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RESUMO

O cancer de mama é uma doenca heterogénea, podendo ser dividida em subtipos
de acordo com o perfil imunofenotipico e de expressédo génica. Em relacao ao perfil
imunofenotipico, o cancer de mama triplo-negativo (CMTN) é caracterizado pela
auséncia dos receptores hormonais de estrogénio (ER) e de progesterona (PR) além
de ndo apresentar super-expressdo/amplificacdo da proteina/gene do receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2). O CMTN € caracterizado por
marcante pleomorfismo e alta relacdo nucleo-citoplasmatica, necrose tumoral e
bordas digitiformes acompanhadas de infiltrado linfocitico intenso. Estes tumores
séo associados com mutacdes nos genes BRCA1 e TP53. A resposta inflamatoria
estd envolvida em muitos aspectos da biologia do cancer. O inflamassoma é um
complexo multiprotéico intracelular compostos por trés elementos: um receptor de
reconhecimento de padrbes moleculares (PRRs), a proteina ASC (proteina speck-
like associada a apoptose com dominio de recrutamento de caspase) e 0 zimogénio
pré-caspase-1. O papel dos inflamassomas no céancer de mama ainda é mal
definido, devido as suas funcdes contrastantes na oncogénese a depender do tipo
de tecido e do estagio em que sdo ativados. Diante disso, este estudo teve como
objetivo analisar e comparar a expressao dos componentes do inflamassoma,
incluindo NLRP3, PYCARD, caspase-1 e IL-18 em pacientes com CMTN com e sem
mutacdo no gene BRCALl. Para isso, a expressdo dos componentes do
inflamassoma foi avaliada através da técnica de imuno-histoquimica em biopsias
tumorais com e sem mutacdo no gene BRCA1l de 88 pacientes com CMTN.
Adicionalmente foram analisadas as diferencas entre o perfil de expressao dos
genes de interesse utilizando dados de RNA-seq provenientes do banco de dados
The Cancer Genome Atlas (TCGA). Em ambas as populacdes, os dados de
expressdo foram correlacionados com dados clinico-patolégicos das pacientes.
Foram avaliadas amostras tumorais de 88 pacientes com cancer de mama TN, das
quais 4 apresentaram uma Variante de Significado Incerto, 14 apresentaram
mutacéo patogénica no gene BRCAL, 58 foram classificadas como selvagens, e 12
tinham hipermetilacdo na regido promotora do gene BRCAL. Foi constatada
associacado significativa entre a expressdo de caspase-l e tamanho tumoral
(p=0,005). O comprometimento linfonodal foi associado a maior expressao de
NLRP3 (p=0,003). Nao houve associacdo entre a expressdo dos componentes do
inflamassoma e da mutacdo no gene BRCAL. Pacientes com maior expressao de
NLRP3 tiveram maior sobrevida livre de doenca (HR: 0,3; IC 95%: 0,13-0,72;
p=0,007) e sobrevida global (HR: 0,44; IC 95%: 0,10-0,99; p=0,049), indicando um
possivel efeito protetor no prognoéstico da doenca. A maior expressdo da IL-18
conferiu 4,6 vezes maior risco para o6bito (HR: 4,6; IC 95%: 1,21-17,4; p=0,025).
Esses dados sdo relevantes e podem ajudar a entender melhor o papel do
inflamassoma em tumores TN com mutagéo no gene BRCAL.

Palavras-chave: cancer de mama triplo-negativo, inflamassoma, infiltrado imune,
mutacéao, piroptose.



ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous disease and can be divided into subtypes
according to immunophenotype and gene expression. Regarding the
immunophenotype, the triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by the
absence of estrogen (ER) and progesterone (PR) hormone receptors, in addition to
not showing overexpression/amplification of growth factor receptor 2 human
epidermal (HER2) protein/gene. TNBC is characterized by marked pleomorphism
and high nucleus-cytoplasmic ratio, tumor necrosis and digitiform borders
accompanied by intense lymphocytic infiltrate. These tumors are associated with
mutations in the BRCA1 and TP53 genes. The inflammatory response is involved in
many aspects of cancer biology. The inflammasome is an intracellular multiprotein
complex composed of three elements: a molecular pattern recognition receptor
(PRR), ASC protein (apoptosis-associated speck-like protein with caspase
recruitment domain) and the zymogen pro-caspase-1. The role of inflammasomes in
breast cancer is still poorly defined, due to their contrasting roles in oncogenesis
depending on the tissue type and stage at which they are activated. Therefore, this
study aimed to analyze and compare the expression of inflammasome components,
including NLRP3, PYCARD, caspase-1 and IL-18 in TNBC patients with and without
BRCAL1 gene mutation. For this, the expression of the inflammasome components
was evaluated using the immunohistochemical technique in tumor biopsies with and
without mutation in the BRCAL1 gene from 88 patients with TNBC. Additionally,
differences between the expression profile of the genes of interest were analyzed
using RNA-seq data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. In both
populations, expression data were correlated with clinicopathological data from the
patients. Tumor samples from 88 TNBC patients were evaluated, of which 4 had a
Variant of Uncertain Significance (VUS), 14 had a pathogenic mutation in the BRCA1
gene, 58 were classified as wild-type, and 12 had hypermethylation in the promoter
region of the BRCAL gene. A significant association was found between caspase-1
expression and tumor size (p=0.005). Lymph node involvement was associated with
higher NLRP3 expression (p=0.003). There was no association between the
expression of the inflammasome components and the mutation in the BRCAL gene.
Patients with higher NLRP3 expression had longer disease-free survival (HR: 0.3;
95% CI: 0.13-0.72; p=0.007) and overall survival (HR: 0.44; 95% CI: 0.10-0.99;
p=0.049), indicating a possible protective effect on the prognosis of the disease. The
higher expression of IL-18 conferred a 4.6-fold greater risk of death (HR: 4.6; 95%
Cl: 1.21-17.4; p=0.025). These data are relevant and may help to better understand
the role of the inflammasome in mutated TNBC.

Keywords: triple-negative breast cancer, inflammasome, immune infiltrate, mutation,
pyroptosis.
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1. INTRODUGAO

No ano de 2020 foram diagnosticados 2,26 milhdes de novos casos e

aproximadamente 685 mil mortes relacionadas ao céncer de mama em todo o
mundo (FERLAY et al., 2021). No Brasil, excluidos os tumores de pele nao

melanoma, o cancer de mama € responsavel pela maior taxa de incidéncia entre a
populacdo feminina de todas as regifes do pais, representando 66,28 casos por
100.000, no triénio 2020-2022 (INCA, 2020).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama
incluem idade, historico familiar da doenca, tabagismo e obesidade (SUN et al.,
2017), sendo que cerca de 5-10% dos casos sdo de origem hereditaria,
principalmente com mutac¢des dos genes BRCA1-2 (NEIL-SZTRAMKO et al., 2017;
TUNG et al., 2016). Mulheres jovens com faixa etaria inferior a 50 anos, que
apresentam altas taxas de mutacdo génica nos genes BRCA1l e BRCA2, podem
desenvolvem caracteristicas clinicas mais agressivas (RODRIGUEZ-BALADA et al.,
2020).

O cancer de mama é comumente classificado de acordo com critérios
morfoloégicos (ductal, lobular, invasivo ou in situ); o perfil de expressdo proteica de
receptores (receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR), receptor do
fator de crescimento epidermal 2 (HER2), que determinam os subtipos intrinsecos
(superexpressao de HER2, luminal A, luminal B e triplo negativo) (DAI et al., 2015;
PEROU et al., 2000).

Dentre os subtipos moleculares do céancer de mama, os tumores triplo-
negativos (TN) séo caracterizados por distingdo molecular, histolégica e parametros
clinicos, com prognostico desfavoravel (MARRA et al., 2020). Estes tumores
representam 10 a 24% e ocorre mais comumente em mulheres negras e hispanicas,
jovens, pré-menopausadas e em condicdes de obesidade (HARBORG et al., 2021,
PINGILI et al., 2021). Além destas caracteristicas, mais de 75% das mulheres que
apresentam mutacdo do gene BRCA1l tem céncer de mama com fendtipo TN
(DESANTIS et al., 2016; GLODZIK et al., 2020; MA et al., 2021).

Um elemento importante no que concerne as neoplasias € o0 estado
inflamatorio do microambiente tumoral (MAT), que é caracterizado pelo infiltrado de

populacdes de leucécitos. Além disso, tumores solidos apresentam indmeros
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componentes do sistema imune, resultando na formacédo ou ndo de um ambiente
favoravel ao cancer de mama (QUAIL; JOYCE, 2013).

A resposta inflamatoria esta envolvida em muitos aspectos da biologia tumoral,
como a iniciagéo, progressao, metastase e tratamento do tumor (CRUSZ; BALKWILL,
2015). Estudos epidemiologicos demonstraram que a inflamacao crénica é um fator
predisponente para o desenvolvimento de varios tipos de cancer, estimando-se que
infeccdes e processos inflamatérios cronicos estejam ligadas a 15-20% de todas as
mortes por cancer (HAGERLING; CASBON; WERB, 2015).

Entretanto, a associacdo entre resposta inflamatoria e cancer segue
controversa e a inflamacao associada a uma neoplasia pode representar, tanto um
fator que inibe o desenvolvimento do tumor, quanto um promotor associado a um
curso mais agressivo da doencga (FRIDMAN et al., 2013).

Mediadores da resposta inflamatéria, como citocinas, radicais livres,
prostaglandinas e fatores de crescimento, podem induzir alteracbes genéticas e
epigenéticas, incluindo mutacbes pontuais em genes supressores tumorais,
metilacdo do DNA, causando altera¢cfes nas vias criticas responsaveis por manter a
homeostase celular, levando ao desenvolvimento e progressdao do cancer
(KAWANISHI et al., 2017).

Um intrincado sistema de sinalizacdo composto por sensores, processadores e
transdutores de sinais, além de efetores como espécies reativas de oxigénio (EROs)
sdo utilizados nas vias de sinalizagdo inflamatdria (KARKI; MAN; KANNEGANTI,
2017). Os principais sensores celulares das células fagocitarias sédo os receptores dos
tipos NOD e Toll, além dos receptores da interleucina-1 (ILLR) (AFONINA et al.,
2017). Os receptores do tipo NOD (ou NLR) sdo mediadores intracelulares da via de
inflamassoma, uma via inflamatéria com crescente importancia em quadros
inflamatérios e em algumas doencas n&do infecciosas, como doencas
neurodegenerativas, metabdlicas e neoplasias (KANTONO; GUO, 2017).

A inflamacéo sistémica e local exerce um papel crucial no estabelecimento de
tumores, tornando-se uma chave no tratamento e combate de diversos tipos de
neoplasias. Portanto, a modulagcéo da resposta imune e da inflamacgéo tem sido alvo
importante para elaboracdo de novos tratamentos para o cancer (ZITVOGEL et al.,
2012).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificagao molecular do cancer de mama

Os tumores de mama séo classificados, de acordo com o perfil de expressao
imuno-histoquimica de marcadores moleculares e de expressdao génica. A
classificacdo segundo o perfil imuno-histoquimico é baseada na avaliacdo dos
receptores de estrogénio, progesterona, da superexpressdo da proteina HER2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) ou da amplificacdo do gene que a
codifica, e do indice de proliferacdo celular avaliado pela expressdo de Ki67
(anticorpo monoclonal que detecta um antigeno nuclear expresso em células que
entram no ciclo celular e que mede a fragdo de crescimento celular) (COLOZZA et
al., 2005; VODUC et al., 2010).

Analises moleculares com metodologia de estudo genético em larga escala
definiram cinco subgrupos distintos denominados: luminal A, luminal B, basal-like,
HER2+ e normal-like (PEROU et al., 2000), que se correlacionam com parametros
clinicos, como as diferencas significativas em termos de incidéncia, fatores de risco,
fatores progndsticos, tempo de sobrevida, tempo livre de doenca e sensibilidade ao
tratamento o prognostico (MAKKI, 2015; PRAT et al., 2015). Além disso, foi
identificado o subtipo “claudin-low”, que estruturalmente se assemelha aos tumores
“normal-like” (PRAT & PEROU, 2011).

Em 2011, o “St Gallen International Expert Consensus” confirmou o valor e a
aplicabilidade da imuno-histoquimica e das classificacdes moleculares, a serem
utilizadas em conjunto com as informacdes tradicionais de progndstico e indicadores
de proliferacdo celular, sobretudo do indice Ki-67. A deteccdo desse marcador em
mais de 14% das células, passou a diferenciar os tumores luminais em “A” e “B”
(GOLDHIRSCH et al., 2011b).

Os carcinomas do subtipo molecular luminal séo bem diferenciados e menos
de 20% apresentam mutacbes no gene TP53 (SORLIE et al., 2003). O subtipo
luminal A tem uma expressdo maior de genes associados aos receptores de
estrogeno e uma expressdo menor de genes proliferativos (SORLIE et al., 2003).
Pacientes com carcinomas luminais A tém melhor sobrevida global em comparacéo

as pacientes com carcinomas luminal B (CHANG et al., 2004).



19

Objetivando identificar em tempo real, a expressdo dos muitos genes
envolvidos no surgimento do cancer mamario, foram propostos muitos ensaios a
serem utilizados na pratica diaria dos ambulatorios de oncologia, tais como:
“Mammaprint Testing”, “Oncotype DX” and Prosigna.

O “Mammaprint” identifica 70 genes diretamente envolvidos com o cancer de
mama e, 1800 genes normativos, indiretamente ligados & doenca. E recomendado
para mulheres de até 61 anos, com tumores receptor-negativos ou positivos. O
“Oncotype DX’ é indicado em tumores com receptor estrogénio dependentes,
estadio | e Il, e axila negativa.

O PAM-50 Breast Cancer Intrinsic Classifier assay (NanoString, ARUP
Laboratories, Salt Lake City, UT) analisa um painel de 50 genes, inerentes aos
subtipos moleculares, através de RT-PCR e classifica o tumor individualmente no

subtipo molecular que é mais similar (KITTANEH; MONTERO; GLUCK, 2013).

2.2 Caracterizagéo dos subtipos moleculares de cancer de mama

O subtipo luminal A representa 50-60% dos casos de cancer de mama e
apresenta positividade para os RE e RP e negatividade para HER2, além de baixa
expressdo de genes de proliferacdo celular e Ki-67<14% (EROLES et al., 2012;
IGNATIADIS; SOTIRIOU, 2013). Este subtipo apresenta bom progndstico e baixa
taxa de recidiva (MAKKI, 2015).

Os tumores luminais B apresentam expressdo de RE, mas ou sédo negativos
para RP, ou expressam HERZ2; Ki67 214% (GOLDHIRSCH et al., 2011a). Este
subtipo apresenta um fenétipo mais agressivo, com alta taxa proliferativa e alto grau
histoldgico, principalmente pela expressdo de genes envolvidos com regulacdo de
proliferacéo celular, como ciclina B1 e receptores de fator de crescimento epidérmico
(EGFR), além de mutacdo nos genes TP53 e PIK3CA (EROLES et al.,, 2012).
Compreendem 15-20% dos tumores de mama, apresentam maior risco de
recorréncia e menor sobrevida livre de doenga especifica (WOLFF et al., 2007).

Dez a quinze por cento de todos os canceres de mama séo do subtipo HER2
enriquecido, que é caracterizado por amplificacdo do oncogene ERBB2 (PEROU et al.,
2000). A superexpressdo de HER2 esta associada a uma maior agressividade

tumoral, taxas de recorréncia mais altas e maior mortalidade. A proteina HER2,
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guando ativada estimula a proliferacdo tumoral, a angiogénese e a capacidade de
metastatizacdo (GOETZ et al., 2015).

O subtipo normal-like € caracterizado por apresentar um enriquecimento de
células sadias ndo epiteliais, como macréfagos, células adiposas, fibroblastos e
linfécitos, as quais estdo distribuidas entre as células malignas, constituindo uma
mistura de tecidos normal e neoplasico em uma mesma amostra (PRAT et al., 2015).
Existem poucos estudos sobre este subtipo e seu significado clinico permanece
indeterminado (BARROS; LEITE, 2016).

Tumores “basal-like” ttm como caracteristica fundamental o elevado indice
mitético, com altas taxas de divisdo celular. Ha marcante pleomorfismo e alta relagéo
nucleo-citoplasmatica, necrose na por¢ao central do tumor e bordas digitiformes, que
se estendem sobre os tecidos circunjacentes, acompanhadas de infiltrado linfocitico
intenso. Do ponto de vista molecular e genético, ha a auséncia ou baixa expressao
dos receptores hormonais, baixa expressdo de HER2 e super expressao de genes
usualmente encontrados no estrato basal do epitélio (BANERJEE et al., 2006;
OCANA; PANDIELLA, 2017).

Os tumores basais associam-se com a disfuncdo da via de BRCAL, proteina
codificada por um gene supressor tumoral envolvida no reparo do DNA, ativacédo do
ciclo celular e manutencao da estabilidade cromossdmica, que pode ser causada por
metilagéo da regido promotora do gene BRCAL, inativagdo durante a transcrigdo ou
por ambos 0os mecanismos. Esses achados estdo em consonancia com o fato de
praticamente todos os tumores com mutacdo de BRCAL, esporadicos ou
germinativos, serem do subtipo basal (SOTIRIOU e PUSZTAI 2009).

Os tumores TN sdo aqueles que, somados a uma macro e micromorfologia
caracteristicas sado negativos para RE, RP e da proteina HER-2 (SCHETTINI et al.,
2016). Os tumores basal-like e TN apresentam muitas semelhancas. Os dois Com
elevada frequéncia em pacientes mais jovens e resultados clinicos reservados, estes
tumores exibem maior chance de recidiva e morte dentro de 3-5 anos apés o
diagndstico (CAREY et al., 2010).

Os TN podem ser classificados, de acordo com seu perfil genético.
LEHMANN et al. estabeleceram assinaturas génicas e identificaram seis distintos
subtipos moleculares: dois subtipos basal-like (BL1 e BL2), um imunomodulador
(IM), um mesenquimal (M), um mesenquimal stem-like (MSL) e um luminal receptor
de androgeno (LRA) (LEHMANN et al., 2011).
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Tumores mamarios do subtipo BL1 apresentam alta expressao de genes
envolvidos no ciclo celular, divisdo celular e resposta a dano no DNA, como MYC,
RAS e RAD51. O subtipo BL2 apresenta alteracées na expressao de genes de vias
de sinalizacdo de fatores de crescimento (EGF, Wnt/B-catenina, entre outros),
glicdlise e glicogendlise, além de terem alta expressdo de citoqueratinas basais
(LEHMANN et al., 2011).

O subtipo IM foi caracterizado pelo enriquecimento de processos biolégicos
da resposta imune celular, tais como via de sinalizacdo das células do sistema
imune, vias de sinalizacdo de citocinas e processamento e apresentacdo de
antigenos. Ja os subtipos M e MSL compartilham elevada expressdo de genes
envolvidos com motilidade e diferenciacdo celular e vias de sinalizacdo ativadas por
fatores de crescimento. Além disso, alta expressdo de genes envolvidos com a
angiogénese e de marcadores de células-tronco também foram observadas apenas
no subtipo MSL (LEHMANN et al., 2011).

O subtipo LRA exibe um padrdo aumentado de expressao de genes luminais.
Apesar de serem tumores RE negativos, apresentam enriqguecimento de vias de
sinalizagdo reguladas por horménios, incluindo sintese de esterdides, metabolismo
de porfiina e de andrégeno/estrogeno, através do receptor de andrégeno
(LEHMANN et al., 2011).

2.3 Caracterizacdo genética dos tumores triplo-negativos

Os genes mais mutados somaticamente no cancer de mama, PI3K e TP53,
sdo também predominantemente mutados no CMTN. Mutacdes nos genes NRAS,
EGFR, USH2A, MYO3A, MLL2, BRCA1, RB1, PTEN também tém sido reportadas
(KOBOLDT et al., 2012; WEISMAN et al., 2016). Eventos de perda de funcdo em
outros genes envolvidos com a maquinaria de reparo do DNA, como em RB1 e
BRCA1, sdo comuns em CMTN (GLODZIK et al., 2020).

O CMTN é altamente instavel genomicamente, devido a diversos fatores, tais
como: inativacdo precoce de p53; aberrante expressdo de c-myc; mutacdo ou
expressao aberrante de genes: do checkpoint do ciclo celular (RBI), da divisdo
celular (amplificagéo de ciclinas) e pela manutengcéo do genoma (reparo do DNA por
RH; perda de PTEN), os quais podem contribuir significantemente para esse cenario
(WU et al., 2015). Além disso, fungbes como ciclo celular, RH e motilidade celular
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estdo supostamente desreguladas nesses tumores, devido a expressdo monoalélica
associada a perda de heterozigosidade e alteracdo em numero de copia (HA et al.,
2012).

Os genes mais frequentemente mutados nos tumores TN séo o TP53 (82%),
BRCAL1 e PIK3CA (10%) (Cancer Genome Atlas Network 2012). Dentre estes, 0
gene BRCA1 tem uma posicdo de destaque por apresentar um papel importante na
manutenc¢do da estabilidade gendmica (BUYS et al., 2017; COUCH et al., 2015;
GONZALEZ-ANGULO et al., 2011). Dados mostram que 70% das pacientes com
mutacdo germinativa em BRCAL desenvolvem preferencialmente, CMTN, e, 10 a
20% daquelas com fendtipo TN carregam mutacdo germinativa em BRCAL
(CARRARO et al., 2013; PELLEGRINO et al., 2016).

Andlises recentes mostram que tumores TN esporadicos podem exibir
caracteristicas moleculares semelhantes aos hereditarios, sugerindo que
mecanismos diversos podem estar envolvidos com 0 processo tumorigénico desse
fenotipo (SHAH et al. 2012; LIPS et al. 2013). Além disso, foi demonstrado que o
CMTN diagnosticado em mulheres jovens é fator de risco para presenca de mutacéo
germinativa em BRCA1 (BRIANESE et al., 2018), sendo este percentual aumentado,
significativamente, naquelas diagnosticadas antes dos 35 anos de idade (CARRARO
et al., 2013).

2.4 Mutagoes germinativas no gene BRCA1

A identificacdo de mutacdes patogénicas em familias com critérios clinicos
para HBOC é fundamental, pois permite o diagndstico pré-sintomatico e a definicao
de condutas da clinica (DOMCHEK; WEBER, 2008). Até o momento mais de 3400
mutagcBes patogénicas ja foram descritas ao longo da sequéncia codificante dos
genes BRCA1 e BRCA2.

E estimado que aproximadamente 10-20% das muta¢Bes germinativas
presentes nos genes BRCA1l e BRCA2 sdo variantes de significado clinico
desconhecido (VUS). As VUS incluem as mutacdes missense (alteram um
aminoacido originando a substituicdo por um aminoacido diferente), mutacdes
silenciosas (ocorre a troca de um nucleotideo, mas nao alteram o aminoacido
codificado pelo coédon afetado, exceto se localizadas em regido de splicing),

mutacOes intronicas, mutacdes nas regides de splicing, e ainda, insercdes ou
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delecdes in frame, para as quais ndo se sabe ao certo o impacto biolégico que
acarretam

A heranca genética é o principal fator de risco ndo modificavel para o cancer de
mama, sendo reportada em 5 a 10% dos tumores mamarios (WALKER; HO, 2012).
Estima-se que 10% dos canceres de mama sdo causados por alteracdes genéticas
germinativas, transmitidas na familia, ou seja, atribuidos a sindromes hereditérias
(PHAROAH et al., 2002). A sindrome hereditaria mais comum no cancer de mama é a
sindrome de Céncer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC, do inglés, Hereditary Breast
and Ovarian Cancer), que apresenta heranca autossémica dominante com alta
penetrancia (DOMCHEK; WEBER, 2008).

MutacBes em genes de alta penetrancia conferem um risco estimado de
desenvolvimento da doenca de 72% para mulheres com mutacdo BRCALl e 69%
para aguelas com mutacdo no gene BRCA2 (KUCHENBAECKER et al., 2017). As
mutacBes somaticas sdo mais frequentes e constituem 90% dos casos dos tumores
mamarios e surgem como resultado de lesbes provocadas pela interagdo de agentes
fisicos, quimicos e biologicos (POLAK et al., 2017).

A mutacdo mais observada na populacédo brasileira € a BRCA1 5382insC,
também conhecida como ¢.5266dupC (THOMPSON et al., 2002), apresentando uma
frequéncia de 1,24-5% em mulheres em situacdo de risco para cancer de mama
hereditario da regido Sudeste do Brasil (EWALD et al., 2011).

Os genes BRCA1 e BRCA2 desempenham funcdes relacionadas a diferentes
processos celulares, incluindo ativacao e regulacao transcricional, reparo de lesdes no
DNA, controle do ciclo celular, proliferacdo e diferenciacdo celular (FRIEDBERG,
2010; GREENMAN et al., 2007).

O gene BRCA1 (Breast Cancer 1) localiza-se no braco longo do cromossomo
17 na posicao 21, possui 24 éxons, que correspondem a aproximadamente 81 kb,
sendo os éxons 1 e 4 ndo codantes. E um gene supressor de tumor cujo produto de
sua expressao € uma proteina com 1863 aminoacidos, cuja estrutura pode ser
dividida em trés regifes: dominio RING (Really Interesting New Gene), uma parte
central com uma grande regido codificada a partir do exon 11, seguida por um
dominio do tipo “coiled-coil” e finalizada por uma regido de repeticdes de dominios
BRCT (BRCAL C-terminal) (VENKITARAMAN, 2014).

O gene BRCA1 é responsavel por 25 a 28% de todos os casos de cancer de
mama hereditario (APTE; VORONOV, 2017), sendo os tipos mais comuns de
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mutacdes patogénicas associados a pequenas insercoes, delecdes, mutacdes do tipo
missense e em sitios de splicing (KARAMI; MEHDIPOUR, 2013). Além disso, uma
pequena porcentagem dos tumores de mama esta relacionada a mutacdes
somaticas dos genes BRCA1l e BRCA2, que podem ser detectadas através da
andlise direta do tecido tumoral ou do DNA livre circulante (TUNG; GARBER, 2018).

O gene BRCA1 forma complexos com diversas proteinas, participando de
multiplas funcdes celulares, tais como transcricdo, regulacdo, ativacdo dos pontos
de checagem do ciclo celular e na via de reparo de DNA por Recombinacéo
Homodloga (RH) (LORD; ASHWORTH, 2012). As células com perda de funcao neste
gene sao incapazes de reparar os erros no DNA, dependendo da capacidade que as
poli-ADP-ribose polimerases (PARPs) tém em detectar esses danos e em ativar vias
de reparacéo alternativas (ROULEAU et al., 2010).

As PARPs constituem uma superfamilia de proteinas que desempenham um
papel crucial como reguladores do processo de identificacdo e reparacdo dos danos
de cadeia simples (SSB) da molécula de DNA através da via de reparo de excisao
de base (RAY CHAUDHURI; NUSSENZWEIG, 2017; ROULEAU et al., 2010).

Embora, a perda funcional de um dos genes (BRCA ou PARP) seja tolerada,
a inibicdo da funcé@o das PARP, em células com mutac¢des nos genes BRCA, torna-
as incapazes de reparar os danos no DNA, causando o acumulo de erros, e, em
Gltima instancia, a morte celular (letalidade sintética) (LORD; ASHWORTH, 2013,
2017). Nesse sentido, quimioterapia a base de platina ou inibidores da PARP podem
beneficiar pacientes com tumores TN e com mutacdo em BRCAL, cuja deficiéncia na
RH leva a um padrdo mutacional especifico (FOULKES, 2008; FOULKES; SMITH;
REIS-FILHO, 2010).

2.5 Inflamassoma e piroptose

A resposta inflamatéria € um mecanismo de carater protetor contra infeccbes
ou danos celulares. Este processo € complexo e envolve a ativagdo das células do
sistema imune, recrutamento de leucocitos para o tecido atingido, eliminacdo das
células danificadas e reparacao dos tecidos afetados (DINH et al., 2014). Estudos
clinicos e epidemiolédgicos evidenciam a ampla capacidade do sistema imunologico em
interferir com a progressao tumoral, atraves da resposta imune adaptativa (DE VISSER,;
EICHTEN; COUSSENS, 2006; VARN et al., 2017).
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A resposta do hospedeiro a estimulos agressores envolve processos
complexos relacionados ao sistema imunologico e engloba a ativacdo de células
envolvidas com a imunidade inata, através de receptores de reconhecimento padréo
(PRRs) (BRUBAKER et al., 2015). O reconhecimento dos pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) por meio dos PRRs desencadeia a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo vinculadas a resposta imune e ao processo inflamatorio,
objetivando o controle e eliminagcédo do agente infeccioso (CUI et al., 2014).

Os PRRs incluem os receptores Toll-like (TLRs) e lectinas do tipo C (CLRs), os
guais monitoram o espaco extracelular e os compartimentos endossomicos (O'NEILL;
BOWIE, 2007). A atividade de reconhecimento de PAMPs e DAMPs extracelulares
exercida pelos TLRs ativa NF-kB e INF, induzem respostas relacionadas a
inflamacédo, por meio da producdo de citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas
(NAPETSCHNIG; WU, 2013).

Os PRRs intracelulares sdo as helicases RIG-I-like, que reconhecem RNA
dupla-fita, os sensores de DNA (AIM2) e os receptores NOD-like (NLRs) (BRUBAKER
et al.,, 2015). Os receptores NOD ou NLRs (receptores de ligagdo a nucleotideo
contendo dominios NBD e LRR) séo sensores citosélicos, que reconhecem PAMPs e
DAMPs, e monitoram 0s compartimentos intra- e extracelulares para sinais de
infeccdo ou injaria tecidual (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009; SCHRODER,;
TSCHOPP, 2010).

Em humanos, a familia NLRs compreende 22 sensores caracterizados pela
presenca de dois dominios funcionais: o dominio central NACHT de oligomerizac&o.
ATP ou GTP-dependente, e o dominio C-terminal, com repeti¢cdes ricas em leucina
(LRRs, do inglés Leucine-Rich Repeats) (BROZ; DIXIT, 2016). O dominio N-terminal
é variavel, sendo utilizado para classificar os NLRs em diferentes subfamilias:
NLRPs (com dominio pirinico, PYD), NLRCs ou NODs (dominio de recrutamento da
caspase, CARD); NAIPs (dominio BIR), NLRA (dominio &cido de transativacao,
CIITA) e NLRX (dominio com funcdo ainda desconhecida). Apdés a ativacdo, 0s
NLRs participam da resposta imune induzindo inflamacéo, autofagia ou morte celular
(GUO; CALLAWAY; TING, 2015).

A subfamilia NLRC contém 5 membros (NOD1, NOD2, NOD3/NLRCS3,
NLRC4, NOD4/NLRC5); NOD1 e NOD2 estdo envolvidos na regulagcdo do fator
nuclear-kB (NF-kB), fator de transcricdo para genes que codificam mediadores pro-
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inflamatdrios e outros componentes antimicrobianos (TATTOLI et al., 2007; BARBE;
DOUGLAS; SALEH, 2014).

Os NLRPs contém 14 membros (NLRP1 a NLRP14) e alguns deles, como
NLRP1, NLRP3 e NLRP12 estdo envolvidos na ativacdo do inflamassoma
(SHARMA; KANNEGANTI, 2016). O inflamassoma consiste de uma plataforma de
multiplas proteinas, capaz de ativar proteases inflamatdrias como as caspases -1, -4
e -5 (MAN; KANNEGANTI, 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Dominios estruturais dos NLRs, AIM2 e da proteina adaptadora ASC. O esquema
codificado por cores detalha os dominios estruturais dos 14 membros da familia NLRP, NLRC4,
NOD1 e 2, Pyrin, AIM2, e a proteina adaptadora do inflamassoma ASC. Fonte: (PLATNICH,;
MURUVE, 2019).

O NLRP3 é expresso no citosol de mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos, linfocitos, células epiteliais e osteoblastos (OZAKI,
CAMPBELL; DOYLE, 2015). O NLRP3 possui um dominio N-terminal do tipo PYD,
portanto ndo consegue ativar diretamente a caspase-1, sendo necessario recrutar a
molécula adaptadora ASC, via seu dominio PYD. ASC contém um dominio CARD
que se liga e recruta a pré-caspase-1, via interagcdes CARD-CARD (MARTINON,
2008). O complexo atua como um ativador upstream da sinalizagcdo NF-kB,
responsavel pela ativacdo das interleucinas IL-18 e IL-13, e desempenha um papel
importante na regulacédo da inflamacé&o, da resposta imune e da apoptose (CIRACI
et al., 2012; LEEMANS; CASSEL; SUTTERWALA, 2011).

Trabalhos demonstram que a_ASC facilita a nucleacdo dos inflamassomas,
sendo essencial para a formacgao de “specks” (PROELL et al., 2013). A aproximacéao
das moléculas de caspase-1 nas estruturas dos specks possibilita o
autoprocessamento dessas proteinas, e, posteriormente a secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias (BOUCHER et al., 2018). Este estudo sugere que a formacéo dos
inflamassomas ocorre em duas etapas. A primeira sem a presenca da ASC, onde
ocorre a ativacao das caspases e inducéo de piroptose. Na segunda etapa, ocorre 0
recrutamento da ASC e formacado dos specks, gerando a clivagem e secrecéo da IL-
18 e IL-18 (BROZ et al., 2010).

Dentre os NLRs existentes, o inflamassoma NLRP3 é o membro mais
estudado. O NLRP3 é expresso no citosol de mondcitos, macréfagos, células
dendriticas, neutrdéfilos, linfécitos, células epiteliais e osteoblastos (OZAKI,
CAMPBELL; DOYLE, 2015). O NLRP3 apresenta um mecanismo de ativacéo abrangente,
com a participacao de um numero amplo de PAMPs e DAMPs (GUO, 2015).

A ativacado do inflamassoma NLRP3 se da em duas etapas, “priming” e pela

oligomerizacdo do complexo NLRP3/ASC/caspase-1. O “priming” € caracterizado

pela acéo dos receptores TLRs, P2X7 e NOD, ou a partir de receptores de citocinas
pré-inflamatérias, resultando na ativacédo de NFkB e posterior expressao de NLRP3
e producdo das citocinas pro-IL-18 e IL-18. No segundo sinal, ocorre a
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oligomerizacdo do sensor, recrutamento da ASC e da pro-caspase 1 (BROZ; DIXIT,
2016; OZAKI; CAMPBELL; DOYLE, 2015).

A ativagdo do NLRP3 promove o efluxo de potéssio, e o influxo de célcio pelo
receptor P2X7 (DI VIRGILIO et al., 2017), e pela formacao de poros na membrana
plasmatica provocada por ionéforos (KARMAKAR et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Ativacédo do inflamassom NLRP3. PAMPs virais ou bacterianos ou DAMPs ativam a via
do inflamassoma pela ativagdo do TLR induzindo a ativagao do NFkB e expressdo do NLRP3 e da
pré-IL-1B (sinal 1). NLRP3 oligomeriza e recruta proteina adaptadora de caspase (ASC) e a
procaspase-1 em resposta a um sinal de ativacdo (sinal 2). NLRP3 pode ser ativado em resposta a
um efluxo de potéssio por meio do receptor P2X7 ligado ao ATP, em resposta as espécies reativas de
oxigénio liberadas pelo dano mitocondrial ou em resposta a catepsina B liberada pelo dano de
lisossomos. Uma vez ativado, o NLRP3 produz a ativacdo da caspase 1 que cliva as proformas
precursoras de IL-18 e IL-18 em suas formas maduras. Fonte: (OZAKI; CAMPBELL; DOYLE, 2015).

O inflamassoma também desencadeia a piroptose, morte celular inflamatoria
caracterizada pela rapida destruicdo e integridade da membrana celular, bem como
danos no DNA e lise celular (AWAD et al., 2018; JORGENSEN; MIAO, 2015). A
morte celular por piroptose é caracterizada pela formacéo inicial de poros na
membrana, por onde ocorre o influxo e efluxo de ions, gerando lise osmotica da

célula com liberagdo do seu conteaddo no meio extracelular, juntamente com



29

producdo de citocinas pré-inflamatérias (KOVACS; MIAO, 2017). A gasdermina D
(GSDMD) é a proteina responsavel pela formagdo dos poros na membrana. O
fragmento N-terminal da GSDMD migra para a membrana plasmética onde se
oligomeriza e se liga a lipidios especificos, formando a estrutura do poro e
desencadeando assim a piroptose (EVAVOLD et al., 2018), conforme demonstrado
na figura 3.

Recentemente, foi demonstrado que a secrecdo da IL-18 e da IL-18 pode
ocorrer pelos poros formados pela GSDMD (SBORGI et al., 2016). Além do papel de
GSDMD na inducédo de piroptose, outros membros da familia das gasderminas,
como a GSDME, também conhecida como Dfna5 (Deafness Autosomal Dominant 5),
também podem desencadear morte celular apés sua clivagem por caspase-3
(ROGERS et al., 2017; SHEN et al., 2021).
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Figura 3. Esquema representativo da morte celular por piroptse mediada por GSDMD. Na via
canbnica, os inflamassomas atuam como sensores para uma variedade de patégenos e insultos
celulares. A montagem desses tipos de inflamassomas envolve a multimerizacdo do receptor
(purpura), ASC (verde) e caspase 1 (azul). Na via ndo candnica, o LPS é diretamente ligado a
caspase 11 (amarela), resultando em sua ativagdo. A caspase 1 processa IL-1B (vermelha). As
caspases 1 e 11 processam a GSDMD (laranja), o que resulta na liberagcédo de fragmentos de GSDMD
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Nterm (provenientes da regidao N-terminal clivada). Estes fragmentos formam um grande poro na
membrana plasmatica. A formacdo desses poros resulta em rapida perda da integridade da
membrana plasmatca, dissipacéo do gradiente eletroquimico e, na morte celular. Fonte: (SBORGI et
al., 2016).

O inflamassoma desempenha um papel chave na interacdo
patégeno/hospedeiro, representando uma importante conexao entre resposta
inflamatoria (producéo de IL-1B e IL-18) e resposta adaptativa (polarizacdo de
linfécitos T CD4+ para um perfii Thl ou Thl7 ou Th2) (LAMKANFI, 2011;
SWANSON; DENG; TING, 2019). Uma eficiente ativacdo do complexo é
considerada protetora contra diversas infeccbes, tanto bacterianas quanto virais
(BROZ e DIXIT, 2016). Por outro lado, o inflamassoma também pode contribuir na
patogénese de doencas autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer
(BROZ; DIXIT, 2016; KARKI; MAN; KANNEGANTI, 2017).

No cancer, o inflamassoma NLRP3 tem apresentado um efeito dual,
promovendo ou inibindo a progressédo tumoral dependendo do contexto (HOU,
HSU; HUNG, 2021; ZITVOGEL et al., 2012). Dados da literatura apontam que a
secrecao da IL-1B mediada pelo inflamassoma promove angiogénese e resisténcia
a quimioterapia e aumenta a quimiotaxia dos macréfagos (MANTOVANI;
BARAJON; GARLANDA, 2018).

2.5 Microambiente tumoral, inflamacgao e inflamassoma

A coexisténcia de inflamacdo e cancer pode ser observada em varios
tumores. A inflamacéo participa das etapas de iniciacdo, promocéo, angiogénese e
metastase (BAUMGARTEN; FRASOR, 2012).

As células do sistema imune sédo especialistas em reconhecer patdgenos e
eliminar rapidamente células infectadas. Porém, sdo também essenciais para promover
a ativacdo do sistema de adaptacao do reparo tecidual e de remodelagem (SZEBENI et
al., 2017). Essas células se acumulam em tumores sélidos, como os da mama,
produzindo substancias promotoras do crescimento celular, fatores angiogénicos e
moléculas imunossupressoras, que assumem fendtipos diferentes, dependendo das
substancias a que sao expostas (BRADY; CHUNTOVA; SCHWERTFEGER, 2016).
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Figura 4. Mecanismos de ativa¢do do inflamassoma e microambiente tumoral mamario
Fonte: Faria et al., J Biomed Sci, Apr 12., 2021

Ap6s detectar estimulos especificos, através de NEK7, por exemplo, um membro da familia de
quinases relacionadas a NIMA (proteinas NEK), o dominio com sequéncias repetidas de residuos do
aminodcido leucina (NLRP3) se reline com o adaptador de proteina semelhante a ASC e o efetor pro-
caspase-1, por meio de interagdes homotipicas entre o dominio N-terminal de pirina (PYD) de NLRP3 e
o0 dominio PYD de ASC, bem como entre os respectivos dominios de recrutamento de caspase (CARD).
A montagem do inflamassoma NLRP3 leva a ativacdo da caspase-1 que entdo cliva as pré-formas da
interleucina-1beta (IL-18) e IL-18 (IL-18), resultando na secrec¢do de citocinas biologicamente ativas,
bem como de gasdermina D (GSDMD), resultando em piroptose através da formacgdo de poros na
membrana plasmética. Os inflamassomas sao ativados por diferentes mecanismos e liberam IL-13 e IL-
18 para iniciar a inflamag&o. Na figura, mostramos células T reguladoras (TREG), mondcitos, células do
estroma, células natural killers (NK), células supressoras derivadas da medula (MDSC), macréfagos,
fibroblastos associados ao cancer, macréfagos associados a tumores (TAMS) e células dendriticas
(DC), capazes de liberar citocinas e quimiocinas como IL-6 (interleucina 6), IL-8 (interleucina 8), IL-10
(interleucina 10), fator de crescimento transformador beta (TGF-b), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e ligante 2 de quimiocina com motivo CC (CCL2). Em detalhes, as células tumorais e do estroma
podem liberar quimiocinas e levar a infiltracdo de neutrdéfilos. Os neutrdfilos, por sua vez, secretam mais
citocinas pro-inflamatérias, incluindo interleucinas e interferons. Células B e anticorpos também sao
observados como parte do microambiente. TREG, TAMs e MDSCs trabalham juntos para aumentar a
imunossupressao.

Dentre as células do sistema imune, os macrofagos representam o principal
componente do infiltrado imunolégico do estroma de tumores mamarios (SZEBENI et
al.,, 2017). Os macréfagos sado células fagociticas heterogéneas, com ampla
diversidade fenotipica, morfolégica e funcional em resposta a sinais do

microambiente onde estédo localizados (MURRAY et al., 2014).
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Sob estimulos de IFN-y e lipossacarideos, os macrofagos sao polarizados
para um perfil M1, que por meio da ativacdo da via NF-kB produzem citocinas
inflamatdrias, que participam na apresentacdo de antigenos (BISWAS;
MANTOVANI, 2010). Os macréfagos polarizados para um perfil M2 promovem o
remodelamento tecidual e atenuam a inflamacéo aguda, por ativacdo da via STAT6
(LAWRENCE; NATOLI, 2011).

Os macrofagos recrutados, diferenciados e localizados no tecido tumoral
denominam-se macréfagos associados ao tumor (TAMs). Estes d&do suporte ao
crescimento e invasao celular, por meio da producdo e liberagdo de citocinas e
fatores de crescimento pro-tumorais (CONDEELIS; POLLARD, 2006).

Na pratica clinica, a presenca de TAMs esta geralmente associada a um pior
progndéstico, enquanto a presenca de linfocitos T parece ser indicativa de melhor
resposta terapéutica (GWAK et al., 2015; PELEKANOU et al., 2018). Durante a
progressao tumoral, os macréfagos liberam mediadores pré-inflamatérios no tumor
(IL-1B, IL-18, interferon-gama (IFN-y), dentre outras) e ativam a CASP1
(DINARELLO, 2009), contribuindo no processo neoplasico.

Dentre os componentes do MAT, a IL-1B e a IL-18, secretadas pelo
inflamassoma, tém se destacado pela participacdo na progressao maligna, atraves
de programas pro-angiogénicos, remodelamento tecidual e imunossupressao
(KARKI; KANNEGANTI, 2019; LIN; ZHANG, 2017).

A IL-1B € um dos mais potentes mediadores soluveis da inflamagcao (SNIPES
et al., 2018), cuja producdo em excesso pode causar danos aos tecidos hospedeiros
e exacerbar patologias com componentes inflamatorios (NETEA et al., 2014). A
ativacdo do NLRP3 em células dendriticas culmina com a producdo de IL-1f,
estimulando a producéo de IFN-y e, deste modo, mediando a atividade anti-tumoral
de linfécitos T (GHIRINGHELLI et al., 2009). A IL-18, por sua vez, atua
sinergisticamente com a IL-12 para estimular células NK e T citotdxicas a produzir
INF-y (DINARELLO et al., 2013).

O inflamassoma NLRP3 pode ativar o gene BRCAL e induzir a clivagem
proteolitica da CASP1, com eficiente processamento da IL-13. Foi demonstrado que
a dosagem da IL-1B8 é maior no sobrenadante de cultura celular de mulheres com
doenca benigna do ovario e pacientes com historico familiar de cancer de mama,
comparado ao daquelas com doenca ovariana benigna e sem historico familar de

cancer. Além disso, a maior expressao de IL-1B foi associada com a tumorigénese e
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com o silenciamento do gene BRCA1, resultando no aumento da migracao, invasao
e progressao tumoral (WOOLERY et al., 2015).

Em tumores de mama com mutacéo, analises de transcriptoma demonstraram
processos envolvidos na resposta imune, incluindo regulacdo da producédo de
citocinas e interleucinas (IL-18 e IL-1B) e sinalizacdo das vias dos receptores tipo
NOD e RIG-I, ambos mediadores intracelulares do inflamassoma (LI et al., 2021). Em
linhagens celulares com fenotipo TN e mutacdo no gene BRCAIL, a terapia
combinada de inibidores da PARP e de DNA metiltransferases induziu a sinalizagcéo
da via do inflamassoma (MCLAUGHLIN et al., 2020).

2.6 Obesidade, cancer de mama e inflamassoma

O cancer de mama € capaz de induzir e manter ativa diversas vias
inflamatorias e oxidativas que favorecem o processo de crescimento tumoral, sendo
gue a presenca de outras doencas de base inflamatéria e oxidativa podem agravar
esse cenario, favorecendo a recidiva tumoral (BHARDWAJ et al., 2015; MARTINEZ-
OUTSCHOORN; SOTGIA; LISANTI, 2014).

A obesidade é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de mama em mulheres na pds-menopausa, particularmente tumores que
expressam receptores hormonais (HAMMARSTEDT; GRAHAM; KAHN, 2012). Esse
risco tem sido atribuido a niveis aumentados de estradiol circulante relacionados,
tanto ao aumento de tecido adiposo, quanto a expressédo elevada de aromatase
(BROWN, 2021).

A expansédo do tecido adiposo envolve a liberacdo de varios mediadores do
sistema imune (AGRESTI et al., 2016). O microambiente do tecido adiposo (ATME,
Adipose Tissue Microenvironment) € vascularizado e rico em citocinas
antiinflamatdrias e células do sistema imunolégico com perfil anti-inflamatério, tais
como macréfagos M2, células linfoides inatas, células T helper e eosindfilos
(OLSON; QUAIL; JOYCE, 2017).

A sobrecarga metabdlica causada pelo excesso de nutrientes aumenta a
circulacdo de acidos graxos livres (FFA, free fatty acids), levando a hipertrofia,
hiperplasia e remodelacdo do tecido adiposo, resultando em hipdxia do tecido e
necrose celular (Usman e Volpi 2018). Estes fatores, por sua vez culminam na

formacdo de adipdcitos mortos em forma de estruturas semelhantes a coroa (CLS)
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(CILDIR; AKINCILAR; TERGAONKAR, 2013). As CLS sao consideradas focos
inflamatérios (MULLOOLY et al., 2017), e correlacionam-se com o0s niveis de
aromatase (IYENGAR et al., 2016; IYENGAR; HUDIS; DANNENBERG, 2013).

Além disso, o excesso de lipideos circulantes afeta diretamente o
metabolismo celular ao ativar principalmente o receptor de membrana TLR4, que
leva a ativacdo de NF-kB e da proteina ativadora 1 (AP1), através do recrutamento
de um conjunto de proteinas adaptadoras com dominio TIR (Fator 88 de
diferenciacdo mieldide (MyD88), TIRAP, TRAM e TRIF). Isto, por sua vez resulta na
captacdo de glicose pela sinalizagdo da insulina (GAO et al., 2004; DASU; JIALAL,
2010) e na expressédo de genes relacionados ao interferon tipo 1 (KIM; SEARS,
2010), indutor do perfil pré-inflamatério dos macréfagos residentes (OTTOBELLI
CHIELLE et al., 2016),

O NF-kB representa um dos fatores transcricionais mais importantes para a
inducéo da expressao de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-18, IL-1B) e o NLRP3
(WATANABE; NAGAI; TAKATSU, 2013), cuja ativacdo resulta na amplificacdo da
resposta inflamatéria com a mobilizacdo de macréfagos e leucocitos para o tecido
adiposo inflamado (SHARMA; KANNEGANTI, 2021).

Em modelo de carcinogénese mamaria e obesidade, o inflamassoma NLRC4
ativado com macrofagos levou a secrecdo da IL-18 no MAT, contribuindo para a
progressdo da doenca. Além disso, foi demonstrado que mulheres com excesso de
peso tinham maior expressdo de NLRC4, em relacdo aquelas com peso normal
(KOLB et al., 2016). AlteracBes na microbiota de individuos com obesidade e cancer
podem ativar o inflamassoma e a via NF-kB, bem como modular as células do MAT
(MAN, 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

A diversidade de subtipos tumorais mamarios se traduz pela sua variabilidade
molecular, histolégica e celular. Dentre estes, os tumores TN sdo caracterizados por
instabilidade gendmica, sendo que cerca de 10 a 30,8% de mulheres diagnosticadas
com esse subtipo apresentam mutacdes nos genes BRCAL ou BRCAZ2.

Os inflamassomas podem colaborar para a promoc¢édo do cancer de mama
através da ativacao de sinais pro-inflamatérios, anti-apoptoéticos, proliferativos e pré-
fibrinogénicos, tanto no microambiente, como das proéprias células tumorais, bem
como parece atuar na reposta imune anti-tumoral, promovendo regressao do cancer.

A expressao de alguns componentes do inflamassoma em diferentes tecidos
foi analisada, entretanto a literatura ainda apresenta uma lacuna quanto a expressao
de seus componentes naqueles portadores da mutacdo em BRCAL, tornando-se
necessario elucidar melhor esse cenario intrincado em gue as pacientes com cancer

de mama estdo inseridas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar a associacdo da expressao dos marcadores do inflamassoma NLRP3
com dados clinicos e patolégicos de pacientes com cancer de mama triplo-negativo

portadoras e ndo portadoras de mutacdo no gene BRCAL.

4.2 Objetivos especificos

o Comparar a expressdo de genes do inflamassoma NLRP3 e da piroptose
por analise de RNA-Seq provenientes do TCGA:

- de amostras de tecido normal adjacente ao tumor e tecido tumoral de
pacientes com cancer de mama;

- nos diferentes subgrupos definidos por caracteristicas clinicas e
patoldgicas;

e Correlacionar a expressao dos genes do inflamassoma e da piroptose com
estimativas do nivel e propor¢ao do infiltrado imune;

e Avaliar o impacto prognéstico dos marcadores do inflamassoma e da
piroptose em pacientes com CMTN;

e Correlacionar a expressdo da proteina NLRP3 e da caspase-1 com a
presenca de estruturas em coroa (CLS), em pacientes com CMTN e
obesidade;

e Correlacionar a expressdo dos genes NLRP3 e CASP1 por andlise de
microarranjo provenientes do repositorio GEO de pacientes com cancer de

mama, classificadas pelo IMC.
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5. METODOS

5.1 Pacientes e espécimes tumorais

5.1.1 Departamento de Patologia do Hospital AC. Camargo Center

Um subconjunto de 63 amostras de carcinomas mamarios foram obtidas dos
arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo Cancer
Center, a partir de um grupo de 131 casos de mulheres com céancer de mama subtipo
molecular triplo-negativo, caracterizadas para o status de BRCALl - deficiente ou
proficiente (BRIANESE et al., 2018). Esses tumores foram rastreados para mutacao
patogénica germinativa dos genes BRCAL1 e BRCA2 através da metodologia de Next
Generation Sequencing (NGS) e para alteracdo em numero de copias de BRCA1
atraveés da abordagem de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).
O silenciamento somatico de BRCA1 também foi avaliado pela analise de metilacao
do promotor de BRCA1 através do método de conversédo por bissulfito de sédio do
DNA tumoral.

Todos esses casos foram classificados em CMTN Hereditario e CMTN
Esporadico como sendo tumores diagnosticados em pacientes portadoras de
mutacdo patogénica germinativa em BRCAl e ndo portadoras de mutacao
germinativa, respectivamente. Os tumores TN Esporadicos foram ainda classificados
em BRCAIl-deficiente e BRCA1-proficiente, correspondendo, respectivamente, a
tumores com o promotor de BRCAL hipermetilado e tumores com o promotor de
BRCAL nao hipermetilado (BRIANESE et al., 2018).

As amostras que ndo apresentaram variacfes na sequéncia de nucleotideos
do gene BRCA1l em comparacdo com a sequéncia referéncia ou apresentaram
variacdes sem substituicdo de aminoacidos foram classificadas como selvagens. As
alteracdes de nucleotideos do tipo missense foram categorizadas como VUS.
Alteracdes do tipo insercdo, em sitios de splicing, e as delec¢des ou substituicbes de
nucleotideo que resultaram em cdédon de terminacdo prematura antes do aminoacido

1.853 foram classificadas como patogénicas (BRIANESE et al., 2018).
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5.1.2 Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos

Adicionalmente foram incluidas 25 amostras de CMTN provenientes do
Departamento de Oncogenética do HCB e testadas para a presenca de mutacao
germinativa nos genes BRCAL junto ao Centro de Diagnéstico Molecular do HCB,

com a seguinte subdivisdo:

o Grupo BRCA1-patogénico: 08 mulheres com historia pessoal e familiar de

cancer de mama com mutacao deletéria identificada no gene BRCAL,

o Grupo BRCA1-WT: 17 mulheres com histéria pessoal e familiar de cancer de

mama sem mutacéao deletéria e VUS identificadas no gene BRCAL.

Os critérios de selecao das pacientes referenciadas para teste genético foram
definidos pelo Departamento de Oncogenética do HCB e consistiram em: historia
pessoal de cancer de mama antes dos 40 anos de idade; histéria pessoal de cancer
de ovario em qualquer idade, com histéria familiar positiva de cancer; critérios
clinicos estabelecidos pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO);
probabilidade de mutacdo nos genes BRCA1/BRCA2 (estimada pelas Tabelas de

prevaléncia de Myriad) superior a 20%.

5.2 Critérios de inclusao

1. ldade superior a 18 anos;

2. Ter realizado tratamento e seguimento nos Hospitais A.C. Camargo Center e
Hospital do Cancer de Barretos;

3. Amostras para as quais os laudos indicavam auséncia de marcacao das
células neoplasicas por imuno-histoquimica para os receptores hormonais
(RE<1% e RP<1%) e HER2 (HER 0 ou 1+) ou auséncia de amplificagdo do
gene ERBB2 (se HER 2+);

4. Ter realizado teste genético para mutacdes germinativas nos genes BRCAL e
BRCA2.
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5.3 Critérios de exclusao

Paciente com cancer de mama metastatico ao diagnostico;

Cancer de mama bilateral ou recorrente;

1
2
3. Pacientes portadoras de outras neoplasias malignas invasivas primarias;
4

. Auséncia de dados clinicos de interesse no prontuario.

5.4 Coleta de dados

5.4.1 Variaveis clinico-patologicas

Para compor o estudo, foram selecionadas as seguintes variaveis clinico-

patoldgicas, com os respectivos critérios de avaliacao:

a)

Idade: determinada em anos, da data de nascimento a data da cirurgia;

b) indice de massa corporal (IMC): avaliado numericamente pelo peso (Kg)

c)

e altura (cm), obtidos na consulta pré-operatoria por meio da férmula: IMC
(Kg/m2) = pesol(altura)z
Tipo histoldgico: classificado como carcinoma ductal invasivo, carcinoma

lobular invasivo e outros;

d) Tamanho do tumor: determinado em centimetros, pela avaliacdo

e)

f)

microscoépica do componente invasivo;

Grau de diferenciacéo histologica: classificado como bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado, pelo critério da SBR
modificado Elston & Ellis;

Presenca de metastase linfonodal: qualitativamente determinada como
presente ou ausente, independentemente do numero de linfonodos

acometidos;

g) Historico familiar para cancer: ausente, presente
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5.5. CONSTRUGAO DOS 7/SSUES MICROARRAYS (TMAS)

Foram construidos TMAs no setor de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo
Cancer Center, em colaboragdo com o Dr. Victor P. Andrade e Dra. Cynthia Bueno
de Toledo Oso6rio. Para a construcado dos microarrays de tecido mamario, uma nova
seccdao foi obtida, a partir de um bloco doador representativo de parafina, corados
com hematoxilina eosina (H&E) e examinados através de um microscopio Optico
(Olympus CX 31). A éarea de interesse foi marcada na lamina usando-se um
marcador permanente. O bloco correspondente de parafina também foi marcado, e
foram coletados cilindros de tecido correspondentes as areas marcadas nas
laminas, usando-se um micro arranjador de tecido (Tissue microarrayer—Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, EUA), que foram transferidos para um bloco de
parafina receptor.

Cada caso foi amostrado duas vezes. Um mapa com a identificacdo
detalhada de cada spot foi elaborado em uma planilha Excel®, de modo que cada
um dos casos fosse identificado com precisdo. Os blocos foram armazenados a 4
°C. Posteriormente, sec¢cdes de 4 ym dos blocos receptores foram obtidas com
auxilio de micrétomo e transferidas para laminas revestidas por uma fita adesiva
para posterior reticulagdo UV (Instrumedics Inc, Hackensack, NJ, EUA) (Figura 2).

As laminas obtidas foram recobertas com uma camada de parafina para evitar
a oxidacdo e mantidas em freezer a -20 °C. Tecidos mamarios saudaveis utilizados
como controle negativo foram coletados e processados da mesma maneira descrita
acima. As laminas contendo os casos foram retiradas do freezer 24h antecedentes a

realizacdo das reacdes de imuno-histoquimica (IHQ).
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Figura 5. Esquema representativo da construgdo dos Tissue microarrays (TMAS).

Os TMAs foram construidos usando um perfurador de tecidos. Os cilindros contendo as amostras
foram transferidos do bloco doador para o bloco receptor. Uma vez que o bloco de estudo tenha sido
preparado, o bloco é seccionado e e os cortes obtidos sdo colocados em laminas histolégicas. Cada
cilindro corresponde a um spot. Os cortes obtidos séo corados com H&E, para uso como lamina de
referéncia para confirmar a qualidade dos spots, ou com 0s anticorpos de interesse para avaliagdo
dos potenciais biomarcadores. Adaptado de Manley et al., 2001.

5.5.1 Analises histolégicas

5.5.2 Coloragao Hematoxilina & Eosina (H&E)

Os blocos parafinizados foram resfriados a 10 °C, e cortados na espessura
de 4 pm utilizando o micrétomo (Leika® - Jung RM 2025). Em seguida, as laminas
com tecido foram mantidas em uma estufa, por 5 minutos, na temperatura de 60
°C, para remover o0 excesso da parafina. Antes da coloragdo, foi necessario realizar
uma nova diafanizacao, utilizando dois banhos de Xilol por cinco minutos, e um
processo de hidratacdo do tecido, com sequéncia decrescente de concentracao
alcodlica, iniciando em alcool etilico a 100%, e dando sequéncia com alcool a 95%,
80%, 70% e 50%.

Apés a hidratagcdo com alcool, os cortes foram corados com hematoxilina,

lavados em agua corrente e corados com eosina seguidos de sucessivas lavagens.
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AplOs a coloracdo, as laminas passaram mais uma vez por um processo de
desidratacdo com alcoois em sequéncia crescente, de 50% a 100%, e uma nova
diafanizacdo com Xilol, para remover outros residuos, possibilitando a montagem
das laminas. As imagens das laminas coradas foram analisadas por meio de

microscopia optica comum, em aumento de 400X.

5.5.2 Reagoes de imuno-histoquimica (IHQ)

Foram realizadas reacfes de IHQ para cada um dos seguintes marcadores
PYCARD, NLRP3, IL-18 e caspase-1.

As laminas foram incubadas com os anticorpos anti-NLPR3 (1:200, Novus
Biologicals), anti-caspase-1 (1:100, Santa Cruz Biotechnology), anti-IL-18 (1:250,
Santa Cruz Biotechnology) e anti-ASC (1:100, Abcam). Posteriormente, as laminas
foram submetidas ao protocolo dos kits de deteccdo Ultraview (cat. 760-500,
Ventana Medical Systems) segundo recomendacdes do fabricante.

Cortes histolégicos de 4 um de espessura foram obtidos a partir de material
embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com solugao
adesiva de 3 amino-propil-trietoxi-silano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO/USA,
cod. A3648) a 2%. A seguir, os cortes histoldgicos foram desparafinizados em dois
banhos de xilol de 20 e 10 minutos, respectivamente, a temperatura ambiente. O
bloqueio de peroxidase endbégena foi feito em camara escura com trés incubacdes
em agua oxigenada a 3% por 10 minutos cada.

As reacdes com os kits Ultraview foram realizadas no sistema automatizado
Ventana BenchMark XT (Ventana Medical Systems), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. As laminas foram desparafinizadas utilizando a solugcédo EZprep (cat. 950-
102, Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA). As recuperacdes
antigénicas foram feitas com o reagente cell conditioning 2 (cat. 950-223, Ventana
Medical Systems, Inc.) a 95 °C por 56 min. Em seguida, as laminas foram incubadas
com o0s anticorpos primarios por 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas
em agua corrente durante cinco minutos e submetidas a tratamento para exposi¢ao
dos sitios antigénicos em calor Umido, em banho maria a 95 °C. As laminas
utilizadas para a identificacdo de NLRP3 e IL-18 foram colocadas na solucdo Target

Retrieval Solution pH=9,0 por 20 minutos. As laminas para Caspase-1 e PYCARD
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foram imersas na solucdo Target Retrieval Solution pH=7,0 por 40 minutos. As
laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada por cinco minutos cada e

submersas em solucéo salina tamponada (PBS) pH=7,2.

Tabela 1. Descricdo dos anticorpos

Anticorpo Descricéo Clone Isotipo Cédigo Marca Diluicdo  Sistema
NLRP3  Monoclonal nalpy3-b  IgGl  abl7267 Bi;\:gg}g " 1:200 E”\g;ion
g SR smacw g S
IL-18  Policlonal ] g6 ap71495 2R 1:250 EnYision
PYCERD  Policlonal . IgG  abll1852  Abcam 1100 EMSON

5.5.3 Avaliagao da imunomarcacao para os marcadores do inflamassoma

Todas as andlises de imagens foram realizadas usando o software de

patologia digital QuPath, v.3.0 (https://qupath.github.io/). A analise quantitativa da

expressado citoplasmatica de NLRP3, ASC (PYCARD) e caspase-1 e a expressao
nuclear e citoplasmatica da IL-18 foram avaliadas e pontuadas em células tumorais,
sem o0 conhecimento prévio dos detalhes clinicos e do desfecho clinico das
pacientes, conforme diretrizes da REMARK (WHITE et al., 2019).

Os nucleos de tecido foram detectados usando a ferramenta “simple tissue
detection” de modo que todos os tecidos considerados insuficientes (<10% de
células tumorais representativas no spot), com artefatos dominantes ou consistindo
apenas de carcinoma ductal in situ foram removidos da analise. Além disso, os
casos que foram considerados avaliaveis, mas que, apresentavam objetos confusos,
marcacao irregular e dobras de tecidos, foram excluidos manualmente nesta etapa.

As células foram segmentadas usando o algoritmo personalizado baseado em
deep learning “Stardist”. Um classificador de células baseado em “Random forests”
foi treinado separadamente para cada marcador avaliado, definindo classe celular de

tumor, estroma e infiltrado inflamatorio (SCHMIDT et al., 2018). O treinamento do


https://qupath.github.io/
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classificador foi realizado de forma iterativa, com um patologista selecionando
manualmente areas representativas de cada classe como input para o algoritmo de
acordo com as orientacfes do desenvolvedor até a obtencdo de uma classificacéo
adequada na lamina utilizada para treinamento. ApOs o0 treinamento inicial, o
classificador foi aplicado a todas as laminas de um mesmo marcador

imunohistoquimico (Figura 6).

Figura 6. Padr6es de imunomarcacdo no cancer de mama triplo-negativo com e sem mutacdo BRCA-
1, por imuno-histoquimica.

A: expressdo difusa de NLRP3, com positividade no citoplasma. B direita, expressdo positiva de
PYCARD no citoplasma.

A acuracia da classificagcéo foi verificada manualmente em todas as laminas,
tanto de forma global por visualizagdo panorédmica quanto em cinco campos
aleatérios de aumento intermediario (estimado em 10x pelo software). As laminas
com classificagdes inadequadas segundo essa avaliacdo foram escolhidas para
nova etapa de treinamento do classificador. Apds novo treinamento, o algoritmo foi
novamente aplicado a todas as laminas, seguindo-se com novo processo de
avaliacdo visual da acurécia descrito acima. As etapas de segmentacdo e
classificacdo foram acompanhadas por dois patologistas treinados para uso do
software (Dr Jodo Victor Castro e Dr Victor Piana Andrade).

Para cada marcador, o sistema de classificagdo de células tumorais positivas
foi otimizado com ajustes dos thresholds da média de densidade Optica visualmente

inspecionada (Figura 7).
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Figura 7. Padrdes de imunomarcacéo no cancer de mama triplo-negativo com e sem mutacao BRCA-
1, por imuno-histoquimica.

A: expressao positiva da IL-18 no nucleo. B: expressédo positiva de caspase-1 no citoplasma.

5.5.4 Quantificagao do infiltrado inflamatoério

Para estudos com H&E, o infiltrado linfocitico tumoral (TIL) estromal tem se
revelado um parametro superior e reprodutivel. O compartimento estromal tem uma
clara vantagem em comparacao ao intra tumoral, pois a densidade e o padrdo de
crescimento da célula tumoral ndo afetam a contagem do TIL neste espaco
(SALGADO et al. 2015).

Sendo assim, ap0s avaliacdo dos patologistas, o TIL estromal foi definido
como a percentagem do estroma tumoral ocupado por linfécitos, e categorizado
como menos de 10%, de 10% a 50%, ou mais de 50% (SALGADO et al., 2015).

5.5.5 Avaliagao das estruturas em coroa (CLS)

Os casos foram selecionados a partir de um banco de dados de pacientes
com CMTN do Hospital A.C.Camargo Cancer Center. O banco de dados continha 54
amostras. Destas, 38 foram excluidas, pois em 20 amostras nao havia o caso
correspondente e em 18 encontrava-se sem tecido adiposo no TMA.

Foram realizados cortes dos blocos de TMA resfriados em micrétomo rotativo
na espessura de 5 um. O material foi entdo colocado em banho maria em torno de
40 °C e aderido as laminas. As laminas foram levadas a estufa aquecida a 60 °C

para remover o excesso de parafina e melhorar a fixacdo do corte a lamina. Cortes
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histol6gicos do TMA foram submetidos a imuno-histoquimica usando os anticorpos
CD68 (pan-macrofago), NLRP3 e caspase-1.

As diluicdes e condicbes de reacdo padronizadas para os anticorpos NLRP3 e
caspase-1 foram descritas acima. Para o anticorpo CD68, foi utilizado o protocolo
sugerido pelo fabricante (VENTANA), que consistiu das seguintes etapas:
desparafinizacdo em solucdo de EZ Prep, aplicacdo do BenchMark Ultra LCS apés
lavagens e antes das aplicagcbes dos reagentes subsequentes, recuperacao
antigénica por calor (95 °C) em solucao recuperante BenchMark Ultra CC1 (pH=8,0)
por 64 minutos, lavagem com Reaction Buffer, seguida da aplicacdo de CD68 por 32
minutos, detecgao com UltraView Universal DAB Kit, lavagens com Reaction Buffer e
na sequéncia aquecimento a 90 °C por 4 minutos para desnaturacao.

Todas as reacfes de IHQ foram processadas em plataforma automatizada
BenchMark ULTRA® (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, EUA), usando o kit de
detecgéo Ultraview Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical System/ Roche).

A presengca de CLS foi definida como adipécitos mortos ou moribundos
cercados por macréfagos (IYENGAR et al. 2016). A quantificacdo das CLS foi feita
utilizando software digital de analise de imagens (imagescope — Aperio, Leica

Biosystems®) e dada como nimero de CLS por mm?Z.
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6. ANALISE DE BIOINFORMATICA

6.1 Obtencao de dados

Os niveis de expressao (RNA-seq) e informacdes clinicas foram recuperados
do consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA), acesso em 10 de julho de 2018
(https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga), a partir dos dados de tumores de 1053 pacientes
com cancer de mama invasivo ndo metastédtico (as pacientes com doenca
metastatica no momento do diagndstico foram excluidas a fim de ndo contaminar a
analise de sobrevida, uma vez que este € um subgrupo com sobrevida menor) e 105
amostras de tecido ndo neoplasico adjacente.

A definicdo do perfil imuno-histoquimico dos tumores foi baseada na
avaliacado dos receptores de estrogénio, progesterona e superexpressao de HER2.
Os fendtipos foram classificados em luminais A e B (RE+ e/ou RP+ e HER2-),
HER2+ (RE- e/ou RP- e HER2 +) e triplo-negativos (RE - e/ou RP-, HER2-).

Os dados de expressdo dos microarranjos de pacientes com cancer de
mama, classificadas pelo IMC foram provenientes do banco de dados Genome

Expression Omnibus (GEO), com nimero de acesso GSE78958.

6.2 Analise da expressao diferencial de genes

A contagem bruta dos reads para cada gene foi realizada por meio do
software Htseq v0.6.1 (ANDERS; PYL; HUBER, 2015) e a analise de expressao
diferencial foi executada usando o pacote de ferramentas estatisticas Edge R verséo
3.3 (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009), disponivel no repositorio
Bioconductor (BATES et al., 2004). Nas comparacdes entre as amostras tumorais e
adjacentes ao tumor, foi utilizado as contagens dos transcritos associados aos
componentes do inflamassoma (PYCARD, NLRP3, IL-18, IL-13 e caspase-1) e da
piroptose (caspases - 1, -4 e -5; gasderminas A, B, D e E-DFNA5). Genes com
contagem menor que 10 reads, em pelo menos 20 amostras foram excluidos.

Foram considerados como diferencialmente expressos os genes com taxa de
falsa descoberta (FDR-alta proporcao de falsos positivos causados pelos multiplos
testes) menor que 0,01 e logaritmo de fold change (logFC) maior ou igual a 1,0 ou

menor ou igual a -1,0. Foram consideradas significativas as sondas que
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apresentavam p valor corrigido por Bonferroni < 0,01. O método de Bonferroni foi

utilizado para ajustar os valores de p para multiplas comparacdes.

6.3 Avaliagao do infiltrado inflamatério

As estimativas do numero e propor¢cdo dos componentes do infiltrado
inflamatorio foram obtidas por meio de abordagens computacionais. O CIBERSORT
€ uma ferramenta que quantifica o infiltrado baseado em métodos de deconvolugéo
(NEWMAN et al., 2015). Este software permite obter uma quantificacao relativa de
22 tipos de células hematopoiéticas humanas (sete subtipos de linfocitos T, linfécitos
B naive e de memodria, células plasmaéticas, linfécitos NK e diferentes subtipos de
células dendriticas).

Os dados de expressao foram normalizados na forma de transcritos por
milhdo (TPM). Na andalise com CIBERSORT foram utilizados o0s seguintes
parametros: 1000 permutacdes, desabilitada a funcdo de normalizagao por quartil e

escala em modo absoluto.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os pontos de corte para a analise de expressdo dos marcadores do
inflamassoma foram calculados usando o pacote Evaluate Cutpoint R (OGLUSZKA
et al., 2019).

As associacdes entre os dados obtidos na andlise de expressdo e as
variaveis demogréficas, clinicas e anatomopatolégicas foram calculados pelo teste
Qui quadrado bi-caudal, corrigido pelo teste de Fisher quando necessario e
apresentadas na forma de tabelas de contingéncia.

A sobrevida global (SG) foi definida como o intervalo de tempo entre a data do
laudo histopatolégico e a data do Obito (por qualquer motivo) ou do final do
seguimento. Foram censuradas as mulheres que permaneceram vivas no final do
seguimento na data do ultimo contato. Para a sobrevida livre de doenga (SLD),
considerou-se o tempo decorrido entre a data do laudo histopatologico até a
progressdo, ou recaida, ou inicio de um tratamento ndo planejado, ou ultimo

seguimento em casos de uma resposta completa ao tratamento.



49

Os oObitos foram tratados como falhas. Para as estimativas de tempo de
sobrevida e sua comparacdo em relacdo as variaveis estudadas, foram utilizados o
método de Kaplan-Meier e o teste de log-rank, respectivamente. Para as amostras
provenientes do TCGA Foram utilizados os pacotes survival e survminer disponiveis
na linguagem R.

O modelo de regressdo para riscos proporcionais de Cox foi utilizado na
avaliacdo dos fatores progndsticos, computando-se a razdo de risco (HR) e os
correspondentes intervalos de confianca de 95% (IC95%). Foi considerado o nivel

de significancia estatistica de 5%.
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8. ASPECTOS ETICOS

O presente estudo recebeu aprovacdo nos Comités de Etica e Pesquisa do
Hospital AC. Camargo Cancer Center (Anexo A), sob o parecer consubstanciado
namero 2.758.540 e do HCB, sob o parecer o numero, 4.617.383, de 29 de marco
de 2021 (Anexo B), respectivamente.

Este estudo também estd vinculado ao projeto tematico aprovado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) (n°
2013/23277-8), sob a responsabilidade da Dra. Dirce Maria Carraro.
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9 RESULTADOS

9.1 Expressao dos genes do inflamassoma e da piroptose em tecido tumoral vs

tecido normal adjacente provenientes do repositério TCGA

Os valores dos marcadores do inflamassoma e da piroptose foram
mensurados em transcritos por milhdo (TPM).

O gene ASC (PYCARD) mostrou-se mais expresso nos tumores comparado
com amostras de tecido normal adjacente (p<0,001) e o inverso foi observado para o
gene NLRP3 (p=0,001) (Figura 5).

Em relacdo aos genes associados com a piroptose, GSDMB (p=0,025) e

GSDME (p<0,001) foram mais expressos nos tecidos normais (Figura 6).
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Figura 8. Expresséo dos genes NLRP3 e PYCARD/ASC entre tecido tumoral e tecido normal adjacente

A esquerda box-plot representando a expressdo de NLRP3 em 105 amostras de tecidos adjacentes
normais e 1052 tumorais, cujas barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa
indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada
dos dados. Todos os pacientes estdo individualmente representados como circulos. Os valores foram
mensurados em TPM normalizado. A direita box-plot representando expressdo de PYCARD/ASC em
tecidos adjacentes normais e tumorais. p-valores originados de teste t de Student ndo pareado.

Em relacdo aos genes associados com a piroptose, GSDMB (p=0,025) e

GSDME (p<0,001) foram mais expressos nos tecidos normais (Figura 6).
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Figura 9. Expresséo dos genes GSDMB e GSDME entre tecido tumoral e tecido normal adjacente.

A esquerda box-plot representando a expressdo de GSDMB em 105 amostras de tecidos adjacentes normais e 1052
tumorais, cujas barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados. Todos os pacientes estdo
individualmente representados como circulos. Os valores foram mensurados em TPM normalizado. A direita box-plot
representando expressdo de GSDME em tecidos adjacentes normais e tumorais. p-valores originados de teste t de

Student n&o pareado.

Em contrapartida, o gene GSDMD foi mais expresso no tecido tumoral (Figura 7).
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Figura 10. Expresséo dos genes GSDMA e GSDMD entre tecido tumoral e tecido normal adjacente.

A esquerda box-plot representando a expressdo de GSDMA em 105 amostras de tecidos adjacentes normais
e 1052 tumorais, cujas barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro
e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados. Todos
0s pacientes estdo individualmente representados como circulos. Os valores foram mensurados em TPM
normalizado. A direita box-plot representando expressdo de GSDMD em tecidos adjacentes normais e
tumorais. p-valores originados de teste t de Student ndo pareado.
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Os genes CASP1 e CASP4 foram significativamente mais expressos em tecidos
normais (p<0,001). O gene CASP5 esteve mais presente no tecido tumoral (p<0,001).

Comparando a expressao entre tecidos tumorais e normais adjacentes dos genes
das citocinas inflamatorias IL-18 e IL-1B, verificou-se um aumento da expressao do gene

de IL-18 em tecidos tumorais e o contrario foi observado com o gene de IL-1B (Figura 8).
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Figura 11. Expressdo dos genes CASP1, CASP4 e CASP5 entre tecido tumoral e tecido normal
adjacente.

A esquerda box-plot representando expresséo de CASP1 em 105 amostras tecidos adjacentes normais e 1052 tumorais,
cujas barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis,
respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estéo
individualmente representados como circulos. Os valores foram mensurados em TPM normalizado. Ao meio, box-plot
representando expressdo da CASP4 em amostras de tecidos adjacentes normais e tumorais. A direita box-plot



54

representando expressdo de CASP5 em amostras de tecidos adjacentes normais e tumorais. p-valores originados de
teste t de Student ndo pareado.

Comparando a expressao entre tecidos tumorais e normais adjacentes dos
genes das citocinas inflamatorias IL-18 e IL-1B, verificou-se um aumento da
expressao do gene de IL-18 em tecidos tumorais e o contrario foi observado com o
gene de IL-1B (Figura 8).
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Figura 12. Expresséo dos genes IL-18 e IL-1B entre tecido tumoral e tecido normal adjacente.

A esquerda box- plot representando expressdo de IL-18 em 105 amostras de tecidos adjacentes normais e 1052
amostras tumorais, cujas barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo
individualmente representados como circulos. Os valores foram mensurados em TPM normalizado. A direita box plot
representando expresséo de IL-1B em amostras de tecidos adjacentes normais e tumorais. p-valores originados de teste t

de Student ndo pareado.

Posteriormente, foi realizada uma andalise diferencial com os dados tratados

por meio do programa Edge R (Tabela 2)

Tabela 2. Andlise diferencial de genes entre tecidos tumoral e normal adjacente tumoral

Normal x Tumor

logFC p-value p-adjusted
NLRP3 -0,668 4,67x108 9,33x108
ASC 1,71 8,2x10%7 8,2x10-36
CASP1 0,385 0,0001 0,0002
CASP4 -0,27 6,34x10° 0,0001
GSDMB -0,273 0,079 0,088
GSDMA 0,164 0,428 0,428

GSDME -0,592 3,83x1012 1,28x101!
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GSDMD 0,709 3,45x1011 8,62x10-11
IL18 12 9,39x102%4 4,70x10%
IL1B -0,57 0,0007 0,0009

A anélise demonstrou que os genes ASC e IL-18 sao cerca de trés vezes
mais expressos em amostras tumorais comparados as amostras normais. Os outros
genes foram significativamente mais abundantes em tecidos adjacentes tumorais. O

gene CASP5 nao foi incluido, por apresentar contagem menor que dez reads.

9.2 Analise do perfil de expressao génica de pacientes com cancer de mama

Obtivemos informacdes de expressao génica de 542 tumores de mama nao-
metastaticos dos subtipos luminais A e B, 157 triplo-negativos e 161 HER2
enriquecidos registrados no TCGA.

A idade média ao diagnéstico foi de 58,4 anos (x13 anos). Na amostra
avaliada, o receptor de estrogénio (RE) estava expresso em 73,9% dos tumores,
receptor de progesterona (RP) em 63,9%, e o0 HER2 estava superexpresso em
15,1% dos tumores (Tabela 3).

Os subtipos luminais A e B corresponderam a 63% dos casos. Neste grupo,
foi observado maior percentual de mulheres brancas (70,6%), na pdés-menopausa
(65,8%), maior positividade para o0s receptores de estrogénio (77,8%) e
progesterona (63,7%).

Os tumores TN foram mais prevalentes nas mulheres brancas (33,7%), na
pés-menopausa (63,05%), sem comprometimento linfonodal (67,5%). A mutacdo do

gene BRCAL foi reportada em 1,23% dos tumores TN.

Tabela 3. Caracteristicas clinico-patologicas das pacientes com cancer de mama

Variaveis Geral Luminais HER2+ TN

Estadiamento T

T1+T2 890 (84,5%) 457 (84,3%) 138 (89,1%) 140 (89,17%)
T3+T4 163 (15,4%) 85 (15,6%) 22 (10,8%) 17 (10,83%)
NA 0 0 0 0

Estadiamento N



Nx+NO
N1+N2

522 (49,5%)
531 (50,4%)

280 (51,6%)
262 (48,3%)

56

68 (67,5%) 106 (67,52%)
92 (32,4%) 51 (32,48%)

Receptor de estrogénio
Positivo
Negativo

NA

777 (73,9%)
228 (21,6%)
47 (4,46%)

422 (77,8%)
120 (22,1%)
0

121 (75,6%)
38 (23,7%)
0




57

Cont.

Variaveis Geral Luminais HER2+ TN

Receptor de progesterona

Positivo 673 (63,9%) 365 (67,3%) 102 (63,7%)
Negativo 328 (31,1%) 173 (31,9%) 48 (30%)
NA 48 (4,5%) 0 0
HER2+
Positivo 160 (15,1%)
Negativo 542 (51,4%)
NA 351 (33,1%)
Mutacdo BRCA1/2
Selvagem+VUS 136 (13%) 0 0 13 (1,23%)
Mutacao patogénica 13 (1,23%) 0 0 136 (13%)
NA 904 (86%) 430 (47,5%) 157 (17,3%) 317 (35%)

DP: desvio padrdo; Valores de frequéncia entre parénteses; NA: sem informacao; TN: triplo-negativo.

Os tumores HER2+ foram mais frequentes em mulheres na pos-menopausa

(63,06%), da raca branca (56,6%) e com comprometimento linfonodal (32,4%).

9.3 Expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose em

pacientes com cancer de mama

ApoGs a realizacdo da andlise diferencial, pelo software Edge R, obteve-se
como resposta quais genes estavam diferencialmente expressos nos subtipos
moleculares do cancer de mama. Foram utilizados os valores de logzratio=1.0 ou <—
1.0 para considerar genes com aumento ou diminuicAo de expressao como
relevantes, respectivamente (Tabela 4).

Os resultados da comparacgéo entre as racas asiatica e negra mostraram que o
gene GSDMD é mais expresso na populacao asiatica (p=1,7 x10).

Pacientes com receptor de estrogénio positivo apresentaram maior expressao
dos genes GSDMD e PYCARD, ao passo que os genes CASP1, CASP4 e IL-18 foram
mais expressos naquelas com receptor de estrogénio negativo.

A expressao dos genes GSDMD e PYCARD foram mais expressas no grupo
com receptor de progesterona positivo. A expressdo do gene GSDMB foi

significativamente maior em tumores com receptor HER2 positivo (p=7,22x1014).
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Tabela 4. Expresséo diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose em pacientes com cancer
de mama

Variaveis Genes FC p p-adj
Raca
Asiéatica x negra GSDMD 7,55 1,55x106 1,7 x10°
ER+ x ER-
CASP1 -1,92 1,68x101° 1,85x10°
CASP4 -1,34 4,86x10-11 5,34x1010
GSDMD 4,24 9,77x108 1,07x10%
IL18 -1,08 0,0001 0,002
PYCARD 12,9 2,2x-10° 2,42x107°
PR+ x PR-
CASP1 -1,01 0,0001 0,002
GSDMB -1,84 0,004 0,04
GSDMD 3,13 1,05x10° 0,0001
PYCARD 10,03 4,23x10°8 4,66x107
HER2+ x HER2- GSDMB 7,39 6,56x1015 7,22x1014

Abreviaturas: RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona

9.4. Expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose de

acordo com os receptores hormonais e HER2

A expressdo dos genes do inflamassoma e da piroptose ndo esteve
associada com os parametros clinico-patolégicos avaliados nos tumores luminais e
HER?2 (logFC<-1,0 e/ou logFC=1,0) (Anexo 2).

Nos tumores TN, a expressdo do gene GSDME (DFNA5) foi maior em
mulheres com estadiamento T3 e T4 (p=5,11x10°%), em comparacgdo aos grupos Tl e
T2. Os dados de expressao dos genes do inflamassoma e da piroptose nao foram
associados com as demais variaveis clinico-patologicas (Anexo 3).

O teste de correlacéo entre a expressédo dos componentes do inflamassoma e
da piroptose e do gene BRCAL1 ndo mostrou significancia entre a expressao destes
genes. Entretanto, vale salientar, que apesar de n&o significante (logFC=8; p=0,12),
0 gene ASC (PYCARD) apresentou uma expressdo maior nos grupos de tumores

mutados em BRCAL, em comparagéo aos selvagens (Anexo 3).
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9.5 Correlacao entre a expressao dos genes do inflamassoma e da piroptose

com o infiltrado inflamatério

O infiltrado de células imunes em tumores sélidos é composto de células do
sistema imune inato e adaptativo, que incluem células dendriticas, mastocitos,
células natural killer (NK), neutréfilos, eosindfilos, linfocitos T, linfécitos B e
macrofagos, que podem estar localizados no centro do tumor, no front invasivo ou
em estruturas linféides terciarias (FRIDMAN et al., 2013; ZHU et al., 2017).

Outros componentes importantes da resposta imune tumoral sdo as células
gue promovem a inflamacao crénica, em especial os TAMs, que liberam uma ampla
variedade de citocinas [fator de necrose tumoral (TNF)-a e IL-1], quimiocinas (CCL2,
CXCLB8), fatores angiogénicos e radicais livres derivados de oxigénio e nitrogénio,
gue se acumulam no MAT (COLOTTA et al., 2009).

Desta forma, decidimos correlacionar a expressao por RNA-seq dos genes do
inflamassoma e da piroptose com estimativas do nivel e proporcdo do infiltrado
imune, através da plataforma CIBERSORT nos subtipos moleculares do cancer de
mama.

Foi observado que nos subtipos luminais, a expressdo do gene NLRP3
apresentou uma correlacdo positiva com macrofagos M2. Os genes da familia das
gasderminas, por sua vez, apresentaram indices de correlacdo menores que 0,5

com todas as células imunes (Figura 10).
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Figura 1. Andlise de correlacé@o entre as estimativas da quantidade relativa de células do infiltrado
imune da plataforma CIBERSORT e a expressdo dos genes do inflamassoma e da piroptose nos
subtipos luminais. A andlise de correlacdo esta apresentada em forma de heatmap, cujas cores
guentes referem-se a correla¢des positivas e cores frias as correlagdes negativas.
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Nos tumores TN, o gene NLRP3 também correlacionou-se com macréfagos-
M2. Além disso, observou-se também uma correlacdo do gene IL-78 com presenca

de mastadcitos (Figura 14).
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Figura 2. Andlise de correlacdo entre as estimativas da quantidade relativa de células do infiltrado
imune da plataforma CIBERSORT e a expressdo dos genes do inflamassoma e da piroptose no
subtipo triplo-negativo. A analise de correlacdo estd apresentada em forma de heatmap, cujas cores
quentes referem-se a correlacdes positivas e cores frias as correlagdes negativas.
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Nos tumores HER2+, as analises mostraram que o gene NLRP3 apresentou
indices de correlacdo de 0,83 e 0,81 para macréfagos com fenétipos M2 e M1,
respectivamente. A expressado dos genes CASP1, CASP4 e CASP5 correlacionou-se
com enriquecimento por macrofagos — M1. Além disso, a expressao dos genes das IL-

16 e IL-18 foram relacionadas com a presenca de macréfagos — M1 (Figura 15).
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Figura 3. Analise de correlacdo entre as estimativas da quantidade relativa de células do infiltrado
imune da plataforma CIBERSORT e a expressdo dos genes do inflamassoma e da piroptose no
subtipo HER2+. A andlise de correlacdo esta apresentada em forma de heatmap, cujas cores quentes
referem-se a correlacdes positivas e cores frias as correlagfes negativas.
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10 CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS DA COORTE DE
PACIENTES COM CMTN COM E SEM MUTACAO DO GENE BRCA1

Foram incluidas na analise 88 pacientes com CMTN. A média de idade foi de
47,5 anos, sendo que a idade minima foi de 29 anos e a maxima de 83 anos. O tipo
histol6gico mais encontrado foi o carcinoma ductal invasivo (CDI) que ocorreu em 66
(75%) pacientes, seguido do carcinoma lobular invasivo (CLI) em quatro (4,5%)
(Tabela 5).

Em relagdo ao IMC, 82,4% das mulheres apresentavam-se com indices
normais (18,5-25 kgim?), de acordo com a classificacdo da OMS. Considerada
quando o IMC é igual ou superior a 30 kg/m?, 15 (37,6%) pacientes encontravam-se
em condi¢cdes de obesidade.

Grande parte dos tumores testados para mutacées no gene BRCAL foi
classificada como selvagem (58 casos), 14 pacientes (15,9%) eram portadoras de
tumores com mutagdes patogénicas, 12 com hipermetilagdo do promotor do gene, e,
em apenas quatro (4,5%) foi constatada VUS.

A hipermetilagdo de BRCA1l & um evento precoce no desenvolvimento
tumoral e a progressao prossegue ao longo das vias comuns com casos de mutacéo
na linha germinativa. Além disso, a hipermetilacdo do gene BRCA1 confere um
fendtipo tumoral praticamente idéntico a mutacédo germinativa (CATTEAU; MORRIS,
2002; KOBAYASHI et al., 2013). Sendo assim, dois grupos foram estabelecidos
neste estudo: hipermetiladas e mutacdo BRCAL, VUS e selvagens.

Dentre as amostras com mutacdo patogénica ou hipermetiladas avaliadas,
observou-se presenca de comprometimento axilar em nove casos (34,6%). A maioria
das pacientes apresentou tumores com grau histolégico 3 (92,3%). Dentre as
mulheres com histéria familiar informativa, 11 (42,3%) das amostras com
hipermetilagdo ou com mutagdo no gene BRCA1 declararam historia familiar positiva
para cancer de mama (p=0,001).

No que se refere a dados do tumor, 51 (82,3%) das pacientes sem mutagao
apresentavam grau histolégico 3. No mesmo grupo, observou-se auséncia de
comprometimento axilar em 26 (41,9%) casos, resultando em diferenca
estatisticamente significativa (p=0,04). Quando analisado o tamanho tumoral, 58,1%

tinham tumores entre 2 e 5 cm.



64

Quanto a expressao dos marcadores do inflamassoma, as proteinas NLRP3 e
IL-18 apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com
hipermetilagdo ou mutacdo patogénica de BRCA1l e selvagem. N&o houve
diferencas entre os grupos para PYCARD (p=0,49) e para caspase-1 (p=0,98).

Com relacdo a recorréncia, 26 desenvolveram metastases, onde 19 (30,6%)
pertenciam ao grupo selvagem e 07 (26,9%) ao grupo mutado (p=0,73).

Tabela 5. Caracterizacéo clinico-demografica das pacientes com CMTN de acordo com a presenca
de alteracdo (mutacao ou hipermetilacdo) no gene BRCAL.

Variaveis Selvagem+VUS Hipermetilada + Mutacao
n=62 n=26

Idade (anos)

<40 11 (17,7%) 09 (34,6%)
41 a 69 44 (71%) 15 (57,7%)
=70 07 (11,3%) 02 (7,7%)
p 0,22
IMC
18,5-25 Kg/m? 32 (51,6%) 08 (30,8%)
25-30 Kgm? 21 (33,9%) 12 (46,2%)
>30 Kgm? 09 (14,5%) 06 (23,1%)
p 0,19
Tipo histologico
CDI 45 (72,6%) 21 (80,8%)
CLI 03 (4,8%) 01 (3,8%)
Outros 14 (22,6%) 04 (15,4%)
p 0,82
GH
1+2 11 (17,7%) 02 (7,7%)
3 51 (82,3%) 24 (92,3%)
p 0,33
Comprometimento
linfonodal
Negativo 26 (41,9%) 17 (65,4%)
Positivo 36 (58,1%) 09 (34,6%)
p 0,04
Tamanho tumoral
<2cm 15 (24,2%) 08 (30,8%)
2-5cm 36 (58,1%) 12 (46,2%)
>5cm 11 (17,7%) 06 (23,1%)
p 0,59
Histéria familiar
Negativa 55 (88,7%) 15 (57,7%)
Positiva 07 (11,3%) 11 (42,3%)

p 0,001
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Variaveis Selvagem+VUS
n=62

Hipermetilada + Mutatacao
n=26

Recorréncia

Negativa 43 (69,4%) 19 (73,1%)
Positiva 19 (30,6%) 07 (26,9%)
p 0,73
NLRP3 - expresséao
Menor 32 (52,5%) 07 (26,9%)
Maior 29 (47,5%) 19 (73,1%)
p 0,03
PYCARD - expresséo
Menor 21 (34,4%) 07 (26,9%)
Maior 40 (65,6%) 19 (73,1%)
p 0,49
IL-18 — expresséo
Menor 25 (41%) 05 (19,2%)
Maior 36 (59%) 21 (80,8%)
p 0,05
CASP1 — expresséo
Menor 26 (42,6%) 11 (42,3%)
Maior 35 (57,4%) 15 (57,7%)
p 0,98

Abreviaturas: CDI: carcinoma ductal invasor; CLI: carcinoma lobular invasivo; GH: grau histologico; IMC:

indice de massa corporal;

10.1 Avaliagao imuno-histoquimica das proteinas NLRP3, PYCARD (ASC), IL-18

e caspase-1 em tumores triplo-negativos com e sem mutagao do gene BRCA-1

Cerca de 10 a 30,8% de mulheres diagnosticadas com CMTN apresentam
mutacBes em BRCAL ou BRCA2 (GREENUP et al., 2013; SHARMA et al., 2014).

Desta forma, avaliamos por imuno-histoquimica a expressdao dos marcadores
NLRP3, caspase-1, PYCARD (ASC) e IL-18 em blocos de tumores TN de pacientes
com e sem mutagdo patogénica no gene BRCAL.

Nas figuras a seguir estdo as fotomicrografias das laminas para cada

proteina, expressas em tecido de CMTN.
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Figura 4. Andlise de imunomarcacao de NLRP3.

A: captura de tela de éarea tumoral e estroma intratumoral demonstrando marcagdo imuno-
histoquimica positiva para NLRP3 no tumor e negativa no estroma; discreto infiltrado imune. B: mapa
de densidade de medidas demonstrando gradagGes maiores de intensidade de densidade 6ptica para
marcacao com DAB na area tumoral.

Células tumorais: demarcadas em amarelo; estroma intratumoral: demarcado em verde; linfocitos
tumorais infiltrantes estromais: demarcados em violeta. Mapa de densidade: gradiente entre 0,0
(preto), 0,2 (violeta), 0,4 (laranja) e 0,6 (amarelo). Aumento aproximado: 10x. Coloracao: H-DAB
(DAB: 3,3’-diaminobenzidino, contracorado com hematoxilina).

O padréo de expressao imuno-histoquimico da proteina PYCARD (ASC) esta

representado na figura 17.

Figura 5. Andlise de imunomarcacgao de PYCARD.

A: captura de tela de area tumoral e estroma intratumoral demonstrando marcagdo imuno-
histoquimica positiva para ASC/PYCARD, mais intensa no tumor e menos intensa no estroma, com
infiltrado imune acentuado associado. B: mapa de densidade de medidas demonstrando gradacdes
maiores de intensidade de densidade optica para marcacdo com DAB na nas células tumorais e nos
linfécitos tumorais infiltrantes.

Células tumorais: demarcadas em amarelo; estroma intratumoral: demarcado em verde; linfcitos
tumorais infiltrantes estromais: demarcados em violeta. Mapa de densidade: gradiente entre 0,0
(preto), 0,2 (violeta), 0,4 (laranja) e 0,6 (amarelo). Aumento aproximado: 10x. Coloracao: H-DAB
(DAB: 3,3’-diaminobenzidino, contracorado com hematoxilina).
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A figura 18 apresenta microfotografias representativas da expressao de

caspase-1 no tumor, estroma e infiltrado inflamatério.

Figura 6. Andlise de imunomarcacao da caspase-1.

A: captura de tela de area tumoral e estroma intratumoral demonstrando marcacdo imuno-histoquimica positiva
para caspase-1, mais intensa nas células imunes e menos intensa no tumor e no estroma, com infiltrado imune
acentuado associado. B: mapa de densidade de medidas demonstrando grada¢des discretamente maiores de
intensidade de densidade 6ptica para marcagéo com DAB na area de linfocitos tumorais infiltrantes estromais.
Células tumorais: demarcadas em amarelo; estroma intratumoral: demarcado em verde; linfécitos tumorais
infiltrantes estromais: demarcados em violeta. Mapa de densidade: gradiente entre 0,0 (preto), 0,2 (violeta), 0,4
(laranja) e 0,6 (amarelo). Aumento aproximado: 10x. Coloragdo: H-DAB (DAB: 3,3'-diaminobenzidino,
contracorado com hematoxilina).

Ndo se observou expressdo significativa de IL-18 em nenhum dos

compartimentos avaliados como visto na figura 19.

S i A s
aondi g
s :
1186296, 137G &5 m. T
265,217, 21 oo

Figura 7. Andlise de imunomarcacao da IL-18.

A: captura de tela de area tumoral e estroma intratumoral demonstrando marcagéo imuno-histoquimica negativa
para IL-18 em todas as classes de células analisadas. B: mapa de densidade de medidas demonstrando
gradacBes de intensidade de densidade Optica para marcacdo com DAB na area tumoral abaixo do limiar
considerado positivo.

Células tumorais: demarcadas em azul; estroma intratumoral: demarcado em verde; linfocitos tumorais
infiltrantes estromais: demarcados em violeta. Mapa de densidade: gradiente entre 0,0 (preto), 0,2 (violeta), 0,4
(laranja) e 0,6 (amarelo). Aumento aproximado: 10x. Coloragdo: H-DAB (DAB: 3,3'-diaminobenzidino,
contracorado com hematoxilina).
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10.2 Associagdo entre a expressdao dos marcadores e as caracteristicas

clinico-patolégicas

N&o houve associacdo significativa entre a expressdo dos marcadores do
inflamassoma (NLRP3, PYCARD) e as variaveis idade, IMC, tipo histolégico, grau
histolégico e mutacao/hipermetilacdo no gene BRCA1 (Tabela 6).

Observou-se associagao estatisticamente significativa entre menor expressao

de caspase-1 e tamanho tumoral entre 2 e 5 cm (p=0,005).

Tabela 6. Associacdo entre a expressdo dos marcadores do inflamassoma e as caracteristicas
clinico-patoloégicas

Varidveis eylp;riz:sgé_o efpﬁispslé-\o IL-18-expressdo  PYCARD-expressio
Menor Maior Menor Maior Menor Maior Menor Maior
Idade
<40 6 12 13 5 5 10 11 3
40 - 50 21 29 40 9 15 22 30 5
>50 3 6 6 1 3 5 6 1
p 0,78 0,66 0,93 0,86
IMC
18.5- 25 13 25 24 5 8 20 23 4
25-30 13 15 24 8 10 13 19 3
>30 4 7 11 2 5 4 5 2
p 0,62 0,74 0,3 0,69
Histdria familiar
Ausente 25 38 46 14 19 30 40 5
Presente 5 9 13 1 4 7 7 4
p 0,78 0,27 1 0,06
Tamanho tumoral
<2cm 4 18 17 3 5 11 14 2
2-5cm 20 22 34 4 14 20 26 5
>5cm 6 7 8 8 4 6 7 2
p 0,06 0,005 0,82 0,78
Tipo histologico
CDI 24 32 42 14 16 27 35 6
CLI 1 3 3 1 0 2 2 0
Outros 0 6 5 0 2 3 2 1

p 0,09 0,68 0,83 0,58




69

Cont.

N etllr)_rizgé-o ef;f;glsasléo IL-18-expressdo  PYCARD-express&o
Menor Maior Menor Maior Menor Maior Menor Maior
GH
lell 4 7 8 4 2 6 8 1
1] 26 40 51 11 21 31 39 8
p 1 0,25 0,7 1
Comprometimento
linfonodal
Negativo 8 29 31 6 10 19 21 5
Positivo 22 17 28 9 13 18 26 4
p 0,003 0,39 0,55 0,72
Mutacdo BRCA1
Ausente 28 39 48 14 20 33 43 6
Presente 2 8 11 1 3 4 4 3
p 0,3 0,44 1 0,07

Abreviaturas: CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma lobular invasivo; GH: grau histol6gico;
IMC: indice de massa corporal.

O comprometimento linfonodal foi associado a maior expressdo de NLRP3
(p=0,003). Identificou-se uma associa¢ao limitrofe do ponto de vista estatistico, entre
a expressdo de NLRP3 e tumores com tamanho entre 2 e 5 cm (p=0,06).

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre a expressao dos
componentes do inflamassoma e a presenca de mutacdo ou hipermetilacdo do gene
BRCAL. Entretanto, apesar de nédo significante, a proteina PYCARD apresentou uma
discreta associacdo com tumores com mutacao/hipermetilacdo no gene BRCAL
(p=0,07) e com histdria familiar para cancer de mama (p=0,06). Nao existem dados
na literatura relacionando a expressao de PYCARD e mutacdo patogénica no gene
BRCA1 em CMTN até o momento.

10.3 Correlacao entre os marcadores do inflamassoma e da piroptose

A fim de avaliar se havia uma correlacdo entre 0s anticorpos expressos nas
pacientes, foi realizada regressao linear multipla entre os marcadores, para 0 grupo
mutado e ndo mutado (Tabela 7).

Foram construidos dois modelos de regressao em cada um dos grupos (com
mutacdo e sem mutacdo). Para o grupo com mutagcdo, o modelo com a variavel

‘expressao de PYCARD” mostrou-se melhor ajustado, sendo que o valor do
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coeficiente de determinacdo foi R>= 0,8 (quanto mais préximo de 1, o modelo esta
melhor ajustado).

Os coeficientes apontaram para uma correlagéo baixa entre PYCARD e IL-18,
mas significativa (p=0,02) e entre caspase-1 e IL-18; assim como entre NLRP3 e
PYCARD; caspase-1 e PYCARD,; e entre caspase-1 e NLRPS3.

No grupo com mutacao, foi constatada uma correlagéo forte entre PYCARD e
IL-18 (r=0,8; p=0,05).

Tabela 7. Correlacdo entre os marcadores do inflamassoma dos pacientes com e sem mutacao
BRCA1

Grupo IL-18 PYCARD NLRP3 Caspase-1
r(p)! r(p)* r(p)* r(p)*
Geral PYCARD -0,3 (0,02) - 0,12 (0,69) -0,03 (0,99)
NLRP3 0,16 (0,89) 0.12 (0,69) - 0,07 (0,63)
Caspase 1 -0,11 (0,6) -0.03 (0,99) 0,07 (0,63) -
Mutacao PYCARD -0,8 (0,05) - -0,2 (0,35) 0,8 (0,14)
NLRP3 0,4 (0,95) -0,2 (0,35) - -0,4 (0,49)
Caspase 1 -1(0,8) 0,8 (0,14) -0,4 (0,49) -
Sem PYCARD -0,24 (0,11) - 0,12 (0,49) -0,04 (0,46)
mutacao
NLRP3 0,11 (0,82) 0,12 (0,49) - 0,18 (0,7)
Caspase 1 -0,01 (0,34) -0,04 (0,46) 0,18 (0,7) -

1 Coeficiente de correlacao de Spearman.

Adicionalmente, foram realizadas analises inferenciais, a fim de verificar a
associacao entre os marcadores avaliados e a presenca de mutacéo/hipermetilacéo
do gene BRCAL (Tabela 8).

Tabela 8. Correlacdo entre a presenca de mutacdo no gene BRCA1 em pacientes com CMTN e
marcadores do inflamassoma e piroptose.

. Erro IC (95%)
Marcadores Coeficiente ~ OR : p
padrao Menor Maior
NLRP3 0,98 0,08 -0,02 NA 1,08 0,84
CASP1 0,22 1,02 -1,53 0,016 0,83 0,13
IL-18 35,3 3,56 3,56 5,86x10% 5,43x108 0,51
PYCARD 1,14 0,08 0,13 0,1 1,39 0,09

N&o se constatou correlacdo entre a expressdo das proteinas avaliadas e a
presenca de mutacgao/hipermetilacdo no gene BRCAL. Embora tenha-se observado
uma tendéncia de correlacdo com a expressao de PYCARD, a mesma néo foi

estatisticamente significativa, em decorréncia do pequeno tamanho da amostra.
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10.4 Correlagao entre a presenga de mutagao/hipermetilagdo no gene BRCA1 e

caracteristicas clinicas

Em relacdo as caracteristicas clinicas e patologicas, o IMC e a historia familiar
positiva para cancer de mama foram correlacionadas com a presenca de mutacao

patogénica no gene BRCAL (Tabela 9).

Tabela 9. Correlacéo entre a presenca de mutacao/hipermetilacdo no gene BRCAL1 e fatores de risco
selecionados em pacientes com CMTN.

Cl (95%) OR
Erro

Variaveis Coeficiente ~ OR
padréo Menor Maior &
Idade
<40
40-50 1,1 1,06 3,02 0,36 24,95 0,3
50> -1,97 1,84 0,14 0,003 5,56 0,29
IMC (kg/m?)
15553%5 2,05 1,01 7,74 1,03 58,1 0,04
1,93 1,17 6,86 0,66 71,15 0,01
230
Tipo histolégico
EE: -2,3 1,87 0,1 0,0024 4,21 0,22
-1,38 1,62 0,25 0,01 6,42 0,4
Outros
Grau histolégico
1+2 -0,1 1,29 0.9 0.068 11.95 0,94
3
Tamanho tumoral (cm)
52 0,41 0,94 0,66 0.1 434 0,66
5> -0,84 1,13 0,43 0,05 4,09 0,45
Comprometimento
linfonodal
Ausente -0,98 0,83 0,37 0,07 1,98 0,24
Presente
Histoéria familiar
Ausente 3,49 0,92 32,64 5,22 204,04  0,0001
Presente

Abreviaturas: CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma lobular invasivo; GH: grau histolégico;
IMC: indice de massa corporal,

10.5 Anadlise de sobrevida em funcao da expressao de marcadores do

inflamassoma

O seguimento médio foi de 132,9 meses. A maior expressao de NLRP3 na
coorte de pacientes com CMTN foi associada a maior sobrevida global (p=0,043) e
maior SLD (p=0,0044) conforme figura 20.
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Figura 20. Sobrevida global em fung&o da expresséo de NLRP3 de 88 pacientes com tumores triplo-
negativos.

A: Sobrevida global em funcdo da expressdo da CASP1. B: Sobrevida livre de doenca em funcéo da
expressdo da CASP1. As curvas foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo
teste log-rank.
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Niveis de expressao mais altos da caspase-1 foram associados com maior SLD

(p=0,016). Para a SG nao houve diferenca estatisticamente significativa (Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida global, em funcdo da expressédo da caspase-1 de 88 pacientes com tumores
triplo-negativos.

A: Sobrevida global em funcdo da expressdo da CASP1. B: Sobrevida livre de doenca em funcéo da
expressdo da CASP1. As curvas foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo
teste log-rank.



74

A menor expressao de IL-18 foi associada a maior sobrevida global (p=0,035)
(Figura 22).
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Figura 22. Sobrevida global em funcéo da expressédo da IL-18 de 88 pacientes com tumores triplo-
negativos.

A: sobrevida global em funcédo da expressdo de IL-18. B: sobrevida livre de doenca em funcédo da
expressdo de IL-18. As curvas foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer e comparadas pelo
teste log-rank.
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Expressdo de PYCARD nédo esteve associada com SLD ou SG (p=0,14;
p=0,12, teste de log-rank) (Figura 23).
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Figura 8. Sobrevida global em funcéo da expressdo de PYCARD de 88 pacientes com tumores triplo-

negativos.
A: sobrevida global em funcdo da expresséo da proteina PYCARD. B: sobrevida livre de doenca em

funcdo da expressao da protéina PYCARD. As curvas foram construidas pelo método de Kaplan-
Meyer e comparadas pelo teste log-rank.
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10.5 Expressao dos marcadores do inflamassoma e progndstico

No estudo dos fatores progndsticos relacionados a SG, as variaveis
associadas a pior prognéstico na andlise univariada foram: tamanho tumoral maior
que 5,0cm (HR: 9,9; IC 95%: 3,16-30,9; p<0,001), comprometimento linfonodal (HR:
2,7; 1C95%: 1,2-6,1; p=0,018) e IMC entre 25 e 30 kgm? (HR: 2,6; IC 95%: 1,1-6;
p=0,024).

Foram observados maiores percentuais de 6bito em pacientes com linfonodos
comprometidos (p=0,009) e tamanho tumoral maior que 5,0cm (p=0,002).

Em relacdo aos marcadores do inflamassoma, pacientes com maior
expressdo de NLRP3 tiveram maior SLD (HR: 0,3; IC 95%: 0,13-0,72; p=0,007) e SG
(HR: 0,44; IC 95%: 0,10-0,99; p=0,049), indicando um possivel efeito protetor no
prognéstico da doenca. Em contrapartida, observou-se uma menor SLD em
pacientes com alta expressao de caspase-1 (HR: 2,2; IC 95%: 0,95-5; p=0,06) e
menor SG para aquelas com maior expressao de IL-18 (HR: 3,1; IC 95%: 1-9,4;
p=0,046). Cabe destacar que a expressdo de PYCARD (ASC) néo se associou com

0 prognostico (Tabela 10).

Tabela 10. Analise univariada das variaveis clinico-patolégicas e das proteinas do inflamassoma e da
piroptose

SLD SG

N. Média N. N.

0 0 Adi 0
pts eventos SLD AlREES El) P pts eventos el IR C) P

Caracteristicas

SG
Casuistica 88 26 125,82 - - 88 29 122,13
Idade
<40 20 6 109,18 ref ref 20 7 104,32 ref ref
40-50 59 18 128,55 0,83 (0,33-2.1) 0,7 59 19 127,41  0.75(0.31-1.8) 0,524
>50 9 2 44,85 1,02 (0.2-5.2) 0,98 9 3 41,59 1.3590.34-5.3) 0,672
Tipo histolégico
CDI 66 22 123,15 ref ref 66 25 117,76 ref ref
CLI 4 1 56,67 0,79(0,11-5,9) 0,82 4 1 56,67  0.65(0,088-4,9) 0,677

Outros 7 2 69,57  1(0,23-43) 099 7 1 805 0,43 (0,058-32) 0,411
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Cont.
SLD SG
Caracteristicas : e SIEETE HR (95% CI) p ) e Média HR (95% CI) p
pts eventos SLD pts eventos SG
Tamanho tumoral
(cm)
<2 23 3 154,9 ref ref 23 4 148,31 ref ref
2-5 48 11 116,32 2.1 (0,57-7,4) 0,27 48 12 115,03 1,7 (0,55-5,3) 0,359
25 17 12 51,79 12 (3,31-43,3) 10,0002 17 13 47,13 9,9 (3,16-30,9) <0,001
Comprometimento
linfonodal
Negativo 43 7 152,53 ref ref 43 9 143,89 ref ref
Positivo 45 19 92,25 3,4 (1,4-8,5) 0,009 45 20 91,37 2.7(1,2-6,1) 0,018
IMC (kg/m?)
18.5-25 40 9 128,92 Ref ref 40 9 128,61 ref ref
25-30 33 12 124,56 2.1(0,87-5) 0,098 33 15 109,84 2,6 (1.1-6) 0,024
230 15 5 69,66 1,9(0,62-5,7) 0,264 15 5 68,65 1,8 (0,6-5,5) 0,29
GH
1+2 13 7 68,62 ref ref 13 6 72,62 ref ref
3 75 19 135,38 0,5(0,21-1,2) 0,124 75 23 126,84 0,74 (0,3-1,8) 0,509
Mutagéo
Ausente 74 22 108,78 ref ref 74 26 103,93 ref ref
Presente 14 4 146,77 0,57 (0,19-1,7) 0,321 14 3 159,62 0,36 (0,11-1,2) 0,105
NLRP3 -
expressao
Menor 25 12 65,72 ref ref 30 13 81,13 ref ref
Maior 52 10 139,1 0,3(0,13-0,72) 0,007 47 11 132,9 0,44 (0,10-0,99) 0,049
CASP1-
expressao
Menor 12 7 96,08 ref ref 59 16 124,53 ref ref
Maior 62 15 142,76 0'36‘ é%’)l“' 0021 15 9 8823  22(0.955) 0,066
IL18 -
expressao
Menor 5 3 75,4 ref ref 23 5 145,66 ref ref
Maior 55 13 118,77 0,42 (0,12-1,5) 0,182 37 15 73,59 3,1(1-9,4) 0,046
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Cont.

SLD SG

. N.  Meédia . N. N. . .
ots eventos SLp HR(O5%C)  p Média HR(95%CI)  p

Caracteristicas
pts eventos

SG
PYCARD -
expressao
Menor 6 0 110 ref ref a7 18 102,65 ref ref
Maior 50 16 118,54 100> (0-inf) 1 9 1 174,33 0,22 (0,029-1,7) 0,15

Abreviaturas: CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobular invasivo; GH: grau histolégico;
IMC: indice de massa corporal; SG: sobrevida global; SLD: sobrevida livre de doenca

Na analise multipla, tamanho tumoral maior que 5,0cm foi associado com pior
SG (HR: 24,51; IC 95%: 3,82-157; p<0,001). A maior expressao da IL-18 conferiu 4,6
vezes maior risco para oObito (HR: 4,6; IC 95%: 1,21-17,4; p=0,025). Os demais

marcadores ndo estiveram associados com prognostico (Figura 24).

Hazard ratio
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Figura 9. Forest-Plot demonstrando as HRs para sobrevida global associadas com as variaveis
avaliadas no modelo multivariado de Cox com seus respectivos intervalos de confiangca de 95% em
88 pacientes com CMTN.
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10.6 Correlagdao entre a expressdo dos marcadores do inflamassoma e da

piroptose com o infiltrado imune

O infiltrado inflamatorio linfocitico peritumoral foi caracterizado como
leve/moderado na metade dos nossos casos. Ja o infiltrado linfocitico intratumoral foi

caracterizado como leve a moderado em 71,6% dos casos e em 10,4% como
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Figura 10. Correlacédo entre a expressdo dos marcadores do inflamassoma com o infiltrado imune.

Realizamos uma analise de correlacédo entre a média da densidade do TIL
com a expressao dos marcadores do inflamassoma (Figura 25).

As analises demonstraram que a expressdo de NLRP3 e PYCARD foram
correlacionadas com uma intensa infiltracdo por linfécitos. Ndo houve correlagcéao

significativa entre os marcadores CASP1 e IL-18 com o TIL.
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11. ASSOCIACAO ENTRE CARACTERISTICAS CLiNICO-PATOLOGICAS E IMC
DE PACIENTES COM CMTN

Foram analisadas 16 mulheres submetidas a tratamento cirargico para cancer
de mama no servico de mastologia do Hospital AC Camargo Cancer Center. Nessas
pacientes, foram verificados os dados clinicos e antropométricos, estratificadas em
magras, cujo IMC é menor que 25 kg/m?, sobrepeso e obesidade, classificado como
IMC maior que 25 kg/m? (Tabela 11).

Quanto as caracteristicas do tumor, no grupo com sobrepeso e obesidade, o
tipo histolégico mais frequente foi o CDI, e as pacientes apresentaram mais
frequentemente tumores com grau histologico 3, estadiamento T2 e NO. A presenca
das CLS observada em cinco casos com obesidade.

Tabela 11. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes com CMTN, estratificadas pelo IMC.

Caracteristicas Total IMC
Tipo histologico 16 <25kgMm? >25 kg/Mm?
CDI 12 6 10
Outros 4 2 2
GH
1+2 4 2 2
3 12 4 8
T
1 10 4 6
2 6 2 4
3 0
N
0 13 3 10
1 1 1
2 2 1 1
3 0
Menopausa
Sim 6 3 3
Nao 10 4 6
Infiltrado inflamatério
Sim 12 4 8
Nao 4 2 2
Necrose
Ausente 7 3 4
Presente 9 3 6
Inflamacé&o
Ausente 1 1 0
Presente 15 6 9
CLS (vmm?)
Ausente 11 11 0

Presente 5 0 5
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Em decorréncia do pequeno tamanho amostral, ndo se constatou associacao
entre a expressao dos marcadores NLRP3 e CASP1 com a obesidade e presenca

de CLS, bem como com caracteristicas clinico-patolégicas.

11.1 Avaliacao histolégica dos marcadores NLRP3, caspase-1 e estruturas em

coroa (CLS)em tumores triplo-negativos

A presenca de CLS no tecido adiposo reflete uma condigdo crbnica de
inflamacdo local, devido a liberacdo de diversos fatores proé-inflamatérios
(SANTANDER et al., 2015). Esses fatores, por sua vez atuam na desregulacdo
metabdlica e inflamacao cronica de baixo grau, contribuindo para o desenvolvimento
de resisténcia a insulina, dislipidemia e estresse oxidativo (DENG et al., 2016).
Essas condigcbes podem estar associadas a progressdo do cancer por meio da
estimulacdo da proliferacdo celular, perda da integridade epitelial, angiogénese e
migracao celular (FARIA et al., 2020).

Foram elegiveis para esta andlise 16 casos. Apenas seis casos apresentaram

>25% das células imunomarcadas para CASP1 (Figura 26).

Figura 11. Expressdo da CASP1 no tecido adiposo demonstrando marcacgdo intensa nas células
inflamatérias (controle positivo).

A imunoexpressao de NLRP3 foi observada em cinco casos. Onze casos
caracterizaram-se por baixos niveis de expressdao (<10% das células

imunomarcadas) de NLRP3 (Figura 27).
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Figura 12. Expressao de NLRP3 demonstrando marcacdo em macréfagos e auséncia de marcagéo
nos linfocitos.

A presenca de CLS foi quantificada pela expressdo positiva de CD68 em

cinco casos (Figura 28).

Figura 13. Marcacéao positiva de CD68 demonstrando CLS.
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11.2 Expressdao dos genes do inflamassoma em pacientes com cancer de

mama e obesidade

A fim de verificar a associacdo entre a expressdo dos marcadores do
inflamassoma e pacientes com céncer de mama em condi¢des de obesidade,
expandimos nossas analises, utilizando dados de expressdo génica de 424
pacientes com cancer de mama depositados no repositério GEO, sob o cddigo
GSE46818 (Tabela 12).

Verificou-se que a maior parte das mulheres eram brancas e estavam com
peso normal (32,5%). Mulheres da raga negra encontravam-se em condi¢cdes de
obesidade. A analise mostrou uma associacdo estatisticamente significativa entre
raca negra e obesidade (p=0,008) (Tabela 12).

N&o houve associagao estatisticamente significativa entre subtipo molecular e
IMC. Os subtipos luminais A e B corresponderam a 69,58% dos casos. No grupo
luminal A, foi observado maior percentual de mulheres com obesidade (34%). No

subtipo basal-like, 34 (34,3%) das pacientes foram classificadas com sobrepeso.

Tabela 12. Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes com cancer de mama, estratificadas pela
obesidade

Variaveis Total Normal Sobrepeso Obesos p
Raca 424 131 131 142
Negra 96 22 (22,9%) 26 (27%) 46 (47,9%)
Branca 304 99 (32,5%) 96 (31,5%) 93 (30,5%) 0,008
Outras 24 10 (41,6%) 9 (37,5%) 3 (12,5%)
Estadiamento - T
I+I1 347 112 (32,2%) 107 (30,8%) 113(32,5%)
Hi+v 76 19 (25%) 24 (31,5%) 29 (38,1%) 0,435
Grau histolégico
1+2 244 83 (34%) 74 (30,3%) 72 (29,5%)
3 178 4(26,4%) 57 (32%) 70(39,3) 0,09
Classificacdo PAM-50
LUMA 226 68 (30,08%) 64 (28,07%) 77(34,07%)
LUMB 43 17 (39,5%) 10 (23,2%) 12 (37,2%)
HER2 50 15 (30%) 21 (42%) 12 (24%) 0,576
Basal-like 99 30 (30,3%) 34 (34,3%) 34 (34,4%)
Normal-like 6 1 (16,6%) 2 (33,3%) 3 (50%)
NLRP3-expresséo 212
Maior 106 32(30,1%) 33 (31,1%) 37(34,9%) 0.86
Menor 106 36 (33,9%) 32 (30,1%) 35 (33,01%)
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CASP1-expressao 212
Maior 106 30 (28,3%) 28 (26,4%) 44 (41,5%)
Menor 106 39 (36,7%) 33 (31,1%) 31 (29,2%) 0,147

Mulheres com obesidade apresentaram maior expressao do gene CASP1,
engquanto o grupo com maior expressao de NLRP3 tinha peso normal.
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13. DISCUSSAO

13.1 Expressao dos genes do inflamassoma em tecido tumoral vs tecido

normal adjacente

A funcédo dos componentes do inflamassoma no cancer e mais precisamente,
nas patologias mamarias ainda néo foi esclarecida, mas estudos apontam perfis
diferenciais de expressdo entre carcinomas mamarios e &reas de tecido normal
adjacente ao tumor.

Nossas andlises revelaram que o gene NLRP3 apresentou expressao relativa
aumentada no tecido normal adjacente. Estes dados contrastam com a maioria dos
estudos em que o gene NLRP3 é mais expresso no tecido tumoral (ERSHAID et al.,
2019; SAPONARO et al., 2021; XU et al., 2021). Coletivamente, estes resultados
mostram que a expressdao de NLRP3 pode ser diferente com base em sua
localizacdo, sendo a nuclear ligada a transformacéo celular e cancer (HUANOSTA-
MURILLO et al., 2021). A acao desta proteina também depende de qual residuo
proteico sera fosforilado, ja que sua atividade difere de acordo com a modificacao
conformacional, influenciando diretamente na funcdo da proteina (MCKEE et al.,
2021)

Constatamos que os genes PYCARD (ASC) e IL-18 foram diferencialmente
expressos nas amostras tumorais em relacdo aos seus respectivos controles. Foi
demonstrado que a proteina ASC em conjunto com a IL-18 regula negativamente a
ativacdo da via NF-kB, independente da inflamacédo. Esse mecanismo, por sua vez
aumenta a progressao tumoral (DESWAERTE et al., 2018). Vale ressaltar que ha
uma escassez de dados na literatura sobre o papel de PYCARD (ASC) em tecidos e

células tumorais.

13.2 Expressao dos componentes do inflamassoma no CMTN com mutag¢ao no
gene BRCA1

Mutacdes no gene BRCAL conferem um risco de 45 a 85% para cancer de
mama com padrao imunohistoquimico triplo negativo (COUCH et al., 2015; CURTIS
et al., 2012; MAVADDAT et al., 2013). O inflamassoma NLRP3 desempenha um

importante papel na carcinogénese, especialmente relacionada a regulagdo das
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citocinas IL-1B e IL-18, mas sua relacdo com a mutacédo no gene BRCA1 ainda néo
foi estabelecida.

Neste estudo, os marcadores NLRP3 e IL-18 apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com hipermetilagdo/mutagcao no gene
BRCAl1 e selvagem/VUS. Em relacdo as caracteristicas clinico-patoldgicas, a
expressdo de NLRP3 foi associada com comprometimento linfonodal. Saponaro et
al., demonstraram em tumores TN correlacdo significativa entre a expressédo de
NLRP3 com tamanho tumoral, comprometimento linfonodal e grau histologico
(SAPONARO et al., 2021).

Embora sem significancia estatistica, a proteina PYCARD apresentou uma
discreta associacdo com mutacao/hipermetilacdo no gene BRCAL e histéria familiar
para cancer de mama. Ao promover a inflamacéo e a liberacdo da IL-13, a molécula
adaptadora PYCARD (ASC) pode exercer atividades pro-tumorais, tais como
angiogénese, invasao e metastase (MANTOVANI; BARAJON; GARLANDA, 2018).

A proteina PYCARD (ASC) atua tanto como uma plataforma molecular que
suporta as interacdes proteina-proteina durante a montagem do inflamassoma (CAI
et al., 2014; LU et al., 2014), quanto como uma ponte direta entre o0 sensor NLR e a
molécula efetora da caspase-1. Estudos recentes revelaram, que a ASC pode ser
encontrada no citoplasma, nucleo e mitocéndria (ZHOU; YAZDI; MENU, 2011). Para
formar o inflamassoma, no reticulo endoplasmético (RE), o transporte mediado por
dineina altera a localizacdo subcelular desses componentes, rearranjando-0s
espacialmente de forma a aproximar a mitocndria do RE, para permitir a
justaposicédo de ASC e NLRP3 (HONG et al., 2013).

Nesse contexto, foi demonstrado que o silenciamento de BRCA1 ativa o
inflamassoma NLRP3, produz EROS e altera a rede mitocondrial, promovendo a
proliferacdo de células tumorais (CHEN et al.,, 2020). Juntos, estes resultados
sugerem que esse mecanismo potencializa a inflamacao, de forma a amplificar e
perpetuar a magnitude da resposta do inflamassoma. Adicionalmente, estudos com
uma coorte maior de pacientes, bem como a realizacdo de mais experimentos sao
necessarios para avaliar a relacédo entre a proteina PYCARD (ASC) com a mutagao
no gene BRCAL.

A histéria familiar para cancer de mama e IMC>25kg/m? estiveram associados
com mutacgao/hipermetilagdo no gene BRCAL. Foi demonstrado que a obesidade na

pré-menopausa € relacionada ao cancer de mama hereditario, principalmente em
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portadores da mutacdo nos genes BRCA1/BRCA2 (MANDERS et al., 2011,
SCHOEMAKER et al., 2018).

No tecido mamario, o estrogénio local é primordial para que ocorra a fase de
promo¢do na carcinogénese da neoplasia mamaria (KHANDEKAR; COHEN;
SPIEGELMAN, 2011; PICON-RUIZ et al., 2017). Estudos prévios reportam que 0
estrogénio e seus metabdlitos podem causar quebras da fita dupla de DNA (DSBs)
em células mamarias negativas para o receptor de estrogénio. Consequentemente,
0 gene BRCAL torna-se necessario para reparar esses DSBs e inibir a instabilidade
gendmica induzida por metabolitos (SAVAGE et al., 2014).

A biossintese de estrogénio é catalisada no estroma mamario, através da
conversdo de androgénios suprarrenais em estrogénios pela aromatase (LIEDKE et
al., 2014). Em pacientes pré-menopausadas com cancer de mama portadoras de
mutacdo nos genes BRCAL ou BRCAZ2, a obesidade foi associada com niveis mais
elevados de aromatase e inflamacéo, caracterizada pela presenca de CLS no tecido
adiposo (IYENGAR et al., 2021). Nesse contexto, mulheres na pré ou pos-
menopausa com deficiéncias no reparo do DNA, devido a mutac¢des patogénicas nos
genes BRCA1/2 podem ser mais suscetiveis aos efeitos proliferativos dos
estrogénios livres, aumentando o risco de cancer de mama.

Ao analisarmos a sobrevida para a coorte total de pacientes com CMTN, em
funcdo das proteinas de interesse, constatamos que a maior expressdo de NLRP3
foi associada a maiores SG e SLD. Corroborando com estes dados, Saponaro et al.,
demonstraram que a maior expressao desta proteina foi associada com pior SLD
(SAPONARO et al., 2021). Estes achados evidenciam o complexo papel
desempenhado pelo inflamassoma, cuja ativacdo pode exercer papel dual ao inibir
ou maximizar a progressao tumoral.

Na nossa casuistica, observamos maiores percentuais de 6bitos em pacientes
com linfonodos comprometidos e tamanho tumoral maior que 5 cm. Existe uma
correlacdo direta entre tamanho tumoral, acometimento axilar e taxa de recorréncia
da doenca. Nossos resultados estédo de acordo com levantamento realizado por He
et al, que evidenciaram prognéstico desfavoravel em mulheres com
comprometimento linfonodal e tumores estadios T3 e T4 (HE et al., 2017).

O valor prognadstico da caspase-1 nos tumores solidos é controverso. Nossos
dados mostraram maior SLD em pacientes com alta expressdo desta cisteina.

Embora ndo tenhamos avaliado a relacdo entre a expressao da caspase-1 e a



88

resposta ao tratamento, estudos mostraram que a ativacdo do inflamassoma NLRP3
e da CASP1 potencializa a morte celular imunogénica mediada por agentes
quimioterapicos (HUANG et al., 2020), indicando que a funcionalidade desta via
pode influenciar a resposta terapéutica.

A IL-18 é uma citocina pro-inflamatéria indutora de IFN-y pelas células T, que
favorece a geracdo e manutencdo de um microambiente inflamatério com
propriedades anti-tumorais (DINARELLO; FANTUZZI, 2003). Além disso, estimula
células NK e colabora com as células T e dendriticas para ampliar e modular a
resposta imune no MAT (DUPAUL-CHICOINE et al., 2015). Identificamos por meio
de analise multivariada que a maior expressdo da IL-18 é fator preditivo
independente para piores taxas de SG. Estas observacdes permitem inferir que no
CMTN, a secrecao da IL-18 pelo inflamassoma NLRP3 pode promover a proliferacéo
de células tumorais e favorecer o desenvolvimento de caracteristicas
imunossupressoras (PARK et al., 2017).

Considerando os achados do presente trabalho e os possiveis mecanismos
envolvidos, analises proteicas e funcionais deverdo ser realizados para verificar
detalhadamente a relacdo entre os marcadores do inflamassoma e mutacéo

patogénica no gene BRCAL.

13.3 Correlacdo entre o infiltrado inflamatério e os marcadores do

inflamassoma

O MAT é uma rede dinamica que inclui células tumorais, tecido estromal
(células imunes, fibroblastos, citocinas e tecido vascular) e matriz extracelular
(BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012). O TIL corresponde a um aglomerado
de células imunes mononucleares, presentes dentro e ao redor dos tumores
(DENKERT et al.,, 2010). No CMTN, a presenca de um infiltrado imune rico em
células imunes tém sido associado com melhor sobrevida e resposta terapéutica
(SAVAS et al., 2016).

A ativacao do inflamassoma é capaz de modular a composicdo do MAT de
diferentes tumores, incluindo o de mama (GUO et al., 2016; HUANG et al., 2020;
VOIGT et al., 2017). Verificamos correlagéo significativa da densidade do TIL com a
expressdo dos marcadores NLRP3 e PYCARD. Achados similares foram

evidenciados em modelos animais de cancer de mama, cuja ativacdo de NLRP3
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levou ao recrutamento de células TCD4* e TCD8" via IL-18 (GHIRINGHELLI et al.,
2009), conferindo um microambiente imunossupressor (DAS et al., 2020).

Utilizando o CIBERSORT, identificamos nos tumores TN que a expressao do
gene NLRP3 se correlacionou com a presenca de macrofagos — M2. Embora esses
fendtipos representem um espectro continuo de perfis de ativacdo, o MAT tende a
diferenciar macréfagos semelhantes ao M2, os quais séo relacionados com pior
prognoéstico. Além disso, a ativagdo do inflamassoma NLRP3 pode modular a
polarizacdo de macrofagos, devido a macica secrecao de citocinas pré-inflamatérias
(LI et al., 2020; ZITVOGEL et al., 2012).

No subtipo HER2+, os genes CASP1, IL-1B e IL-18 foram correlacionados
com macrofagos-M1. A caspase-1 é responsavel tanto pela maturacao da IL-1B e da
IL-18, quanto pela indugéo da piroptose. Sendo assim, esta correlacdo sugere que a
secrecdo das citocinas e mediadores inflamatérios através dos poros da GSDMD
promove o recrutamento de diferentes células imunes, incluindo os macrofagos.
Ademais, os macrofagos — M1 auxiliariam no controle da progressao tumoral.

A expressdo do gene NLRP3 também foi significativamente associada com
macrofagos — M2 no subtipo HER2+. Neste subtipo, a ativacdo do inflamassoma
NLRP3 em células estromais induziu a polarizacdo de macréfagos para um fenétipo
M2, cuja expressdo foi associada com comprometimento linfonodal e metastase
(WEICHAND et al., 2017).

Dessa forma, abordagens multiparamétricas tornam-se necessarias para
elucidar a heterogeneidade e superposicdo de fendtipos dos macréfagos
intratumorais nos diferentes subtipos moleculares do cancer de mama e sua relacao

mais precisa com o MAT.

13.4 Associacgao entre os genes do inflamassoma em pacientes com obesidade

e cancer de mama

Em decorréncia do pequeno tamanho da amostra, n&o foi possivel constatar
nenhuma associacdo entre as variaveis analisadas e a expressdo dos marcadores
NLRP3 e caspase-1, bem como a presenca das CLS no tecido adiposo de pacientes
com CMTN e obesidade. Frente ao exposto, utilizamos ferramentas in silico e bases
de dados publicos para correlacionar a expressédo dos genes de interesse em uma

coorte de mulheres com cancer de mama, estratificadas pelo IMC.
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Embora sem significancia estatistica, identificamos que o grupo com
obesidade tinha maior expressdo do gene NLRP3. Em mulheres com excesso de
peso foi verificado expressao aumentada deste gene e de seus componentes (IL-1f3,
IL-18 e CASP1), em relacdo aquelas com IMC < 25kg/m? (ESSER et al., 2013). Uma
dindmica interacdo entre os componentes do inflamassoma e os adipdcitos
circulantes contribui para a secrecdo de elevados niveis de citocinas pro-
inflamatérias e adipocinas (BING, 2015), que comprometem a atividade
serina/treonina no receptor de insulina (HAN et al., 2014).

Consonante com nossos achados, estudos prévios evidenciaram maior
expressdo da CASP1, em mulheres com cancer de mama e excesso de peso (KOLB
et al., 2016). Um dos mecanismos que explicam essa associacdo consiste no papel
da caspase-1 em direcionar os adipécitos a um fenotipo mais resistente a insulina
(STIENSTRA et al.,, 2010; WEN; TING; O’NEILL, 2012). Esse aspecto reforca a
interface entre o processo inflamatério crénico decorrente da obesidade e a
carcinogénese mamaria desencadeada pela ativacdo dos componentes do
inflamassoma NLRP3.
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14 CONCLUSOES

As andlises de expressdo génica do presente estudo demonstraram:

e Maior expressao dos genes CASP1, CASP4, GSDMD, IL-18 e PYCARD
em mulheres com receptor de estrogénio positivo;

e Maior expressdo dos genes GSDMD e PYCARD em mulheres com
receptor de progesterona positivo;

e Mulheres com tumores triplo-negativos e estadiamentos T3 e T4
apresentaram maior expressao do gene GSDME;

e Os subtipos luminais A e B e com superexpressdo de HER2 nédo detiveram
diferenca significativa de expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da
piroptose quanto aos parametros clinico-patolégicos avaliados;

e O gene NLRP3 foi significativamente correlacionado com a presenca de

macrofagos M2 nos tumores triplo-negativos e HER2+;

Através da técnica de imuno-histoquimica, identificamos que:

e A expressdo das proteinas NLRP3 e CASP1 foi associada com tamanho
tumoral e comprometimento linfonodal, respectivamente;

e A proteina PYCARD apresentou uma discreta associacdo no grupo de
tumores com mutacdo no gene BRCA1 e naquelas com histéria familiar para cancer
de mama;

e Sobrepeso e obesidade foram significativamente correlacionados com a
presenca de mutacdo em BRCAI,;

e Tamanho tumoral maior que 5 cm e maior expressao da IL-18 foram
associados a um prognostico desfavoravel quando avaliados para SG;

e A expressao dos marcadores NLRP3 e PYCARD foi correlacionada com a
densidade do TIL;

A analise dos dados de microarranjo mostrou que a expressao dos genes
CASP1 e NLRP3 néo foi estatisticamente associada com obesidade em mulheres

com cancer de mama.
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15 Perspectivas

Dada a relevancia clinica do presente estudo, nosso grupo pretende
prosseguir com as investigacoes do papel do inflamassoma em CMTN com mutacao

no gene BRCAL, conforme descrito a seguir:

o Comparar a expressdo dos marcadores do inflamassoma entre amostras de
tecido normal adjacente ao tumor e tecido tumoral em pacientes com CMTN;

o Analisar a expresséo proteica dos marcadores NLRP3, IL-13, IL-18, PYCARD,
caspase-1 em células HEK293T,;

o Caracterizar o estado de polarizacdo (tipo M1 ou M2) dos TAMs, em tumores
TN com mutacdo patogénica no gene BRCAL e correlacionar com a expressao dos
marcadores do inflamassoma;

o Correlacionar a expressdo dos marcadores do inflamassoma (NLRPS3,
PYCARD) com a expresséao das células CD8, CD4, no infiltrado inflamatorio tumoral;
o Avaliar a expressao dos componentes do inflamassoma em tecido adiposo de
CMTN;
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Anexo 1. Expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose em

pacientes com cancer de mama

Pré-menopausa x Pés-menopausa

FC p p-adj
NLRP3 0,007 0,881 1
PYCARD -5,12 0,006 0,06
CASP1 -0,238 0,414 1
CASP4 0,146 0,45 1
CASP5 -0,04 0,025 0,281
GSDMA 0,045 0,460 1
GSDMB -0,649 0,339 1
GSDMD -1,629 0,02 0,328
DFNA5 -0,009 0,871 1
IL-18 -0,07 0,793 1
IL1-B -0,277 0,036 0,404
Asiatica x negra
Raca p FC p-adj
CASP1 0,584 0,336 1
CASP4 0,147 -0,591 1
CASP5 0,626 0,018 1
DFNA5 0,534 0,073 1
GSDMA 0,026 -0,284 0,289
GSDMB 0,639 -0,652 1
GSDMD 1,55x106 7,556 1,70x10°
IL18 0,303 0,615 1
IL1B 0,521 -0,181 1
NLRP3 0,048 0,220 0,530
PYCARD 0,342 3,863 1
Asiética x branca
Raca FC p p-adj
CASP1 -0,079 0,885 1
CASP4 -0,542 0,138 1
CASP5 -0,048 0,160 1
DFNA5 0,153 0,147 1
GSDMA -0,370 0,001 0,013
GSDMB -3,075 0,013 0,150
GSDMD 0,833 0,551 1
IL-18 -0,314 0,556 1
IL-1B -0,115 0,648 1
NLRP3 0,305 0,002 0,025
PYCARD -0,971 0,789 1
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Estadiamento - T

T1+T2 x T3+T4 FC p p-adj
CASP1 -0,176 0,611 1
CASP4 -0,179 0,443 1
CASP5 -0,014 0,493 1
DFNA5 0,126 0,058 0,639
GSDMA -0,044 0,535 1
GSDMB -0,546 0,490 1
GSDMD 2,317 0,010 0,118

IL18 -0,693 0,040 0,441
IL1B -0,347 0,028 0,309
NLRP3 0,005 0,927 1
PYCARD 0,096 0,966 1
Estadiamento - N
N+ x N- FC p p-adj
CASP1 0,140 0,576 1
CASP4 0,108 0,522 1
CASP5 0,025 0,097 1
DFNA5 -0,05 0,289 1
GSDMA -0,02 0,623 1
GSDMB 0,159 0,781 1
GSDMD -0,918 0,163 1
IL18 0,332 0,174 1
IL1B 0,248 0,029 0,329
NLRP3 0,041 0,357 1
PYCARD 0,255 0,878 1
Receptor de estrogénio
ER+ x ER- FC p p-adj
CASP1 -1,928 1,68x101° 1,85x10°
CASP4 -1,347 4,86x1011 5,34x1010
CASP5 -0,164 4,87x1018 5,36x1017
DFNA5 -0,366 8,45x1010 9,29x10°
GSDMA -0,181 0,004 0,054
GSDMB -1,391 0,053 0,584
GSDMD 4,246 9,77x108 1,07x106
IL18 -1,08 0,0001 0,002
IL1B -0,582 3,49x10° 0,0003
NLRP3 0,006 0,913 1
PYCARD 12,988 2,20x1010 2,42x10°
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Receptor de progesterona

PR+ x PR- FC p p-adj
CASP1 -1,010 0,0001 0,002
CASP4 -0,826 6,89x106 7,57x10-5
CASP5 -0,111 6,97x10-11 7,67x10-10
DFNA5 -0,213 6,81x10°% 0,0007
GSDMA -0,110 0,056 0,617
GSDMB -1,844 0,004 0,044
GSDMD 3,137 1,05x10°% 0,0001

IL18 -0,795 0,0021 0,024
IL1B -0,186 0,138 1
NLRP3 0,076 0,125 1
PYCARD 10,031 4,23x10-8 4,66x10-7
HER2
HER2+ x HER- FC p p-adj
CASP1 -0,98 0,007 0,082
CASP4 0,005 0,982 1
CASP5 -0,019 0,44 1
DFNA5 -0,136 0,08 0,903
GSDMA 0,319 0,0002 0,003
GSDMB 7,39 6,56x1015 7,22x1014
GSDMD -0,794 0,386 1
IL-18 -0,609 0,065 0,725
IL-1B -0,478 0,006 0,072
NLRP3 -0,271 3,20x10% 0,0003
PYCARD 0,192 0,937 1
VUSBFE(;Q; rgd>i(cos FC P 2t
CASP1 1,89 0,17 1
CASP4 1,08 0,31 1
CASP5 0,081 0,57 1
DFNAS 0,376 0,40 1
GSDMA 0,196 0,28 1
GSDMB 0,602 0,22 1
GSDMD 2,203 0,44 1
IL18 -0,307 0,80 1
IL1B -0,475 0,49 1
NLRP3 0,093 0,67 1
PYCARD 8,004 0,12 1




107

Anexo 2. Expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose nos

subtipos luminais

Pés menopausa x pré-menopausa

Status menopausal FC p p-adj
CASP1 -0,439 0,357 1
CASP4 0,251 0,357 1
CASP5 -0,041 0,044 0,494
DFNAS 0,069 0,296 1
GSDMA 0,039 0,528 1
GSDMB -0,219 0,115 1
GSDMD -0,695 0,544 1

IL18 -0,132 0,766 1

IL1B -0,380 0,05 0,568
NLRP3 0,06 0,429 1
PYCARD -6,38 0,03 0,331

Asiatica x negra

Raca FC p p-adj
CASP1 -0,228 0,837
CASP4 -0,473 0,450
CASP5 -0,021 0,654
DFNA5S 0,027 0,860
GSDMA 0,442 0,002
GSDMB 0,329 0,31
GSDMD 9,03 0,001

IL18 1,12 0,29

IL1B -0,157 0,746

NLRP3 0,15 0,469
PYCARD 6,44 0,393

Asiatica x branca

Raca FC p p-adj
CASP1 -0,24 0,793
CASP4 -0,16 0,758
CASP5 -0,016 0,693
DFNA5 0,237 0,07
GSDMA 0,062 0,606
GSDMB -0,165 0,54
GSDMD -0,24 0,916

IL18 -0,317 0,719

IL1B -0,063 0,875
NLRP3 0,386 0,026

PYCARD -3,145 0,617
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T1+T2 x T3+T4

Estadiamento - T

FC p p-adj
CASP1 -0,22 0,682 1
CASP4 -0,182 0,557 1
CASP5 -0,03 0,188 1
DFNA5 -0,045 0,547 1
GSDMA -0,047 0,505 1
GSDMB 0,188 0,233 1
GSDMD 2,97 0,027 0,301
IL18 -1,101 0,029 0,324
IL1B -0,488 0,031 0,351
NLRP3 0,036 0,712 1
PYCARD -4,84 0,182 1
N positivo X N negativo
Estadiamento - N FC p p-adj
CASP1 0,046 0,907 1
CASP4 0,22 0,343 1
CASP5 0,040 0,018 0,206
DFNAS5S -0,009 0,861 1
GSDMA -0,03 0,562 1
GSDMB 0,012 0,918 1
GSDMD -1,25 0,211 1
IL18 -0,061 0,871 1
IL1B 0,338 0,046 0,514
NLRP3 0,099 0,174 1
PYCARD 1,31 0,628 1
Receptor de estrogénio
RE+ x RE- FC p p-adj
CASP1 -3,92 0,008 0,089
CASP4 -2,51 0,003 0,036
CASP5 -0,465 8,88x1014 9,77 x1013
DFNA5 -1,048 2,94x107 3,24x10
GSDMA 0,02 0,9 1
GSDMB 0,262 0,549 1
GSDMD 3,636 0,329 1
IL18 -3,066 0,028 0,311
IL1B -1,53 0,014 0,157
NLRP3 -0,627 0,02 0,228
PYCARD 11,74 0,242 1
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Receptor de progesterona

RP+ x RP-
CASP1
CASP4
CASP5
DFENAS
GSDMA
GSDMB
GSDMD

IL18
IL1B
NLRP3
PYCARD

FC
-0,01
0,018
-0,04
-0,06
-0,13
-0,21

11
-0,682
0,133

0,05
5,58

p
0,983

0,955
0,066
0,415
0,071
0,191
0,441
0,203
0,578
0,587
0,146

p-adj

0,728

0,79

I e
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Anexo 3. Expressao diferencial dos genes do inflamassoma e da piroptose no

subtipo triplo-negativo

Asiatica x branca

Raca FC p p-adj
CASP1 0,623 0,724 1
CASP4 -0,807 0,553 1
CASP5 -0,062 0,739 1
DFNAS5 0,58 0,317 1
GSDMA -0,09 0,7 1
GSDMB 0,414 0,496 1
GSDMD 1,637 0,636 1

IL18 -0,507 0,753 1

IL1B -0,164 0,865 1
NLRP3 0,357 0,233 1
PYCARD -2,43 0,716 1

Asiatica x negra
Raca FC p p-adj
CASP1 0,538 0,767 1
CASP4 -1,434 0,306 1
CASP5 0,04 0,836 1
DFNAS5 0,523 0,379 1

GSDMA -0,207 0,391 1

GSDMB 0,647 0,301 1

GSDMD 8,056 0,024 0,269

IL18 0,165 0,92 1
IL1B -0,666 0,501 1
NLRP3 0,29 0,345 1
PYCARD 1,102 0,873 1
Status menopausal
Pré-menopausa X P6s menopausa FC p p-adj-
CASP1 -0,410 0,628 1
CASP4 -1,151 0,080 0,876
CASP5 -0,159 0,074 0,812
DFNAS5 -0,277 0,322 1
GSDMA 0,097 0,395 1
GSDMB -0,446 0,140 1
GSDMD -1,155 0,503 1
IL-18 0,061 0,937 1
IL-1B -0,604 0,201 1
NLRP3 0,009 0,950 1
PYCARD -0,926 0,768 1




111

Estadiamento - T

T3+T4 X T1+T2 FC p p-adj
CASP1 0,904 0,454 1
CASP4 1,072 0,254 1
CASP5 0,143 0,26 1
DFNAS 1,911 0,0001 0,0001
GSDMA 0,367 0,022 0,240
GSDMB -0,005 0,99 1
GSDMD 4,962 0,046 0,506

IL18 1,045 0,341 1
IL1B 0,004 0,995 1
NLRP3 0,121 0,555 1
PYCARD 11,026 0,015 0,167
Estadiamento - N
N+ x N- FC p p-adj
CASP1 -0,546 0,495 1
CASP4 0,463 0,457 1
CASP5 -0,012 0,891 1
DFNA5 -0,567 0,029 0,321
GSDMA -0,096 0,371 1
GSDMB 0,073 0,799 1
GSDMD -0,997 0,548 1
IL18 -0,043 0,953 1
IL1B -0,09 0,838 1
NLRP3 -0,002 0,989 1
PYCARD 0,542 0,859 1

Expresséo diferencial dos genes e do inflamassoma no subtipo HER2

Status menopausal

Pré-menopausa x pés-menopausa

CASP1
CASP4
CASPS5
DFENAS
GSDMA
GSDMB
GSDMD
IL18
IL1B
NLRP3
PYCARD

FC
-0,183
0,525
0,008
0,101
0,373
0,790
-4,279
-0,434
0,076
0,039
-3,776

0,765
0,285
0,827
0,321
0,293
0,856
0,027
0,412
0,819
0,668
0,495

p-adj

o
HHl—\l—\BHl—\l—\HHl—\

(o]
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Asiatica x Negra

Raca FC p p-adj
CASP1 -0,21489 0,859 1
CASP4 -0,05841 0,949 1
CASP5 -0,02462 0,715 1
DFNA5 -0,06168 0,709 1
GSDMA -1,40014 0,044 0,483
GSDMB 11,84374 0,149 1
GSDMD 7,998382 0,030 0,329

IL18 1,302564 0,180 1

IL1B 1,258339 0,055 0,606
NLRP3 0,325683 0,099 1
PYCARD 5,788788 0,594 1

Asiatica x branca

Raca FC p p-adj
CASP1 0,212 0,811 1
CASP4 -0,300 0,657 1
CASP5 -0,035 0,474 1
DFNAS5 0,035 0,775 1

GSDMA -1,373 0,008 0,083
GSDMB -7,258 0,228 1
GSDMD 2,457 0,360 1
IL18 0,049 0,945 1
IL1B 0,237 0,621 1
NLRP3 0,227 0,118 1
PYCARD 2,101 0,792 1

Estadiamento - T

T3+T4 x T1+T2 FC p p-adj
CASP1 -0,691 0,343 1
CASP4 -0,638 0,273 1
CASP5 -0,039 0,366 1

DFNAS5 -0,214 0,069 0,756
GSDMA -0,331 0,416 1
GSDMB -2,858 0,564 1
GSDMD 1,504 0,509 1
IL18 -0,590 0,333 1

IL1B -0,568 0,136 1
NLRP3 -0,177 0,150 1
PYCARD 4,997 0,434 1
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Estadiamento - N

N+ x NO

CASP1
CASP4
CASPS
DFNAS
GSDMA
GSDMB
GSDMD
IL18
IL1B
NLRP3
PYCARD

FC
-0,404
-0,507
-0,017
-0,053
0,199
3,759
0,346
-0,418
0,050
0,025
3,083

0,426
0,211
0,572
0,523
0,481
0,276
0,827
0,324
0,852
0,775
0,488

p-adj

=

R e S S e N Y
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Anexo 4. Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa — Hospital AC

Camargo Cancer Center

A.C.Camargo
a9 HOSPITAL A.C. CAMARGO £ Plataforma
CANCER CENTER asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacéo dos padrées de expressdo de componentes do inflamassoma NLRP3 e
polarizagdo de macréfagos no microambiente tumoral de pacientes com céncer de
mama portadoras e nédo portadoras da mutagdo BRCA1

Pesquisador: Kelly Grace Magalhaes

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 84019618.8.3001.5432

Instituicdo Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO DISTRITO FEDERAL FAPDF

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.758.540

Apresentacao do Projeto:

O carcinoma mamario é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, com 1,7 milhdo de novos
casos, correspondendo a 11,9% de todos os casos de cancer em 2016. Em modelos experimentais, a
inflamacéo crénica foi descrita como indutora, porém alguns dados néo séo reproduzidos na clinica. Os
inflamassomas, complexos multiprotéicos de sinalizagéo intracelular atuantes na imunidade inata e
adaptativa, vem sendo associados a fungdes celulares contrastantes dependendo do tipo de célula
cancerigena analisada, o que também ¢é verdade para os receptores do tipo Toll. Porém, a relagdo do
inflamassoma NLRP3 e o cancer de mama & pouco conhecida. Considerando a presenca dos receptores
NLRs e TLRs nas células ndo hematopoiéticas e, logo, a possibilidade de modulagdo do microambiente
inflamatério pela prépria célula tumoral, propds-se analisar a presenca e funcdo do receptor NLRP3 e seu
inflamassoma em pacientes com cancer de mama portadoras e néo portadoras da mutagdo BRCA1.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os padrdes de expressao de componentes do inflamassoma NLRP3 e da polarizagdo de macréfagos
no microambiente tumoral de pacientes com cancer de mama portadoras e ndo portadoras da mutagéo
BRCA1.

Enderego: Rua Professor Antonio Prudente, 211

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org.br
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Cancer de Barretos
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mama portadoras e ndo portadoras da mutagdo BRCA1
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Versao: 3
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riscos e beneficios” foram retiradas do documento intitulado
“PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1673078.pdf" (submetido na Plataforma Brasil em
25/02/2021).

Resumo:

O carcinoma mamario € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, com 1,7 milhdo de novos
casos, correspondendo a 11,9% de todos os casos de cancer em 2016. Em modelos experimentais, a
inflamagdo crénica foi descrita como indutora, porém alguns dados ndo sdo reproduzidos na clinica. Os
inflamassomas, complexos multiprotéicos de sinalizagdo intracelular atuantes na imunidade inata e
adaptativa, vem sendo associados a fungdes celulares contrastantes dependendo do tipo de célula
cancerigena analisada, o que também é verdade para os receptores do tipo Toll. Porém, a relagdo do
inflamassoma NLRP3 e o cancer de mama é pouco conhecida. Considerando a presenc¢a dos receptores
NLRs e TLRs nas células ndo hematopoiéticas e, logo, a possibilidade de modulagdo do microambiente
inflamatério pela prépria célula tumoral, propds-se analisar a presenca e funcdo do receptor NLRP3 e seu

inflamassoma em pacientes com cancer de
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NLRP3 inflammasome-mediated cytokine =
production and pyroptosis cell death in breast
cancer
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Abstract

Breast cancer is the most diagnosed malignancy in women. Increasing evidence has highlighted the importance of
chronic inflammation at the local and/or systemic level in breast cancer pathobiology, influencing its progression,
metastatic potential and therapeutic outcome by altering the tumor immune microenvironment. These processes are
mediated by a variety of cytokines, chemokines and growth factors that exert their biclogical functions either locally
or distantly. Inflammasomes are protein signaling complexes that form in response to damage- and pathogen-associ-
ated molecular patterns (DAMPS and PAMPS), triggering the release of pro-inflammatory cytokines. The dysregulation
of inflammasome activation can lead to the development of inflammataory diseases, neurodegeneration, and can-
cer. A crucial signaling pathway leading to acute and chronic inflammation occurs through the activation of MLRP3
inflammasome followed by caspase 1-dependent release of IL-13 and IL-18 pro-inflammatory cytokines, as well as,

by gasdermin D-mediated pyroptotic cell death. In this review we focus on the role of NLRP3 inflammasome and its
components in breast cancer signaling, highlighting that a more detailed understanding of the clinical relevance of
these pathways could significantly contribute to the development of novel therapeutic strategies for breast cancer.

Keywords: Breast cancer, Gasdermins, IL-1B, NLRP3 inflammasome
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Review Article Obesity and Breast Cancer: The Role

fom of Crown-Like Structures in Breast
Adipose Tissue in Tumor Progression,
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ABSTRACT

Obesity is associated with increased risk and aggressiveness of many types of cancer. Women
with obesity and breast cancer are more likely to be dizagnosed with larger and higher-grade
tumors and have higher incidence of metastases than lean individuals, Increasing evidence
indicates that obesity includes systemic, chronic low-grade inflaimmation, and that adipose
tissue can act as an important endocrine site, secreting a variety of substances thar may
regulate inflammation, immune response, and cancer predisposition. Obesity-associated
inflammation appears to be initially mediated by macrophage infiltration into adipose tissue.
Macrophages can surround damaged or necrotic adipocytes, forming “crown-like” structures
[CLS). CLS are increased in breast adipose tissue from breast cancer patients and are more
abundant in patients with obesity conditions. Moreover, the CLS index-ratio from individuals
with obesity seems to influence breast cancer recurrence rates and survival. In this review, we
discuss the most recent cellular and molecular mechanisms involved in CLS establishment

in the white adipose tissue of women with obesity and their implications for breast cancer
biclogy. We also explain how CLS influence the tumor microenvironment and affect breast
cancer behavior. Targeting breast adipose tissue CLS can be a crucial therapeuatic tool in
cancer treatment, especially in patients with obesity.



’ frontiers
in Genetics
Multi-Approach Bioinformatics
Analysis of Curated Omics Data
Provides a Gene Expression
Panorama for Multiple Cancer Types
Bruno César Feltes ', Joice de Faria Poloni'', itamar José Guimaraes Nunes”,
Sara Socorro Fania® and Marcio Dorn "**
' Laboratory of Stnucturad Bionformancs and Computational Biokogy, instiute of informatcs, Feceval University of Rio Grande
do Sul, Porto Alegra, Sraxd * Center of Botechnoiogy, Feceral Unfversey of Rio Grande do Suwl, Forto Alagre, Bran),
* Lahoratory of immunology and infammadion, Depariment of Cod Siology, Universey of Srastia, Brasiia, Bran), ‘ Nasona!
Institute of Science and Technoiogy - Foransic Science, Forto Alogre, Bran!
OPEN ACCESS  gtudies describing the expression patterns and biomarkers for the tumoral process
Edredby:  INCrease in number every year. The avalability of new datasets, although essential, aiso
Osbiaido Resencts Antona, creates a confusing landscape where common or critical mechanisms are cbscured
fatonsiAutonameis e &' amidst the divergent and heterogenecus nature of such results. In this work, we
' - manualy curated the Gene Expression Omnibus using rigorous filtering critara to select
Sam Atar the most homegenaous and highest quality microarray and RNA-saq datasets from
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muitiple types of cancer. By applying systems biclogy approaches, combined with
machine leaming analysis, we investigated possible fraquently deregulated molecular
mechanisms underlying the tumoral process. Our multi-approach analysis of 99 curated
datasets, composed of 5.406 samples, revealad 47 differentially expressad genes in
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The Use of the Anticoagulant Heparin
and Corticosteroid Dexamethasone
as Prominent Treatments for
COVID-19

COMID-19 is spreading worldwide at disturbing rates, overwhelming global healthcare.
Mounting death cases due to disease complications highlight the necessity of
describing efficient drug therapy strategies for severe patients. COVID-19 seventy
associates with hypercoagulation and exacerbated inflammation, both influenced by
ACE2 downregulation and cytokine storm occurrence. In this review, we discuss
the applicability of the anticoagulant heparin and the anti-inflarmmatory corticosteroid
dexarmethasone for managing severe COVID-19 patients. The upregulated inflammation
and blood clotting may be mitigated by administrating heparin and its derivatives.
Heparin enhances the anticoagulant property of anti-thrombin (AT) and may be
useful in conjunction with fibrinolytic drugs for severe COVID-19 patients. Besides,
heparin can also modulate immune responses, alleviating TNF-a-mediated inflarmmation,
impairing IL-6 production and secretion, and binding to complement proteins and
leukotriens By (LTBs). Moreover, heparin may present anti-SARS-CoV-2 potential
once it can impact viral infectivity and alter SARS-CoV-2 Spike protein architecture.
Ancther feasible approach is the administration of the glucocorticoid dexamethasone.
Although glucocorticoid's administration for viral infection managing is controversial,
there is increasing evidence demonstrating that dexamethasone treatment is capable
of drastically diminishing the death rate of patients presenting with Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS) that required invasive mechanical ventilation. Importanthy,
dexamethasone may be detimental by impaiing viral clesrance and  inducing
hyperglycemia and sodium retention, hence possibly being deleterious for diabetics
and hypertensive patients, two major COVID-19 risk groups. Therefore, while heparn's
multitarget capacity shows to be strongly beneficial for severe COVID-19 patients,
dexamethasone should be carefully administered taking into consideration underhying
medical conditions and COVID-19 disease severity. Thersfore, we suggest that the
muttitarget impact of heparn as an anti-viral, antithrombaotic and anti-inflammatory drug
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Hypercoagulopathy and Adipose
Tissue Exacerbated Inflammation
May Explain Higher Mortality in
COVID-19 Patients With Obesity
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COVID-18, caused by SARS-CoV-2, is characterized by pneumonia, lymphopenia,
exhausted lymphocytes and a cytokine storm. Several reports from around the world
have identified obesity and severe obesity as one of the strongest risk factors for
COVID-18 hospitalization and mechanical ventilation. Moreover, countries with greater
obesity prevalence have a higher morbidity and mortality risk of developing serious
outcomes from COVID-18. The understanding of how this increased susceptibility of
the people with cbesity to develop severe forms of the SARS-CoV-2 infection occurs
is crucial for implementing appropriate public health and therapeutic strategies to
avoid COVID-19 severe symptoms and complications in people living with obesity.
We hypothesize here that increased ACEZ expression in adipose tissue displayed by
people with obesity may increase SARS-CoV-2 infection and accessibility to this tissue.
Individuals with obesity have increased white adipose tissue, which may act as a reservoir
for a more extensive viral spread with increased shedding, immune activation and
pro-inflammatory cytokine amplification. Here we discuss how obesity is related to a
pro-inflammatory and metabolic dysregulation, increased SARS-Co\V-2 host cell entry
in adipose tissue and induction of hypercoagulopathy, leading people with obesity to
develop severe forms of COVID-19 and also death. Taken together, it may be crucial to
better explore the role of visceral adipose tissue in the inflammatory response to SARS-
CoV-2 infection and investigate the potential therapeutic effect of using specific target
anti-infammatories (canakinumab or anakinra for IL-1p inhibition; anti-IL-6 antibodies for
IL-8 inhibition), anticoagulant or anti-diabetic drugs in COVID-19 treatment of people with
obesity. Defining the immunopathological changes in COVID-19 patients with obesity can
provide prominent targets for drug discovery and clinical management improverment.
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