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RESUMO

O Cancer de mama (CM) ¢ o tipo de cancer com maior incidéncia nas mulheres no mundo.
Ele apresenta quatro subtipos moleculares (Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo Negativo/
Basal) e cada um deles tém prognosticos diferentes e necessidade de intervengdes que sejam
eficientes no tratamento e aumentem a sobrevida dos pacientes. Nesse sentido a avaliagdo da
expressao geénica e proteica nos tecidos mamarios neoplasicos dos subtipos de CM utilizando
a bioinformatica translacional (BT) permite uma andlise ampla de diversos bancos de dados.
A BT atua trazendo conhecimento bioldgico que pode ser aplicado na clinica a partir de dados
gendmicos, protedmicos, histologicos e clinicos de pacientes com CM. O objetivo deste
trabalho ¢ identificar o perfil imunologico através da expressdo génica e proteica nos subtipos
moleculares de cancer de mama utilizando ferramentas de bioinformatica. A metodologia
utilizada envolveu diversas ferramentas computacionais que permitiram a coleta de dados em
bancos de dados (Atlas Genomico do Cancer -TCGA, Entrez Gene do NCBI, GeneCards,
Atlas Protedomico do Cancer -TCPA, DAVID) e as analises (diagrama de Venn, Enciclopédia
de Genes e Genomas -KEGG, TCGADbiolinks, Recurso de Estimativa de Células Imunes do
Tumor - TIMER, Predi¢cao de Dados Clinicos de Perfis Gendmicos - PRECOG). Nas analises
estatisticas foi utilizado o Software GraphPad Prism versdo 7, o teste Two-Way ANOVA
bidirecional e o teste t bicaudal ndo pareado. A andlise da expressdo de genes
diferencialmente expressos (GDEs) associados a vias metabodlicas do cancer foi identificado
genes expressos exclusivamente em cada subtipo quando comparado com o tecido mamario
normal: Cd38 no basal, Erbb2 no Her2 e Esrl e Pgr nos luminais. Na andlise de células
imunes foi encontrado macrofagos M1 nos subtipos de pior progndstico (basal e HER2) e M2
naqueles de melhor prognéstico (luminal A e luminal B). O genes associados as resposta
Thelperl, Thelper2, Thelperl7 e Treg quantitativamente nao determinaram o tipo de resposta
imune. No entanto, o subtipo basal apresentou mais genes associados a resposta Treg quando
comparado aos outros subtipos. Na avaliagdo dos genes dos tipo celulares (macrofagos,
neutrofilos, neuropeptideos e neuroreceptores) foi identificados genes com impacto na
sobrevida e alguns que também estavam associados a presenca ou auséncia de neutréfilos,
como Lrp2, Serpinal, Cxcll0 e Qrfpr, e as proteinas associadas & imunossupressao, como
PDL1, que foram mais expressas no basal quando comparada com os outros subtipos de CM e
aquelas associadas as vias que estimulam a carcinogénse e/ou desregulacao da proliferagao
celular, como IRS1 e AKT que foram mais expressas nos tecido mamarios neoplésicos dos
subtipos luminais e basal em relagdo aos outros subtipos, respectivamente. Portanto, os genes
e proteinas que tiveram impacto na sobrevida e/ou interferem por algum mecanismo no
recrutamento das células imunes encontradas no microambiente tumoral podem ser alvo de
estudos in vitro e in vivo que possam elucidar os mecanismos metabolicos. Sendo confirmado
os resultados desse estudo, esses genes e proteinas podem ser novos marcadores do CM e
possibilitar o desenvolvimento de novas terapias mais eficazes.

Palavras-chaves: Subtipos de cancer de mama; Macrofagos, Neutrofilos, Neuropeptideos;
Neuroreceptores, Sobrevida, Bioinformatica.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the type of cancer with the highest incidence in women worldwide. It
has four molecular subtypes (Luminal A, Luminal B, HER2 and Triple Negative / Basal) and
each of them has different prognoses and needs for interventions that are efficient in the
treatment and increase patient survival. In this sense, the evaluation of gene and protein
expression in neoplastic breast tissues of the CM subtypes using translational bioinformatics
(TB) allows a wide analysis of several databases. TB works by bringing biological knowledge
that can be applied in the clinic based on genomic, proteomic, histological and clinical data of
patients with CM. The objective of this work is to identify the immunological profile through
gene and protein expression in the molecular subtypes of breast cancer using bioinformatics
tools.The methodology used involved several computational tools that allowed data collection
in databases (Genomic Cancer Atlas -TCGA, Entrez Gene of NCBI, GeneCards, Proteomic
Cancer Atlas -TCPA, DAVID) and analyzes (Venn diagram, Encyclopedia of Genes and
Genomes -KEGG, TCGAbiolinks, Tumor Immune Cell Estimation Resource - TIMER,
Prediction of Clinical Data of Genomic Profiles - PRECOG). In the statistical analyzes, the
GraphPad Prism Software version 7, the Two-Way ANOVA two-way test and the two-tailed
unpaired t test were used. The analysis of the differentially expressed genes (GDEs)
associated with cancer metabolic pathways, genes expressed exclusively in each subtype were
identified when compared to normal breast tissue: Cd38 at basal, Erbb2 at Her2 and Esrl and
Pgr in the luminal. In the analysis of immune cells, M1 macrophages were found in the
subtypes with the worst prognosis (baseline and HER2) and M2 in those with the best
prognosis (luminal A and luminal B). The genes associated with the Thelperl, Thelper2,
Thelper17 and Treg responses did not quantitatively determine the type of immune response.
However, the basal subtype had more genes associated with the Treg response when
compared to the other subtypes. In the evaluation of cell type genes (macrophages,
neutrophils, neuropeptides and neuroreceptors), genes with impact on survival were identified
and some that were also associated with the presence or absence of neutrophils, such as Lrp2,
Serpinal, Cxcl10 and Qrfpr, and the proteins associated with immunosuppression, such as
PDLI, which were more expressed at basal when compared with the other subtypes of CM
and those associated with the pathways that stimulate carcinogenesis and/or dysregulation of
cell proliferation, such as IRS1 and AKT that were more expressed in the neoplasic breast
tissues of the luminal and basal subtypes in relation to the other subtypes, respectively.
Therefore, the genes and proteins that had an impact on survival and/or interfere by some
mechanism in the recruitment of immune cells found in the tumor microenvironment can be
the target of in vitro and in vivo studies that can elucidate the metabolic mechanisms. With the
results of this study confirmed, these genes and proteins can be new markers of CM and
enable the development of new, more effective therapies.

Keywords: Subtype of breast cancer; Macrophages, Neutrophils, Neuropeptides;
Neuroreceptors, Survival, Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) ¢ a neoplasia maligna mais incidente entre as mulheres, com
cerca de 2,1 milhdes de novos casos anuais no mundo. Além disso, embora seja considerado
um cancer com bom progndstico, se detectado precocemente, o CM continua sendo a
principal causa de morte por cancer entre as mulheres (VERMA et al., 2012). Apesar dos
homens também serem diagnosticados com CM, a incidéncia ¢ muito baixa em compara¢ao
com as mulheres (LOSURDO et al., 2017).

Em 2018, estima-se que 627.000 mulheres morreram de CM no mundo, representando
aproximadamente 15% de todas as mortes por cancer (WHO, 2018). Embora as taxas de CM
sejam mais altas entre as mulheres nas regides mais desenvolvidas devido ao estilo de vida, as
taxas estdo aumentando em quase todas as regides do mundo (WHO, 2018). Segundo o banco
de dados do Observatorio Global do Cancer - GLOBOCAN (WHO, 2018), estima-se que em
2040 o CM atingira 3 milhdes de pessoas no mundo e, aproximadamente 133 mil pessoas no
Brasil. Esses nimeros refletem a magnitude da incidéncia do CM, seus efeitos na sociedade
mundial e a necessidade de urgéncia para medidas preventivas e de tratamento (TAO et al.,
2014).

Existem varios fatores que tém sido associados ao aumento ou diminuigdo do risco de
CM (SUBRAMANI; LAKSHMANASWAMY, 2017). A incidéncia de CM aumenta com a
idade, duplicando a cada 10 anos até a menopausa (MCPHERSON et al., 2000). As taxas de
incidéncia de CM aumentam rapidamente entre 45 e 50 anos, mas diminui apds os 50 anos de
idade (LACEY JR. et al., 2013). Essa diminui¢cdo ocorre devido a redugdo a exposi¢ao aos
hormonios reprodutivos, fendmeno relacionado a menopausa (LACEY JR. et al., 2013). Além
disso, as predisposi¢cdes ao CM sdo o historico familiar, geralmente portadoras dos genes
BRCA 1 ou BRCA2, alteragdes benignas da mama, fatores reprodutivos (idade da menarca,
menopausa € primeira gravidez), fatores hormonais (tempo de exposi¢do aos hormodnios
exogenos e endodgenos), estilo de vida e exposi¢cdo a radiagdo (MCPHERSON et al., 2000,
VOGEL, 2018, LACEY JR. et al., 2013).

O desenvolvimento de tumores malignos ¢ controlado por um sistema biologico
complexo que depende de anormalidades genéticas, bem como a interagao entre células
tumorais, células do estroma e o sitio inflamatorio (DENKERT, 2018). O CM ¢
frequentemente iniciado por fatores genéticos e epigenéticos, alteragdes nos genes que

regulam a funcdo das células do epitélio mamario (COUSSENS; POLLARD, 2011). A
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transi¢do do tecido mamario clinicamente normal ao tecido neoplasico ¢ tipicamente
acompanhado por um aumento de infiltrado de leucdcitos, incluindo células mieldides, células
B e células T CDS8" citotoxicas (HUSSEIN; HASSAN, 2006). O infiltrado imune celular
encontrado no estroma circundante no CM, bem como no parénquima tumoral indica que o
sistema imunologico identificou o cancer e ativou uma resposta imune contra o tumor
(STANTON et al., 2018).

A interacdo do sistema imune com células tumorais no CM d4 indicios de ser
especifica para o subtipo de CM (ROOIJEN et al., 2015). Quatro principais subtipos
moleculares intrinsecos do CM (Luminal A, Luminal B, HER2 (receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2) e Basal (CM Triplo Negativo - TNBC) foram
caracterizados nos ultimos 15 anos (PRAT et al., 2015). Eles diferem quanto ao infiltrado
imunologico encontrado no tumor, no qual o TNBC ¢ aquele que apresenta um maior
infiltrado de células T e o maior nimero de mutacdes cujas proteinas anomalas podem ser
detectadas pelo sistema imunolédgico (DISIS; STANTON, 2015).

Os linfocitos infiltrados nos tumores dos subtipos de CM variam em relagdo a
quantidade e antigenicidade. Tanto a quantidade quanto a antigenicidade deles aumentam
gradativamente do subtipo Luminal A, Luminal B, HER2 e Basal e estd relacionado a
proliferagdo das células tumorais (HAMMERL et al., 2018 ). Os tumores do subtipo luminal
A tém mais células imunes inatas, enquanto que os subtipos luminal B, HER2 e basal sao
enriquecidos de células imunes adaptativas e células supressoras imunoldgicas (HAMMERL
et al.,, 2018). A composi¢cdo de células imunes infiltradas no tumor pode servir como um
marcador progndstico/preditivo para selecionar terapias (GALON et al., 2013).

A resposta imune contra 0 CM pode envolver um mecanismo pro-inflamatorio no qual
os linfocitos T-helper CD4" (Th), denominados de Thl, secretam citocinas como interferon-
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-a)) que ativam e melhoram a funcao litica do
linfocitos T CD8"™ (DISIS; STANTON, 2015; PRUNERI et al., 2018). Essa fun¢ao citolitica
ocorre quando os receptores da superficie dos linfocitos T CD8+ se ligam na superficie da
célula-alvo através da interagdo com o peptideo antigénico contendo moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe I, ou induzem a senescéncia ou lise
diretamente nas células-alvo através de uma série de reagdes enzimaticas (DISIS &
STANTON, 2015, PRUNERI et al., 2018).

Dependendo do microambiente do tumor, a resposta imune pode envolver as células T
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CD4 Th2 que expressam citocinas como a interleucina (IL)-10 e IL-6, que inibem a resposta
Thl (DISIS; STANTON, 2015). As células imunes inatas e niveis elevados de células T
reguladoras (TREG) nesse tipo de microambiente secretam citocinas que inibem a funcdo das
células T CD8" e evitam a sua migragdo para o tumor, produzindo apenas um numero
limitado e menos ativo de células T CD8" disponiveis para induzir a regressdo tumoral
(DISIS; STANTON, 2015). Também pode ocorrer inibicdo da resposta imune quando ocorre
a ligacdo do receptor da superficie das células T ativadas PD-1 (proteina 1 de morte celular
programada) em PD-L1 (ligante da proteina 1 da morte celular programada) das células
tumorais (ROOIJEN et al., 2015). Essa molécula assim como outras envolvidas no checkpoint
inibitério em células cancerigenas sdo os alvos para a produg@o de anticorpos que auxiliem na
acdo das células imunes na regressao do tumor (LEE; CHOW, 2014).

Tendo em vista que a composicdo do microambiente tumoral interfere no tipo de
resposta imune e, consequentemente, na abordagem terapéutica, foi proposto caracterizar o
microambiente tumoral a nivel celular e molecular de cada subtipo molecular de CM e inferir
sobre o tipo de resposta imune mediante a andlise da expressdo génica e proteica do tecido
neoplasico mamadrio utilizando ferramentas de bioinformdtica que possibilitaram a
identificacdo de marcadores moleculares para diagnostico, predicdo e progndstico nos

subtipos de cancer de mama.



24

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer de mama (CM)
2.1.1 Incidéncia e mortalidade

O CM ¢ o mais frequente diagnostico de malignidade entre as mulheres no mundo
com mais de 90.000 casos esperados em 2020 no Brasil, representando um aumento
percentual de 5,4% com relagdo a 2018. Dentre os tipos de cancer mais comuns entre as
mulheres, o CM lidera o ranking das estimativas de mortalidade responsavel por mais de
18.000 mortes em 2018 no Brasil, representando cerca de 16.0% de todas as mortes

relacionadas ao cancer em mulheres (WHO, 2018)

2.1.2 Fatores de risco

Os fatores de risco para o desenvolvimento do CM podem ser endogenos e exdgenos.
Os endogenos incluem nuliparidade, idade mais tardia da primeira gravidez (35 anos ou
mais), ndo amamentagdo, menarca precoce, menopausa tardia, alta densidade 6ssea, mama
densa, mutacdes dos genes que regulam o ciclo celular e mutagdes herdadas dos genes
autossomicos dominantes BRCA1 e BRCA2 (PARSONS, 2005; SPICER, 2005;
GOLDSTEIN; ZIEGFELD, 2011). Ja os fatores exogenos, terapia de longo prazo de
reposicdo hormonal (estrogeno e progesterona) em mulheres pos-menopausa, uso da pilula
anticoncepcional, aumento da ingestdo de alcool, fumar, obesidade pds-menopausa, redugao
de atividade fisica e exposicdo a radiagdo ionizante (PARSONS, 2005; SPICER, 2005;
GOLDSTEIN; ZIEGFELD, 2011).

2.1.3 Classificaga@o histologica e molecular

O CM ¢ uma doenca heterogénea que tem sido classificada pelas caracteristicas
histologicas e expressao de receptores nas células do tecido mamario (BURKE et al., 2019). A
mama normal ¢ constituida por um parénquima mamario composto de 15 a 20 loébulos, que
drena secre¢do em um sistema ductal que converge e se abre no mamilo (NAWAZ, 2011). O
l6bulo ¢ composto por um ducto terminal e muitos pequenos ductos (ou acini) no qual uma
camada interna de epitélio cubdide ou células colunares e uma camada externa de células
mioepiteliais alinham todos os ductos e ductulos (DUCATMAN; WANG, 2009) (Figura.l).
No CM dreas distintas da mama, como ductos, l6bulos e o tecido entre eles podem ser

acometidos.
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Figura 1 - Constituicio anatémica da mama.
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Fonte: Adaptacdo de FENG et al., 2018.

Histologicamente, o CM ¢ determinado pelas células especificas que sdo afetadas.
Desta forma, se for as células que alinham os 16bulos e ductos terminais responsaveis por
secretar o leite ¢ chamado de carcinoma. J& se for os componentes estromais que formam o
arcabouco para outras estruturas da mama, no qual incluem miofibroblastos e células de
vasos, sarcoma. E este Gltimo ¢ a forma mais rara de cancer de mama, menos de 1% de cancer
de mama priméario. No entanto, esses grupos nem sempre sao categorias suficientes, pois, em
alguns casos, um unico tumor de mama pode ser a combinagdo de diferentes tipos de células
(FENG et al., 2018). A maioria dos CM sao carcinomas e, devido aos diferentes subtipos, sao
caracterizados com base na invasividade relativa e local do tumor primario (FENG et al.,
2018). A classificagdo adotada pelo critério patoldgico e invasividade ¢ dividida em trés
grupos: nao invasivos (in situ), invasivo e metastatico (FENG et al., 2018).

Existem dois tipos de carcinoma ndo invasivo (in situ): o carcinoma lobular in situ
(CLIS) (Figura 2) e o carcinoma ductal in situ (CDIS) (Figura 3) (SIBBERING;
COURTNEY, 2019). O CLIS difere do CDIS, quanto a localizacdo da proliferagao das
células epiteliais que no CLIS ocorre nos lobulos da mama, enquanto que o CDIS, nos ductos

da mama. Aspectos como a presenca ¢ distribui¢do de oncogenes especificos, proteinas



26

receptoras, medidas de ploidia e atividade proliferativa podem correlacionar com a maior
probabilidade de um carcinoma ndo invasivo se tornar invasivo, como ocorre em alguns casos
de CDIS e CLIS (KLIMBERG; BLAND, 2018). O tipo mais comum de carcinoma invasivo ¢
o ductal, representando cerca de 75% de todos os canceres de mama, e o segundo tipo € o
lobular, representando outros 5% a 10% dos diagndsticos de cancer de mama (BURKE et al.,
2019).

Figura 2 - Carcinoma Lobular in situ (A) e Carcinoma Ductal in situ (B).
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Fonte: Adaptado de SAM; COLINS.

O CM ¢ propenso a metastase para 6rgao distintos, incluindo ossos, pulmao, figado e
cérebro, que ¢ denominado heterogeneidade metastatica e ocasiona vdrias respostas ao

tratamento e prognéstico do paciente (LIANG et al., 2019). Aproximadamente 75% dos
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pacientes com CM em estagio avangado desenvolverao metastase, onde o 0sso € o local mais
comum de metastase no CM e esta associada a um pior progndstico e expectativa de vida de 2
a 3 anos apos o diagnodstico (TULOTTA; OTTEWELL, 2018).

Quanto a expressao de receptores, o CM ¢ classificados em trés subtipos moleculares,
isto €, tumores luminais, HER2 e TNBC (basal). Os casos de CM luminais sao positivos para
receptores de hormdnios (receptor de estrogénio e/ou receptor de progesterona (PR) positivo),
e HER2 negativo ou positivo. Os CM com HER2+ sdo negativos para receptores de
hormonios (ER e PR negativo) e o triplo negativo (basal) ¢ negativo para todos os trés
receptores (DAI et al., 2015; SHERAFATIAN, 2018; HAMMERL et al., 2018) (Quadro 1).
Embora os casos luminais possam ser ainda subdivididos em A e B luminal, os critérios para
essa classificacdo ndo sdo consistentes. Niveis do marcador de proliferacdo Ki-67 e a taxa de
crescimento sao caracteristicas que distinguem os subtipos luminal A e B (CHEANG et al.,
2009; SHERAFATIAN, 2018; FRAGOMENI et al., 2018). Entre os canceres de mama
invasivos, 75% expressam o receptor estrogénico (ER) e 20 a 30% superexpressa o HER2

(VENEMA et al., 2019).

Quadro 1 - Marcadores dos subtipos moleculares de cincer de mama (CM).

SUBTIPOS MOLECULARES DE CM MARCADORES
Luminal A ER/PR+, Her2-,
niveis baixos de Ki-67 (<15%)
Luminal B ER/PR+, Her2+,
niveis altos de Ki-67 (>15%)
Her2 ER/PR-, Her2+
Basal/Triplo Negativo ER/PR-, Her2-

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho, 2019.

2.1.4 Diagnostico

Com relacdo ao diagndstico, muitas mulheres com CM no estagio inicial nao
apresentam sintomas e, quando detectado, ja se encontra num estagio avangado (PRABHA;
SEKAR, 2017). Por isso, a relevancia dos exames de triagem, com a frequéncia determinada
pelos riscos dos pacientes. O diagndstico precoce do CM ¢ a chave para o sucesso no
tratamento. Quatro procedimentos diagnosticos levam a deteccao definitiva do CM: (1) exame
clinico; (2) mamografia; (3) ultrassom da mama e (4) ressonancia magnética da mama

(BECKER, 2015). Além desses procedimentos, a bidpsia ¢ recomendada para caracterizar o
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tipo de CM e detectar casos benignos de alteracdes histologicas (IRWIG et al., 2002).

2.1.5 Tratamento

O tratamento do CM ¢ proposto de acordo com os fatores prognosticos, como o perfil
histologico, grau do tumor, tamanho do tumor, presenca de metastases linfonodais e subtipo
molecular (FRAGOMENI et al., 2018). As modalidades de tratamento para o cancer de mama
podem incluir cirurgia, combinado com radioterapia, quimioterapia e/ou terapia hormonal
(SANCHE-Z et al., 2019). Recentemente, a imunoterapia tem sido combinada com a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e terapias molecularmente direcionadas no tratamento do CM

(ESTEVA et al., 2019).

2.1.6 Sobrevida

Ess e colaboradores (2018) demonstraram que a mortalidade do CM bem como as
taxas de recidiva aumentam com o estdgio do diagnostico (TNM - Extensdo do tumor
priméario (T), metastase em linfonodo regional (N) e metastase a distdncia (M)) e diferem
bastante entre os subtipos, mesmo no mesmo estagio. Nesse estudo os autores verificaram que
os tumores do subtipo luminal A apresentaram menor risco do que os outros subtipos, € a

diferenga aumentou com o estagio do diagndstico (Figura 3).



Figura 3 - Sobrevida do cancer de mama (CM) por subtipo e estagio do tumor.
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2.2 IMUNIDADE TUMORAL
A imunidade tumoral € o resultado de uma interagdo complexa entre células imunes e
seus mediadores, células neopldsicas e seu microambiente, em um equilibrio dindmico entre
supressao tumoral e tolerancia imunologica (PRUNERI et al., 2018). O sistema imune nao
tem somente a habilidade de combater o crescimento tumoral, mas também eliminar o tumor
através do processo chamado de imunoedicao (JIANG; SHAPIRO, 2014). Esse processo ¢
compreendido por trés fases: eliminagdo, equilibrio e escape (VESELY et al., 2011) (Figura
4).
Figura 4 - Processo de imunoedicio do cincer. Envolve 3 processos que funcionam
independentemente ou em sequéncia para controlar a proliferacio das células neoplasicas.
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A eliminagdo ocorre através da identificacdo e destruicdo de células transformadas
nascentes por inflamacdo aguda inibindo o tumor, caracterizada pela infiltracdo de células
efetoras do sistema imune inato e adaptativo, bem como a produgdo de citocinas inibidoras de
tumor (JIANG; SHAPIRO, 2014). Durante essa fase ocorre lise das células cancerigenas via
secrecdo de perforina de células imunes citoliticas (como células NK, células NKT, células
voT e células T CD8") (VESELY et al., 2011; VAHIDIAN et al., 2019). Quando as células
tumorais ndo sdo completamente eliminadas entram na fase de equilibrio (VESELY et al.,
2011).

Na fase de equilibrio, o sistema imunologico adaptativo controla o crescimento
liquido das células tumorais, que podem se tornar funcionalmente inativo e permanecer
clinicamente inaparentes durante a vida do hospedeiro (VESELY et al., 2011). E considerada
a mais longa das trés fases do desenvolvimento do tumor e pode persistir por anos (RAO et
al., 2018). Em algum momento, as células tumorais podem “escapar” desse periodo de
equilibrio e crescer mesmo na presenca do sistema imunologico (RAO et al., 2018).

A fase de escape ¢ caracterizada pelo crescimento de variantes de células tumorais que
escaparam do reconhecimento imunoldgico por células efetoras (KIM, 2007). Neste processo,
variantes tumorais que adquiriram insensibilidade a deteccdo imunoldgica e subsequente
eliminagdo através de alteragdes epigenéticas e genéticas cresceram de forma descontrolada,
resultando em lesdes malignas clinicamente detectaveis (KIM, 2007).

A evasao imunologica por tumores pode ocorrer por alguns mecanismos: 0s tumores
podem perder a expressao de antigenos que provocam respostas imunoldgicas; os antigenos
tumorais podem estar inacessiveis ao sistema imunoldgico; tumores podem ndo induzir
respostas fortes das células T efetoras, porque a maioria das células tumorais ndo expressa
coestimuladores ou moléculas do MHC classe I; tumores podem produzir moléculas que
inibem respostas imunoldgicas; produtos secretados de células tumorais podem suprimir
respostas imunologicas antitumorais (ABBAS et al., 2012).

Apobs conseguirem escapar do reconhecimento imunoldgico, as células tumorais
utilizam mecanismos para permitir um microambiente perfeito para o crescimento e
disseminagdo do tumor. Nesse microambiente, as células tumorais crescem sem controle e
secretam varias quimiocinas, fatores angiogénicos e fatores de crescimento que promovem a
angiogénese e invasdo tumoral (WELLENSTEIN; VISSER, 2018; BURKE et al., 2019). No

caso do cancer de mama, durante o desenvolvimento do tumor, os Macrofagos Associados a
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Tumores (TAM) infiltram-se no microambiente tumoral e estimulam a secrecao do Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) e matriz de metaloproteinases, que auxiliam na
angiogénese e invasao tumoral (TSENG et al., 2020).

Além disso, o crescimento tumoral ¢ mediado através de sinais emitidos pelas células
imunes em seu microambiente. O Fator Estimulador de Colonias de Granulocitos e
Macrofagos (GM-CSF) controla a atividade dos macréfagos e, atua nos mondcitos
secretando o Receptor 1 do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFR-1) soluvel
para bloquear e desativar a angiogénese mediada por VEGF, e pode mediar a apresentacao de
antigenos dos macrofdgos nas células tumorais induzindo uma imunidade especifica do
Antigeno Associado ao Tumor (AAT) no CM (LIN et al., 2006; EUBANK et al., 2009;
BURKE et al., 2019).

As células dendriticas reconhecem os AATs no microambiente do tumor e depois
migram para linfonodos para apresentar AATs para células T citotoxicas CD8" e células T
auxiliares CD4', que entdo criam uma forte imunidade especifica ao antigeno tumoral
(PALUCKA et al., 2013). As células T auxiliares CD4" promovem imunidade antitumoral
por numerosos mecanismos que incluem melhorar a apresentagdo de antigenos, co-
estimulagdo, homing (enderegamento) de células T, ativagdo de células T e funcao efetora
(MELSSEN; SLINGLUFF, 2017). Esses efeitos sdao mediados em locais de priming de
células T e no microambiente do tumor.

Quando as Células Apresentadoras de Antigeno (CAA) ou células tumorais sdo
reconhecidas pela célula T auxiliar CD4", clas podem produzir IFN-y (MELSSEN;
SLINGLUFF, 2017). Dentro do microambiente tumoral, os efeitos do IFN-y incluem a
inducdo e aumento da expressio de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), classe 1 e classe II. Consequentemente, ocorre o
reconhecimento da célula T CD8" pelo MHC classe I, e CD4" pelo MHC classe II
(MELSSEN; SLINGLUFF, 2017). Além da agdo do IFN-y, outras citocinas e quimiocinas
estdo envolvidas na acgdo anti/protumoral e estimulam respostas imunoldgicas diferentes
dependendo do perfil de expressao delas.

O papel das citocinas na carcinogénese envolve a ativacdo de mecanismos efetores no
sistema imunolodgico que podem limitar o crescimento do tumor, mas por outro lado, podem
estar envolvidos na carcinogénese e transformacdo maligna, crescimento tumoral, invasao e

metastase (SMYTH et al., 2004). As citocinas sdo produzidas pelo estroma do hospedeiro e
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c¢lulas imunes, em resposta a moléculas secretadas pelas células malignas ou como parte da
inflamagdo que freqiientemente acompanha crescimento tumoral, assim como, as proprias
células malignas produzem citocinas no mesmo ambiente (SMYTH et al., 2004).

Assim como as citocinas, as quimiocinas e seus receptores estdo envolvido no apoio
ao desenvolvimento de tumores e disseminagdo metastdtica por varios mecanismos
complementares (KARIN, 2018): atrair células cancerosas para locais de disseminagao
metastatica; mobilizar populagdes de células hematopoiéticas, também conhecidas como
células derivadas da medula 6ssea (CDMO), da medula 6ssea para o sangue, seguido de sua
colonizagdo no local do tumor; controlar a func¢ao biolodgica destas CDMO no local do tumor;
apoiar crescimento do tumor através de uma via autdcrina, atuando como fatores de
crescimento. No entanto, assim como as citocinas e outros mediadores imunes, as quimiocinas

podem estar envolvidas em respostas imune tanto pro-tumoral quanto anti-tumoral.

2.3 PERFIL DE LINFOCITOS INFILTRADOS NO TUMOR (TILs) NOS SUBTIPOS
MOLECULARES DO CANCER DE MAMA

O infiltrado de células imunes nos tumores ¢ frequentemente observado, mas a
composi¢ao de células envolvidas na imunidade inata e adquirida varia entre os tipos de
tumores ou locais dos 6rgaos (GALON et al., 2013). Os TILs sdo compostos principalmente
por células T, M, células B, NK e outras células imunolégicas (SALGADO et al., 2014;
SOLINAS et al., 2017). A presenga de um infiltrado imune rico em células imunes tém sido
associado com melhor sobrevida e respostas a tratamentos, principalmente, nos subtipos
moleculares de CM, TNBC/BC ¢ HER2 (SALGADO et al., 2014). Ja os tumores de mama
luminal sdo caracterizados por baixos niveis de TILs estromal e intratumoral (SOLINAS et
al., 2017). Isso ocorre devido a baixa imunogenicidade nos subtipos moleculares luminal A e
luminal B em relacdo ao subtipos de CM, TNBC/BC e HER2 (SOLINAS et al., 2017;
NAGARAJAN; MCARDLE, 2018; HARBECK et al., 2019) (Figura 5).
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Figura 5 - Relacgéo entre os subtipos moleculares do cincer de mama e as respostas

imunes inatas e adaptativas das células imunes.
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Fonte: Adaptado de HAMMERL et al., 2018.

A antigenicidade aumenta do luminal para o TNBC/BC no CM. A quantidade de TILs
aumenta do luminal para o TNBC/BC no CM, e seu aumento esté relacionado a proliferagao
de células tumorais (Ki67). Ja com relagdo aos tipos de células imunes, os tumores luminal A
sdo constituidos, principalmente, de células imunes inatas, enquanto que os luminal B, HER2
e TNBC/BC sdao muito proliferativos e ricos em células imunes adaptativas e células
supressoras. Em particular, o subtipo basal ¢ rico em células T CD8 exauridas (HAMMERL
et al., 2018).

Ja a imunogenicidade do tecido tumoral determina o inicio da resposta imune
adaptativa antitumoral e depende de varios fatores, incluindo a quantidade e tipos de AATs e
sua apresentagdo no infiltrado de células imunes (HAMMERL et al., 2018). A maioria dos
AATs sao utilizados como alvo imunoterapéutico em diversos tipos de tumores (HAMMERL

et al., 2018).
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2.4 RESPOSTA IMUNE TH1, TH2, TH17 E Treg NO CANCER

Todos os tipos de células imunes podem ser encontrados em um tumor, incluindo
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, células NK, linfocitos virgens e de
memoria, células B e células T efetoras (incluindo varios subconjuntos de células T: células T
auxiliares, células T auxiliares 1 (Thl), células Th2, cé¢lulas Th17, células Treg, células
auxiliares foliculares T (TFH) e células T citotoxicas) (FRIDMAN et al., 2012). Essas células
imunoldgicas podem ser localizadas no ntcleo (o centro) do tumor, na margem invasiva ou
em Estruturas Linféides Terciarias (ELT) adjacentes (FRIDMAN et al., 2012). Essas células
imunes sao atraidas ao microambiente tumoral através da producdo de citocinas e quimiocinas
produzidas pelas células neoplasicas (COUSSENS; WERB, 2002; GUN et al., 2019).

Ap6s a sinalizagdo via citocinas, quimiocinas e CAA pode ocorrer a diferenciacdo das
células TCD4" em células efetoras CD4'T-helper 1 (Thl), CD4 T-helper 2 (Th2) e CD4'T-
helper 17 (Th17), e CD4'T-Treg (ABBAS et al., 2012) (Figura 6).

Figura 6 - Papel desempenhado pelos linfocitos T mediante o estimulo de antigenos

liberados pela célula tumoral.
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Fonte: Adaptado de NARENDRA et al., 2013.
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As células T CD4 + sdo polarizadas aos fenotipos Th1 e Th2 na exposigdo as citocinas
IL-12 e IL-4, respectivamente (NARENDRA et al., 2013). Apos a polarizagdo dos subtipos,
essas células sdo induzidas por fatores de transcri¢cdo para a expressdo gé€nica e secrecdo de
citocinas especificas que caracterizam o subtipo e as funcdes das células efetoras e
reguladoras.

A expressdo da citocina IFN-y pelas células CD4'T-helper 1 (Thl), atua no
microambiente do tumor com agdo pro-inflamatéria, com niveis altos de CAA ativadas e
fatores de crescimento que permitem a infiltragdo e ativacdo das células T CDS8", enquanto as
células CD4 T-helper 2 (Th2), contribuem para a inibigdo das células CD4 T-helper 1 (Thl) e
T CD8" induzindo as células dendriticas reguladoras, macrofagos e células supressoras
derivadas mieloides, a expressio de citocinas anti-inflamatorias, atuando como
imunossupressoras (SHI et al., 2018).

Ao contrario do que ocorre nas respostas imunes das células CD4 T-helper 1 (Thl) e
CD4'T-helper 2 (Th2), onde cada uma tem uma agdo definida como antitumoral e
imunossupressora, respectivamente, as respostas CD4 T-helper 17 (Th17) pode ter ambas
respostas imunes. Essa polarizagdo de resposta das células CD4 T-helper 17 (Thl17),
provavelmente esteja associada a densidade e proporc¢ao de citocinas e quimiocinas existentes
no ambiente tumoral, e a presenca e acdo de outras células imunes infiltradas em tumores
(ASADZADEH et al., 2017).

Ja as células T regulatorias CD4'T (Tregs) desempenham um papel importante na
prevencdo de doengas auto-imunes especificas de 6rgaos (auto-imunidade), mantendo a auto-
tolerancia (SAKAGUCHI et al., 1995; NARENDRA et al., 2013; KUMAR et al., 2019). No
entanto, no cancer as células Tregs promovem a tumorigénese, exercendo atividades
supressoras nas c€lulas efetoras, causando inativagao ou apoptose (SALEH; ELKORD, 2019).
Nesse sentido, as Tregs facilitam a evasao imunologica, diminuindo a imunidade tumoral.

A polarizagdo do microambiente tumoral também depende do equilibrio entre fatores
soltiveis imunossupressores (por exemplo, IL6, IL10, TGF-beta) e supressores de tumores
(por exemplo, IL-12, IFN-gama, TNF). Além disso, as células tumorais e as células
imunologicas podem ativar vias imunossupressoras desencadeadas pelo CTLA-4 / B74 e PD-
1 / PDL-1, receptores inibitorios, que controlam negativamente a ativacdo da resposta imune

ao tumor (SCHREIBE et al., 2011; DIECI et al., 2016).
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2.5 POLARIZACAO DOS MACROFAGOS

Os macrofagos sdo células fagocitarias residentes em tecidos linféides e nao linfoides,
e acredita-se estarem envolvidos na homeostase do tecido no estado estacionario através da
depuracao de células apoptoticas e da producdo de fatores de crescimento (GEISSMANN et
al., 2010). A ativacao de macrofagos estd envolvida no resultado de muitas doengas, incluindo
doengas metabdlicas, distirbios alérgicos (hiperreatividade das vias aéreas), doengas auto-
imunes, cancer e infec¢des bacterianas, parasitdrias, fingicas e virais (MURRAY et al.,
2014).

Os Macrofagos Associados ao Tumor (TAMs) sdo um componente significativo do
infiltrado inflamatério em tecidos neopldsicos e sdo derivados de mondcitos que sdo
recrutados amplamente pela Proteina Quimiotdtica de Monoécitos (MCP) (COUSSENS;
WERB, 2002). Essas células imunes t€ém um duplo papel nas neoplasias - embora possam
causar a morte das células neoplasicas apds ativagdo por IL-2, interferon e IL-12 (BRIGATI
et al., 2002; TSUNG et al., 2002; COUSSENS; WERB, 2002), também expressam citocinas e
enzimas que podem suprimir o recrutamento e ativagdo das células T, promovendo a
resisténcia a inibicdo do ponto de verificagdo imunoldgico (PATHRIA et al., 2019), como
ocorre com a producao de IL-10 que diminui a resposta antitumoral por células T citotoxicas
(COUSSENS; WERB, 2002), e produzem um numero de potentes fatores de crescimento
angiogénico e linfangiogénico, citocinas e proteases, todas mediadoras que potencializam a
progressao neoplasica (SCHOPPMANN et al., 2002; COUSSENS; WERB, 2002). Estudos
demonstram que o nimero de TAMs em tumores humanos esta correlacionado com maior
grau de tumor e menor sobrevida para cancer de mama, carcinoma de células renais,
glioblastoma, cancer pancredtico, cancer de cabeca e pescoco e linfoma (PATHRIA et al.,
2019).

Altos niveis de plasticidade e diversidade celular permitem aos macréfagos mudar
fendtipo e polarizar em diferentes subconjuntos em resposta a um grande variedade de
estimulos ambientais (WYNN et al., 2013; GUN et al., 2019). Assim como existe a
polarizacdo das respostas T helper tipo 1 e T helper tipo 2, fenotipicamente foram
reconhecidos dois estados distintos de ativagdo polarizada para os macrofdgos: macrofagos
classicamente ativado (M1) e alternativamente ativados (M2) (MANTOVANI, 2002;
GORDON; TAYLOR, 2005; BISWAS & MANTOVANI, 2010). Os macrofagos tipo M1 sdo
estimulados pelas citocinas da célula T helper 1 (Thl), tais como IFN-y ou TNF (QUI et. al,
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2018). Esses macrofagos podem produzir citocinas pro-inflamatorias, 6xido nitrico e/ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) para montar uma resposta imune contra bactérias e virus

(WYNN et al., 2013; GUN et al., 2019) (Figura. 7).

Figura 7 - Polarizacao dos macrofiagos mediante os estimulos das células neoplasicas.
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Fonte: Adaptado de NARENDRA et al., 2013.

Ja os macrofagos M2, sdo ativados por citocinas da célula Th2, incluindo 1L-4 e IL-10
(WYNN et al., 2013; GUN et al.,, 2019). Esses macrofagos produzem citocinas anti-
inflamatodrios e estdo envolvidas na cicatrizagdo de feridas e reparagao tecidual (WYNN et al.,
2013; GUN et al., 2019). No entanto, essas cé¢lulas também induzem imunossupressdo em
células tumorais, estimulando o processo de angiogénese e remodelagem da matriz que leva a
progressao tumoral e metastase (HUANG; FENG, 2013; GUN et al, 2019).
Consequentemente, a presenca dessas c€lulas ¢ desfavoravel aos pacientes com cancer (GUN

etal., 2019).
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2.6 POLARIZACAO DOS NEUTROFILOS

Neutrofilos sdo a populacdo de leucocitos mais abundante em circulagdo e sao efetores
essenciais da resposta inflamatéria e defesa contra patogenos (POWELL;
HUTTENLOCHER, 2011). Embora sua funcdo antimicrobiana seja consagrada, estudos tém
descrito o seu envolvimento em varias outras fungdes, como em condigdes fisiopatologicas,
sendo capaz de regular e ativar as respostas no sistema imunoldgico inato e adaptativo
(POWELL; HUTTENLOCHER, 2011; MANTOVANTI et al., 2011).

As células neoplasicas possuem mecanismos de recrutamento de neutrédfilos
semelhantes aos que ocorrem nos sitios inflamatorios, através da expressao de varios ligantes
(CXCLS8, CXCL5 e CXCL6) para receptores de neutrofilos CXCR1 e CXCR2, que
possibilitam o recrutam dessas células para os locais do tumor (BONAVITA et al., 2016).
Portanto, os neutréfilos representam um componente importante do microambiente tumoral e
a neutrofilia, recorrente em pacientes com cancer avancado, tem sido associado ao mau
progndstico em muitos tumores (BONAVITA et al., 2016).

Similarmente aos TMAs, os Neutrofilos Associados ao Tumor (TANs) também tém
diferentes estados de ativacdo/diferenciacdo: TANs podem, portanto, tornam-se um anti-
tumorigénico (chamando de "fendtipo N1") versus um fendtipo pro-tumorigénico ("N2")
(FRIDLENDER et al., 2009). Os neutrofilos N1 sdo hipersegmentados, produzem altos niveis
de citocinas pro-inflamatdrias (por exemplo, TNF-a, CCL3), espécies reativas de oxigénio
(H20; e NO) e sao capazes de estimular as respostas das células T (BONAVITA et al., 2016).
A polarizagao de N1 ¢ induzida, principalmente, por IFN-B e tem sido demonstrado que a
inibicdo do TGF-p leva os TANs a assumirem um fen6tipo pro-inflamatdrio e citotoxico. Ja
nos neutrofilos N2, a polarizagdo ¢ mediada por TGF- e também pode ser obtido por inibigao
de IFN-B (PICCARD et al.,, 2012; BONAVITA et al.,, 2016). Os neutrofilos N2 nao
apresentam hipersegmentacdo como os N1, expressam altos niveis de mediadores anti-
inflamatorios VEGF, MMP9 e Arginina-1, receptor de quimiocina CXCR4 e CXCR2 e outros
fatores estimulantes desse fenotipo (BONAVITA et al., 2016) (Figura.8).
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Figura 8 - Plasticidade dos neutrofilos associados ao tumor (TANs) no cincer.
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Fonte: Adaptado de BONAVITA et al., 2016.

2.7 NEUROPEPTIDEOS, SISTEMA IMUNE E CANCER

O sistema imunoldgico ndo funciona apenas como uma entidade autorregulatoria e
autdbnoma, mas estd sujeito a modulacdo significativa por outros super-sistemas, como o
sistema nervoso ou o sistema endocrino (ELENKOV et al., 2000; KOHM; SANDERS, 2001;
BEDOUI, 2003, 2008). O papel do sistema imunoldgico na progressdo tumoral ¢ relevante
para o sistema nervoso, ja que eles podem se comunicar bidirecionalmente via
neurotransmissores € neuropeptideos, receptores comuns, e citocinas (KUOL et al., 2018).

Uma via principal para a interagdo bidirecional entre o sistema nervoso € o sistema
imunologico ¢ fornecida pelo sistema nervoso simpatico (ELENKOV et al., 2000; KOHM;
SANDERS, 2001; BEDOUI et al., 2008). Um caso de interacdo ocorre através do
neuropeptideo Y (NPY), que ¢ liberado a partir de nervos simpaticos que inervam Orgao
linfoides primarios e secundarios (LUNDBERG et al., 1985; BEDOUI et al., 2008) e modula
uma variedade de fungdes imunoldgicas, incluindo quimiotaxia (STRAUB et al., 2000;

BEDOUI et al., 2008), diferenciacao linfocitica T (KAWAMURA et al., 1998; LEVITE;
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CHOWERS, 2001; BEDOUI et al., 2008) e migragao de leucocitos (BEDOUI, 2001, 2008).

Os neuropeptideos sdo hormoénios peptidicos (ZHAO et al., 2017) que atuam
perifericamente como fatores paracrinos e endocrinos para regular diversos processos
fisiologicos e atuam como neurotransmissores ou neuromoduladores no sistema nervoso
(MANCINO et al., 2011; ZHAO et al., 2017). Esses peptideos sinalizadores também foram
identificados como potentes fatores de crescimento celular para células normais e participam
da estimulacdo autocrina/pardcrina da proliferacdo e migracdo de células tumorais
(ROZENGURT, 2002) mediante a expressao de genes para fatores de crescimento e seus
receptores (SPORN; ROBERTS, 1985; DU et al., 2001). Antagonicamente, foi reportado a
acdo anti-tumoral dos neuropeptideos e seus receptores (GALOIAN; PATEL, 2017) em
cancer gastrico (TOMITA et al., 2011), condrossarcoma (GALOIAN et al., 2009) e TNBC
(GALOIAN et al., 2011).

Os hormonios peptidicos e neuropeptideos sdo sintetizados pela mesma via e enzimas
de clivagem precursoras comuns, resultando na producdo de peptideos bioativos (GALOIAN;
PATEL, 2017). A maioria dos neuropeptideos exercem as suas funcdes através de receptores
acoplados a proteina G (RAPGs), com certas exce¢oes (FRICKER, 2012; ZHAO, 2016, 2017;
GALOIAN; PATEL, 2017). Os RAPGs sao compostos por sete dominios transmembranas
que transduzem o sinal intracelular através de proteinas G (ROSENBAUM et al., 2009;
ZHAO et al., 2017). Os neuropeptideos ao se ligarem a RAPGs podem desencadear varios
efeitos biologicos, como a hipoglicemia causada pela bombesina (BB) (BROWN et al., 1977;
MOODY et al., 2015); hipotermia pela neurotensina (NTS) (NEMEROFF et al., 1980;
MOODY et al., 2015), efeito angiogénico pelo neuropeptideo Y (NPY) (KITLINSKA, 2007),
e vasodilatacdo pelo Peptideo Intestinal Vasoativo (PIV) (SAID; MUTT, 1970; MOODY et
al., 2015).

Muitos hormoénios e neuropeptideos se ligam em receptores especificos expressos nas
células imunes modulando a resposta do sistema imune (LOTTI et al., 2014). A densidade e a
afinidade de receptores de neuropeptideos pode ser influenciada pelo estado de ativagdo das
células imunes (LOTTI; PANCONESI, 1995; LOTTI et al., 2014). Varias células imunes
podem expressar e também secretar neuropeptideos (GANEA; DELGADO, 2001) que
controlam a proliferagdo de linfocitos T e linfécitos B, sintese de anticorpos, migragdo de
linfocitos e citotoxicidade (NORDLIND et al., 1988). Algumas células imunes, tais como,

células T, CDs, células NK, microglia e células supressoras derivadas de mieldides (CSDMs)
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expressam receptores de neurotransmissores na superficie dessas células, que incluem
substancia P (SP), acido glutamato-gama-aminobutirico (GABA) (LIU et al., 2016),
serotonina, dopamina (WU et al., 2014; SAUSSEZ et al., 2014; KUOL et al., 2018),
epinefrina, norepinefrina e acetilcolina (HAO et al., 2013; ST-PIERRE et al, 2016; KUOL et
al., 2018).

Além dessas células imunes, os macrofagos de varios o6rgdos e tecidos expressam
mRNA que sintetizam e secretam neuropeptideos (GANEA; DELGADO, 2001). Os
neuropeptideos podem atuar nessas células imunes estimulando ou inibindo fagocitose,
aderéncia/quimiotaxia, na libera¢ao ou inibi¢do de citocinas, na produ¢do de 6xido nitrico ou
EROs, e aumentando ou diminuindo a apresentacdo de antigeno (GANEA; DELGADO,
2001). Assim como ocorre com 0s macrofagos, os neuropeptideos podem modular também as
funcgdes dos neutrofilos. Estudos de bioinformatica ja demonstraram uma relacao direta entre
a expressao de neuropeptideos e neuroreceptores no prognostico de pacientes com cancer

(ZHANG; OPPENHEIM, 2006; BEDOUI et al., 2008).

2.8 BIOINFORMATICA TRANSLACIONAL NO ESTUDO DO CANCER

Através da Bioinformatica Translacional (TB) tem se tornado possivel obter
informagdes de como tratar e prevenir doencas a partir de analises de dados gendmicos e
proteomicos (TENENBAUM, 2016). Segundo a Associagdo de Informatica Médica
Americana (AMIA), TB ¢ o desenvolvimento de métodos de armazenamento, analiticos e
interpretativos para otimizar a transformacao de um volume grande de dados biomédicos e
gendmicos de crescimento constante, em proativos, preditivos, saide preventiva e

participativa (AMIA, 2019) (Figura 9).
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Figura 9 - Barreira entre os dados da pesquisa basica e aplicacao usando a

bioinformatica translacional (TB).
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Fonte: Adaptado de TENENBAUM, 2016.

Projetos gendmicos de cancer em larga escala, como o Atlas do Genoma do Cancer
(TCGA), geram quantidades enormes de dados gendomicos do cancer de varias plataformas
técnicas diferentes, que aumentam os desafios de executar integragdo, exploracdo e analise de
dados, especialmente para cientistas sem formacao computacional (SIRINTRAPUN et al.,
2016). Por isso, a importancia o uso das ferramentas computacionais para ajudar a decifrar
esses dados em informagdes uteis que possibilitem correlacionar os resultados
significativamente em fenotipos de doencas e, em alguns casos, para um cendrio clinico
(LONDIN; BARASH, 2015).

Alguns estudos ja demonstram as contribui¢cdes da TB no diagnostico e progndstico de
doengas, como na classificagdo de canceres determinada por vias de ativacdo e identificagdo
de biomarcadores, no qual tem o potencial de auxiliar os médicos na selecdo e combinagao
mais racional de medicamentos para a obtencdo de uma melhor resposta terapéutica, bem
como avaliar a severidade do tratamento necessario, dependendo do nivel do risco do paciente

(BUCHAN et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

Esse estudo visa caracterizar os subtipos moleculares de cancer de mama através da
andlise da expressdo génica e proteica de células imunes e neoplasicas, fazer a prospeccao de
marcadores uteis para o diagnostico, tratamento e estimativa da sobrevida dos pacientes, bem

como desvendar quais os fatores que torna algumas subtipos mais agressivos do que outros.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral:
) Identificar o perfil imunolédgico através da expressdo gé€nica e proteica nos

subtipos moleculares de cancer de mama utilizando ferramentas de Bioinformatica.

4.2 Objetivos especificos:

° Identificar os tipos celulares do sistema imune associados aos subtipos do
cancer de mama,;

) Confirmar os diferentes subtipos do cancer de mama, através da andlise do
padrdo de expressdo de genes especificos de cada subtipo;

° Analisar o perfil de expressdo de genes do sistema imune associados as
respostas Thl, Th2, Th17, Treg, macrofagos M1 e M2, e neutréfilos N1 e N2 nos subtipos do
cancer de mama,;

) Avaliar a expressdo de neuropeptideos e seus receptores nos diferentes
subtipos do cancer de mama;

) Correlacionar os dados de expressao génica,

) Identificar os principais genes associados a resposta imune nos diferentes
subtipos de cancer de mama;

) Associar a sobrevida dos pacientes com cancer de mama e a expressao génica

associada a resposta imune.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Selecio e analise de genes

Os bancos de dados Entrez Gene do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) e
GeneCards (https://www.genecards.org/) foram utilizados para extrair a lista de genes
associados as respostas Thl (n=321 genes), Th2 (n=301 genes), Th17 (n=292 genes), Treg
(n=737 genes), macroéfagos M1 (n=41 genes), M2a (n=31 genes), M2c (n=9 genes)
neutrofilos N1 (n=76 genes) e N2 (n=56 genes), neuropeptideos (n=127 genes) e
neuroreceptores (n=133 genes). A lista de genes e as proteinas com alta e baixa expressao
foram combinadas e identificadas através do diagrama de Venn (http://www.interactivenn.net)
(HEBERLE et al., 2015). As amostras teciduais de tumores de pacientes com o subtipo de
CM luminal A (n=508 individuos), luminal B (n=191 individuos), HER2 (n=73 individuos),
basal (n=173 individuos) e normal (n=139 individuos) foram utilizadas para avaliar os genes
diferencialmente expressos nessas amostras. Esses dados foram extraidos do artigo Thorsson,

e colaboradores (2018) e consta no banco de dados do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA).

5.2 Analise das vias moleculares

A Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto (KEGG) ¢ um recurso de banco de
dados para interpretacdo bioldgica de sequéncias de genomas e outros dados. As analises
KEGG estavam disponiveis no banco de dados DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) versao 6.7,
um recurso de dados composto por uma base de conhecimento integrada de biologia e
ferramentas de andlise para extrair informacdes biologicas significativas de grandes
quantidades de genes e colecdes de proteinas (HUANG et al., 2009). O valor de p <0,05 foi

definido como significativo.

5.3 RNA-seq e dados de informacées clinicas do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA)

O pacote TCGAbiolinks, um software R/Biocondutor versao 2.14.0
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/TCGAbiolinks.html) (COLAPRICO et
al., 2016) e o TCGAbiolinksGUI (SILVA et al., 2018) foram utilizados para extrair dados
gendmicos e clinicos de ambos tecidos tumorais normais e neoplasicos para os subtipos de
cancer de mama. A instalacao do software R versao 3.6. foi realizada para dar suporte para a
instalagdo da interface do TCGAbiolinksGUI e seus pacotes que permitiram executar as

analises de genes diferencialmente expressos (GDEs). A coexpressdo dos GDEs com alta e
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baixa expressao a partir dos perfis de expressao génica foram combinados e identificados com
um diagrama de Venn (http://www.interactivenn.net). Valores de p <0,05 ¢ um logFC > 1

foram definidos como critérios de significancia (PEREIRA et al., 2019).

5.4 Anilise de expressiao proteica e sobrevida nos subtipos de cincer de mama

Para obter dados de expressdo proteica, foi utilizada a plataforma The Cancer
Proteome Atlas (TCPA) (https://tcpaportal.org/tcpa/analysis.html), principal fonte de
informagao para Andlise de Matriz Reversa de Proteinas em Fase Reversa (RPPA) (LI et al.,
2017, 2013). Os dados utilizados nessa analise foram obtidos do TCGA - carcinoma invarsivo
de mama (n= 901 amostras) dos subtipos de CM. A analise de sobrevida dos dados do TCGA
foi realizada usando o Survival module of the Tumor Immune Estimation Resource (TIMER)
(LI et al., 2016) e Prediction of clinical outcomes from genomics (PRECOG) (GENTLES et
al., 2015). Os graficos foram obtidos utilizando ambas as plataformas para explorar a
associacdo entre os dados clinicos e a expressao génica, identificando o impacto na sobrevida

dos pacientes. O valor de p <0,05 foi definido como significativo.

5.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas envolvendo subpopulacdes de células imunes foram realizadas
utilizando Software GraphPad Prism 7. O teste two-way ANOVA bidirecional e o teste t
bicaudal ndo pareado foram utilizados para comparar as médias entre os grupos e o tecido
normal (controle negativo) com os grupos dos subtipos de CM, respectivamente. O valor de p

<0,05 foi definido como significativo.
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6. RESULTADOS
6.1 Genes diferencialmente expressos (GDEs) nos subtipos de cincer de mama

Os genes selecionados preliminarmente para avaliar a frequéncia de expressao entre os
tumores dos subtipos de CM e o tecido da mama normal foram o receptor de estrogeno 1
(Esrl), o receptor de progesterona (Pgr), o receptor tirosina quinase 2 erb-b2 (Erbb2), o
marcador de proliferacao Ki-67 (Mki67), a repeticdo de IAP baculoviral contendo 5 (Birc)), a
queratina 8 (K7t8), a queratina 18 (KrtI8), o musculo liso (Acta2) e a molécula CD38 (Cd38)
(Quadro 2). Os critérios adotados na escolha desses genes foram as vias metabolicas

associadas ao cancer.

Quadro 2 - Caracteristicas dos genes selecionados para a comparacao entre os subtipos de

cancer de mama.

Gene Codigo do gene Vias metabdlicas (DAVID/KEEG PATHWAY)
Esri ENSG00000091831 *  Ciclo celular
. Apoptose

* Viade ativacdo da proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK)

*  Viade ativagdo fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)

*  Viade sinalizagdo de adenosina 3',5'-monofosfato

ciclico (CAMP)
Pgr ENSG00000082175 »  Ciclo celular
Erbb2 ENSG00000141736 «  Via de ativacio de MAPK

* Ativacao da via de sinalizacdo da p53
* Viade ativacdo de PI3K- proteina serina/treonina

quinase (AKT)

Mki67 ENSG00000148773 »  Marcador de proliferacdo celular
Bires ENSG00000089685 *  Apoptose
*  Vias no cancer
Krt8 ENSG00000170421 *  Proteina exossomal de células do cancer de colon
retal
Krtl8 ENSG00000111057 *  Proteina exossomal de células do cancer de colon
retal

*  Proteina exossomal de células de melanoma
Acta?2 ENSG00000107796 *  Contragao do musculo liso vascular

Cd38 ENSG00000004468 * Linhagem celular hematopoiética

*  Via de sinalizagdo apoptética

»  Regulacio da proliferagio celular
Fonte: Elaborado pela propria autora .
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Quando comparada a frequéncia dos genes Esrl (ER), Pgr (PR), Erbb2 (Her2),
Mki67, Bircs, Krt8(K8), Krtl8 (K18), Acta? e Cd38 do mRNA expresso nos tumores dos
subtipos de CM (basal, Her2, luminal A e luminal B) e no tecido normal foi encontrado a alta
expressao dos genes Erbb2, Krt8, Krtl8, Pgr e Esrl em Her2 quando comparado Her2 com
basal (Figura 10); dos genes Esrl, Pgr, Krtl8, Krt8, Erbb2 no luminal A quando comparado
luminal A com basal (Figura 11); dos genes Esrl, Pgr, Krtl8, Krt8 e Erbb2 no luminal B
quando comparado luminal B com basal (Figura 12); dos genes Erbb2, Mki67, Birc5 e Cd38
no Her2 quando comparado Her2 com luminal A (Figura 13); dos genes Erbb2 e Cd38 em
Her2 quando comparado Her2 com luminal B (Figura 14); dos genes Mki67 e Birc5 em
luminal B quando comparado luminal B com luminal A (Figura 15); dos genes Mki67, Birc5 e
Cd38 no basal quando comparado basal com normal (Figura 16); dos genes Erbb2, Mki67 e
Birc5 no Her2 quando comparado Her2 com normal (Figura 17); dos genes Esrl e Pgr no
luminal A quando comparado luminal A com o normal (Figura 18); e, dos genes Esrl, Birc),

Krt8, Pgr, Mki67 e Krtl8 no luminal B quando comparado luminal B com o normal (Figura
19).



50

Figura 10 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado Her2+ com basal. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).
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Figura 11 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer

de mama quando comparado luminal A com basal. Os pontos vermelhos representam a alta

expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos

representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);

-Log e (FDR comocied -F valyss)

ENSG00000004468 (CD38).

Grifico Volcano (Luminal A versus Basal)
Legenda: o N3, ® Alta expressdo em ' ® Baixa expressdo no
significativo luminal A luminal A

Expressdo do gene feld chungs (Log2)
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Figura 12 - Grafico volcano da expressao diferenciada de genes expressos nos subtipos de cincer de mama
quando comparado luminal B com basal. Os pontos vermelhos representam a alta expressio de genes, os
pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e os pontos pretos representam o background dos
genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa logl0 ajustado p-value. ENSG00000091831
(ESR1); ENSG00000082175 (PGR); ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI67);
ENSG00000089685 (BIRC5); ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18);
ENSG00000107796 (ACTA2); ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Luminal B versus Basal)
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Figura 13 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado Her2 com luminal A. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Her2 versus Luminal A)

Legenda: * Nao * Alta expressio em * Baixa expressio em
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Figura 14 - Grafico volcano da expressao diferenciada de genes expressos nos subtipos de cincer
de mama quando comparado Her2 com luminal B. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Her2 versus Luminal B)
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Figura 15 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer

de mama quando comparado luminal B com luminal A. Os pontos vermelhos representam a alta

expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos

representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Luminal B versus Luminal A)
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Figura 16 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado basal com normal. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Basél versus Normal)
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Figura 17 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado Her2 com normal. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Her2 versus normal)
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Figura 18 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado luminal A com normal. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Luminal A versus normal)
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Figura 19 - Grafico volcano da expressio diferenciada de genes expressos nos subtipos de cancer
de mama quando comparado luminal B com normal. Os pontos vermelhos representam a alta
expressao de genes, os pontos verdes representam a baixa expressao de genes, e 0s pontos pretos
representam o background dos genes. O eixo x representa log fold change, o eixo y representa
log10 ajustado p-value. ENSG00000091831 (ESR1); ENSG00000082175 (PGR);
ENSG00000141736 (ERBB2); ENSG00000148773 (MKI167); ENSG00000089685 (BIRCS);
ENSG00000170421 (KRTS8); ENSG00000111057 (KRT18); ENSG00000107796 (ACTA2);
ENSG00000004468 (CD38).

Grifico volcano (Luminal B versus normal)
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6.2 Células imunes e genes expressos identificados nos infiltrados dos tumores dos
subtipos de cAncer de mama
A analise preliminar usando o iPRECOG mostrou que apenas os plasmdcitos,
macrofagos nao ativados e macrofagos ativados M1 e M2 estdo aumentados no cancer de
mama, sem especificar por subtipo molecular, numa fragdo de 22 subpopulagdes de leucocitos
(Tabela 1). Esses resultados sdo provenientes da analise usando o algoritmo de deconvolugao

CIBERSORT, publicado anteriormente por Gentles e colaboradores (2015).

Tabela 1 - Células imunes no tumor de cancer de mama. Os valores representam a média da
fracao de cada populacao de células. Os valores marcados em vermelho indicam valores

significativos para p<0,005.

No. amostras
analisadas
Platforma (P<0.005) Total amostras ~ Plasmocitos ~ MacrofagosM0  MacréfagosMI ~ Macrofagos M2 Neutrofilos
HGUI33A 183 198 0,10 0,09
HGUI33A 154 318 0,09 0,08
HGUI33A 125 173
HGU133Plus2 105 107

Fonte: Plataforma iPRECOG.

A fim de caracterizagdo das fragdes de leucocitos nos subtipos de CM foram utilizados
dados de células imunes do artigo de Thorsson e colaboradores (2018) de tumores dos
subtipos de CM e apenas foi encontrada diferenca significativa nas fracdes relativas dos
macréfagos MO, M1 e M2 (Figura 20). Tanto em M0 como em M1 houve aumento na
quantidade desses macrofagos nos subtipos basal e Her2 em relagdo as células imunes
encontradas no tecido normal. J4 nos macrofagos M2, o aumento ocorreu nos subtipos

luminal A e luminal B em relacdo as células imunes no tecido normal.
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Figura 20 - Populacio relativa da polarizacao dos macrofagos M0 (A), M1 (B) e M2 (C) presente
no microambiente tumoral nos subtipos de cimcer de mama (CM) determinado pelo algoritmo
CIBERSORT. Os subtipos de CM foram comparados entre si e com os controles normais,

considerando significativo p < 0,05 em relacao ao controle normal*.
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Devido as desregulagdes induzidas por cancer e a plasticidade fenotipica da célula
imune que podem limitar a capacidade do CIBERSORT de caracterizar com precisao 0s
componentes imunes do ambiente tumoral baseada apenas nas fragdes dos leucocitos, foi
realizada uma comparagdo dos genes expressos associados as respostas imunes nos subtipos
de CM. No subtipo de CM luminal A foi identificado a alta expressdo de 4 genes associados a
resposta Thl (Mucl, C4b, Wtl e Pla2gl0), 10 genes associados a resposta Th2 (Myb, 1l17rb,
Pmaipl, Tmprsso, Tphl, 1120, 1119, Th2lcrr, Chia e Secl413), 2 genes associados a resposta
Th17 (Igflr e Hist3h3), e 20 genes a resposta Treg (Ccndl, Cxcli4, Foxal, Pbx1, Serpina 1,
Prlr, Pgr, Retregl, Pcskl, Pdzkl, Slc6a4, Flt3, Cdl77, Proc, Adcyl0, Mir200a, Ins, Ctag2,
Mir26a2 e Miri141) (Figura 21).
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Figura 21 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados as

repostas Th1l, Th2, Th17 e Treg no subtipo de cincer de mama luminal A.

1956

1498

No subtipo de CM luminal B teve alta expressdo de 3 genes associados a resposta
Thl (Birc5, Wtl e Pla2gl0), 10 genes associados a resposta Th2 (Myb, 1l17rb, Pmaipl,
Tmprss6, Tphl, 1120, 1119, Ifnl2, Chia e Secl413), 5 genes associados a resposta Th17 (Igfir,
Ren, Hist3h3, Adadl e Mir425), e 35 genes a resposta Treg (Hsp90aal, Ccndl, Pbxi, Foxal,
Laptm4b, Prlr, Cantl, Mki67, Pgr, Tkl, Retregl, Foxml, Pcskl, Nek2, Ccna2, Hmmr,
Pdzkl, Muc20, Cdkn3, Ccnel, Sic6a4, Cdl77, Th, Adcyl0, Tert, 119, Havcrl, Mir200a.,
Mirl06b, Gad2, Ctag2, Mir26a2 e Rag? (Figura 22).
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Figura 22 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados as

repostas Thl, Th2, Th17 e Treg no subtipo de cincer de mama luminal B.

2973

No subtipo de CM HER?2 teve alta expressao de 5 genes associados a resposta Thl
(Birc5, Wtl, Nkila, S100a7a e Pla2gl0), 10 genes associados a resposta Th2 (Ormd|(3, Spdef,
Crisp3, Pcgf2, Crisp2, Scgblal, 1119, Clec6a, Ifnl2 e Sec1413), 4 genes associados a resposta
Th17 (Muc6, Mmpl, Ren e Kir3di2), e 32 genes a resposta Treg (Cd24, S100a9, Foxal,
S100a8, Mki67, Cxcll7, Tkl, Foxml, Ccna2, Nek2, Hmmr, Hdac9, Dnmt3b, Cdkn3, Ascl2,
Ccnel, Ca9, Slc6a4, Cdl77, Magecl, Th, Proc, Illrapl2, Paep, 119r, Tert, Adcyl0, Csag3,
Artl, Ccl25, Haverl e Ctag?2) (Figura 23).
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Figura 23 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados as

repostas Thl, Th2, Th17 e Treg no subtipo de cincer de mama HER2.
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No subtipo de CM basal teve alta expressdao de 7 genes associados a resposta Thl
(Gbpl, Birc5, Ripk2, Hspal4, Tir6, Nkila e Sfipd), 9 genes associados a resposta Th2 (Klk7,
Pmaipl, Chst6, Ccll3, Adgre3, Clec6a, Chia, Ifnl2 e Secl413), 5 genes associados a resposta
Th17 (Len2, Mmpl, Casp5, Hist3h3 e Adadl), e 53 genes a resposta Treg (Cd24, S100a9,
Epcam, Dek, S100a8, Proml, Mki67, Foxcl, Foxml, Tkl, Mucl6, Itgh8, Lamp3, Ccna2,
Ptgs2, Nek2, Hmmr, Hdac9, Rasgrpl, Marco, Ccnel, Chrm3, Dnmt3b, Cdkn3, Ca9, Cxcll,
Adcyapl,  Ankrd36b, Tg, Mirli7hg, Gnb3, Tnfsf9, Prss3, Paep, Cdl77,
Tert, Th, Calca, Fgfll, Cngbl, KlIfl4, Mir25, Csag3, Ccl25, [l136g, Pglyrpl, Tbxt,
Ccll, lapp, Ctag2, Rag2, Ifnal0 e Ifna4) (Figura 24).



65

Figura 24 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados as

repostas Thl, Th2, Th17 e Treg no subtipo de cincer de mama basal.

3175

Com base nas avaliacao da lista de genes quanto a expressao dos genes associados
aos subtipos de CM, nas resposta Th1l, Th2 e Th17 nao foi possivel elucidar o tipo de reposta
com base no quantitativo de genes mais expressos. J4 na resposta Treg os genes mais
expressos no subtipo de CM basal apresentou 53 genes, HER2 32 genes, luminal B 35 genes
e luminal A 20 genes.

Apo6s a comparacdo dos genes expressos associados as respostas imunes nos subtipos
de CM foi realizada a comparagdo entre as subpopulagcdes de macrofagos (Figura 25 a 28),
subpopulagdo de neutrofilos (Figura 29), neuropeptideos e neuroreceptores associados ao
cancer (Figura 30) a fim de elucidar o perfil de respota imune tendo em vista o perfil de
macréfagos apresentado anteriormente na figura 20, no qual os subtipos com pior progndstico
(HER 2 e basal) apresentaram mais macréfagos do tipo M1 (Thl) e os de mellhor progndstico
(luminal A e luminal B), mais macrofagos do tipo M2 (Th2).

No subtipo de CM luminal A nenhum dos 2000 genes com alta expressao foram

encontrados em M1 e nas subpopulagdes de macréfagos M2a, M2b e M2c. Ja dos 1625 genes
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com baixa expressao foram identificados 3 genes (Ccl2, Ccll9 e TIlr2) em MI, 6 genes
(Cd209, Ccll3, Argl, Ccl23, Ccl24 e 1113) em M2a, 3 genes (Cxcl2, Cxcll e Cxcl3) em M2b e
nenhum gene em M2c (Figura 25).

Figura 25 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados

aos macrofagos M1, M2a, M2b e M2c no subtipo de cincer de mama luminal A.

2000

No subtipo de CM luminal B nenhum dos 3034 genes com alta expressao foram
encontrados em M1 e nas subpopulagdes de macréfagos M2a, M2b e M2c. Ja dos 2248 genes
com baixa expressdo foram identificados 6 genes (Socs3, Cxcll3, Ccll9, Ccl2, Tlr2 e Ccr7)
em M1, 10 genes (Fgl2, Ccl22, Ccll4, Igfl, Cd209, Ccll7, Ccl23, Argl, Ccl24 e 1l13) em
M2a, 3 genes (Cxcl2, Cxcll e Cxcl3) em M2b e nenhum gene em M2c (Figura 26).
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Figura 26 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados

aos macrofagos M1, M2a, M2b e M2c no subtipo de cincer de mama luminal B.

nas

No subtipo de CM HER2 dos 2358 genes com alta expressdo foram encontrados 2
genes (Cclll e Ifng) em M1 e nenhum gene nas subpopula¢des de macrofagos M2a, M2b e
M2c. Ja dos 1790 genes com baixa expressao foram identificados 5 genes (Socs3, Cxcll3,
Ccl2, Ccll9 e 1l15) em M1, 5 genes (Ccli4, Igfl, Cd209, Argl e Ccl23) em M2a, 2 genes
(Cxcl2 e Cxcl3) em M2b e nenhum gene em M2c (Figura 27).
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Figura 27 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados

aos macrofagos M1, M2a, M2b e M2c no subtipo de cincer de mama HER2.

No subtipo de CM basal dos 3292 genes com alta expressdao foram encontrados 6
genes (Cxcll0, Cxclll, Ccl8, Tnf, Cd80 e Ifng) em M1, 2 genes (Ccl13 e Ccl24) em M2a, 2
genes (Cxcll e Ccll) em M2b e nenhum gene em M2c. J4 dos 1549 genes com baixa
expressao foram identificados 2 genes (Cxc/13 e I15) em M1, 3 genes (Ccli14, Igfl e Argl) em
M2a, 1 gene (Cxcl2) em M2b e nenhum gene em M2c (Figura 28).
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Figura 28 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do
mRNA do conjunto de dados. Associacao entre a alta e a baixa expressao dos genes associados

aos macrofagos M1, M2a, M2b e M2c no subtipo de cincer de mama basal.

A28

No subtipo de CM luminal A foi identificado um gene (Serpina I) associado ao
neutréfilo N2 e nenhum ao N1. J4 no luminal B ¢ HER2 ndo foi encontrado nenhum gene
associado apenas ao N1 e/ou N2. No subtipo basal foi encontrado 3 genes (Cxcll, Cxcll0 e

Pla2g4a) relacionados ao N1 e 4 genes (Csf2, Cxcl5, Nos2 e Il1a) ao N2 (Figura 29).
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Figura 29 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressao do

mRNA do conjunto de dados. Associaciao entre a alta expressao dos genes dos subtipos de CM

com as subpopulacdes de neutéfilos N1 e N2.

Além da andlise entre os genes expressos nos subtipos do CM (luminal A, luminal B,
HER2 e basal) nos macrofagos, neutrofilos e respectivas subpopulagoes, foi realizado a
analise de 127 genes de neuropeptideos e 133 neuroreceptores publicados por Zhao e
colaboradores em 2017. Tendo em vista que estudos como o de Ganea e Delgado em 2001
relataram a sintese e liberagdo de neuropeptideos pelos macréfagos e efeitos bioldgicos.
Dentre os efeitos biologicos relatados por esses autores, foi suposto a hipodtese de que o
macréfago M1 presente no subtipos Basal e HER2 sejam modulados a apresentar esse
fendtipo por neuropeptideos ao invés de M2 que tem um efeito imunossupressor. Além de ter
uma influéncia no fendtipo dos neutrofilos e também na sobrevida dos pacientes.

No subtipo de CM luminal A foi identificado 3 genes (/ns, Nts e Ucn) associados aos
neuropeptideos e 3 genes (Lrp2, Lhcgr ¢ Npy5r) aos neuroreceptores. Ja no luminal B, 5
genes (Chinl, Chga, Gnrh2, Nxph2 e Trh) associados aos neuropeptideos e 8 genes (Adipor?2,
Calcr, Sstr2, Sstr4, Sstr5, Minr, Brs3 e Tacr3) aos neuroreceptores. No subtipo HER2 foi
encontrado 6 genes (Cshll, Dkkl, Gip, Nxphl, Nxph4 ¢ Prl) associados aos neuropeptideos e

4 genes (Kremen2, Galrl, Gpr39 e Prokrl) aos neuroreceptores. No subtipo basal foi
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encontrado 14 genes (Acbd7, Adcyapl, Calca, Calcb, Cck, Gal, Gast, Gnrhl, lapp, Nmb,
Nppc, Pcskin, Pomc e Prok2) relacionados aos neuropeptideos e 19 genes (Mc4r, Masl,
Cckbr, Tshr, Crhrl, Gpri5l, Gegr, Glp2r, Ghrhr, Rxfp4, Npffrl, Npr3, Npsrl, Npy4r, Oprkl,
Prokr2, Qrfpr, Rxfpl e Trhr) aos neuroreceptores (Figura 30).

Figura 30 - Diagrama de Venn de genes diferencialmente expressos no perfil de expressiao do

mRNA do conjunto de dados. Associacio entre a alta expressao dos genes dos subtipos de CM

com os dos neuropeptideos e neuroreceptores.

6.3 Relacdo da sobrevida com os genes expressos nos subtipos de cancer pelos
macrofagos, neutrofilos, neuropeptideos e neuroreceptores

No subtipo de CM luminal A nenhum dos genes expressos pelos M1, M2a, M2b e

M2c tiveram impacto na sobrevida. Com relacdo aos neutrofilos N1 e N2, apenas o gene

Serpinal expresso por N2 teve impacto na sobrevida (Figura 31). Ja os genes dos

neuropeptideos nao tiveram impacto na sobrevida, somente o gene Lrp2 do neuroreceptor

(Figura 32).
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Figura 31 - Analise da sobrevida do gene Serpinal expresso pelo neutréfilo N2 nos subtipos
luminais. Quanto maior a expressao do gene, maior a sobrevida do paciente com subtipo de
cancer de mama luminais. O espaco amostral foi composto por 525 pacientes com o subtipo de
cancer de mama luminais.
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web TIMER.

Figura 32 - Analise da sobrevida do gene Lrp2 expressso pelos neuroreceptores no cancer de
mama. Quanto maior a expressio do gene , maior a sobrevida do paciente com cincer de mama.

O espaco amostral foi composto por 255 pacientes com CM.
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web PRECOG.
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No subtipo de CM luminal B nenhum dos genes expressos pelos M1, M2a, M2b e
M2c, N1 e N2 tiveram impacto na sobrevida. Os genes Chga (Figura 33) e Gnrh2 (Figura 34)
dos neuropeptideos e o gene Calcr (Figura 35) do neuroreceptor tiveram impacto na

sobrevida.

Figura 33 - Analise da sobrevida do gene Chga (A, B) expresso pelos neuropeptideos nos
subtipos luminais (A) e no cAncer de mama (B). Quanto maior a expressiao do gene, maior a
sobrevida do paciente com subtipo de CM luminais (A). Ja no cincer de mama (B), quanto

menor a expressao do gene, maior é a sobrevida do paciente. O espaco amostral foi composto

por 525 pacientes com o subtipo de CM luminais (A) e 255 pacientes com cancer de mama (B).
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web TIMER (A) PRECOG (B).
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Figura 34 - Analise da sobrevida do gene Gnrh2 expresso pelo neuropeptideo nos subtipos
luminais. Quanto menor a expressao do gene, maior é a sobrevida do paciente com subtipo de
CM luminais . O espac¢o amostral foi composto por 525 pacientes com o subtipo de CM

luminais .
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Figura 35 - Analise da sobrevida do gene Calcr expresso pelo neuroreceptor no cincer de mama.
Quanto maior a expressdo do gene, maior € a sobrevida do paciente com cincer de mama. O

espaco amostral foi composto por 255 pacientes com cincer de mama.
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web PRECOG.



75

No subtipo de CM HER2 nenhum dos genes expressos pelos M1, M2a, M2b e M2c,

N1 e N2 tiveram impacto na sobrevida. Os genes Nxphl e Prl (Figura 36) dos neuropeptideos

e o gene Galrl (Figura 37) do neuroreceptor tiveram impacto na sobrevida.

Figura 36 - Analise da sobrevida do gene Nxphl (A) e Prl (B) expresso pelo neuropeptideos no

cancer de mama. Quanto menor a expressao do gene, maior € a sobrevida do paciente com

cancer de mama. O espaco amostral foi composto por 251 pacientes com cancer de mama.
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Figura 37 - Analise da sobrevida do gene Galrl expresso pelo neuroreceptor no cincer de mama.
Quanto menor a expressio do gene, maior ¢ a sobrevida do paciente com cancer de mama. O

espaco amostral foi composto por 251 pacientes com cancer de mama.
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web PRECOG.

No subtipo de CM basal 4 genes (Cxcll10, Cxclll, Ccl8, Tnf) expressos pelos M1
(Figura 38), 2 genes (Ccli3 e Ccl24) em M2a (Figura 39), 1 gene (Cxcll) em M2b (Figura
40), 3 genes (Cxcll, Pla2g4a e Cxcll0) em N1 (Figura 40, 41 e 42, repectivamente), 1 gene
(Nmb) nos neuropeptideos (Figura 43) e 2 genes (Npr3 e Qrfpr) nos neuroreceptores (Figura

44) tiveram impacto na sobrevida.
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Figura 38 - Analise da sobrevida dos genes Cxcl10 (A), Cxcll1 (B), Ccl8 (C), Tnf (D) expresso
pelos macrofagos M1 no cincer de mama. Quanto menor a expressao do gene, maior ¢ a
sobrevida do paciente com cincer de mama (A, B e C), ja em D a relagio é diretamente

proporcional. O espaco amostral foi composto por 255 (A, B e C) e 251 (D) pacientes com cancer

de mama.
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Figura 39 - Analise da sobrevida dos genes Ccll13 (A) e Ccl24 (B) expresso pelos macrofagos M2a
no cancer de mama. Quanto menor a expressiao do gene, maior é a sobrevida do paciente com

cancer de mama. O espaco amostral foi composto por 255 (A,) e 251 (B) pacientes com cancer de

mama.
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Figura 40 - Analise da sobrevida do gene CxclI expresso pelos macréfagos M2b e neutroéfilos N1

no subtipo de cincer de mama basal. Quanto maior a expressiao do gene, maior ¢é a sobrevida do

paciente com o subtipo de cAncer de mama basal. O espaco amostral foi composto por 108

pacientes com subtipo de cincer de mama basal.
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Figura 41 - Analise da sobrevida do gene Pla2g4 expresso pelos neutrofilos N1 no subtipo de

cancer de mama basal. Quanto maior a expressdo do gene, maior ¢ a sobrevida do paciente com

o subtipo de cincer de mama basal. O espaco amostral foi composto por 108 pacientes com o
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subtipo de cancer de mama basal .
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Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web TIMER.
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Figura 42 - Analise da sobrevida do gene Cxcl10 expresso pelos neutréfilos N1 no cincer de

mama. Quanto menor a expressao do gene, maior ¢ a sobrevida do paciente com cincer de

mama. O espaco amostral foi composto por 255 pacientes com cincer de mama.
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Figura 43 - Analise da sobrevida do gene Nmb expresso por neuropeptideos no cincer de mama.

Quanto menor a expressio do gene, maior ¢ a sobrevida do paciente com cancer de mama. O

espaco amostral foi composto por 255 pacientes com cancer de mama.
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Figura 44 - Analise da sobrevida do gene NPR3 (A), Mas1 (B) e QRFPR (C) expresso por
neuroreceptores no cancer de mama (A, B) e no subtipo de cancer de mama basal (C). Quanto
menor a expressiao do gene, maior é a sobrevida do paciente com cancer de mama (A), jaem B e
C arelacao é diretamente proporcional. O espaco amostral foi composto por 255 (A), 251 (B) e

108 (C) pacientes com cancer de mama.

1.0
0

: LH_\—‘_MaiOF €xpressao

0.8

. . .‘::... hon
Maior expressao —
I

=

Low

0.6
1

- Menor expressdao

0.4
0.4

Probabilidade de sobrevida

0.2

Probabilidade de sobrevida

Log-rank p=1.80e02 Log-rank p=3.42¢°02
o 2 4 5 8 0 12 14 1 ‘IS =] (IJ ; zlx 6 Eli 1I0 1I2 1I4 1Is IIB zlo
Tempo (meses) Tempo (meses)
C
GRFPR

Log-rank P =0.009

~— Menor expressao

— Maior expressao

% Nivel de expressio:
&
&

Probabilidade de sobrevida

00 = P

T ol

Tempo (meses)
Fonte: Os dados foram obtidos e extraidos do servidor da web PRECOG (A ¢ B) e TIMER (C).
6.4 Expressao de proteinas nos infiltrados dos tumores dos subtipos de cincer de mama
A analise da expressdo da poteina PD-L1 (gene Cd274) é importante em estudos de

c¢lulas neoplasicas, pois € expressa nas células tumorais e indica imunosupressdao. Houve
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aumento da expressao da proteina PD-L1 nos subtipos basal e HER2 quando comparados com
os subtipos luminal A e luminal B, e do basal em relagdo ao HER2. Ja entre os subtipos
luminais ndo houve diferenca significativa (Figura 45).

Figura 45 - Expressao da proteina PD-L1 entre os subtipos de cincer de mama. O eixo das
ordenadas representa a abundancia da proteina PD-L1 e o eixo das abscissas os subtipos de
cancer de mama (Basal versus Luminal A (A), Basal versus Luminal B (B), HER2 versus
Luminal A (C), HER2 versus Luminal B (D), Basal versus HER2 (E), Luminal A versus Luminal
B (F)).
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TCPA.

A expressao das proteinas IRS1 (gene Irsl), AKT pS473 (genes Aktl, Akt2 e Akt3),
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AKT pT308 (genes Aktl, Akt2 e Akt3) e PRAS40 pT246 (genes Aktl, Akt2 e Akt3) foram
comparadas entre os subtipos de CM (luminal A, luminal B, HER2 e basal). Essas proteinas
foram selecionadas por serem componentes de processos biologicos que incluem proliferacao,
crescimento celular e angiogénese. Houve aumento da expressdo da proteina IRS1 nos
subtipos luminais tanto em relacao ao basal quanto ao HER2. J4 entre os subtipos luminais e
entre o basal e HER2 ndo houve diferencga significativa (Figura 46).

Figura 46 - Expressao da proteina IRS1 entre os subtipos de cincer de mama. O eixo das

ordenadas representa a abundincia da proteina IRS1 e o eixo das abscissas os subtipos de

cincer de mama (Basal versus Luminal A (A), Basal versus Luminal B (B), HER2 versus

Luminal A (C), HER2 versus Luminal B (D), Basal versus HER2 (E), Luminal A versus Luminal
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TCPA.
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Houve aumento da expressao da AKT pS473 no subtipo basal quando comparado
com o luminal B, de HER2 em relacdo aos luminais e do luminal A em relagdo ao luminal B.
J& entre o subtipo o basal em relacdo ao luminal A e HER2, ndo houve diferenca significativa
(Figura 47).

Figura 47 - Expressao da proteina AKT pS473 entre os subtipos de cAncer de mama. O eixo das
ordenadas representa a abundincia da proteina AKT pS473 e o eixo das abscissas os subtipos
de cancer de mama (Basal versus Luminal A (A), Basal versus Luminal B (B), HER2 versus
Luminal A (C), HER2 versus Luminal B (D), Basal versus HER2 (E), Luminal A versus Luminal
B (F)).
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TCPA.
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Houve aumento da expressdao da AKT pT308 no subtipo basal quando comparado
com os luminais, HER2 em rela¢do ao luminal B e do luminal A em rela¢do ao luminal B. Ja
entre o subtipo HER2 em relacdo ao luminal A e basal ao HER2, ndo houve diferenca
significativa (Figura 48).

Figura 48 - Expressao da proteina AKT pT308 entre os subtipos de cincer de mama. O eixo das
ordenadas representa a abundancia da proteina AKT pT308 e o eixo das abscissas os subtipos
de cancer de mama (Basal versus Luminal A (A), Basal versus Luminal B (B), HER2 versus

Luminal A (C), HER2 versus Luminal B (D), Basal versus HER2 (E), Luminal A versus Luminal

B (F)).
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Houve aumento da expressao da PRAS40 pT246 no subtipo basal quando comparado
com os luminais, HER2 em relagdo aos luminais. J4 entre o subtipo HER2 em relacdo ao

basal e entre os luminais, ndo houve diferenca significativa (Figura 49).

Figura 49 - Expressao da proteina PRAS40 pT246 entre os subtipos de cincer de mama. O eixo
das ordenadas representa a abundancia da proteina PRAS40 pT246 e o eixo das abscissas os
subtipos de cincer de mama (Basal versus Luminal A (A), Basal versus Luminal B (B), HER2

versus Luminal A (C), HER2 versus Luminal B (D), Basal versus HER2 (E), Luminal A versus

Luminal B (F)).

Q
a2 o
: | F
5' -
= -
P g
-
o -4
L, Bi it
p-value: 1.9401e-7 p-value: 4.9261a-7
i g
p o
a &
i =il g
g g
p-value: 0,00039908 p-value: 0.00023385

RPPA prot ]

RPPA protein abur

Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TCPA.



87

6.5 Correlagao entre os genes que infuenciaram na sobrevida, as células imnes e o gene

Irs1, associado a vias metabolicas que podem alterar o nivel da proliferacao celular.
Houve uma correlagdo positiva entre o gene Serpina 1 e Lrp2 expressos no subtipo de

CM luminal A, ou seja, quando o gene expresso em N2 aumenta o nivel do neuroreceptor

expresso por Lrp2 (Figura 50).

Figura 50 - Correlacio entre os genes Serpina I e Lrp2 expressos pelos neutroéfilos N2 e

neuroreceptor, respectivamente, nos subtipos de CM luminais.
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Ja na correlagdo avaliando os macréfagos e neutréfilos nos subtipos de CM luminais
em relagdo aos genes Serpina I e Lrp2 foi encontrado apenas correlagdo significativa com os
neutrofilos. No gene Serpina 1 foi encontrada uma correlagdo positiva, ou seja, quando o
nivel de expressdo desse gene aumenta ocorre um aumento da quantidade de neutréfilos

(Figura 51). Ja no gene Lrp2 foi identificada uma correlagdo negativa nos neutréfilos, ou seja,
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quando o nivel de expressdo desse gene aumenta ocorre uma diminui¢do dos neutrofilos

(Figura 52).

Figura 51 - Correlacao entre o gene Serpina 1, macréfagos e neutrofilos nos subtipos

luminais.
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TIMER.

Figura 52 - Correlacio entre o gene Lrp2, macrofagos e neutréfilos nos subtipos

luminais.
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TIMER.

Quando a correlagdo envolveu a analise do gene Irs/ com os genes Serpina I e Lrp2

expressos no subtipo de CM luminal A apenas esse ultimo apresentou uma correlagdo positiva

significativa (Figura 53).
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Figura 53 - Correlacao entre o gene IrsI com o gene Lrp2 nos subtipos luminais.
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TIMER.

Na analise dos genes Cxcll0) e Qrfpr expressos no subtipo de CM basal
respectivamente, em M1/N1 e pelos neuroreceptores, houve uma correlagdo negativa, ou seja
quando um desses genes diminui a expressao ocorre o aumento da expressao do outro (Figura

54),
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Figura 54 - Correlacao entre os genes Cxcll10 e Qrfpr expressos pelos neutréfilos M1/N1 e

neuroreceptor, respectivamente, nos subtipos de CM basal.
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Fonte: Os dados foram extraidos do servidor da web TIMER.

J& na correlacdo avaliando os macrofagos e neutrofilos no subtipo de CM basal em
relagdo aos genes Cxcll0 e Qrfpr foi encontrado apenas correlacdo significativa com os
neutréfilos. No gene Cxcll0 foi encontrada uma correlagao positiva, ou seja, quando o nivel
de expressao desse gene aumenta ocorre um aumento da quantidade de neutrofilos (Figura
55). Ja no gene Qrfpr foi identificada uma correlagdo negativa nos neutréfilos, ou seja,
quando o nivel de expressdo desse gene aumenta ocorre uma diminui¢do dos neutrofilos

(Figura 56).
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Figura 55 - Correlacio entre o gene Cxcl10, macréfagos e neutréfilos no subtipo de CM basal.
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Figura 56. Correlacio entre o gene Qrfpr, macréfagos e neutroéfilos no subtipo de CM basal.
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Quando a correlagdo envolveu a analise do gene Irs/ com os genes Cxcll0 e Qrfpr

expressos no subtipo de CM basal nenhum deles apresentou correlag@o significativa.
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7. DISCUSSAO

A andlise bioinformatica das amostras de CM humano apresentada neste estudo
abrangeu subtipos clinicos na tentativa de elucidar a diversidade fenotipica do sistema
imunologico no microambiente tumoral do CM. Os dados obtidos revelaram uma
heterogeneidade fenotipica entre os tumores de mama e as células imunes. A andlise
histopatologica prévia, através da expressdo de genes associados a vias metabolicas do cancer,
possibilitou a identificacdo de genes especificos dos subtipos de CM basal, luminal A, luminal
B e Her2+.

As frequéncias desses biomarcadores foram comparaveis com as achados
histopatologicos correspondentes. Quando foi comparado os genes diferencialmente expressos
(GDEs) do subtipo de CM basal com o tecido mamario normal, foi demonstrado que o gene
Cd38 foi expresso apenas no subtipo basal. A proteina CD38, codificada pelo gene Cd38, ¢
uma proteina transmembranar tipo 2 que funciona como molécula de adesao (DEAGLIO et
al., 2001). A expressdo dessa proteina no sistema imunoldgico ¢ alta nas populagdes de
células para as quais as interagdes célula a célula sdo importantes (MALAVASI et al., 1994).
Essa proteina induz nos linfocitos T a mobilizacdo citoplasmatica de célcio, ativagdo da
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e ativagdo da via da fosfolipase C-yl (PLC-
v1), que estimulam fatores de transcricdo a sintetizarem citocinas, como IFN-g, IL-6, IL-2,
IL-10 (DEAGLIO et al., 2001). A densidade de células plasmaticas CD38" intratumoral
demonstrou ser um marcador prognostico independente da idade do paciente, grau do tumor,
tamanho, status dos linfonodos e densidade de células T CD3 " infiltradas em tumores e
células B CD20 " (PLITAS et al., 2016; SU et al., 2017).

J& na comparacao entre HER2 e o tecido mamaério normal foi identificado o gene
Erbb2 expresso apenas no subtipo HER2. O gene Erbb2 ¢ um oncogene, que codifica a
proteina HER2, a qual pertence a superfamilia dos receptores tirosina quinase, esta envolvido
nas vias de sinalizacdo celular que podem levar a proliferagdo, crescimento, apoptose e
diferenciagdo, os quais sdo processos essenciais para a vida, mas a perda de controle estd
associado principalmente ao cancer (ELETXIGERRA et al., 2015). Essa proteina ¢ um
marcador diagnostico de tumores que superexpressa em aproximadamente em 20-25% dos
cancer de mama invasivo e estd associado ao pior progndstico e menor sobrevida (PATRIS et
al., 2014; ELETXIGERRA et al., 2015).

Nos subtipos luminais comparados com o tecido mamario normal foi identificado os
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genes Esrl e Pgr sdo exclusivamente expressos nos sutbtipos luminais. O gene Esr/ codifica
os receptores de estrogeno que estd relacionado ao desenvolvimento sexual e fungdo
reprodutiva, mas patologicamente ¢ expresso um nivel elevado de receptores no carcinoma
ductal in situ na mama (MOELANS et al., 2010). Ja o gene Pgr, codifica os receptores de
progesterona, que podem ser expresso por células neoplédsicas nos subtipos de cancer de
mama luminais, ¢ considerado um marcador prognoéstico para diagnéstico dos subtipos de CM
e estdo associados ao controle da expressdo de varios reguladores do ciclo celular
(CENCIARINI; PROIETTI, 2019).

Além da caracterizacdo pelos GDEs nos subtipos de CM a partir de genes envolvidos
em algumas vias metabodlicas do céancer, foi avaliado as células imunes encontradas nos
tecidos dos pacientes com subtipos de CM basal, HER2 e luminais assim como o tipo de
reposta imune baseada na expressao dos genes associados as células imunes. O papel das
células de resposta imune tem sido debatido ao longo dos anos. Diversos estudos
demonstraram diferentes vias pelas quais as células do infiltrado inflamatorio podem
favorecer a progressdo neoplasica ou impedir o seu desenvolvimento. A heterogeneidade das
células tumorais compromete a acdo do sistema imunolégico, havendo diferentes estratégias
que bloqueiam a agao de células imunes (GATENBY; GILLIES, 2008; WAGNER et al,
2019). As imunoterapias do cancer tém sido reconhecidas como uma das principais
revolugdes associadas ao tratamento dos pacientes, especialmente para pacientes refratarios
(ROOIJEN et al.,, 2015). A razdao pela qual a resposta a esses tratamentos ocorre
diferentemente permanece como uma intensa area de investigacao.

A nivel celular as células imunes mais abundantes encontradas nesse estudo foram as
plasmocitos e macrofagos. Sendo os macréfagos confirmados em dois bancos de dados
analisados. Sendo possivel em um desses bancos de dados avaliar especificamente dois
fenotipos dos macrofagos M1 e M2. Os subtipos de CM que sdo considerados na literatura
com pior prognéstico (HER2 e basal), curiosamente tiveram uma maior quantidade de
macrofagos M1 e os de melhor prognostico (luminal A e luminal B) apresentaram M2. Assim
como ocorre com as células T, os macréfagos que envolvem varios tumores, podem exercer
atividades tanto antitumorais quanto pro-tumorais (BISWAS & MANTOVANI, 2010).

Os macroéfagos exibem plasticidade funcional consideravel. Dois estados relativamente
distintos de polarizacdo para essas células foram reconhecidos: macroéfagos M1 e M2

(MARTINEZ; GORDON, 2014). Os macrofagos M1 se polarizam em resposta a citocinas
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Thl, via expressao de proteinas, tais como IFN-y e TNF-a. Essas células sdo caracterizadas
por alta capacidade de apresentacdo de antigenos, alta producdo de IL-12 e IL-23, alta
producdo de intermediarios toxicos como 0xido nitrico e espécies reativas de oxigénio e alta
expressao do antigeno leucocitario humano (HLA-DR). Por outro lado, os macrofagos M2 se
desenvolvem em resposta a varios estimulos, como citocinas Th2, havendo a subdivisdo nas
subpopulagdes M2a, M2b e M2c (CHEN et al., 2012; STEWART et al., 2012; MARTINEZ;
GORDON, 2014). Os macrofagos M2a sao estimulados por IL-4 e IL-13, enquanto M2b
macréfagos sdo induzidos por complexos imunes, lipopolissacarideos, receptores e pelo
antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1RA). A subpopulagao M2c¢ ¢ induzida pela IL-
10, TGF-B e glicocorticoides. Os tumores solidos representam um exemplo de tecido com
multiplas caracteristicas, incluindo hipdxia e altas taxas de morte celular. Assim, precisa da
ajuda direta de macrofagos para restabelecer a homeostase tecidual. No cancer, essa resposta
auxilia no crescimento do tumor, produzindo fatores angiogénicos, remodelacao tecidual,
inibicdo de vias apoptoticas e desenvolvimento de microambientes imunossupressores que
atenuam a atividade citotoxica de linfocitos T CD8" (CHEN et al., 2012; STEWART et al.,
2012; MARTINEZ; GORDON, 2014).

A fim de entender os fenotipos de macréfagos encontrados nos subtipos de CM foi
realizado um estudo comparativo entre os GDEs nos subtipos de CM e os relacionados as
respostas Thelper 1, Thelper 2, Thelper 17 e Treg. As células Thl produzem citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-2 e IL-12, conhecidas pelas fun¢des centrais na ativacdo das respostas imunes
antitumorais, aumentando a sobrevida dos pacientes em canceres de mama positivos para
receptores hormonais, mas ndo no subtipo TNBC (GU-TRANTIEN et al., 2013; MILLER et
al., 2016; ZHAO et al., 2019).Teschendorff e colaboradores (2010) demonstram que nos CM
ER-negativos, o aumento de IL-13 e producao de TGF-p, induzida pela ativagcdo de Th2, esta
associada a um pior progndstico, enquanto o aumento dos niveis de IL-2 e IFN-y esta
correlacionado com bom progndstico. As células Th2 também produzem IL-10 e IL-4, que
contribuem para o crescimento do tumor, inibindo o sistema imunolégico do hospedeiro
(ATHIE-MORALES et al.,, 2004). Além disso, a polarizagdo para o fenotipo Th2 foi
observada em pacientes com CM luminal em estagio avancado no estudo realizado por Zhang
e colaboradores (2015). Por outro lado, sabe-se que as células Th2 ndo apenas promovem,
mas também mediam efeitos antitumorais (DEMEHRI et al., 2016).

Neste estudo foi encontrado diversos genes superexpressos nas resposta Thl, Th2,
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Th17 e Treg, os quais alguns eram comuns a HER2 e basal e/ou aos subtipos luminais. Com
relacdo aos genes estudados para a resposta Treg, o subtipo de CM basal apresentou a maior
quantidade de genes expressos quando relacionados aos outros subtipos. Um dos mecanismos
que promovem o crescimento tumoral inclui a inibicdo da fun¢do antitumoral de células T
efetoras e células NK pelas células Treg intratumorais (COUSSENS; POLLARD, 2011).
Além disso, Plitas e colaboradores. (2016) relataram que as células Treg isoladas de células
tumorais de mama nao tratadas foram ativadas quando comparadas aquelas isoladas do tecido
mamario ou sangue periférico. Assim, este estudo também corrobora com o trabalho realizado
por Stanton e Disis (2016), que observaram que o subtipo basal tem a quantidades mais
elevadas de células Treg em comparacao com os demais subtipos. No entanto, as células Treg
estdo associadas a um progndstico menos favoravel para pacientes com CM (SU et al., 2017).
Os resultados deste trabalho sugerem que as células Treg ativadas comprometem a resposta
imune no cancer de mama basal, resultando em um pior prognostico para as pacientes com
este subtipo de CM. No entanto, ndo foi possivel elucidar a resposta dos outros subtipos com
base apenas nos quantitativos de genes mais expressos nos subtipos de CM. Além disso, ndo
corroborou com o tipo de macréfago encontrado nas analises anteriores deste trabalho.

Foi observado que a composi¢ao dos subtipos de macréfagos parece ser diferente nos
varios subtipos de CM. Stewart e colaboradores (2012) demonstraram que os TAMs em
células basais de CM tinham maior capacidade de induzir diferenciacdo e polarizagido para o
fenotipo M1 e M2 do que o subtipo luminal, sugerindo que a resposta imune mediada por
macréfagos no CM basal pode ser diferente de outros subtipos. Esses dados também podem
explicar em parte o que verificamos neste estudo. No entanto, nesse trabalho ndo corroboram
com os resultados observados por Medrek e colaboradores (2012), o qual mostrou que a
prevaléncia do M2 ¢ maior nos CM basais do que nos CM positivo para receptores
hormonais, mas esses autores incluiram apenas 15 pacientes com tumores do subtipo basal.

Embora, as células Tregs tenham sido historicamente apontadas como os principais
elementos responsaveis por modular a resposta imune no cancer de mama, estudos recentes
tém demonstrado que os TAMs podem ser determinantes da supressao imunologica nessas
lesdes (ATHIE-MORALES et al., 2004; STOKMAN et al., 2006; RANDOLPH et al., 2008;
FRIDLENDER et al., 2009; HINGORANI et al., 2016; WAGNER et al., 2019). Os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao estdo totalmente elucidados, mas estudos in

vitro demonstraram que as TAMs sdo capazes de inibir a proliferacao linfocitaria de células T
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CDS8", um evento que pode ocorrer independentemente do metabolismo de L-arginina e
parece envolver a familia de moléculas B7 (NIEDBALA et al., 2007). Além disso, ha um
envolvimento significativo de macroéfagos M2 no recrutamento de células Treg para o
microambiente tumoral, particularmente através da secre¢ao de quimiocinas, como CCL20 e
CCL22 (MARTINEZ; GORDON, 2014). A hipotese de que os TAMs adquirem um fendtipo
M2 ainda ¢ controversa, uma vez que essas cé¢lulas possuem alta plasticidade e flexibilidade,
permitindo adaptagdo em diferentes microambientes.

A fim de explicar os fenotipos dos macrofagos encontrados nos subtipos de CM,
surgiu a hipdtese que a produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por M1 poderia
potencialmente aumentar a taxa de mutacdo celular e, assim, acelerar a tumorigénese nos
subtipos basal e/ ou Her2 (REUTER et al., 2010). As fungdes protumorigénicas do fenotipo
M1 podem ser suprimidas pela agdo do microambiente tumoral em um tentativa de induzir a
repolarizacao de macrofagos. Além disso, as evidéncias sugerem que um subtipo de tumor
pode conter varios subconjuntos de macrofagos com fungdes distintas (MOVAHEDI et al.,
2010).

A concepcao de que M1 e M2 podem mimetizar as respostas das células Thelper 1 e
Thelper 2 respectivamente, tornou-se cada vez mais ampla, dificultando a compreensao da
patogénese. Os genes estudados dos M1 e os subconjuntos M2a, M2b e M2c ndo foram
elucidativos quando avaliou-se em relag@o aos subtipos de CM luminais, ja4 que nenhum gene
foi superexpresso. J& em HER2 foi identificado apenas dois genes em M1 (Ccll1 e Ifng) e no
basal 5 genes em M1 (Cxcl10, Cxclll, Tnf, Cd80 e Ifng), 2 genes em M2a (Ccli3 e Ccl24) e
2 genes em M2b (Cxcll e Ccll). Neste estudo, a inexisténcia de genes superexpressos nos
subtipos luminais ndo possibilitou fazer inferéncias quanto aos tipos de macrofagos
encontrados nos subtipos. Macréofagos sao células moduladoras-chave e efetoras na resposta
imune, sendo que sua ativacao influencia a resposta de outras vias do sistema imunolégico
(FRIDLENDER et al., 2009; MEDREK et al., 2012).

A partir desse resultado, outra hipotese defendida foi que os macréfagos poderiam esta
liberando neuropeptideos e/ou expressando neuroreceptores que desempenhariam o papel de
recrutar/ativar outros tipos de células imunes, como os neutrofilos, que apresentam também
dois fenotipos distintos, N1 e N2, assim como os macrofagos, e influenciariam na polarizagao
dos macrofagos. As células do sistema imune, especialmente macréfagos M2, produzem

neuropeptideos ¢ hormodnios, como catecolaminas, substancia P, adiponectina e fatores de
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crescimento, em resposta a sinais anti-inflamatérios. Esses neuropeptideos podem atuar de
forma autdcrina e /ou paracrina através de receptores especificos expressos em diferentes
tipos celulares (CHEN et al.,, 2012). Peptideos neuroenddcrinos, hormonios e citocinas
produzidos por macrofagos sao também associado a indugdo e polarizacdo de neutrofilos.
Dependendo do microambiente tumoral, os neutréfilos podem exercer fungdes antitumoral
(fendtipo N1) ou protumoral (fenétipo N2) (FRIDLENDER et al., 2009; MANTOVANTI et al.,
2011). Os TANSs sdo polarizados do fen6tipo N1 para o N2 na auséncia de IFN-y. A produgao
de metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), a expressao da colagenase, inibicdo da apoptose e
a ativagdo do AKT foram associados aos neutrofilos N2. Os neutrofilos N2 estimula a
angiogénese e gera recrutamento e supressdo imunologica de leucdcitos através da producdo
de quimiocinas e arginase (JAHANYAR et al., 2007; FRIDLENDER et al., 2009; ZHOU et
al., 2014; MANTOVANI et al., 2011).

Neste estudo foi identificado 14 neuropeptideos e 19 neuroreceptores associados ao
subtipo de CM basal. Sendo esse subtipo o que apresentou mais genes de neuropeptideos e
neuroreceptores em relagdo aos outros subtipos. Ja na avaliagao dos fendtipos dos neutrofilos,
foi encontrado apenas 1 gene (Serpina 1) associado ao N2 no subtipo luminal A e nenhum ao
N1. Nos subtipos luminal B ¢ HER2 nao foi identificado nenhum gene dos dois fenétipos de
neutr6filos. No entanto, no subtipo basal foi encontrado 3 genes (Cxcll, Cxcll0 e Pla2g4a)
associados ao N1 e 4 genes (Csf2, Cxcl5, Nos2 e Illa) ao N2. Tanto os genes expressos nos
subtipos de CM nos M1,co subconjunto de M2, neuropeptideos, neuroreceptores, N1 e N2
foram avaliados quanto ao impacto na sobrevida dos pacientes e correlacdo com outros genes
que tem relevancia nas vias metabolicas do cancer.

O gene Serpina 1, expresso por N2 no subtipo luminal A, teve impacto positivo na
sobrevida nos pacientes com cancer de mama, ou seja, quanto maior for a expressao, maior
serd a sobrevida do paciente. Embora esse subtipo expresse um gene com impacto positivo em
N2, sugere-se que algum mecanismo que possivelmente envolva a liberacdo de
neuropeptideos e expressao de neuroreceptores estejam polarizado e controlando o efeito
imunossupressor inerente de M2 e N2. Embora, no cancer gastrico a expressao aumentada de
Serpina 1 foi significativamente associada ao aumento do tamanho do tumor, estdgio T
avancado, invasdo perineural, invasdo linfovascular, metéastases linfonodais e menor

sobrevida global (KWON et al., 2014).
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O impacto positivo na sobrevida identificado no subtipo de CM luminal A também
ocorre com gene Lrp2 expresso pelo neuroreceptor. As proteinas relacionadas ao receptor de
LDL (LRPs) sdo receptores transmembranares envolvidos na endocitose, sinalizacao celular e
trafego de outras proteinas celulares (GONIAS et al., 2017). Segundo Gonias e colaboradores
(2017), nado existe correlacdo desse gene com a sobrevida dos pacientes no cancer de mama.
Embora neste trabalho tenha sido identificada uma correlagdo com relagdo a sobrevida. Tanto
o gene Serpina I quanto o Lrp2 sdo possiveis marcadores para o prognostico no cancer de
mama, especificamente, o luminal A.

Nao foram identificados nesse estudo genes dos macrofagos M1, subconjuntos M2a,
M2b, M2c, neutroéfilos N1, N2 que tivessem impacto na sobrevida dos pacientes nos subtipos
luminal B e HER2. No entanto, foi encontrado 1 gene (Nmb) entre os neuropeptideos e 3
genes (Mas1, Npr3 e Qrfpr) entre os neuroreceptores que nesses subtipos tiveram impacto na
sobrevida. No subtipo de CM basal foi identificados genes com impacto na sobrevida em M1,
M2a, M2b, N1, N2, neuropeptideos e neuroreceptores. Dentre esse genes encontramos o
Cxcl10 em comum a M1 e N1 que teve impacto negativo na sobrevida dos pacientes, no qual
quanto maior a expressao menor foi a sobrevida dos pacientes. Embora tenha sido
demonstrado em varios tipos de canceres humano que o aumento da expressao de CXCL10 no
local do tumor estd correlacionada com o melhor prognostico (KARIN; RAZON, 2018). A
quimiocina codificada por esse gene exerce um importante papel na polarizagdo das células T
CD8" ¢ Thl CD4', ¢é produzida no microambiente tumoral e em sitios inflamatorios
potencializando a atividade efetora antitumoral dessas células (KARIN; RAZON, 2018).

As células tumorais podem escapam do reconhecimento do sistema imunoldgico
através de varias mecanismos, incluindo a regulacdo negativa de antigenos tumorais, que
permitem a geracdo de um microambiente imunossupressor. A sinalizagdo PD-L1 e PD-1 ja
foi demonstrada estar associado a imunossupressiao de diferentes tipos de neoplasias
(STANTON; DISIS, 2016; LI et al., 2016; WAGNER et al, 2019; LI et al., 2019). PD-L1 esta
presente nas células tumorais, enquanto PD-1 ¢ observado nos linfocitos T e B ativados e na
superficie das células mieloides (SCANDIUZZI et al.,, 2011). Consequentemente, a
associagao PD-L1 e PD-1 resulta em um efeito imunossupressor que permite que as células
tumorais escapem a destruicdo pelo sistema imunoldgico. O aumento na regulagdo do PD-1
no subtipo basal quando comparado aos subtipos de CM luminal A, luminal B e Her2+ foi

observado no presente estudo. Os dados sao consistentes com estudos prévios, mostrando que
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as células PD-L1 " sdo vistas mais frequentemente no subtipo basal quando comparados aos
demais subtipos de CM (MITTENDOREF et al., 2014; SOLIMAN et al., 2014). A regulacao
positiva do gene Pdll no subtipo basal pode estar associada a TAM e células CD8"
(MITTENDOREF et al., 2014), modulando os ecossistemas tumorais através de acdes
imunossupressoras. Da mesma forma, as células de CM basais com maior expressao da PD-
L1 estdo mais associada a motilidade, invasdo e resisténcia a fArmacos do que nas linhagens
celulares basais que expressam PDL1 em menores quantidades (SOLIMAN et al., 2014). A
associacdo entre superexpressao de PD-L1 com os parametros recidiva e sobrevida ja foi
demonstrado (WANG et al., 2017), como a evidéncia de que a expressao da PD-L1 pode ser
considerada como um fator preditivo significativo da sobrevida no subtipo basal, mas ndo em
outros tumores da mama (LI et al., 2016).

Também existem relatos na literatura que a expressdo da proteina CXCLS5 esta
diretamente associada a expressao da PD-L1 em células de melanoma via de sinalizagdo PI3K
/AKT (LI et al., 2019). Neste estudo foi verificado a regulagdo positiva de Cxc/5 no CM
basal, sugerindo que a expressdo aumentada de PD-L1 e Cxcl5, podem ter um efeito
quimioatraente associado aos neutrofilos, uma vez que o Cxcl5 ¢ produzido por este tipo
celular (ZHOU et al., 2014). Além disso, um estudo recente demonstrou que o p-elF2a
poderia inibir a expressdo de CXCLS5 e, consequentemente, do PDL1 no CM TNBC/basal,
resultando no aumento da atividade de células imunes infiltradas nos tumores e menor
incidéncia de metastases (ZOU et al., 2017), corroborando com a nossa hipotese.

A ativagao de alguns receptores estimula as vias de sinalizacido MAPK e AKT
(MONNIER; SAMSON, 2010; GOI et al., 2014) estimulando muitas ac¢des biologicas, como
angiogénese, hematopoiese e a resposta do sistema imunologico (LIU et al., 2009). Nesse
estudo foi identificado o aumento da expressao da proteina AKT em basal em relagdao ao
luminal B, de HER2 em relagdo aos luminais e do luminal A em relagdo ao luminal B. A
desregulacdo da via AKT promove a formacdo do tumor por alterar o ritmo das etapas que
precedem a mitose da fase G1/S (SHARMA et al., 2019). No cancer de mama, a AKT atua na
via de transducdo de sinal PI3K-AKT-mTOR, a qual ¢ frequentemente alterada na maioria
dos canceres (SHARMA et al., 2019).

Outros resultados interessantes observados nas andlises deste trabalho foram a
correlacdo positiva encontrada entre o gene /Irs/ e o gene Lrp2 expresso pelos neuropeptideos

do subtipo luminal A. Ja foi demonstrado que os receptores de insulina (IR) sdo uma familia
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de seis proteinas adaptadoras de sinalizacdo intracelular que integram e coordenam numerosas
sinais celulares extracelulares (GUAL et al., 2005; SHI et al., 2014). O IRSI, a primeira
proteina identificada e clonada, que foi originalmente descrito no hepatoma murino, sendo
ativado por IGFR e IR. Mais tarde, IRS1 foi observado no cérebro, miocardio, musculo,
adipocito, rins, ovarios e glandulas mamarias. Embora o IRS nao tenha atividade quinase
intrinseca e exija ativadores a montante, varios estudos mostraram que essas proteinas sao
oncogénicas ¢ podem induzir a carcinogénese (GUAL et al., 2005). A superexpressdao do
IRS1 induz carcinogénese em fibroblastos derivados de embrides de camundongos
(BRITSCHGI et al., 2012). O aumento da expressdao de IRS1 nas células NIH3T3 induz
transformac¢do neoplasica através da interagdo com GRB2 e SHP2, que ativam a via de
sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) (LEE et al., 2003; GUAL et
al., 2005; MA et al., 2006; BRITSCHGI et al., 2012; SHI et al., 2014). Recentemente, a
supressao de IRS1 e ativagdo de AKT demonstrou promover metastases dos tumores
mamarios (MA et al., 2006). Alguns estudos idetificaram que a superexpressdo da proteina
IRSI est4 associada com pior sobrevida em cancer de mama para pacientes positivos para
receptores de estrogeno (WANG et al., 2016).

Os genes estudados apresentaram indicios que no luminal A o gene Lrp2 expresso
pelos neuropeptideos exerce um papel importante na expressdo do gene Irs/ e no
recrutamento de neutréfilos para o microambiente. J& os genes Serpinal no subtipo luminal
A, e os genes Cxcl10 e QOrfpr no subtipo basal regulam via algum mecanismo o recrutamento
dos neutrofilos para o microambiente tumoral. Esse genes podem ser sugestivos para auxiliar
no prognostico dos pacientes com cancer de mama desde que realizado testes in vitro € in vivo
que corroborem com os resultados obtidos por bioinformatica translacional e elucidem as vias

metabolicas que envolvem esses genes.
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8. CONCLUSAO

As andlises dos genes permitiram reconhecer os subtipos de CM (basal, HER2,
luminal A e luminal B), identificar as células imunes que desempenharam um papel mais
importante no microambiente tumoral em cada subtipo de CM, realizar um estudo
comparativo entre os genes expressos nas respostas imunes Thelper 1, Thelper 2, Thelper 17 e
Treg e os expressos nos subtipos de CM, identificar os genes desses subtipos expressos pelos
macrofagos, neutrdfilos, neuropeptideos e neuroreceptores, investigar as proteinas expressas
nos subtipos de CM e a influéncia desses genes no prognostico e sobrevida dos pacientes.

Apesar do progndstico ser pior nos subtipos de CM HER2 e Basal e ser esperado
encontrar macréfagos M2, nesse estudo foi identificado M1. J& nos subtipos de CM luminais
foi encontrado M2, ao invés de M1. Os genes superexpressos nos subtipos ndo foram
suficientes para se confirmar um tipo de reposta imune. Apesar de ser encontrado mais genes
superexpressos em Treg no subtipo basal em relagdo aos outros subtipos.

O estudo comparativo dos genes superexpressos em M1, subpopulacdes M2a, M2b,
M2c, neutréfilos N1, N2, neuropeptideos e neuroreceptores entre os subtipos permitiu a
selecdo de genes que foram avaliados quanto ao impacto na sobrevida dos pacientes na
tentativa explicar os tipos de macrofagos encontrados nos subtipos de CM. Dentre as
correlacdes estabelecidas entre os genes avaliados o Lrp2 no subtipo luminal A teve impacto
na sobrevida dos paciente, tem correlacdo positiva com o gene [rs/, no qual codifica a
proteina IRS1 que promove a carcinogénese, € regula por algum mecanismo o recrutamento
dos neutrofilos. Ja os genes Serpinal no subtipo luminal A, e os genes Cxcll0 e Qrfpr no
subtipo basal também apresentam indicios de recrutamento dos neutréfilos

As proteinas PDL1, IRS1 e AKT avaliadas no tecido mamario tumoral de cada subtipo
demonstrou que no subtipo de CM basal PDL1 e AKT tiveram uma maior expressao quando
comparado com os outros subtipos de CM. Ja em IRS1 houve uma maior expressao nos
subtipos luminais em rela¢do aos outros subtipos de CM.

Portanto, os genes Lrp2, Serpinal, Cxcll0 e Qrfpr, e as proteinas PDL1, IRS1 e AKT
podem ser utilizados como genes-alvos para estudos in vivo € in vitro para elucidar melhor as
vias metabdlicas no qual estdo envolvidos, compreender as diferengas entre os progndsticos e
os tipos de células imunes presentes nos tecidos mamarios neoplasicos de cada subtipo de

CM.
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