura.
Amplificagcbes do gene KIAA07196 foram associadas a progndstico
desfavoravel (JALAVA et al. 2009) em céancer de prostata. Para o nosso
conhecimento, o gene ZNF572 nao foi descrito como relacionado ao
processo tumoral.

Outras alteragdes, além daquelas envolvendo ganhos de regides do
cromossomo 8, foram observadas numa frequéncia igual ou superior a 70%
(Quadro 2). Além dos ganhos envolvendo o gene MDM4 mapeado em
1932.1, o qual foi descrito como envolvido em ganhos e aumento de
expressdo em carcinomas de endométrio (DEPREEUW et al. 2017), outros
genes desta regiao foram relacionados em diversos tipos de tumores. Um
deles, o gene LGR6, foi relatado em células progenitoras da mama com
potencial para originar tumores (BLAAS et al. 2016). O gene UBT
apresentou aumento de expressao em tumores de prostata (WEN et al.
2015). O gene KIF14 foi associado com resisténcia a quimioterapia em
tumores triplo-negativos (SINGEL et al. 2014) e relacionado com a baixa
sobrevida, prognéstico desfavoravel e a auséncia de resposta ao tratamento,
caracteristicas dos tumores inflamatérios. Entre os nossos casos, ganhos
envolvendo esta regido foram observados em pacientes que apresentaram
sobrevida média de 2 anos.

O gene NR5A2, também mapeado em 1q32.1, foi encontrado
amplificado em trés CIM. Previamente, alteracbes no gene NR5AZ2 foram

associadas a um prognéstico desfavoravel em tumores de mama ER
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negativos (CHANG et al. 2015). Em nossos casos, a regiao 1932.1 foi
associada com caracteristicas de pior prognéstico, independente do padrao
do receptor de estrégeno.

Alguns genes envolvidos na produgao de citocinas estao localizados
na regiao 1q32.1 e ja foram descritos como alterados em cancer de mama
(ZHENG et al. 2007; CHEN et al. 2013; KOROBEINIKOVA et al. 2015). A IL-
10 € uma citocina que pode suprimir a apresentacdo de antigenos, suprimir
a producao de outras citocinas importantes na imunovigilancia e facilitar o
escape tumoral (PAUL et al. 2010), contribuindo com a agressividade
tumoral.

A IL-19 e a IL-20 s&o citocinas da familia da IL-10 e foram descritas
como envolvidas em tumores de mama. Em células tumorais da mama, a
expressao dessas citocinas foi associada ao aumento de figuras mitéticas,
estadios mais avangados, alta taxa metastatica e baixa sobrevida (HSING et
al. 2012; HSU et al. 2012).

Na analise de genes amplificados compartilhadas em no minimo trés
casos (Quadro 2), nove regides contendo amplicons ou genes especificos
estavam mapeadas em 1q, sendo a maioria em 1932.1. Outas seis regides
amplificadas foram identificadas em 8q e duas em 17g. A analise de
enriquecimento destes genes envolvidos em amplificagdes resultou na
identificacdo de varias vias, sendo uma delas a de resposta humoral,
incluindo os genes CD46, CD55 e CR1.

A proteina codificada pelo gene CD46 promove a inativagdo das

enzimas do sistema complemento C3b e C4b por meio do fator sérico |,
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protegendo as células do hospedeiro contra a degradacdo do sistema
complemento. O aumento da expressao das proteinas que inibem o sistema
complemento, pode constituir para o mecanismo de escape tumoral,
protegendo as células tumorais da citotoxicidade mediada pelo sistema
complemento (MACIEJCZYK et al. 2011; KESSELRING et al. 2014). O
aumento de expressao de CD46 e outras proteinas inibidoras do sistema
complemento, como CD55 e CD59, ja foram reportadas em diversos tipos
tumorais. Em carcinomas escamosos de cabeca e pescoco, KESSELRING
et al. (2014) relataram que o aumento de expressao de CD46, CD55 e CD59
ocorre desde o inicio do tumor e que o microambiente tumoral pode interferir
no nivel da expressao destas proteinas. Em cancer de célon, a expressao
aumentada destas proteinas foi relatada como associada com estadios mais
avancados da doenca (lll e 1V) (SHANG et al. 2014). MACIEJCZYK et al.
(2011) encontraram uma relagao significativa entre o aumento da expresséao
de CD46 e menor sobrevida em pacientes com cancer de mama invasivo.
Para o nosso conhecimento, o papel destes genes no carcinoma inflamatério
ainda nao foi explorado.

Tumores que possuem terapia alvo com anticorpos monoclonais
podem apresentar resisténcia pelo aumento de moléculas que protejam as
células contra mecanismos citoliticos. Portanto, a presenca de amplificagdes
em genes como CD46 podem levar a uma resposta ineficiente a estes
anticorpos. O mieloma multiplo apresenta amplificacbes de CD46 na maioria
dos pacientes que desenvolvem recidiva pds tratamento com anticorpos

monoclonais (SHERBENOU et al. 2016). Diversos ensaios clinicos atuais
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tém sido descritos com a utilizacdo de drogas baseadas em anticorpos
monoclonais, incluindo os tumores de mama metastaticos e os CIM. Desta
forma, amplificagdes de CD46 e ou seu aumento de expressdo podem levar
a uma diminuigédo da resposta ao tratamento, protegendo as células tumorais
da destruicdo mediada por anticorpos. Isso demonstra a relevancia em
identificar o padrdo do CD46 antes de tratar os pacientes por essa
estratégia.

O CD46 também atua no sistema imunolégico adaptativo, controlando
a ativacao, diferenciagdo e polaridade das células T (NI CHOILEAIN et al.
2017). Embora a co-estimulagdo do CD46 estimule a diferenciagdo de
células T CD4+ naive em células T helper 1 (TH1), a IL-2 se acumula,
levando as células T estimuladas com CD46 a reduzirem a secrecao de IFN-
g € aumentar a producado de IL-10, mudando assim de células TH1 para
células T regulatérias. A regulagado das células T é critica no microambiente
tumoral dos CIM (LIM et al. 2018). Interessantemente, foram relatados
diminuicdo de linfécitos no sangue periférico de pacientes com CIM
metastatico quando comparados a doadores sadios (MEGO et al. 2016).
Foram observadas menores porcentagens de TH1 ativado e linfécitos
TCD8+ de pacientes com CIM quando comparados com n&o-CIM
(BERTUCCI et al. 2015). Além disso, foi demonstrado que a TH1 pode ser
um fator preditor de resposta completa ao tratamento (pCR) com
trastuzumabe e quimioterapia em pacientes com CIM HER2 positivo (DATTA
et al. 2015). Nos casos em que os pacientes tiveram supressao da resposta

de TH1 néo foi observado a pCR (DATTA et al. 2015). Em resumo, a analise
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de CD46 pode ser de suma relevancia nos carcinomas inflamatérios ter um
papel na supressao de TH1 e contribuir para a agressividade tumoral.

A proteina codificada pelo gene CD55 inibe a deposicdo de
fragmentos da enzima do sistema complemento C3, limitando a
citotoxicidade dependente de sistema complemento. Assim como CD46, a
CD55 protege as células de mecanismos imunolégicos citoliticos, e seu
aumento de expressao pode favorecer a sobrevivéncia de células tumorais e
ainda propiciar a evasao tumoral (KESSELRING et al. 2014), além de
proteger as células tumorais contra o ataque dos anticorpos monoclonais.
WANG et al. (2017) avaliaram tumores de mama HER2 positivos no qual os
pacientes ndo se beneficiavam da terapia com trastuzumabe. Os autores
relataram um aumento de expressdo de CD55 em linhagens celulares
resistentes ao trastuzumabe e apds o silenciamento de CD55 e CD59
(proteina com a mesma fungéo de inibir o sistema complemento), houve um
aumento significativo da morte celular provocada pelo tratamento.

Além de controlar o sistema complemento, CD55 é uma proteina de
membrana que se liga a CD97, um importante membro da familia 7 de
fatores de crescimento epidermais. Essa ligacdo esta envolvida nos
processos de adesdo célula-célula e adesao célula-matriz, migragcao e
invasdo (HE et al. 2015). O CD97 e CD55 foram relacionados a
desdiferenciagdo tumoral, invasédo, migragdo e metastase (WU et al. 2012;
SAFAEE et al. 2013; HE et al. 2015). A expressdao aumentada dessas
proteinas foi correlacionada com invasao angiolinfatica, grau histolégico e

estadio clinico e patolégico em carcinomas de vesicula biliar (MENG et al.
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2017). Em cancer de pancreas foi associada com invasdo vascular e
metastase linfonodal (HE et al. 2015) e com recorréncia e metastase no
adenocarcinoma do reto (HAN et al. 2010).

As vias relacionadas ao processo inflamatério e a resposta
imunoldgica sdo de particular interesse para o avango do conhecimento
sobre a biologia dos CIM. Recentemente, houve um avango no
entendimento dos mecanismos imunolégicos e seu envolvimento da
resposta adaptativa e inata na regulacdo e progressao tumoral (LIM et al.
2018). Linfocitos T citotdxicos, os quais sdo fundamentais para a resposta
anti-tumoral, estdo suprimidos nos CIM, enquanto as vias inflamatdrias
crénicas que contribuem com o processo metastatico como as que envolvem
a via de NF-kB estdo ativadas. O envolvimento dos genes CD46 e CD55,
podem trazer novas perspectivas do ponto de vista imunoldgico aos CIM.
Em nossas anadlises 16 casos apresentam ganhos envolvendo os genes
CD46 e CD55, sendo que trés deles apresentaram amplificacdo. Estas
alteracdes podem estar contribuindo para o escape das células tumorais e,
em particular o CD55, para a agressividade da doencga

O gene CR1 mapeado em 1q32.2 estava amplificado nas amostras de
CIM. Este gene codifica uma glicoproteina de membrana que atua como
receptora das enzimas do sistema complemento C3b/C4b. Porém, sua
participacao no processo tumoral ndo € conhecida.

Perdas em 17p também foram detectadas em aproximadamente 70%
dos casos (Quadro 2). A delecdo desta regido foi reportada em diversos

tumores, dando énfase ao gene TP53, um supressor tumoral
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extensivamente estudado e considerado um importante driver em cancer
mama (BELLAZZO et al. 2018). Na presente casuistica, 60% dos CIM
apresentaram a delegao do TP53 e em 6% foi observada cnLOH envolvendo
este gene. LIU et al. (2016), observando que diversos tumores
apresentavam delegcao 17p, realizaram um estudo funcional in vivo para
analisar se o gene TP53 era o unico responsavel pela tumorigénese ou se
outros genes estavam participando do processo. Os autores mostraram que
o efeito da delegdo somatica da regido 17p13.1 no processo tumoral € maior
do que o efeito da delecdo do gene TP53 sozinho, sugerindo que a co-
delecao de outros genes como EIF5A e ALOX15B atuam em conjunto TP53
na génese de tumores mais agressivos. Em nosso estudo, os genes EIF5A e
ALOX15B (17 casos perdas e perdas em mosaico) mapeados na mesma
regido em que se encontra o TP53 também estavam envolvidos em perdas e
poderiam contribuir para a agressividade tumoral reportada nos CIM.

Neste estudo, as regides de perda no cromossomo 17p englobavam
varios genes. Entre eles, NLRP1 e XAF1 participam do processo de
apoptose; os genes ASGR1, ASGR2 e CLEC10A participam do processo de
adesao celular e os genes MYO1C, PHF23, YWHAE, MIS12, RPA1 e DLG4,
0s quais estdo envolvidos no ciclo celular e na manutencdo da
sobrevivéncia.

As dele¢des homozigotas (copy number state=0), um raro evento,
foram detectadas em pelo menos trés casos e incluiram os genes TP63
(CIMO8 e CIM23), ADAM5 e ADAM3A (CIM01, CIM03 e CIM09) e o gene

CSMD1 (CIM16 e em perda mosaico nos casos CIM07, CIM08 e CIM10).
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Além de dois casos com a perda homozigota do gene TP63, foram
também detectadas a perda em mosaico (CIM26) e cnLOH em mosaico
(CIM22). Por outro lado, ganhos envolvendo esse gene foram detectados em
seis casos (CIM04, CIM09, CIM10, CIM11, CIM16 e CIM18). O gene TP63 é
um membro da familia de genes do supressor de tumoral TP53, sendo
traduzido em pelo menos seis isoformas devido ao uso diferencial de
promotores e de splicing alternativo. As variantes TAp63 tém um dominio de
transativacao N terminal p53-like, enquanto as isoformas ANp63 carecem
deste dominio. A TAp63 tem uma funcdo pré-apoptdtica enquanto as
isoformas ANp63 tém um papel oposto promovendo a sobrevivéncia celular
(SU et al. 2013). A expressao da isoforma ANp63 esta expressa em células
progenitoras imaturas e células mioepiteliais / basais maduras e € uma
caracteristica dos tumores de mama triplo-negativos e basal-like (ORZOL et
al. 2016). As isoformas ocongénicas ANp63s estdo balanceadas com as
isoformas TAp63s e p53, supressoras de tumor. Em certos cenarios, com a
auséncia de p53 funcional, tanto a amplificagdo ou perda do locus do gene
p63 parecem levar a um desequilibrio das isoformas, levando a
predisposi¢cao ao cancer (GUO et al. 2009; CHEN et al. 2018).

Embora o gene TP63 tenha sido originalmente considerado como
homologo ao TP53 e TP73, ambos, bem conhecidos como supressores de
tumor, raramente é relatado como mutado em tumores. Por outro lado, a
amplificacdo do TP63 foi relatada em diversas linhagens tumorais, mas o
significado desta alteracéo ainda nao foi esclarecido (CHEN et al. 2018).

A delegao homozigota deste gene detectado em nosso estudo pode
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levar a perda da funcédo da proteina e de suas isoformas. Este raro evento
pode estar contribuindo com o fendtipo tumoral. Estudos adicionais sao
necessarios para estabelecer o papel do gene TP63 e sua relagdo com a via
de TP53 nos CIM.

Trés casos apresentaram perdas homozigotas dos genes ADAMS e
ADAMS3A. Os ADAMs (desintegrina e metaloproteinase) pertencem a familia
de proteinas de transmembrana, sdo secretadas e atuam na regulagao do
adesao, migragao, protedlise e sinalizagado celular (EDWARDS et al. 2008).
Entretanto, os genes ADAMS5 e ADAMS3A sao considerados pseudogenes.
Pseudogenes tém sido descritos no céancer, e seu papel tem sido
relacionado ao mesmo papel que o genoma nao codificante desempenha na
fisiologia normal, bem como sua relacdo aos processos patoldgicos. Eles
participaram da regulagao da expressao de seus genes parentais como um
long non-coding (INcRNAs) (GROEN et al. 2014). Em nossos casos, a
delegao homozigota de ADAMS e ADAM3A ocorreu em quatro casos perdas
ocorreram em mais sete casos, totalizando 11 casos. A delegdo homozigota
poderia levar a auséncia do controle da expressdo dos genes ADAM e
consequentemente um aumento de metaloproteinases que degradariam a
matriz extracelular e favoreceriam a rapida migragao das células. Entretanto,
CNVs nesses pseudogenes sado muito frequentes em individuos
fenotipicamente normais (DGV, banco da Affymetrix, banco das 100
mulheres brasileiras). O papel das delegcbes homozigotas destes genes
precisam ser melhor caracterizadas.

Quatro CIM apresentaram perdas afetando o gene CSMD1 mapeado
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em 8p23. A perda da expressdao de CSMD1 foi associada ao prognostico
desfavoravel no cancer de mama, sugerindo que este gene atua como
supressor tumoral nesse cancer (KAMAL et al. 2017). Ensaios funcionais
com o silenciamento de CSMD1 detectaram um aumento significativo na
proliferagdo, migracao celular e invasao em linhagens celulares. A perda da
expressao de CSMD1 interrompe o modelo de formagdo de ductos
mamarios, enquanto aumenta a proliferagdo, migracdo e invasao destas
células (KAMAL et al. 2017). Desta forma, este gene é um candidato
interessante a ser melhor avaliado nos CIM.

Genes supressores tumorais podem ser inativados pelo silenciamento
da sua regiao promotora como resultado da metilagéo ou da inativagao dupla
por mutacdo ou uma combinacdo de mutacdo de um alelo e perda do
segundo alelo (perda de heterozigose, LOH). A cnLOH (perda de
heterozigose de copia neutra ou alternativamente, dissomia uniparental-
UPD) é um mecanismo que leva a LOH por duplicagado do alelo materno ou
paterno ou regido cromossdmica e concomitante perda do outro alelo. Um
dos mecanismos que leva a ¢cnLOH é a inativagdo mutacional inicial ou
ativagdo de um alelo enquanto o alelo selvagem remanescente é deletado
ao mesmo tempo em que o alelo mutado € duplicado. Esta alteracdo pode
resultar na inativacdo de genes supressores de tumor ou ativacdo de
oncogenes em tumores.

Em nossas analises, foram detectadas cnLOH em praticamente todos
os casos. O maior numero de cnLOH foi detectado nos casos CIM11 (30

alteragdes), CIM16 (24 alteragdes) e CIM20 (11 alteragdes).
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Sete casos apresentaram cnLOH (CIM03, CIM11, CIM14, CIM16,
CIM20, CIM22 e CIM23) em 3p26.3 e destes, quatro sao triplo negativos
(CIM11, CIM14, CIM16 e CIM20). Perdas em mosaico nessa mesma regiao
também foram identificadas em seis casos (CIM07, CIM09, CIM10, CIM12,
CIM18 e CIM26), sendo um deles (CIM10) triplo negativo. Em 3p26.3 esta
mapeado o gene CHL1 que codifica uma molécula de adesao celular
proposta como um supressor tumoral envolvido no cancer de mama. Este
gene é regulado por metilagédo e seu silenciamento levou células mamarias a
um aumento na sua proliferagdo e migragcdo, sendo considerado um
marcador de pior prognostico desses tumores (MARTIN-SANCHEZ et al.
2017). Nos CIM deste estudo, cinco dos sete casos triplo negativos
apresentaram cnLOH ou perdas em 3p26.3, sugerindo que a perda deste
gene poderia também contribuir para a carcinogénese mamaria.

Em 6g22.31 foi observada uma cnLOH comum aos casos CIMO04,
CIMO05, CIM09, CIM10 e CIM22 e esta mesma regido estava envolvida em
ganhos em dois casos triplo-negativos (11 e 16). Nesta regido esta mapeado
0 gene IL20R1, um receptor da interleucina 20, encontrado hipermetilado em
diversos tumores (TESSEMA et al. 2008). O gene [L22RA2 também
mapeado nessa regido, codifica um receptor soluvel que se liga a
interleucina 22 bloqueando a interacdo da IL-22 com a superficie celular.
HUBER et al. (2012) descreveram que IL22RA2 desempenha um papel
crucial no controle da tumorigénese e proliferagdo celular do célon. Em
processos de lesao tecidual, a IL-22 é induzida e promove protecdo ao

tecido durante a fase da leséo, fase aguda do processo inflamatério, porém
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promove desenvolvimento tumoral, se ndo controlado pelo IL22RA2. Sendo
assim, este equilibrio deve ocorrer para que ocorra reparo tecidual, sem
proliferagdo anormal. Como a regiao destes genes foi encontrada em cnLOH
em alguns casos e em outros em ganho, esperava-se encontrar uma
proteina com ganho de fungéo, funcionando como um oncogene, porém o0s
relatos em literatura que envolvem a deleg¢ao do gene IL20R1 levam a perda
da funcao proteica e, consequentemente, aumento de |IL-22, promovendo o
processo tumoral. Estas proteinas por serem componentes envolvidos na
resposta imunoldgica, podem participar de vias relevantes para o estudo de
imunoterapias.

Interessantemente, foi observado cnLOH em todo o cromossomo 17
nos casos CIM11 e 22 e parcialmente no caso CIM16. Tumores de ovario
tém sido caracterizados por frequentes cnLOH no cromossomo 17 e este
achado foi relacionado com pior sobrevida global, sugerindo que algum gene
desta regido teve sua fungao alterada pela perda da heterozigoze (TUNA et
al. 2015).

O grande numero de cnLOH observado em tumores pode ser
explicado pela desregulagdo do ciclo celular e a replicagdo associada a
progressao tumoral, na qual um alelo é perdido e o alelo remanescente é
duplicado. Estes eventos podem ocasionar delegdes homozigéticas levando
a duplicacao do alelo mutado, fazendo com que os clones portadores dessas
alteragdes adquiram vantagens proliferativas. KUMAR et al. (2015)
demonstraram uma maior ocorréncia desses eventos como indicadores de

danos ao DNA e instabilidade que podem estar relacionados com a
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deficiéncia em genes do sistema de reparo.

Em tumores de mama, a frequéncia do desequilibrio alélico é
significativamente maior nos tumores HER2 positivos em comparagdo com
tumores HER2 negativos (ELLSWORTH et al. 2008). Entretanto, os tumores
triplo-negativos e basal-like apresentam grande instabilidade gendmica,
apesar da auséncia de HER2. Portanto, o prognéstico desfavoravel
relacionado aos tumores basal-like e HER2 positivos podem ser atribuidos a
instabilidade gendmica global com altas frequéncias de alteragdes
cromossOmicas associadas ao aumento de proliferacdo e comportamento
tumoral agressivo (TOKUNAGA et al. 2012).

O grande numero de CNAs encontradas em nossa casuistica, denota
alta instabilidade genémica, a qual pode ser o fator principal para o
prognéstico desfavoravel dos CIM.

Alguns genes sugeridos em estudos anteriores, como potenciais
candidatos, foram analisados em maiores detalhes no nosso estudo. O gene
WISP3 (VAN GOLEN et al. 1999), que codifica uma proteina que participa
da via de WNT1 envolvido em processos celulares de desenvolvimento e
crescimento, € encontrado com expressdao aumentada em varios tumores,
sendo que em nosso estudo foi observado ganho em trés dos sete casos
triplo-negativos (CIM10, CIM11, CIM16) e no caso CIM18 (ER+, PR+,
HER?2).

Outro gene descrito em CIM por foi o gene NFAT5 (Nuclear Factor of
Activated T-Cells 5), o qual codifica um membro da familia de fatores de

transcricdo da via do NF-kB. O NF-kB é um fator de transcricdo que é
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ativado por diversos estimulos intra e extracelulares como citocinas, radicais
livres, radiagao ultravioleta, bactérias e virus, e sua ativagdo promove a
expressdo de genes envolvidos em inumeras vias biolégicas. Nos CIM, o
NF-kB medeia a inflamagao dentro do microambiente tumoral, o que pode
levar a resisténcia a quimioterapia e terapia hormonal (DRYGIN et al. 2011).
Este fator de transcrigao induz a expressao de diversos genes relacionados
com a resposta imunoldégica. REMO et al. (2015) usando analise de
expressao proteica por imunoistoquimica descreveram que os CIM
apresentaram expressao nuclear aberrante de NFAT5 comparado com
canceres de mama nao CIM. Os autores sugeriram que este fator de
transcricdo pode ser um biomarcador para identificar CIM. Entretanto,
encontramos resultados conflitantes ao descrito por esses autores. Em
nossa casuistica, foram detectadas perdas deste gene em 10 casos (CIMO1,
CIM05, CIM06, CIMO7, CIM09, CIM11, CIM13, CIM14, CIM18 e CIM19) e
em cnLOH em trés casos (CIM15, CIM16, CIM22). Outros estudos sao
necessarios para confirmar o papel deste gene e sua proteina em
carcinomas inflamatdrios de mama.

Foram relatadas alteracbes no numero de cépias (amplificacdo) do
gene ALK em CIM por ROBERTSON et al. (2013), com uma ocorréncia
maior nos CIM triplo-negativos. Este gene codifica um receptor de tirosina
quinase com fungdo de oncogene, com capacidade de transformagao
quando apresenta-se truncada ou fusionada a NPM (nucleofosmina) em um
rearranjo cromossémico que é comum em linfomas anaplasicos de grandes

células. No Linfoma de Hodgkin com um fendtipo de células T, esta
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amplificado, mutado ou rearranjado em varios tumores (MARINO-
ENRIQUEZ e DAL CIN 2013). Entre os sete casos triplo-negativos da nossa
casuistica, cinco deles (CIM 10 11 15 16 e 20) apresentaram ganhos de
ALK, sugerindo um papel de destaque para esse gene nos CIM classificados
como triplo-negativos.

Além de inumeras regides de ganhos, perdas e cnLOH, as analises
genbmicas dos CIM também revelaram a presencga de cromotripsis. Foram
detectados 14 eventos de cromotripsis em nove casos envolvendo diferentes
cromossomos. Este evento é definido pela presenca de inUmeras quebras
cromossOmicas que podem ocorrer em um unico evento catastroéfico levando
a perda parcial ou completa de informagdes genéticas. Embora nem sempre
associados a uma mutacio driver discernivel, esses padroes de variacio
estrutural do genoma tém o potencial de desregular varios elementos
oncogénicos simultaneamente e tém sido claramente associados a fenétipos
agressivos (STEPHENS et al. 2011).

Algumas hipoteses tém sido propostas para explicar os mecanismos
que levam a cromotripsis, como a radiagao ionizante (RI), pontes anafasicas,
inibicdo da apoptose e instabilidade na replicacdo. Segundo STEPHENS et
al. (2011), a radiagao ionizante apesar de ser a fonte mais potente geradora
de danos, poucas delas podem gerar o numero de quebras que ocorre neste
evento. As pontes anafasicas podem ocorrer pela presenca de
cromossomos dicéntricos que surgem pelo reparo de regides
cromossémicas terminais, com encurtamento de telémeros. O excesso do

alongamento de cromossomos dicéntricos pelas fibras do fuso durante a
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anafase e/ou o seu aprisionamento durante a citocinese pode resultar em
uma série de quebras em um cromossomo em intervalos espacgados
(STEPHENS et al. 2011). Entretanto, este mecanismo n&o pode explicar
todas as ocorréncias de cromotripsis, uma vez que, em sua grande maioria,
0s rearranjos complexos que as envolvem nao afetam as extremidades
cromossOmicas, nem implicam em uma fusdo de um cromossomo dicéntrico
(JONES e JALLEPALLI 2013).

Também foi postulado que a cromotripsis surge a partir de eventos de
apoptose que foi transitoriamente iniciada e em seguida interrompida. Nesta
hipotese a pergunta € como as células poderiam escapar ndo sé a
fragmentacao do DNA completo, como também das vias que levam a morte
celular. Uma possibilidade € que a clivagem seria restrita a regides de
acesso a cromatina ou ainda ser influenciada pela atividade de um virus que
inibe a apoptose (TUBIO e ESTIVILL 2011).

O estresse no momento da replicacdo deve ser considerado como
potencial evento indutor de cromotripsis. Sob a influéncia de oncogenes
ativados, a regulacéao do ciclo celular fica corrompida. Na fase S, trés pontos
de checagem sao distinguidos e compartilham alguns componentes: (1) um
checkpoint dependente da replicacdo, que ocorre quando a forquilha de
replicacéo é bloqueada, seja por uma deplegao no estoque de precursores
de nucleotideos, pela inibicdo da DNA polimerase ou pela colisdo da
forquilha com um fragmento de DNA danificado ou aberrante; (2) um
checkpoint independente da replicagdo, induzido por quebras de fita dupla

no DNA em regides diferentes das forquilhas de replicagdo (denominado
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intra-S); (3) o chekpoint S/G2, que garante que a célula ndo entre em divisao
antes que todo o genoma esteja completamente duplicado. Uma tensao na
replicacao pode ser particularmente mais severa em regides do genoma de
dificil replicacdo pela baixa densidade de origens de replicagdo (sitios
frageis) (LETESSIER et al. 2011). O estresse na replicagdo também pode
ser induzido por erros mitéticos antecedentes. Erros de segregagao
frequentemente resultam na formacdo de micronucleos pds-mitéticos e
também podem desencadear uma parada tardia em G1, dependente de p53.

Os rearranjos observados como cromotripsis podem levar a varias e
simultaneas alteracbes genbmicas em um unico evento podendo ser
detectados em praticamente todas as células tumorais e ndo apenas em
subclones, sugerindo sua ocorréncia em etapas iniciais do processo
carcinogénico (KORBEL e CAMPBELL 2013).

Estudos que se propuseram a identificar genes diferencialmente
expressos relacionados com a ocorréncia de cromotripsis e sua analise
ontoldgica, identificaram que os processos biolégicos mais alterados
estavam relacionados com proliferagdo e replicagdo do DNA sugerindo que
estes eventos catastroficos promovem um aumento da replicacdo do DNA e,
consequentemente, uma maior chance de erros neste processo (MENGHI et
al. 2016).

Recentemente, FONTANA et al. (2018) relataram algumas alteragdes
associadas aos eventos de cromotripsis em células leucémicas, como
mutagcdes em TP53, delegdes em PTEN e CDKNZ2A, amplificacbes em

EGFR, MDM2 e MDM4, reparo de quebras de dupla fita, cariétipo complexo
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e mutacdes em ATM.

Em nosso estudo, regides de cromotripsis foram detectadas em
37,5% dos casos: CIM04, CIM07, CIM09, CIM18, CIM19, CIM24 (ER PR+ e
HER2-), CIM08 (ER PR- e HER2+) e CIM14 e CIM20 (triplo-negativos).
PRZYBYTKOWSKI et al. (2014) avaliaram cromotripsis em tumores de
mama e identificaram a ocorréncia deste evento em 41% dos casos.
Portanto, os tumores inflamatérios parecem seguir o padrdo dos demais
tumores de mama.

Os cromossomos mais alterados foram o  cromossomo 11 (trés
casos), cromossomos 8 13 e 17 (2 casos cada um). Estes achados sugerem
que a instabilidade genbmica pode nao ser igual para todos os
cromossomos e que a contribuicdo dos cromossomos individuais para o
desenvolvimento de alguns tumores pode ser determinada, pelo menos em
parte, por suas caracteristicas estruturais. Entre elas, podem ser destacadas
a abundancia relativa de duplicagbes segmentares e elementos repetitivos
intercalados, teldbmeros relativamente curtos, bem como seu alto conteudo
génico e a presenga de genes sensiveis a dosagem.

A analise do perfil mutacional utilizando um painel de 105 genes
relacionados com cancer revelou mutagées no gene TP53 em cinco casos
(CIM08, CIM14, CIM18, CIM20 e CIM24), os demais nao apresentaram
mutacgdes neste gene, porém, apresentaram mutagdes em genes da via de
HR (CIM04=ATM,; CIM0O7=BRCAZ2 e CIM09=RAD51B, BRCA2 E POLD1).
Perdas genbmicas envolvendo o gene PTEN foram detectadas em sete

casos (CIM04, CIM08, CIM14 e CIM18). Perdas gendbmicas onde se mapeia
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o0 gene CDKNZ2A também foram observadas em seis casos (CIM03, CIM04,
CIM08, CIM14, CIM18, CIM22); nao foram observadas amplificagdes nos
genes EGFR, MDM2 e MDM4, entretanto, foram encontrados ganhos em
MDM4 em todos os casos com cromotripsis. Esses achados dao um suporte
adicional ao descrito por FONTANA et al. (2018) sobre a associagao desses
genes no evento cromotripsis.

Interessantemente, dos nove casos com ocorréncia de cromotripsis,
trés deles sdo pacientes vivas ao follow-up, correspondendo a metade dos
casos (total de seis pacientes vivas no estudo). E possivel que as células
portadoras de cromossomos em cromotripsis apresentem uma maior
resposta a agentes quimioterapicos que formam ligagées cruzadas com o
DNA, como a ciclofosfamida, utilizada no tratamento de pacientes com
carcinoma inflamatoério de mama.

Em nosso estudo também foi investigada a associagdo entre as
alteragdes genbmicas e caracteristicas clinicas e patoldgicas, incluindo a
presenca de alteracdes especificas nos tumores triplo negativos, nos casos
com histéria de cancer na familia, nos casos com diagnéstico dos CIM na
pré-menopausa, na presenca de metastase ao diagndstico e naqueles em
que a paciente foi a 6bito em até dois anos.

Os CIM triplos negativos apresentaram ganhos em 1921.1 1921.2
1921.3, 6p22.2, 6p22.3 e 6p21.33 e perdas em 4p15.1 e 4p15.2. Algumas
dessas regides nao foram previamente descritas em cancer de mama. Estas
regides incluem varios genes tendo sido selecionados alguns deles para

uma analise mais detalhada. O gene CHDTL (1921.1) foi relatado em
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ganhos e consequente aumento de expressdo em tumores de mama de alto
grau, com amplificagdo em HER2 e de pacientes em idade jovem, sendo
considerado um biomarcador prognostico (WU et al. 2014). Este gene
codifica uma proteina helicase envolvida no reparo do DNA, a qual atua
regulando o relaxamento da cromatina apdés danos no DNA. Nao temos
conhecimento de relatos em literatura sobre ganhos deste gene e sua
associagao com tumores triplo negativos. Entretanto, em uma recente meta-
analise, foi demonstrado que diferentes tumores sodlidos humanos
apresentam expressao aumentada desta proteina, a qual estava associada
com sobrevida global diminuida e pior sobrevida livre da doenga, metastase
linfonodal e a distancia LIU et al. (2018).

A amplificagcdo de genes mapeados em 1921.3 e seu enriquecimento
em subpopulagdes de células tronco de cancer de mama foi associada com
recorréncia tumoral (GOH et al. 2017). Os autores relataram a presenca da
amplificacdo em 10 a 30% dos tumores primarios e em mais de 70% dos
tumores recorrentes, independentemente do subtipo de cancer de mama.
Segundo os autores, a familia de proteinas de ligagcdo ao calcio S100
(S100A, S100A7, S100A8 e S100A9) e quinase 1 associada ao receptor de
IL-1 (IRAK1) impulsionaram o crescimento de mamoesferas. GOH et al.
(2017) relataram que este circuito funcional pode ser interrompido pelo
inibidor de quinase de moléculas pequenas, o Pacritinib. O tratamento com
este farmaco levou ao comprometimento preferencial do crescimento de
tumores de mama com a amplificagcdo de 1921.3. Estes dados sugeriram

que esta regido é um biomarcador rastreavel e um alvo terapéutico acionavel
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para o cancer de mama.

A presenca de CNAs em 6p22.3 foram relatadas em tumores basal-
like (que possuem o fendtipo triplo negativo) e com mutagdo germinativa e
somatica em BRCA1 (PRAT et al. 2014). Estes resultados sugeriram que
existem caracteristicas moleculares potencialmente relevantes nos tumores
do tipo basal de acordo com o status BRCA1. Perdas em 6p22.2 foram
significativamente mais incidentes nas pacientes que foram expostas a
radiagdo no acidente de Chernobyl (WILKE et al. 2018). Segundo os
autores, a presenga de genes codificadores das histonas mapeados nessa
regiao e que estdo envolvidos na estrutura do DNA, apontam para a
instabilidade cromossGmica como uma consequéncia maior dos processos
desregulados de reparo do DNA, que é uma caracteristica bem conhecida
das células expostas a radiagao ionizante.

Ganhos em 8g11.21 foram exclusivamente detectados nos pacientes
com histdria familial de cancer positiva quando comparados com 0s casos
sem relatos de cancer na familia. Essa regido cromossémica foi previamente
relatada em ganhos e amplificagdo em casos cancer de mama néo
inflamatérios (WANG YH et al. 2015). O gene MCM4 mapeado nessa regiao
codifica uma subunidade do complexo helicase de replicagdo MCM (MCM2-
7), que é essencial para a replicagdo do DNA, estabilidade do genoma e
resposta a danos no DNA. Uma mutagdo do gene MCM4 (Phe345ls0) foi
associado ao desenvolvimento do cancer de mama em camundongos
fémeas (WANG YH et al. 2015). O gene KIAA0146/SPIDR também mapeado

nessa regiao codifica uma proteina envolvida no reparo do DNA. Mutagdes
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bialélicas nesse gene foram associados com disgenesia gonodal (SMIRIN-
YOSEF et al. 2017). O gene CEBPD, codifica uma proteina que atua na
regulacdo de genes envolvidos na resposta imune e inflamatéria e pode
estar associado com a regulagdo de genes que atuam na ativagao e
diferenciacdo de macréfagos. Em carcinoma urotelial, a amplificagdo e
expressdo aumentada do CEBPD foi associada com agressividade e
metastase (WANG YH et al. 2015).

A perda em 12913 (> 300 genes mapeados na regidao) foi
exclusivamente detectada nas pacientes que desenvolveram CIM antes da
menopausa. Nao temos conhecimento de relatos sobre o envolvimento
desta regido relacionada a idade da ocorréncia dos tumores. Entretanto, em
um estudo de associagao (GWAS, Genome Wide Association Studies) a
presenca de SNPs no gene PFKM foi associada ao risco aumentado de
desenvolvimento do cancer de mama (AHSAN et al. 2014). O gene PFKM
codifica uma das trés isoenzimas fosfo-frutose-quinases (PFK), é o principal
regulador da glicdlise celular catalisando a fosforilagdo da frutose-6-fosfato
em frutose-1,6-bisfosfato. Os autores explicaram a associagdo entre a
expressao de PFKM com o risco de cancer de mama por varias razdes.
Primeiro, esse gene € expresso em linhagens de células de cancer de
mama, em segundo lugar, variantes no gene tém sido relacionadas a
modificacdes poés-traducionais, que demonstraram alterar o metabolismo e
promover o crescimento de células tumorais; terceiro, uma associag¢ao entre
o risco de cancer de mama e este gene é consistente com observacdes de

que as células tumorais podem consumir grandes quantidades de glicose
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devido ao metabolismo aberrante da glicose e finalmente, a proteina
supressora de tumor p53 tem mostrado suprimir a expressao de PFKM in
vitro (AHSAN et al. 2014). Esses resultados sugerem que este gene é um
candidato a estar envolvido dentro do perfil de alteracbes encontradas no
cancer de mama.

Os casos que apresentaram metastase ao diagndstico possuem em
comum ganhos em 8q24.21 (56 genes). Nesta regido estdo mapeados
genes relacionados com um fendtipo mais agressivo da doenga, como o ja
descrito MYC e também o gene PVT1. Este ultimo € um IncRNA que atua na
patogénese do cancer de mama. Recentemente, LIU et al. (2018) relataram
MiRNAs que residem no locus do PVT1, como o miR-1204. Este miRNA esta
associado com a proliferagdo celular, transicao epitélio-mesénquima e
invasdo de células tumorais da mama, in vitro e in vivo.

Foram identificadas duas regides de ganhos em pacientes que
morreram em menos de dois anos do diagndstico de CIM: 1941 (gene HLX)
e 83g21.13 (gene PKIA). O gene HLX foi descrito como associado com a
hematopoiese deficiente nas leucemias agudas (PIRAGYTE et al. 2018) e o
gene PKIA foi associado a quadros de esquizofrenia (DJUROVIC et al.
2010). Nao temos conhecimento do papel destes genes em carcinoma de
mama.

A analise das vias biolégicas dos genes compartilhados em no
minimo 70% dos casos mostrou o envolvimento de inumeras vias
relacionadas com processos tumorais e, em particular, no cancer de mama.

O valor mais significativo foi obtido para a via de sinalizagdo associada a
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regulacédo de poliamina no cancer de colon. Em nossos casos, o gene
envolvido nesta via é€ o AZIN1. Este gene codifica uma enzima
citoplasmatica com funcdo de inibir a degradacdo da enzima ODC1,
responsavel pela sintese de poliaminas. As poliaminas sao vitais para o
crescimento e a fungao das células normais e seu acumulo pode levar a
neoplasia, invasdo e metastase. Portanto, ganhos em AZIN1 podem
promover o aumento da expressdo da enzima produzida, inibindo a
degradacdo de ODC1, favorecendo a sintese de poliaminas e,
consequentemente, seu acumulo na célula e contribuicdo para o processo
tumoral.

A segunda via candbnica envolvida, com valor significativo, foi a de
sinalizagao apoptotica mediada por MYC, com os genes MYC, PIK3C2B e
YWHAZ alterados. A familia do proto-oncogene MYC desempenha um
importante papel na fisiologia celular como no ciclo celular, crescimento,
proliferagcdo, sintese de proteinas, reprogramacao metabdlica, diferenciacao,
adesao, senescéncia, apoptose, angiogénese e ativagdo imunoldgica
(KRESS et al. 2015). Sob condi¢gbdes normais, MYC é regulado por fatores de
crescimento e por multiplos mecanismos genéticos e epigenéticos (THOMAS
et al. 2015). A proteina MYC pode induzir a expressdo de reguladores
positivos da fase S do ciclo celular como a cliclina D e ciclina E e, a0 mesmo
tempo, reduzir a expressdao de inibidores como p15INK4, p27KIP1 e
p21CIP1 (BRETONES et al. 2015). Apesar de apresentar envolvimento com
a tumorigénese de diversos tipos celulares, ensaios in vivo sugerem que,

sozinha, a proteina MYC seria incapaz de iniciar a transformacgao neoplasica
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na maioria das células, pois mecanismos de apoptose e senescéncia seriam
acionados. Entretanto, essa atividade poderia causar replicacao sem divisao,
0 que tornaria a célula polipldide, além de provocar quebras no DNA
(FELSHER et al. 2000).

A proteina MYC pode iniciar a tumorigénese em células com um
ambiente genético e ou epigenético favoravel como, por exemplo, nos casos
com perda de funcédo de p53 ou aumento de expressao de BCL-2 (LI et al.
2014), ou em células portadores de deficiéncia na via de recombinagao
homologa. A ativagado de MYC paradoxalmente resulta em intensa apoptose,
porém a sua acao na proliferacdo e nos sinais de sobrevivéncia ocorrem
mais rapidamente do que o aumento de sinais apoptoticos. Sendo assim,
este gene € um importante alvo terapéutico, pois embora a inativagdo do
MYC em um tumor pode suprimir alguns mecanismos que contribuem para
sinais apoptoticos, o efeito global é a regressao do tumor (LOWE et al.
2004). Na segunda via canbnica onde participa o MYC, também foi
identificado o gene PIK3C2B, cujo produto codificado tem papel nas vias de
sinalizagdo envolvidas na proliferacdo, transformagcdo oncogénica,
sobrevivéncia celular, migragao e trafico de proteinas intracelulares.

A terceira via candnica detectada em nosso estudo foi a da biosintese
do epoxiescaleno, necessaria para a sintese de colesterol. O gene SQLE
codifica a enzima escaleno epoxidase, que cataliza a oxidagao do escaleno,
na biossintese de esterdides. A ativacdo dessas vias compreende um
mecanismo metabdlico essencial para o cancer e alteracbes na sua fungao

contribuem para a resisténcia ao tratamento por um mecanismo ainda
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desconhecido (GABITOVA et al. 2014). No cancer de mama, foi identificada
uma assinatura transcricional relacionanda a via do colesterol em tumores
refratarios ao tratamento com positividade de MUC71 e NSCLC associada
com a resisténcia a tamoxifeno (PITRODA et al. 2009).

Uma associagao também foi descrita entre a regulagéo do colesterol e
células tronco no cancer de mama, destacando seu envolvimento na
agressividade dos CIM (WOLFE et al. 2015). Neste estudo, o VLDL
aumentou e o HDL diminuiu a formagdao de mamosferas em culturas de
células de carcinoma inflamatdrio. Nos pacientes com CIM, altos valores de
VLDL (> 30 mg / dL) foram capazes de predizer sobrevida global inferior a 5
anos quando comparado com valores normais. Em adicdo, os valores de
HDL de pacientes abaixo do normal (<60 mg / dL) foram capazes de
predizer a sobrevida global inferior a 5 anos (WOLFE et al. 2015). LACERDA
et al. (2015). relataram que pacientes com CIM que faziam uso de estatinas
tiveram maior sobrevida livre de doenca do que as pacientes que nao
utilizavam o farmaco. Outros grupos também demonstraram que as estatinas
inibem a proliferacdo do cancer de mama in vitro e crescimento tumoral in
vivo, diminuindo a expressao de PI3K, aumentando a expressao de PTEN,
inibindo  NF-kB (GHOSH-CHOUDHURY et al. 2010), ativando JNK
(GOPALAN et al. 2013) e inibindo outras vias associadas as propriedades de
células tronco nos CIM (LIM et al. 2018). A sinvastatina também aumentou a
sensibilidade de linhagens celulares de CIM e triplo negativas a radiagéo e
suprimiu o recrutamento de macréfagos promotores de tumores reduzindo a

liberagao de IL-6 (WOLFE et al. 2016).
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Nos estudos pré-clinicos, a estatinas em combinagdo com um inibidor
colesterol HDL suprimiram o fendtipo de células tronco (stemness) das
células CIM (LACERDA et al. 2015) e promoveram a sensibilidade a
quimioterapia em tumores triplo negativos (WOLFE et al. 2015). Além dos
efeitos anti-tumorais das estatinas, a reducdo sistémica do colesterol
também foi sugerida como um importante mecanismo anti-tumoral (NELSON
et al. 2013). O gene SQLE, portanto, pode estar envolvido com o fendtipo
“stemness” das células de CIM, contribuindo com a agressividade tumoral.
Terbinafine, um farmaco antifungico aprovado pela Food and Drug
Administration dos EUA, tem como alvo o SQLE. Em tumores
hepatocelulares, o uso deste farmaco inibiu o crescimento tumoral induzido
por SQLE in vitro e atenuou o desenvolvimento tumoral em modelos de
xenoenxerto em animais SQLE-transgénicos (LIU et al. 2018). A supresséo
do crescimento do tumor pelo Terbinafine foi associada a diminuicido das
concentracdes do éster de colesterol, ao restabelecimento da expressao de
PTEN e a inibicdo da AKT-mTOR, consistente com o bloqueio da fungao do
SQLE. LIU et al. (2018), no estudo em carcinomas hepatocelulares,
propuseram uma fungcdo de oncogene para SQLE e a utilizagdo de seus
inibidores como uma abordagem promissora para a prevengao e tratamento
destes tumores.

Um fato interessante é que o gene SQLE estava envolvido em ganhos
ou ganhos em mosaico (caso CIM11 apresentava amplificagdo) em 18 casos

do nosso estudo sugerindo a sua participagdo carcinogénese mamaria
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inflamatoéria. A abordagem terapéutica descrita usando o Terbinafine
poderia, portanto, ser testada em modelos pré-clinicos e clinicos em CIM.

Na analise das regides mais frequentemente alteradas no IPA foram
identificados inumeros genes que apresentam fungdes relacionadas com o
movimento celular e que se relacionam com processos metastaticos como
migragdo de células tumorais. Os genes relacionados com 0 processo
metastatico mapeados nestas regides sao MTBP, NOV, SDC2, WISP1,
HAS2, MTDH, ANGPT1, MYC, MTBP e NDRG1. Destes, o gene ANGPT1 é
um fator de crescimento identificado em uma regido onde foi observado
ganho de cépias, e que, quando secretado, ativa receptores presentes nas
células endoteliais, promovendo angiogénese. Sua fungcdo também esta
relacionada com a interagdo entre o endotélio e a matriz extracelular
contribuindo para o desenvolvimento e maturagdo dos vasos sanguineos.
Curiosamente, os CIM possuem como caracteristica que os diferencia, a
migragao de células tumorais para os vasos linfaticos da derme culminando
em um efeito de embolizacdo dos mesmos que caracteriza os sinais
inflamatodrios. Portanto, este gene € um candidato interessante para futuros
estudos. A proteina codificada pelo gene ANGPT1 pode ser alvo do farmaco
Trebananib, a qual se liga ao farmaco impedindo sua ligagdo com o receptor
das células endoteliais. Esta poderia ser uma alternativa terapéutica para
pacientes com CIM.

Em nosso estudo, também foi avaliado o perfil mutacional dos CIM.
Um total de 54 genes relacionados com cancer apresentou mutagdes

patogénicas ou de significado incerto, sendo que alguns genes
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apresentaram mais de uma variante, como TP53 (11 variantes patogénicas)
e BRCAZ2 (7 variantes patogénicas), além de mutagées em genes do reparo
a danos no DNA como MLH1, MLH3, RAD51, PMS2, MSH6, MSH3 e
MUS81 (Tabela 2). Foram também detectadas variantes nos gene PIK3CA
(4 casos), MET (4 casos), PMS2 (4 casos), FGFR1 (2 casos), CDH1 (1
caso), PMS2 (3 casos), RB1 (1 caso), PALB2 (1 caso), KRAS (1 caso), NF1
(1 caso), APC (1 caso), RET (1 caso) e AKT1 (1 caso).

Mutagbes no gene TP53 sao frequentemente relatadas no cancer de
mama e também em CIM (CHARAFE-JAUFFRET et al. 2008; ROSS et al.
2015; MATSUDA et al. 2017; LIANG et al. 2018). As mutagdes em TP53
relatadas em carcinomas de mama parecem ocorrer em maior frequéncia
nos tumores negativos para os receptores hormonais e estdo associadas
com tumores de alto grau e com prognoéstico desfavoravel (NIK-ZAINAL et al
2016; PEREIRA et al. 2016). Entre os 11 casos com variantes patogénicas
do gene TP53, sete casos eram negativos para os receptores hormonais
(cinco triplo-negativos, dois ER-/PR-/HER2+) e quatro casos eram positivos
ER+/PR+HER2-). Mutagdes em TP53 ocorreram em 52,4% dos casos e de
forma independente de outra caracteristica fenotipica. Entretanto, estas
mutagcbes podem estar relacionadas com a grande instabilidade genética
detectada nestes tumores. Por exemplo, a cromotripsis foi detectada em
nove casos e variantes patogénicas e de significado incerto em TP53
estavam presentes em cinco deles.

A mutacdo em BRCAZ2 foi a segunda mais frequente em nossos casos

(43%), e sua ocorréncia esta relacionada com prognostico desfavoravel e



133

uma sobrevida média inferior a dois anos. Estes dados divergem dos
estudos de perfil mutacional nos CIM, que relataram incidéncia dessas
mutacdes de 15% (ROSS et al. 2015; MATSUDA et al. 2017) e 7,7% (LIANG
et al. 2018). Entretanto, um grande numero de pacientes relatou histéria de
cancer de mama e ovario na familia. Em 16 pacientes com histéria de cancer
na familia, 8 relataram histéria de cancer de mama e uma de ovario.
Analisando os nove casos com mutacdo em BRCA2, quatro delas tinham
cancer de mama (CIM05, CIM07, CIMQ9, CIM18), uma cancer de ovario
(CIM11) e duas com histéria de cancer na familia mas com localizagdo néao
conhecida (CIM10 e CIM13). A historia de cancer na familia pode ser uma
possivel explicagdo para as altas taxas de mutagcdo em BRCA2 entre os
casos que avaliamos. Em um recente relato, JIMENEZ et al. (2012)
descrevem um caso de uma paciente de 40 anos, diagnosticada com CIM,
que apresentava uma variante germinativa patogénica de BRCA2, cuja mae
havia morrido de CIM aos 35 anos, sendo este o unico caso na familia.
Infelizmente, mutagdes germinativas ndo puderam ser analisadas em nossos
casos.

Outro gene mutado entre as amostras de CIM foi gene PIK3CA (21%
dos casos). Este achado estd em consonéncia com os estudos prévios em
CIM onde foram descritas mutacdes em 28% (ROSS et al. 2015), 41,7%
(MATSUDA et al. 2017) e 29,5% (LIANG et al. 2018) dos CIM. Mutagdes no
gene PIK3CA foram relatadas como tendo potencial para levar a resisténcia
ao tratamento anti-HER2 (BIANCHINI et al. 2017) em tumores HER2+, mas

estas diferengas ndo foram encontradas nos CIM HER2+ tratados com
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trastuzumab combinado com quimioterapia (LIANG et al. 2018). Mutacbes
em PIK3CA foram associadas a pior sobrevida livre de metastase (LIANG et
al. 2018), porém em nossos casos nao encontramos essa relagao.

O oncogene MET foi encontrado mutado em 21% dos casos. Até o
momento ndo ha descricdo em literatura de mutagdo em MET nos CIM. Dois
casos, CIM07 e CIM24, que apresentaram as variantes de significado incerto
do gene MET apresentaram formas muita agressivas de CIM, com sobrevida
global de 8,8 e 3 meses, respectivamente. Em tumores de mama, foram
relatadas mutacdes e amplificacbes de MET associadas a maior taxa de
metastase, alto grau histoldégico e menor sobrevida global (GAGLIATO et al.
2014).

A instabilidade de genomas como a apresentada pelos carcinomas
inflamatdrios de mama poderia ser explicada por defeitos nas vias de reparo
a danos ao DNA, incluindo, por exemplo, reparo por mal pareamento
(mismatch repair - MMR), reparo de excisdo de base (BER), reparo de
excisdo de nucleotideos (NER) e reparo de dupla fita de DNA, que pode
ocorrer por reparo de recombinagdo homodlogo (HR) e reparo de
extremidades ndo homologas (NHEJ).

O painel utilizado para o sequenciamento dos casos deste estudo,
incluia 13 genes da via de HR (ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
RAD50, RAD51B, RAD51C, RAD51D, POLD1, PALB2, MUS81, XRCC2) e
seis genes relacionados a via de MMR (MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6,
PMS2). Os mecanismos conhecidos e primeiramente relatados em tumores

colorretais, como a instabilidade de microssatélites (MSI) resulta de defeitos
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na via de reparo da via MMR, levando a uma série de mutagdes (incluindo
frameshifts) em repeticdes simples chamadas microssatélites. Em nosso
estudo, seis casos apresentaram mutagbes nos genes MMR e varias
mutagdes em outros genes, além de apresentarem caracteristicas clinicas
bem agressivas, como metastase ao diagndstico e baixa sobrevida global.
Tumores de mama apresentam uma frequéncia de MSI de 0-2% (DUDLEY
et al. 2016), entretanto, nos CIM ja foram relatadas altas taxas de mutagoes
em genes da via de MMR (HAMM et al. 2016). Nossos achados mostraram
uma frequéncia de 28,5%, corroborando com os achados de HAMM et al.
(2016). Estes autores sugeriram que os CIM portadores de mutagdes
somaticas nos genes MMR contribuem para o grande numero de outras
mutacdes e instabilidade gendmica observada nos tumores.

Estudos recentes sugerem que tumores com MSI obtém excelentes
respostas a terapia com inibidores anti-PD1. HAMM et al. (2016) detectaram
que os CIM possuem um aumento no numero de linfécitos TCD8+/PDL+ e
que o tratamento com inibidores de anti-PD-1 beneficiaria esses pacientes.

Em relagdo aos genes da via de HR, foram encontradas mutagdes em
15 casos nos genes ATM, BRCA1, BRCA2, RAD51B, RAD51D, PALB?2,
POLD1 e MUS81. A via de HR é um processo de reparo que usa a
cromatide-irma (ou cromossomo homodlogo) para alinhar e reparar as
extremidades, e € o modo preferido de reparo de dupla fita nas fases S / G2
do ciclo celular (quando estédo presentes cromatides irmas). Por outro lado, o
NHEJ compreende processos propensos a erros que unem duas

extremidades quebradas. Portanto, as altas taxas de mutagdes em genes da
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via de HR levariam a célula a escolher a via NHEJ, acumulando uma série
de aberracbes cromossdbmicas. O BRCA71 desempenha um papel
fundamental no reparo de dupla fita e, em particular, no direcionamento do
reparo para a via homéloga (SCULLY et al. 2004). No contexto da mutagéao
do BRCAT1, a deficiéncia do reparo da HR (HRD) levaria a um aumento do
reparo sujeito a erros, resultando em rearranjos cromossdmicos e alteragdes
de numero de coépias. Curiosamente, o BRCA1 também parece regular a
diferenciagcdo de células-tronco epiteliais de mama ER-negativas em
progenitores luminais ER-positivos (LIU et al. 2008). Portanto, uma hipotese
levantada é que os tumores de mama esporadicos, semelhantes aos basais,
abrigam uma disfuncdo do BRCA1 (ou das vias associadas ao BRCATY),
levando a um padrao complexo de alteragdo gendmica e a um fenétipo ER-
negativo basal. Nossas analises identificaram apenas dois casos com
mutagcdo em BRCA1, porém como descrito acima, em muitos casos de
nosso estudo, foram encontradas mutagdes somaticas no gene BRCAZ,
estas mutacdes também podem levar a disfuncdo telomérica, mecanismo
que foi proposto para explicar, em parte, a instabilidade cromossOmica
observada na deficiéncia de BRCAZ2 (BADIE et al. 2010).

O perfil de alteragbes somaticas € denominado de BRCAness, termo
utilizado para definir tumores que apresentam deficiéncia na via de HR sem,
entretanto, apresentarem muta¢cdes em BRCA1/2 na linhagem germinativa
(TURNER et al. 2004). Além das mutagdes somaticas, BRCAness pode ser
explicado por silenciamento epigenético de BRCA1/2 ou a inativagao de

varios outros genes associados a via de HR, como PTEN, ATM, ATR,
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AURKA, PALB2, BRIP, familia de genes RAD51, e outros. Nesse contexto,
nos também detectamos variantes somaticas nos genes ATM (2 casos),
AURKA (1 caso) e RAD51 (2 casos).

Considerando a grande quantidade de alteragbes cromossOmicas
detectadas e diversas mutacdes em vias de HR, optamos por calcular os
indices de instabilidade genémica em cada um dos casos de CIM. Diversos
mecanismos moleculares foram associados a origem da instabilidade
genbmica no cancer, incluindo estresse de replicagao, disfungao telomérica,
reparo do DNA deficiente e varios defeitos na segregagdo cromossdémica
(KWEI et al. 2010). Esta instabilidade pode ser induzida durante ao
descontrole da replicagdo do DNA nas células tumorais, dando origem a
paradas frequentes nas forquilhas replicagdo. Consequentemente, torna-se
sobrecarregado o reparo de fitas homdlogas, a qual € a principal via do
reparo das quebras de duplas fitas durante a replicacdo (WILHELM et al.
2014). A presenca de HRD aumenta a frequéncia de eventos erroneos,
induzida por estresse de replicagdo. Estes erros quando quantificados por
meio de escores tAl, LST e HRD-LOH sao indicativos de HRD (WATKINS et
al. 2014).

Os CIM apresentaram altos valores de tAl para 11 casos (valor
mediano de cut off: 23) dos quais todos possuiam mutagdes em genes da
via de HR. Altos escores de tAl foram mostrados prever sensibilidade a
agentes de platina em linhagens de células de cancer de mama, em tumores
de ovario e tumores triplo negativos (BIRKBAK et al. 2012). Além disso,

tumores com mutagcdo, metilacdo do promotor ou baixos niveis dos
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transcritos BRCA1 ou BRCA2 apresentaram maior escore de tAl do que
tumores sem deficiéncia de BRCA1/2. Os autores encontraram diferenca
estatisticamente significativa entre altos valores de tAl e mutagdes nesses
genes (BIRKBAK et al. 2012). Quatro dos nossos casos apresentaram
mutacdo em genes da via de HR, mas nao apesentaram valores acima da
mediana para os tAl nos CIM, porém analisando os valores dos trés
escores, apenas um caso (CIM14) com mutagdo nao apresentou nenhum
dos escores acima dos limites. No estudo de BIRKBAK et al. (2012) os
valores de tAl conseguem predizer a sensibilidade a platina com 90% de
sensibilidade.

O escore LST, utilizando o limiar de 15 (POPOVA et al. 2012),
apresentou valores acima deste valor em 14 casos, do quais 13 eram
mutados para os genes da via de HR e um (CIM08) nao apresentou
mutagao, mas seu valor de escore de LST estava acima do valor limite. Este
caso, poderia, portanto, ter outro mecanismo de inativacdo de BRCA1/2,
como metilagdo. A comparagao entre os grupos com altos valores de LST e
mutacao apresentou diferenca significativa. A medida de LST foi relacionada
a HRD e este limiar de 15 proposto por POPOVA et al. (2012) foi capaz de
prever a inativagdo (por mutagdo ou evento epigenético) de BRCA1/2 em
tumores e linhagens celulares do tipo basal-like. Portanto, o caso CIM08, no
qual ndo foram encontradas mutagdes, pode estar sofrendo inativagao por
metilagao ou silenciamento pds-transcricional.

O ultimo escore calculado foi o0 HRD-LOH, cujo valor limite de 10 foi

estabelecido por ABKEVICH et al. (2012), o qual permitiria determinar a
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presenca da mutacdo em BRCA em 90% das pacientes com cancer de
mama e ovario. Interessantemente, apenas trés casos apresentaram valores
acima de 10. Entretanto, se compararmos os valores deste escore obtidos
em pacientes com mutacdo e os valores de escore em pacientes sem
mutacdo para qualquer gene da via de HR, é observada uma diferenca
significativa entre os grupos. Estes dados sugerem que um novo valor limiar
para HRD-LOH deveria ser estabelecido para os CIM ou que esta medida
nao é a melhor para caracterizar os CIM.

Nos também comparamos os valores medianos dos escores
encontrados nos CIM do nosso estudo (nTAI=20,5; LST=23 e HRD-
LOH=2,5) com aqueles descritos por MARQUARD et al. (2015) para
carcinomas de mama (nTAI=12; LST=8 e HRD-LOH=8). Nessa analise,
todos exceto HRD-LOH eram superiores nos CIM o que sugere que estes
tumores apresentam uma assinatura de deficiéncia de recombinacio
homologa diferente dos demais carcinomas de mama. Este achado pode
abrir novas oportunidades de tratamento para os CIM.

Embora os valores dos escores para os CIM nao tenham atingido a
sensibilidade descrita na literatura para cancer de mama, a analise dos
valores em conjunto, sugerem que estes escores sido preditores de
deficiéncia da via de recombinagdo homdloga nos CIM, independente do
gene mutado e portanto, a terapia com agentes de platina seria uma
alternativa terapéutica para estes tumores.

Como a HRD pode também desencadear outras formas de reparo,

que sdo propensas a erros, incluindo jungao terminal ndo homdloga
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candnica (C-NHEJ) e juncao de extremidade ndo homologa alternativa (Alt-
NHEJ), também chamada de juncgédo terminal mediada por microhomologia
(MMEJ), podendo levar a translocagdes e alteragdes no numero de copias e
a um padrao caracteristico de reparo, formando uma cicatriz genémica.

O estudo das cicatrizes gendmicas (genomic scars), como um
indicador de instabilidade genémica gerada por HRD, tem atraido interesse
nos ultimos anos apds o reconhecimento de sua relevancia na avaliacao dos
tumores quanto sua heterogeneidade, resisténcia ao tratamento e resposta
do paciente (WATKINS et al. 2014). Em uma analise de comparagéao (curva
de Kaplan-Maier) entre os pacientes que apresentaram mutagcéo nos genes
da via de HR e pelo menos um valor de escore acima do limite, com os
pacientes sem mutagao e nenhum valor de escore acima do limite, as curvas
de sobrevida global mostraram diferenga significativa quanto ao escore
HRD, indicando que além dos escores apresentarem valor preditivo, também
podem ter valor prognéstico nos CIM.

O calculo dos escores de HRD é uma ferramenta que tem sido
utilizada para orientar novas opcoes terapéuticas. A observacao de que as
células tumorais deficientes na recombinagdo homodloga sdo sensiveis ao
tratamento com platina e com os inibidores de PARP (BRYANT et al. 2005;
FARMER et al. 2005) pode levar ao desenvolvimento de terapias PARP
especificas para os CIM, por sugerir o fenétipo BRCAness (TURNER et al.
2004). Assim, mesmo o0s casos negativos para mutagdes em BRCA1/2 mas
com altos escores poderiam se beneficiar do tratamento.

Em nosso estudo, também foi calculado o indice de Instabilidade
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Genbmica (Gll), o qual apresentou uma mediana de 0,363 e 14 casos
apresentaram valores superiores a esta mediana. MARQUARD et al. (2015),
analisando os dados de Gll do TCGA, relataram um valor mediano de 0,435
para os carcinomas de mama. Apesar de encontrarmos uma mediana menor
para o Gll, foram detectados altos valores naqueles casos com mutacdes
em genes da via de HR e MMR. BONNET et al. (2012) encontraram uma
relacdo entre os valores alterados de Gll e o progndstico desfavoravel em
tumores de mama, além de uma correlagao positiva entre os valores de Gll e
a ocorréncia de mutacées em TP53. Em nossos casos, altos valores de Gl
foram observadas tanto nos casos com mutacdo em TP53 como nos sem
mutacao, observando-se, também que tanto os casos com sobrevida baixa
como aqueles com alta apresentavam valores altos de Gll. Um exemplo, foi
o CIM04, que apresentou mutacdo em ATM, GII=0,640, vivo ao follow-up (71
meses de sobrevida até a presente data) e auséncia de metastase ao
diagndstico. Por outro lado, o caso CIM13, que também apresentou mutagao
em ATM, GlI=0,043, foi a 6bito 7 meses apds o diagndstico onde ja foi
identificada metastase. Nossos resultados sugerem que nos CIM, a

correlagao sugerida por BONNET et al. (2012) néo ¢é aplicavel.
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CONCLUSAO

Foram identificadas alteragcbes genbmicas previamente descritas nos
CIM, incluindo ganhos em 1q32.1, 8q21.3-8924 e perdas em 17p13.1-
p13.3. Entre as alteracbes mapeadas em 8q, encontra-se ganhos do
oncogene MYC e SQLE. O gene SQLE codifica uma proteina que
participa da via da biossintese do colesterol, recentemente relatada
como envolvida nos CIM.

As cnLOHs foram comuns, principalmente em 3p26.3 e 6q22.31.
Estas regides foram também detectados em perdas e ganhos,
sugerindo o envolvimento de genes supressores de tumor e
oncogenes ai mapeados e que podem contribuir para o fenétipo dos
CIM.

Foram identificadas varias moléculas que podem estar contribuindo
com o escape tumoral a resposta imunologica inata e adaptativa.
Entre elas estao a amplificacdo dos genes CD46, CD55 e CR1. Estes
genes podem estar diretamente relacionados com a resposta
imunoldgica nos CIM. Estudos funcionais devem ser delineados para
explorar estes achados como potenciais alvos terapéuticos.

As delegdes homozigotas, um raro evento, foram observadas para os
genes TP63, ADAM3A, ADAMS e CSMD1. Em especial, o gene TP63

tem potencial para atuar como supressor de tumor nos CIM.
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Foram observados eventos de cromotripsis os quais foram
relacionados a estresse na replicagdo implicando na ativacdo de
oncogenes e erros de reparo de dupla fita.

A comparagéao entre as alteragbes genémicas com as caracteristicas
clinicas e histopatolégicas, revelou o envolvimento de alguns genes
como CHD1L e S100 nos CIM triplo negativos; MCM4 e CEPD nos
CIM com historia familial positiva; PFKM nos CIM que foram
diagnosticados na pré-menopausa; PVT1 nos com CIM com
metastase ao diagnostico; HLX e PKIA foram associados a morte em
menos de dois anos.

A analise do perfil mutacional revelou variantes patogénicas no gene
TP53, corroborando com os estudos em CIM. Foi também observada
alta frequéncia de variantes patogénicas em BRCAZ2, pouco frequente
nos relatos da literatura.

Foram detectadas mutagdes nos genes da via do reparo por mal
pareamento (MMR) em um numero significativo de casos, o que
justificaria o uso de inibidores de PD-1 nestas pacientes.

Altos valores dos escores nTAIl, LST e HRD-LOH, preditores de
deficiéncia da via de recombinagdo homdloga, foram associados com
prognéstico desfavoravel e baixa sobrevida. Estes achados foram
concordantes com as mutagdes detectadas nos genes da via de HR.
Com isso, pacientes CIM sao candidatos a tratamento com analogos

de platina e inibidores de PARP.
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